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RESUMO

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a eficiéncia da suplementagdo
com o prebidtico Flavofeed® sobre o desempenho, composi¢do corporal, parametros
hematoldgicos e morfometria de duodeno de juvenis tildpias do Nilo (Oreochromis
niloticus) em relagdo a uma dieta controle. Foram utilizados 240 juvenis (11,73+£2,03 g)
distribuidos em 24 aqudrios experimentais de polietileno de 100 litros equipados com
sistema de aeracdo e aquecedores para manutencdo da temperatura constante. Os peixes
foram divididos em dois grupos e alimentados durante 84 dias com dietas isocaldricas
(3149,86 kcal ED/ kg) e isoprotéicas (27,21% PD) contendo ou ndo Flavofeed®. Na dieta
teste foi incluido 0,05% de Flavofeed®, quantidade recomendada pelo fabricante, e na dieta
controle houve inclusdo de material inerte (bagaco de cana) na mesma proporcao. As dietas
foram extrusadas na fabrica de racdo da UNESP de Jaboticabal. O delineamento
experimental foi em blocos casualizados, com trés blocos (classes de peso) e quatro
repeticdes por bloco, sendo que cada repeti¢do era constituida por dez peixes. A andlise
estatistica dos resultados foi realizada com a utiliza¢do do programa estatistico SAS 8.0. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as diferengas (P<0,05) entre as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey. A suplementa¢do com prebidtico ndo afetou de
forma significativa (P>0,05%) o desempenho dos juvenis de tildpia do Nilo. Entretanto, foi
constatado efeito sobre o metabolismo de gordura, uma vez que o indice gorduro-
viscerossomatico foi significativamente menor nos peixes alimentados com a racgdo
contendo Flavofeed®. Ndo foram observadas alteracdes significativas (P>0,05) nos
parametros hematolégicos. O uso do produto elevou significativamente a altura das
vilosidades do duodeno em relagdo a dieta controle, resultado que normalmente implica em
maior superficie de absorcdo e melhor aproveitamento dos nutrientes. Mais estudos em
condi¢Oes de desafio sanitdrio sdo necessdrios para confirmar estes efeitos e verificar

possiveis respostas sobre o desempenho.

Palavras-chave: composi¢do corporal, desempenho, hematologia, imunoestimulante,

morfometria, peixe.



ABSTRACT

The current study was conducted with the aim to evaluate the efficiency of the
supplementation with the prebiotic Flavofeed® over the performance, corporal composition,
hematological parameters and duodenal morphometry of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) juveniles in relation to a control diet. The total of 240 juveniles (11,73+2,03 g)
where distributed in 24 experimental tanks (100 liters) equipped with air and heater system.
The fishes where shared in two groups that are feed during 84 days with isocaloric (3149,86
kcal ED/ kg) and isoproteic (27,21% PB) diets containing or not Flavofeed®. In the test diet
0,05% of Flavofeed was included by the manufacturer indication, and in the control diet
was made the inclusion of an inert material (sugarcane bagasse) in the same proportion.
The experimental design was in randomized blocks, with four repetitions per block and ten
fish per repetition. Statistical analysis was conducted with the program SAS 8.0. All data
were subjected to analysis of variance and the difference (P<0,05) between the means
where compared by the Tukey’s multiple range test. The prebiotic supplementation didn’t
affect (P>0,05) the performance of Nile tilapia juveniles. However, was found effect in the
fat metabolism, once the vicerosomatic index was significantly (P<0,05) smaller in the fish
feed with the diet containing Flavofeed®. Any significant (P>0,05) changes was found in
the hematological parameter studied. The use of the prebiotic increased the duodenal
villosity height in relation to the control diet, result that normally implicate in bigger
absorption surface and better nutrients utilization. However studies in sanitary challenges

condition are necessary to confirm these results.

Key-words: corporal composition, fish, hematology, immunoestimulants, morfometry,

performance.



1. INTRODUCAO

O mercado consumidor esta cada vez mais exigente e existe uma demanda crescente
por alimentos mais sauddveis, sem residuos de antibidticos e agrotdxicos. Algumas
substancias imunoestimulantes vém sendo utilizadas como alternativa aos antibidticos
promotores de crescimento, entre elas determinados prebidticos.

Na aqiiicultura a utilizacdo de alimentos para promover a saide ainda é uma
novidade. O primeiro estudo com probidticos foi realizado por Kozasa (1986) e o assunto
rapidamente despertou grande interesse (Gatesoupe, 1999; Irianto e Austin, 2002; Lara-
Flores et al., 2003). Os probidticos sao definidos como suplemento alimentar de
microrganismos vivos que afetam beneficamente o animal hospedeiro melhorando o
equilibrio da microflora intestinal (Fuller, 1989).

As evidéncias de efeitos positivos dos probidticos deu origem aos prebidticos,
ingredientes ndo digestiveis da dieta que afetam beneficamente o hospedeiro, estimulando
seletivamente o crescimento e a atividade de bactérias benéficas para o trato
gastrointestinal, melhorando a saide do hospedeiro (Gibson e Roberfroid, 1995).

Para uma substancia ser classificada com prebidtico, ela ndo pode ser hidrolisada
ou absorvida na parte superior do trato gastrointestinal, e deve ser um substrato seletivo
para bactérias comensais benéficas do célon, afetando o crescimento ou o metabolismo,
sendo capaz de alterar a microflora intestinal favordvel e induzir a efeitos benéficos
intestinais ou sistémicos, ao hospedeiro (Dionizio et al., 2002).

De acordo com Silva e Nornberg (2003) os efeitos resultantes do uso dos

prebidticos s@o evidenciados pelo crescimento das populagdes microbianas benéficas, pela



melhora nas condi¢des luminais, nas caracteristicas anatomicas do trato gastrointestinal e
no sistema imune e, em alguns casos, pela melhora no desempenho animal.

Entretanto, a utiliza¢do de prebidticos ainda € um conceito novo na aqiiicultura e as
pesquisas s@o bastante limitadas (Li e Gaitlin, 2004). Dentro desta categoria o Flavofeed®
¢ um prebidtico promotor de crescimento para frangos de corte produzido pela Quinabra®-
Quimica Natural Brasileira Ltda, com propriedades antioxidantes, imunoestimulantes e
acidificantes. O produto possui em sua composi¢do bioflavondides citricos,
mananoligossacarideos e beta-glucanas, dcidos linoleico e oleico e os 4cidos ascérbico e

citrico, caracterizando-se como prebiotico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aditivos e promotores de crescimento na alimentacio animal

Moore et al. (1946) descobriram que a adicdo de doses subclinicas de diferentes
antibidticos em dietas para frangos melhorou significativamente o crescimento e a
conversdo alimentar.

Ahmad e Matty (1989) testaram dois antibiticos como promotores de crescimento
em dietas para a carpa (Cyprinus carpio) e verificaram que houve melhora no crescimento
somente na dieta com elevada proteina (40%). O mesmo resultado nao foi encontrado para
a dieta contendo baixa proteina (25%), sugerindo que o uso de antibidticos possibilita o
aproveitamento para o crescimento do excesso de proteina da dieta que normalmente seria
utilizado como fonte de energia.

Rawles et al. (1997) avaliaram a utiliza¢do de dois antibidticos, como promotores de
crescimento em dietas para o bagre do canal (Ictalurus punctatus) e nao encontraram
melhora no desempenho em relagdo aos peixes que receberam a dieta controle.
Concentracgdes de antibidticos acima do limite legal foram encontradas nos tecidos de todos
os peixes que receberam o nivel recomendado pelo fabricante e em muitos peixes que
receberam doses menores.

A incidéncia de resisténcia em bactérias gram-negativas no trato gastrointestinal e
na dgua de cultivo do bagre do canal foi investigada por McPhearson et al. (1991), que
constataram que em tanques previamente tratados com antibidticos a porcentagem de
bactérias resistentes a um ou multiplos antibidtico foi significativamente maior em relagao

aos tanques sem histdria recente de aplicagdo dos mesmos. A menor incidéncia de bactérias



resistentes foi encontrada nas amostras coletadas de seis rios do sudeste dos Estados
Unidos.

O conceito de probidtico foi originariamente definido por Parker (1974) como
“organismos e substincias que contribuem para o balanco intestinal”. Mais tarde a
definicdo foi restrita para “suplemento alimentar de microrganismos vivos que afetam
beneficamente o animal hospedeiro melhorando o equilibrio da microflora intestinal”
(Fuller, 1989).

Trust et al. (1979) isolaram e identificaram microrganismos anaerdbicos do trato
gastrointestinal de trés espécies: da carpa-capim (Ctenopharyngodon idella), do kinguio
(Carassius auratus) e da truta (Salmo gairdneri). A lista incluia Actinomyces, Bacterioides,
Clostridium, Eubacterium, Fusobacterium e Peptostreptococcus, géneros encontrados
também na microflora gastrointestinal de outros vertebrados. Ramirez e Dixon (2003)
estudaram a producdo de enzimas pela microflora intestinal do apaiari (Astronotus
ocellatus), acard bandeira (Pterophyllum scalare) e do linguado (Paralichthys lethostigma),
e concluiram que as bactérias anaerdbicas intestinais devem exercer um papel importante
na digestao destes peixes, produzindo enzimas para a quebra e absor¢do de nutrientes.

Os prebidticos atuam indiretamente sobre o sistema imune e enzimdtico, pois
estimulam o crescimento das populagdes de bactérias benéficas, que tém a capacidade de
produzir substincias com propriedades imunoestimulatérias e interagir com o sistema
imune em vdrios niveis, incluindo a producdo de citocinas, a proliferacdo de células
mononucleares, a fagocitose macrofdgica, a eliminag@o e a inducio de sintese de grandes
quantidades de imunoglobulinas. (Silva e Nornberg, 2003).

As principais fontes de prebidticos sdo alguns agucares absorviveis ou nio, fibras,

peptideos, proteinas, dlcoois de acgucares e os oligossacarideos (Dionizio et al., 2002). Na



nutricio animal, entre os prebidticos mais estudados como aditivos estdo o0s
frutoligossacarideos, glucoligossacarideos e os mananoligossacarideos (Budifio et al.,
2004).

Gibson e Roberfroid (1995) relataram que os mananoligossacarideos sdo pequenos
polimeros de manose encontrados em maior quantidade em componentes de células de
leveduras. Leslie (1996) verificou que a microbiota benéfica pode utilizar os
mananoligossacarideos como fonte de energia, ao contrario da maioria dos patégenos.

Existem evidéncias de que determinados oligossacarideos, entre eles os
mananoligossacarideos, atuam diretamente sobre algumas populacdes de bactérias
patogénicas, pois eles se ligariam as fimbrias que as bactérias patogénicas utilizam para
fixacdo, tornando-as indisponiveis para a aderéncia no trato gastrointestinal, fazendo com
que estas sejam eliminadas por exclusdo competitiva (Spring et al., 2000; Gibson e
Roberfroid, 1995).

O sistema imune dos peixes possui mecanismos de defesa especificos e ndo
especificos. Quando determinado microrganismo invade o organismo pela primeira vez, o
mecanismo de defesa ndo especifico ¢ mais importante, uma vez que a resposta imune
especifica requer um maior periodo para o acumulo de anticorpos e ativacdo de células
especificas (Anderson e Jeney, 1993).

Os imunoestimulantes compreendem um grupo de substancias bioldgicas ou
sintéticas que estimulam a reposta imune ndo especifica (Siwicki et al., 1994). Os
imunoestimulantes estudados para os organismos aqudticos incluem agentes quimicos,
componentes de bactérias, polissacarideos, extratos animais e vegetais, fatores nutricionais

e alguns hormonios (Sakai, 1999).



As glucanas sdo macromoléculas encontradas nas leveduras, formadas por blocos de
glicose unidos através de ligacdes B (1-3) e B (1-6). Alguns estudos mostram que a levedura
¢ capaz de melhorar a resposta imunoldgica e o crescimento de vdrias espécies de peixes
(Li e Gatlin III, 2003).

A suplementacdo com frutoligossacarideos em dietas para frangos de corte ndo
afetou significativamente o desempenho, conversao alimentar, sobrevivéncia e deposicao
de gordura abdominal em relag@o a dieta controle (Waldroup et al., 1993).

Siwicki et al (1994) estudaram o efeito de B-glucanas e dois tipos de leveduras
sobre a resposta imune ndo especifica da truta arco-iris (Oncorhynchuis mykiss). O
hematdcerito ndo diferiu significativamente entre os tratamentos e a porcentagem de
linfécitos foi significativamente maior nas dietas contendo levedura (Saccharomyces
cerevisae).

O efeito de dois imunoestimulantes, B-glucanas e levedura, sobre o resposta imune
ndo especifica e a resisténcia contra a infec¢do por Edwardsiella ictaluri foi estudada no
bagre do canal por Duncan e Kelsius (1996). Os autores constataram que a porcentagem de
eritrocitos foi significativamente maior na dieta controle em relagdo aos outros tratamentos
e o ndmero de linfécitos foi significativamente maior nos peixes alimentados com dietas
contendo B-glucanas e levedura. A suplementacdio com B-glucanas elevou a migragao e
fagocitose do macréfagos e neutréfilos. A melhora da resposta do sistema imune provocada
pela alimentacdo com imunoestimulantes, entretanto ndo melhorou a resisténcia contra a
infec¢do por Edwardsiella ictaluri.

Macari e Maiorka (2000) observaram maior ganho de peso e altura das vilosidades

nos trés segmentos do intestino delgado em frangos de sete dias suplementados com 0,2%



de mananoligossacarideos em relacdo aos animais que receberam a dieta controle. A
conversdo alimentar ndo variou entre os tratamentos.

Dionizio et al. (2002) testaram diferentes prebidticos (frutoligossacarideos, lactose,
manose e sacarose) em dietas para frangos de corte e ndo apuraram diferenca significativa
para o ganho de peso, consumo de ragdo, conversdao alimentar e deposicdo de gordura
abdominal em rela¢@o a dieta controle e a dieta contendo antibidtico.

O efeito da utilizagdo de levedura integra de cana de agucar e seus derivados
(autolizado e parede celular) em dietas para juvenis de tildpia do Nilo foram estudados por
Carvalho (2002) em sua dissertacio de mestrado. Neste trabalho as leveduras foram
utilizadas como fonte protéica, substituindo 25% da proteina bruta total da dieta. O ganho
de peso e o consumo de racdo foram significativamente maiores nos peixes alimentados
com as dietas contendo parede celular e autolizado, e o teor de proteina bruta da carcaca
dos peixes que receberam a dieta contendo parede celular também foi significativamente
maior.

Lara-Flores et al. (2003) estudaram a utilizacdo de levedura e um probidtico
comercial na dieta de larvas de tildpia do Nilo e os dois aditivos melhoraram
significativamente o crescimento em relacdo a uma dieta controle, embora o maior ganho
de peso e conversdo alimentar tenham sido obtido com a dieta suplementada com levedura.

A utilizacdo de trés niveis de levedura desidratada (1, 2 e 4%) em dietas de juvenis
do hibrido “striped bass” (Morone chrysops x M. saxatilis) foi estudada por Li e Gatlin III
(2003). Os autores concluiram que a levedura interfere de forma positiva no desempenho,
efici€ncia alimentar e resisténcia contra bactérias. Além disso, os resultados dos parametros
imunolégicos indicaram que ela pode ser administrada por periodos relativamente longos

sem resultar em imunossupressao.
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A adi¢@o de prebidtico, probidtico e simbidticos em dietas de leitdes desmamados
nao influenciou significativamente os valores do hemograma em relacdo a dieta controle
(Budiiio et al., 2004).

Jaramillo Jr e Gaitlin III (2004) verificaram que a suplementacdo com [-glucanas
por seis semanas diminuiu significativamente o ganho de peso e a conversao alimentar e
ndo afetou a resisténcia a doengas e a atividade de lisozima no plasma do “striped bass”.

Andrade et al. (2004) testaram a utilizacdo de dois aditivos (promotor de
crescimento e simbidtico) em dietas para frangos de corte contendo dois niveis de
substituicdo do milho por silagem de graos imidos. A dieta contendo simbi6tico apresentou
ganho de peso significativamente maior em relacdo a dieta sem aditivo, entretanto foi
significativamente menor em relacio a dieta contendo promotor de crescimento. O
desenvolvimento do trato gastrointestinal ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos.

Em estudo realizado por Li e Gaitlin Il (2004) para avaliar a utilizagdo do
prebiético Grobiotic” AE e da levedura parcialmente autolizada em dietas para o “striped
bass”, os autores verificaram que o ganho de peso e a sobrevivéncia ndo diferiram
significativamente entre os tratamentos apds sete semanas de experimento. A conversiao
alimentar foi significativamente melhor para a dieta contendo prebidtico em relacdo a dieta
basal. Paralelamente ao ensaio de desempenho foi realizado um desafio com a bactérias e
os peixes que receberam as dietas contendo prebidtico ou levedura apresentaram
sobrevivéncia significativamente maior em relacdo a dieta basal.

Posteriormente, Li e Gaitlin III (2005) testaram a eficiéncia do prebidtico
Grobiotic®-A e da levedura parcialmente autolizada como suplemento alimentar para

juvenis de “striped bass” expostos a infeccdo crOnica por Mycobacterium marinum e
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constataram que com a dieta contendo prebidtico e a com dieta contendo 2% de levedura de
cerveja houve tendéncia de melhora no ganho de peso, entretanto a diferenca entre as
médias ndo foi significativa. A conversdo alimentar foi significativamente melhor somente
para a dieta contendo 2% de levedura de cerveja. A utilizacdo do prebidtico elevou
significativamente a sobrevivéncia, sugerindo seu potencial para uso na aqiiicultura.

Gaiotto (2005) estudou a inclusdo de dois niveis (2,5 e 5%) de levedura integra
desidratada e seus derivados, parede celular de levedura e autolizado de levedura, em dietas
para juvenis de pintado (Pseudoplatystoma coruscans). A autora encontrou efeito
significativo sobre a composic@o de carcaga, taxa de crescimento especifico, sobrevivéncia
e consumo de ragcdo. A dieta controle apresentou a menor taxa de sobrevivéncia, podendo-
se inferir que a levedura e seus derivados podem melhorar o sistema imunoldgico dos

pintados.
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3. OBJETIVOS

A utilizacdo de aditivos na alimentacdo de peixes ainda apresenta resultados
bastante diversos e 0 modo de a¢do dos prebidticos ndo estd bem elucidado. Portanto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia do uso do prebidtico composto
Flavofeed® sobre o desempenho, composicdo corporal, hematologia e morfometria de

duodeno de tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) em relacdo a uma dieta sem prebidtico.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Pesquisa de Peixes Ornamentais do
Centro de Aqiiicultura da UNESP de Jaboticabal —SP por um periodo de 84 dias, de 29 de

setembro a 16 de dezembro de 2004.

4.1. Animais e instalacoes

Foram utilizados 240 juvenis de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus)
(11,73£2,12 g) alojados em 24 aqudrios experimentais de polietileno com capacidade
volumétrica de 120 litros, equipados com sistema de aeracdo proveniente de um
compressor radial e aquecedores para manutenc¢do da temperatura (27°C). Para um maior
controle da heterogeneidade entre as repeticdes os peixes foram divididos em trés classes
de peso (9,68+0,28 g; 11,22+0,46 g; 14,30+0,76 g).

Os juvenis de tildpia, sexualmente revertidos para machos, foram produzidas no

Setor de Tilapicultura do CAUNESP - Jaboticabal.

4.2. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos casualizados (classes de peso), com trés
blocos e quatro repeticdes por bloco, sendo que cada repeticdo era constituida por dez
peixes. Os peixes foram divididos em dois grupos que foram alimentados com dietas

contendo (T1) ou ndo prebidtico (TO).
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4.3. Avaliacoes fisico-quimicas da agua

A temperatura média dos aqudrios foi aferida diariamente com um termOmetro de
mixima e minima. As determina¢des de alcalinidade total (mg de CaCOs/L), amoOnia
(ug/L), oxigénio dissolvido (mg O,/L) e potencial hidrogénionico (pH) foram realizadas

quinzenalmente.

4.4. Dietas experimentais
A composicdo quimica dos ingredientes utilizados nas formulacdes das dietas foi
determinada no Laboratério de Nutricdo Animal da Faculdade de Ciéncias Agrérias e

Veterinarias, Campus de Jaboticabal — UNESP, segundo as normas da AOAC (1995)

Tabela 1. Ingredientes e composi¢ao das dietas experimentais.

Ingredientes (%)
Farinha de peixe 11,00
Farelo de soja 44,35
Milho 29,00
Farelo de trigo 11,00
Oleo de soja 1,60
Supl. vitaminico e mineral’ 1,00
Fosfato bicélcico 2,00
Flavofeed® Bagaco de cana 0,05
Total 100,00
Composicéo calculada/analisada

Matéria seca 88,94
Proteina bruta 30,19
Proteina digestivel 27,21
Extrato etéreo 4,83
ENN?® 40,85
Fibra bruta 4,16
Caélcio 1,47
Fésforo 0,85
Energia bruta (kcal/kg) 4035,85
Energia digestivel (kcal/kg) 3149,86

'Suplemento vitaminico e mineral: Vit. A - 5000.000 UI; Vit. D5 - 200.000 Ul; Vit. E - 5.000 Ul; Vit.
Ks —1.000 mg; Vit C - 15.000 mg; Vit By, - 4.000 mg; Vit. By - 1.500 mg; Vit. B, - 1.500 mg; Vit. Bg —
1.500 mg; Biotina - 50 mg; Acido félico - 500 mg; Acido pantotémico - 4000 mg; B.H.T. — 12,25 g;
Colina - 40 g; Fe - 5.000 mg; Cu - 500 mg; Mn - 1.500 mg; Co- 10 mg; | - 50 mg; Se - 10 mg e Zn -
5.000 mg.

®Extrato no-nitrogenado.
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As dietas, isocaldricas (3149,86 kcal ED/kg) e isoprotéicas (27,21% de proteina
digestivel), foram formuladas com milho, farelo de soja, farinha de peixe e farelo de trigo
(Tabela 1). Na dieta teste foi incluido 0,05% de prebidtico, quantidade recomendada pelo
fabricante para frangos de corte, e na dieta controle houve inclusdo de material inerte
(bagaco de cana) na mesma propor¢do. A proteina e a energia digestivel das dietas foram
calculadas utilizando-se os coeficientes de digestibilidade encontrados para a tildpia do
Nilo por Pezzato et al. (2002).

Depois de misturadas, as racdes foram finamente trituradas em moinho de faca com
peneira de 2 mm de diametro de malha. As dietas foram extrusadas na fabrica de racdo da

UNESP de Jaboticabal e armazenadas no freezer até o momento da utilizagdo.

4.5. Ensaio de desempenho

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia até a saciedade aparente, de modo a
ndo haverem sobras de racdo. Todos o dias a matéria orginica que se acumulava no fundo
dos aquadrios era sifonada e 75% da 4agua era renovada. Diariamente, antes da primeira
alimentacdo, os peixes eventualmente mortos eram retirados, e as baixas anotadas. As
biometrias foram realizadas no inicio do experimento, aos 28, 56 e 84 dias.

O ganho de peso (GP) foi calculado pela diferenca entre os pesos médios da parcela
final e inicial.

O consumo total de ragdo foi determinado pela diferenca de peso, entre a racdo
pesada no inicio e a o sobra no final do periodo.

A conversdao alimentar aparente (CA) foi calculada de acordo com a seguinte

equagdo:
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(Consumo total de ragao g)

CA = . ,
(Ganho de peso dos peixes g)x (n° de peixes na parcela)

A sobrevivéncia foi calculada dividindo-se o numero de peixes vivos no final do

experimento pelo numero de peixes colocados inicialmente nos aqudrios.

4.6. Composicao corporal

No final do experimento foram amostrados e pesados dois peixes por repeticdo, que
foram sacrificados para retirada imediata do figado e gordura visceral, que posteriormente
foram pesados para os cdlculos de indice hepatossomdtico (IHS) e do indice gorduro-
viscerossomdtico (IGVS), que relacionam respectivamente o peso do figado e da gordura

visceral com o peso do corpo:

THS = (Peso do figado g)xlo0
(Peso corporal g)
IGVS = (Peso da gordura visceral g) <100

(Peso corporal g)

A partir de um fragmento do figado e do musculo esquelético retirado da porcao
dorso-caudal foi avaliada a porcentagem de lipideos nestes tecidos de acordo com a
metodologia descrita por Blight e Drier (1957). Também foi coletado um peixe inteiro de

cada tratamento para as avaliagdes de composicido corporal segundo metodologia descrita
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pela AOAC (1995). A partir dos dados de composi¢do corporal de gordura e nitrogénio
obtidos no inicio e no final do experimento foram calculadas as porcentagens de gordura e
nitrogénio no ganho de peso (GGP e NGP), que relacionam a quantidade de extrato etéreo
ou nitrogénio, fixados nos pesos dos peixes, e o valor médio de ganho de peso, segundo as

equagdes abaixo:

(% de gordura final x peso final ) - (% de gordura inicial x peso inicial)

; Y x100
(peso final g - peso inicial)

GGP =

(% de nitrogénio final x peso final )— (% de nitrogénio inicial x peso inicial)

. —— x100
(peso final g - peso inicial)

NGP =

4.7. Avaliacoes hematologicas

As avaliacdes hematoldgicas foram realizadas a partir de aliquotas de sangue
coletadas por puncdo caudal de um peixe por repeti¢do, utilizando-se seringas contendo
EDTA (10%). Para contagem de eritrécitos foi utilizado um contador automadtico de células
sanguineas (Modelo CC510, da Celm) e a dosagem de hemoglobina foi realizada de acordo
com o método de Collier (1944). O hematdcrito foi determinado de acordo Goldenfarb et
al. (1971). O volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e

a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculadas de acordo
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com Wintrobe (1934). A contagem diferencial de leucécitos foi realizada a partir de
esfregacos corados pancromicamente e as células foram examinadas por microscopia de
luz. Em cada esfregaco foram contadas 200 células, estabelecendo-se o percentual de cada
componente celular de interesse. A quantificacdo de leucdcitos totais, trombdcitos totais e
eritroblastos foi realizada indiretamente nas mesmas extensdes, a partir da contagem do

numero de leucdcitos, trombdcitos e eritroblastos para cada 2000 eritrdcitos.

4.8. Avaliacoes morfométricas

Para avaliacdo da morfologia intestinal foi colhida a por¢do média do duodeno de
seis peixes por bloco, totalizando nove peixes por tratamento. As amostras foram fixadas
em solu¢do de Bouin e apés 24 horas lavadas em alcool etilico a 70°GL e em seguida
desidratadas em séries crescentes de dlcoois. Apds a desidratacdo, procedeu-se a
diafamizacdo em benzol e inclusdo em parafina. Foram confeccionadas duas laminas de
cada amostra e os cortes foram corados de acordo com a técnica de coloragao hematoxilina
de Harris-eosina (Behmer et al., 2003). As laminas foram fotografadas utilizando-se uma
camera digital acoplada a um microscépio (aumento 10 vezes), e de cada amostra foram
tiradas 50 medidas da altura do epitélio de revestimento, altura das vilosidades,
profundidade de cripta e numero de vilosidades/area (1712,14 pmz). As medidas
morfométricas do duodeno foram realizadas em um sistema analisador de imagens Pré-plus

da Cibernética do Brasil.

4.9. Analises estatisticas
A andlise estatistica dos resultados foi realizada com a utilizacdo do programa

estatistico SAS 8.0. Os dados foram submetidos a andlise de variincia e as diferengas
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(P<0,05) entre as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. As taxas percentuais de

sobrevivéncia, IHS, IGVS, lipideo no figado, lipideo no musculo, GGP e NGP sofreram

transformacdo arco seno v % /100 .
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5. RESULTADOS

5.1. Parametros fisico-quimicos
Os resultados das avaliagdes fisico-quimicas estdo apresentados na Tabela 2 e como
pode ser observado os valores médios dos parametros limnolégicos da dgua dos aqudrios

experimentais ndo apresentaram variagdo significativa (P>0,05) entre tratamentos.

Tabela 2. Valores médios *+ desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos parametros fisico-
quimicos da agua dos aquarios de juvenis de tilapia alimentados com dietas contendo
(T1) ou nao prebiotico (TO).

T0' T1° CV (%)
Temperatura (°C) 27,55+0,89 27,44+0,84 3,11
Alcalinidade (mg/l) 83,4+3,05 79,614,25 4,45
Amébnia (W) 8,87+1,32 9,18+1,34 14,73
Oxigénio dissolvido (mg/l) 5,60x0,97 5,49+0,94 17,22
pH 7,74£0,35 7,75+0,27 4,00

"Peixes alimentados com a dieta controle; “Peixes alimentados com a dieta contendo Flavofeed®

5.2. Desempenho produtivo
A média dos pesos e a sobrevivéncia foram muito semelhantes entre os dois
tratamentos no final do experimento e nenhum parametro produtivo foi afetado

significativamente (P>0,05) pela utilizacdo do prebidtico (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios * desvio padrao e coeficiente de variagdo de parametros de
desempenho de juvenis de tilapia alimentados com dietas contendo (T1) ou nao
prebidtico (TO).

TO' T1° CV (%)
Peso médio inicial (g) 11,7942,15 11,67+1,99 2,63
Peso médio final (g) 67,6218,20 66,57£14,13 11,56
Ganho de peso (g) 55,83+7,45 54,89+12,8 14,28
Consumo total (g) 460,86+44,76 466,141£92,99 13,35
Conversao alimentar 1,16+0,06 1,22+0,11 5,65

Sobrevivéncia (%) 94,04+11,33 92,85+15,34 17,84




21

5.3. Composic¢ao corporal

Os resultados de composi¢do corporal estdo apresentados na tabela 4. A adicdo de
Flavofeed® na dieta de juvenis de tildpia diminuiu o indice hepatossomadtico, entretanto a
diferenca ndo foi significativa (P>0,05). O indice gorduro-viscerossomdtico foi
significativamente menor (P<0,05) nos peixes alimentados com a ragdo contendo
Flavofeed® em relacdo a dieta controle. A porcentagem de gordura no figado, no musculo e
no ganho de peso também diminuiu com a utilizagdo do prebidtico, entretanto a diferenca
entre as médias ndo foi significativa (P>0,05). A porcentagem de nitrogénio no ganho de
peso foi ligeiramente maior na dieta contendo prebidtico, mas também ndo variou

significativamente (P>0,05) entre os tratamentos.

Tabela 4. Valores médios = desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos dados de indice
hepatossomatico (IHS) indice gorduro-viscerossomatico (IGVS), lipideo no figado e no
musculo, gordura no ganho de peso (GGP) e nitrogénio no ganho de peso (NGP) de
juvenis de tildpia alimentados com dietas contendo (T1) ou ndo prebiético (TO0).

TO' T1° CV (%)
IHS (%) 1,740,467 1,6210,29° 11,04
IGVS (%) 0,26+0,16° 0,110,12° 48,04
Lipideo no figado (%) 4,14+0,86° 3,49+1,06° 14,59
Lipideo no musculo (%) 1,11+0,63° 0,90+0,34% 26,47
GGP (%) 1,09+0,43% 0,92+0,35% 21,84
NGP (%) 29,64+5,36% 30,20+5,06% 3,14

Médias seguidas da mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

5.4. Parametros hematologicos
Os valores de contagem de eritrécitos, dosagem de hemoglobina, hematdcrito,
volume corpuscular médio (VCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular média

(CHCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), contagem de leucdcitos, trombdcitos e
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eritroblastos foram parecidos entre os tratamentos (Tabela 9) e ndo foi constatada diferenca

significativa (P>0,05) entre as médias.

Tabela 5. Valores médios + desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos dados de contagem de
eritrocitos, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina, hematécrito, hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
leucécitos, trombdcitos e eritroblastos do sangue de juvenis de tilapia alimentados com
dietas contendo (T1) ou nao prebidtico (T0).

TO' T1° CV (%)
Eritrécitos (x10%/mm?®) 2,12+0,47 2,27+0,14 15,87
Hemoglobina (g/dL) 10,51+2,01 10,78+0,99 14,92
Hematécrito (%) 24,61+7,74 27,38+4,49 24,33
VCM (fL) 114,55+17,11 120,23+17,42 14,71
CHCM (%) 49,98+2,61 47,33+1,84 4,65
HCM (%) 0,44+0,07 0,40+0,05 15,16
Leucocitos (x10*/mm®) 5,0+1,9 4,7+41,3 35,08
Trombécitos (x10*/mm?®) 2,2+1,8 2,142,2 89,64
Eritroblastos (x1 04/mm3) 4,6x1,7 4,611,4 52,20

5.5. Parametros morfométricos

Os resultados dos parametros morfométricos do duodeno estdo apresentados na
tabela 10. O uso do composto Flavofeed® elevou significativamente (P<0,05) a altura das
vilosidades em relacdo a dieta controle. O aumento da altura das vilosidades implicou em
reducdo (P<0,05) da altura do epitélio de revestimento das vilosidades. Nenhuma alteragdo
significativa (P>0,05) na profundidade de cripta e no nimero de vilosidades por drea pode

ser observada.



23

Tabela 6. Valores médios + desvio padréo e coeficiente de variagéo de pardmetros morfologicos do
duodeno de juvenis de tilapia alimentados com dietas contendo (T1) ou nao prebiédtico (T0).

TO' T1? CV (%)
Altura das vilosidades (um) 432,26+59,28° 458,07+63,63% 13,56
Altura do epitélio de revestimento (um) 50,00+10,81% 47,77+8,79° 20,25
Profundidade de cripta (um) 42,20+14,01*  41,59+14,27° 33,75
Numero de vilosidades/ area 14,90+3,48° 15,00+2,43% 20,07

Médias seguidas da mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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6. DISCUSSAO

6.1. Parametros fisico-quimicos
Os valores médios dos parametros fisico-quimicos se mantiveram dentro da faixa
ideal preconizada por Kubtiza (2000) para o adequado desenvolvimento dos peixes durante

todo o periodo experimental.

6.2. Desempenho produtivo

De acordo com Silva e Nornberg (2003) a auséncia de efeitos dos prebidticos em
dietas para ndo ruminantes pode estar relacionada com o tipo de ingrediente que compde a
racdo, com a adaptacdo da microbiota ao composto adicionado ou ainda com o nivel de
estresse do animal.

No presente estudo a falta de acdo promotora de crescimento do prebidtico pode ser
explicada pelas condi¢des de baixo desafio sanitirio observadas durante o experimento.
Alguns estudos com aves mostram que os prebidticos s6 afetam o desempenho quando os
animais sdao desafiados. Fairchild et al. (2001) avaliaram a utilizacio de
mananoligossacarideos em dietas frangos sadios e desafiados com E. coli, e constataram
resultados de ganho de peso semelhantes aos obtidos com antibiticos nos frangos
infectados, nos frangos sadios as médias ndo diferiram em relacdo a dieta controle.
Dionizio et al. (2002) testaram quatro prebidticos diferentes em dietas para frangos de corte
e ndo encontraram efeito sobre as médias de ganho de peso, consumo de ragdo e conversao
alimentar. A adicdo de mananoligossacarideos também ndao melhorou o desempenho de

frangos de corte em estudo conduzido por Loddi (2003).
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Resultados semelhantes em estudos com peixes foram obtidos por Li e Gaitlin III
(2003), que conduziram dois experimentos para avaliar a utilizacdo de diferentes niveis de
levedura desidratada em dietas para juvenis de “striped bass”. No primeiro experimento a
utilizacdo de levedura melhorou o desempenho e sobrevivéncia, mas no segundo
experimento ndo foi observada diferencga entre os tratamentos. De acordo com os autores,
os peixes do primeiro experimento ndo estavam em condi¢des adequadas, o que refletiu em
uma mortalidade cronica, possibilitando a expressdo dos efeitos do aditivo sobre o
organismo. Recentemente, Li e Gaitlin III (2005) estudaram o efeito do uso de levedura
parcialmente autolizada e do prebidtico comercial Grobiotic®-A em dietas para juvenis do
hibrido “striped bass” expostos a infeccdo cronica por Mycobacterium marinum e
verificaram que houve tendéncia de aumento no ganho de peso com o uso dos aditivos,
entretanto a diferenca entre as médias ndo foi significativa. Neste mesmo estudo a
conversdo alimentar foi significativamente melhor para a dieta contendo 2% de levedura
em relacdo aos outros tratamentos e a sobrevivéncia foi significativamente melhor para a
dieta contendo prebidtico.

Por outro lado, em outro estudo também realizado por Li e Gatlin III (2004) a
utilizagdo do prebidtico Grobiotic AE durante sete semanas ndo afetou ganho de peso e a
sobrevivéncia de juvenis de “striped bass”, mas melhorou significativamente a conversiao
alimentar em relacdo a dieta basal. Jaramillo e Gaitlin III (2004) verificaram que a adicdo
de B-glucanas em dietas para o “striped bass” provocou uma ligeira porém significativa
piora no desempenho e na conversdo alimentar em relacio a dieta controle. Gaiotto (2005)
encontrou melhores resultados de sobrevivéncia para juvenis de pintado alimentados com

dietas contendo levedura desidratada e seus derivados em relacdo a uma dieta sem aditivo.
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A utilizagdo de levedura integra e seus derivados, autolizado e parede celular, em
dietas para juvenis de tildpia do Nilo ja foi objeto de estudo da dissertacdo de mestrado de
Carvalho (2002), que encontrou resultados de crescimento bastante interessantes.
Entretanto neste trabalho a levedura foi utilizada como fonte protéica, substituindo 25% da

proteina bruta total da dieta.

6.3. Composicao corporal

O excesso de gordura abdominal normalmente estd associado com a falta de
atividade e alimentacdo desbalanceada. Poucos trabalhos foram encontrados na literatura
relacionando o uso de prebidticos com a composicao de corporal e deposic¢do de gordura.

Gaiotto (2006) avaliando a utilizacdo de levedura desidratada e seus derivados em
dietas para juvenis de pintado, ndo encontrou alteracdes no indice hepatossomdtico e
também verificou diminuicao significativa nos teores de gordura visceral em relagcdo a dieta
controle. Ammerman et al. (1989) constataram que a adi¢do de frutoligossacarideos em
dietas de frangos de corte diminuiu significativamente a porcentagem de gordura
abdominal.

Por outro lado, Dionizio et al. (2002) e Loddi (2003) testaram diferentes prebidticos
em dietas para frangos e ndo constataram nenhuma alteracdo na deposi¢do de gordura
abdominal. Li e Gatlin (2003) ndo encontraram diferenca na composi¢do corporal de
juvenis de “striped bass” alimentados com dietas contendo diferentes niveis de levedura
desidratada.

No presente estudo, a diminui¢do significativa do teor de gordura abdominal das

tildpias alimentadas com prebidtico pode estar relacionada com o aumento da altura das



27

vilosidades (Tabela 6) e conseqiiente aumento da superficie de absor¢do dos nutrientes no

duodeno, em comparag@o com as tildpias alimentadas sem o prebidtico.

6.4. Parametros hematologicos

Os resultados hematoldgicos obtidos sdo bastante semelhantes aos eritrogramas
levantados na literatura para a tildpia do Nilo por Tavares-Dias e Moraes (2004).

As avaliacdes hematoldgicas de peixes alimentados com prebidticos ainda sao
poucas e os resultados inconsistentes, entretanto alguns estudos mostram que estes aditivos
melhoram a resisténcias dos peixes contra os agentes patogé€nicos, mesmo quando ndo
houveram alteragdes hematoldgicas significativas. Existem evidéncias de que determinados
prebidticos podem atuar diretamente sobre algumas populagdes de bactérias, ligando-se as
fimbrias que as bactérias usam para se fixar, eliminado-as por exclusdo competitiva (Spring
et al., 2000).

A adi¢do de 0,2% de um produto comercial imunoestimulante contendo B-glucanas
em dietas para a truta arco-iris (Oncorhynchuis mykiss) durante uma semana também ndo
afetou significativamente as porcentagens de hematdcritos e leucdcitos em relagdo a uma
dieta controle, entretanto os peixes alimentados com imunoestimulantes foram mais
resistentes a um desafio com bactérias (Siwicki et al., 1994).

Por outro lado, Duncan e Klesius (1996) verificaram que a adi¢do de 0,2% de (-
glucanas em dietas para o bagre do canal (Ictalurus punctatus) diminuiu
significativamente os eritrécitos em relacdo a dieta controle. A porcentagem de linfécitos,
trombdcitos, macrofagos e neutréfilos foi maior nos peixes que receberam a dieta contendo
B-glucanas, entretanto somente os linfécitos diferiram significativamente entre os

tratamentos.
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6.5. Parametros morfométricos

O aumento na altura das vilosidades do duodeno normalmente implica em maior
superficie de absor¢do e melhor aproveitamento dos nutrientes. De acordo com Silva e
Nornberg (2003), os prebidticos podem provocar modificagdes benéficas nas caracteristicas
anatOmicas do trato gastrointestinal, promovendo o aumento na drea de absor¢do da mucosa
intestinal.

Macari e Maiorka (2000) estudando frangos de corte com sete dias de idade
relataram que o uso de dietas contendo 0,2% de mananoligossacarideos aumentou
significativamente a altura das vilosidades nos trés segmentos do intestino delgado. Loddi
(2003) constatou aumento significativo da altura das vilosidades e do perimetro de vilo do
duodeno de frangos de corte de 21 dias alimentados com dietas contendo
mananoligossacarideos. Estes resultados corroboram com o aumento significativo da altura
das vilosidades do duodeno de tilapias tratadas durante 84 dias com prebidtico.

Entretanto, Loddi (2003) verificou que a utilizacdo de mananoligossacarideos ndo
afetou a morfometria intestinal de frangos com 42 dias. Em outro estudo com frangos de
corte a utilizacdo de simbidtico na dieta ndo afetou significativamente a altura das
vilosidades, a largura das vilosidades e a profundidade de cripta no duodeno (Andrade et
al., 2004). No presente estudo também ndo foi observada nenhuma alteracdo na
profundidade de cripta e nimero de vilosidades/area do duodeno de tildpias alimentadas
com dietas contendo prebidticos durante 84 dias, indicando que o fornecimento de
prebidtico durante esse periodo pode ter sido insuficiente para provocar estas alteracoes

morfométricas.
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7. CONCLUSOES

O composto Flavofeed® ndo afetou o desempenho de juvenis de tildpia, entretanto
foi constatado efeito sobre o metabolismo de gordura, uma vez que os peixes alimentados
com o produto apresentaram menos gordura visceral. Este resultado é positivo, pois o
excesso de gordura nas visceras ainda € um desafio a ser superado no processo produtivo da
tilapia. Os residuos da filetagem podem ser processados e utilizados na alimenta¢do animal,
entretanto o peixe gasta muita energia na sintese da gordura, o que pode aumentar os
indices de conversao alimentar.

O uso do produto também aumentou a superficie de absorcdo no duodeno, o que
pode implicar em maior eficiéncia na utilizacdo dos nutrientes. Futuros estudos em
condicdo de desafio sanitdrio serdo necessarios para confirmar estes efeitos e verificar

possiveis respostas sobre o desempenho e demais parametros estudados.
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