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Sangrovit® em dietas para tilapias do Nilo

RESUMO

Os aditivos fitogénicos vém apresentando resultados positivos em substituicdo aos produtos
quimicos como os antibidticos na producdo animal, pois ndo apresentam efeitos acumulativos
no musculo nem favorecem a selecdo de bactérias super-resistentes. O experimento foi
conduzido em duas etapas. A primeira etapa objetivou avaliar os coeficientes de
digestibilidade aparente (CDa) da proteina, lipideos, energia e matéria mineral de 180 tilapias
(40,0 + 5,7g) alimentadas com trés dietas (0; 100; e 200 mg kg™) e quatro repetices, durante
30 dias. O segundo experimento objetivou determinar a inclusdo ideal do aditivo através do
desempenho produtivo, e realizadas analises: hematoldgicas, composicdo centesimal da
carcaca, bem como morfometria do masculo e intestino. Foram utilizados 240 alevinos com
peso médio de 1,07 + 0,07g, distribuidos aleatoriamente em 30 tanques de 138 litros, em
sistema de recirculagdo, equipado com filtro mecénico, bioldgico e ldampada ultravioleta para
limpeza da &gua, durante 60 dias. O delineamento utilizado foi o inteiramente ao acaso com
cinco tratamentos (0; 50; 100; 150 e 200 mg kg™ de aditivo) e seis repetices, sendo cada
unidade experimental composta por oito peixes. Em ambos 0s experimentos as dietas
apresentavam aproximadamente 38% de proteina bruta e 3000 kcal de energia digestivel.
Avaliou-se o desempenho zootécnico (ganho em peso, conversdo alimentar aparente, ganho
em peso diario, taxa de eficiéncia proteica, fator de condicdo, sobrevivéncia, eficiéncia de
retencdo proteica, gordura visceral, indice hepatossomatico, taxa de crescimento especifico e
uniformidade do lote), a composicdo centesimal dos peixes (umidade, proteina bruta, extrato
etéreo e cinzas), os indices hematologicos, as distribuicGes das fibras musculares e
morfometria das vilosidades intestinais (altura do vilo e espessura do epitélio). Os CDAs
apresentaram diferencas significativas positivas (p<0,05) entre os tratamentos. Para 0s
parametros zootécnicos, hematoldgicos, centesimais e histoldgicos ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos. Conclui-se que 100 mg kg™ do aditivo Sangrovit® melhora o
coeficiente de digestibilidade aparente da proteina, lipideos, energia e matéria mineral para
tilapias.

Palavras-chave: Sangrovit®. Nutri¢do. Digestibilidade. Desempenho zootécnico.



Sangrovit® in diets for Nile tilapia

ABSTRACT

The phytogenic additives have shown positive results in chemicals replacement such as
antibiotics in animal production, because it does not have cumulative effects on muscle and
does not favor the selection of super-resistant bacteria. The experiment was conducted in two
stages. The first stage aimed to evaluate the apparent digestibility coefficients (ADC) of
protein, lipids, energy and mineral matter in 180 tilapia fish (40.0 £ 5.79) fed with three diets
(0; 100; and 200 mg kg™) and four replications along 30 days. The second experiment aimed
to determine the optimal inclusion of the additive through productive performance and by
conducting hematologic, carcass centesimal composition analyses, as well as muscle and
intestine morphometry. 240 fingerlings with average weight of 1.07 + 0.07g were randomly
distributed in 30 tanks of 138 liters, in recirculation system equipped with mechanical,
biological filter and ultraviolet light to purify water for 60 days. The design was completely
randomized with five treatments (0; 50; 100; 150 and 200 mg kg additive) and six
repetitions, each experimental unit consisting of eight fish. In both experiments the diets had
approximately 38% crude protein and 3000 kcal of digestible energy. Growth performance
(weight gain, feed conversion, daily weight gain, protein efficiency ratio, condition factor,
survival, protein retention efficiency, visceral fat, hepatosomatic index, specific growth rate
and lot uniformity), fish centesimal composition (moisture, crude protein, ether extract and
ash), hematological indices, muscle fibers distribution and intestinal villus morphometry
(villus height and epithelium thickness) were evaluated. The ADCs showed significant
positive differences (p <0.05) between treatments. According to zootechnical, hematological,
centesimal and histological parameters no differences were observed between treatments. We
concluded that 100 kg™ of Sangrovit® additive improves the apparent digestibility coeficient
of protein, lipid, energy and mineral matter for tilapia.

Keywords: Sangrovit®. Nutrition. Digestibility. Growth performance.
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1. INTRODUCAO GERAL

A aquicultura é um dos setores de producdo de proteina animal que mais cresce em
relacdo a outros setores do mesmo segmento. Acredita-se que a produgdo pesqueira e aquicola
mundial, em um cenério otimista, serd de aproximadamente 195 milhdes de toneladas em
2022. Desse montante, 99 milhdes de toneladas sera proveniente da aquicultura, podendo, nos
préximos anos ultrapassar a bovinocultura, suinocultura e avicultura (FAO, 2014). Tal
crescimento estd associado & necessidade de alimentos proteicos e de alto valor biologico por
parte da crescente populagdo mundial (Zanardi, 2011).

Na piscicultura uma das espécies com maior destaque é a tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) devido ao rapido desempenho e rusticidade (Boscolo et al., 2001), elevado
rendimento de filé, auséncia de espinhas intramusculares e excelente aceitacdo pelo mercado
consumidor (Hildsorf, 1995). Além da capacidade de aceitacdo de racdo desde as primeiras
fases de vida (Boscolo et al., 2004), sendo esta a principal fonte de alimentacdo durante o
periodo de criacao.

A racdo é responsavel pela maior parte dos custos da producdo de peixes em cativeiro,
sendo importante formular dietas equilibradas, de baixo custo e que maximizem a absorgédo
dos nutrientes pelos animais, além de reduzir as excrecbes de elementos que potencializam a
eutrofizacdo nos corpos de agua (Oliveira et al., 2014).

Em conjunto com as dietas balanceadas, alguns suplementos alimentares também
podem auxiliar positivamente, sendo conhecidos como “aditivos nutricionais”. Estes possuem
a capacidade de assegurar condi¢Bes para que 0s animais expressem o0 seu maximo potencial
genético de producdo de carne e maior resisténcia a doencas, sem apresentar grandes custos
de producéo (Brito et al., 2014).

Visando a otimizagcdo dos sistemas de producdo animal, os antibidticos tém sido
utilizados como promotores de crescimento nas dietas (Araujo et al., 2007). Porém, estudos
relacionados ao uso de antibiético mostram que esse tipo de aditivo acaba selecionando
bactérias patogénicas multirresistentes, que podem ser prejudiciais a satde humana (Catalan
etal., 2012).

Dessa forma, aditivos de origem vegetal, mais conhecidos como fitogénicos vém
ganhando espaco em substituicdo aos antibidticos, pois atuam na integridade intestinal, como
promotores de crescimento e como imunoestimulantes, sem apresentar riscos a saude dos

consumidores (Putra et al., 2013).



Devido a relevante importancia do uso dos aditivos fitogénicos na producgdo animal,
em especial para tildpias do Nilo por ser a espécie de maior producdo nacional, o
conhecimento acerca dos niveis de inclusdo e seus efeitos sobre a fisiologia do organismo

dessa espécie justificam a execu¢do do presente trabalho.

2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Avaliar a influéncia de diferentes niveis de Sangrovit® na digestibilidade e no
desempenho produtivo de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).

2.2.0bjetivos especificos

e Avaliar os coeficientes de digestibilidade aparente da proteina, lipideos, energia e
matéria mineral de dietas suplementadas com Sangrovit® para juvenis de tilapia do Nilo;

e Avaliar o desempenho zootécnico de juvenis de tilapias, submetidos a dietas contendo
diferentes niveis de Sangrovit®;

e Avaliar as respostas hematoldgicas de juvenis de tilapias, alimentadas com dietas
contendo niveis crescentes de Sangrovit®;

e Analisar a composicdo centesimal de juvenis de tilapias, submetidos a dietas contendo
diferentes niveis de Sangrovit®;

e Estudar a contribuicdo do Sangrovit® no crescimento muscular de juvenis de tilapias,
por meio da analise de frequéncia de distribuicdo das fibras musculares;

e Estudar a contribuicdo do Sangrovit® na morfometria do intestino de juvenis de

til&pias, por meio da avaliacdo da altura das vilosidades e espessura do epitélio.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.Situacdo da Aquicultura Mundial

A prética da aquicultura € quase tdo antiga quanto a agricultura, sendo seu uso

mencionado por antigas civilizacbes pelo mundo. H& registros historicos evidenciando a
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técnica em documentos e manuscritos chineses datados de séculos remotos e por hierdglifos
egipcios, h&4 mais de 2.000 anos antes de cristo. Porém, esta atividade ganhou destaque e
intensificacdo somente no final do século XX, permitindo prever que mais da metade da
producdo de pescado no mundo serd oriundo da atividade (Oliveira, 2009).

De acordo com a Lei Federal n° 11.959, de 29 de junho de 2009, a aquicultura é
definida como o cultivo de organismos cujo ciclo de vida em condic¢Bes naturais se da total ou
parcialmente em meio aquético, implicando a propriedade do estoque sob cultivo, equiparada
a atividade agropecuéria. De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO), a aquicultura é caracterizada pelo manejo na produgdo cuja criacdo tem
um proprietario, ou seja, ndo é um bem coletivo como 0s recursos pesqueiros que Sao
passiveis de exploracdo (Rana, 1997).

De acordo com a FAO (2014), a producdo mundial de pescados em 2012 foi de
aproximadamente 158 milhGes de toneladas, sendo 21,8 milhdes para uso ndo alimentar e
136,2 milhdes de toneladas para uso alimentar. Deste montante a aquicultura teve uma
participacdo de 66,6 milhdes de toneladas. Para o ano de 2000, a producdo aquicola mundial
foi de 32,4 milhdes de toneladas, ou seja, nos Ultimos 12 anos a producdo praticamente
dobrou, com um incremento anual médio de 6,7%, tornando a aquicultura o segmento de
producdo animal de maior crescimento atualmente. As projecdes para producdo aquicola
mundial em 2030 sdo de 93,61 milhdes de toneladas, sendo este valor responsavel por 61,68%
de toda producdo pesqueira do mundo (World Bank, 2013).

A Asia é o continente com maior producio de organismos aquéticos no cenario atual
(89,39%), seguida das Américas (4,78%), Europa (4,32%), Africa (2,23%) e Oceania
(0,28%). Porém, ao levar em conta as taxas de crescimento da aquicultura por continente no
periodo de 2000-2012, a Asia teve maior crescimento (13,7%), seguida da Africa (11,7%),
Américas (10%), Europa (-2,9%) e Oceania (-3,5%) (FAO, 2014).

Atualmente o Brasil ocupa a 122 posi¢do do ranking aquicola mundial, com apenas
707.461 toneladas, e a 22 posicéo do ranking das Américas, com uma produgdo menor do que
a do Chile (1.071.421 toneladas) (FAO, 2014).

3.2.Situacdo da Aquicultura Brasileira

O Brasil tem potencial para tornar-se um dos maiores produtores de pescado do mundo,
devido a quantidade de &gua disponivel, clima e geografia favoravel, grande biodiversidade e

fronteiras de areas de pesca extrativa que ainda ndo sao exploradas, além de possuir uma costa
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de 8,4 mil quilémetros, 5,5 hectares de reservatorios de agua doce, terras disponiveis, mao de
obra relativamente barata e crescente mercado interno (ACEB, 2014).

De acordo com o0 mais recente Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura do Ministério
da Pesca e Aquicultura — MPA (2013), a atividade pesqueira gera um produto interno bruto
(PIB) nacional de R$ 5 bilhdes, mobiliza 800 mil profissionais e proporciona 3,5 milhGes de
empregos diretos e indiretos. O referido ministério tem como meta para os anos futuros, até
2030, incentivar a producdo nacional para o Brasil alcancar a expectativa da Organizacéo das
Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO), com producdo de 20 milhGes de
toneladas de pescado por ano.

Dentre as espécies atualmente criadas em cativeiro no Brasil, a maioria sdo exéticas. O
principal estimulo para criacdo destas espécies parece estar mais relacionado a existéncia de
informacBes basicas para a criacdo do que as caracteristicas das espécies. A legislacdo
brasileira limita a criacdo de espécies exoticas nos diferentes corpos d’agua, exceto quando a
espécie ja esteja comprovadamente detectada em uma bacia hidrografica, de acordo com
portaria do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA,
2015).

A regido Sul é a maior produtora de pescados na aquicultura de agua doce do territorio
brasileiro, seguida da regido Nordeste, Norte, Sudeste e Centro-Oeste. A tilapia é a espécie
mais cultivada (MPA, 2013).

3.3.Producéo de Tilapia

As tilapias sdo representantes da ordem dos Perciformes, familia Cichlidae e originarias
da Africa, Israel e Jordania. Foram difundidas a partir dos anos 60, sendo produzidas em
climas tropicais e subtropicais. Adaptaram-se aos mais diversos modelos de producéo e a
diferentes niveis de salinidade da agua, devido ao seu processo de domesticacéo,
aceitabilidade para comercializacdo e tecnologias de produgédo amplamente conhecidas. No
Brasil, as tilapias foram introduzidas por meio da espécie pura Oreochromis niloticus,
popularmente conhecida como tilapia do Nilo ou tilapia nilética, e seus hibridos O. urolepsis
hornorum e O. mossambicus. A partir de 2010 foi considerada o segundo grupo de peixes
mais produzido no mundo, perdendo apenas para as carpas (Moro et al., 2013).

Atualmente, a tilapia do Nilo é a espécie mais utilizada em projetos de aquicultura no
Braisl. No ano de 2011 sua producgédo foi de 253 mil toneladas, representando 46,6% da
producdo aquicola nacional (MPA, 2013).
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A perspectiva de crescimento na producdo desta espécie também se deve a Otima
qualidade de sua carne, excelente aceitacdo pelo mercado consumidor e, por ndo apresentar
espinhas em forma de “Y” ¢ uma espécie apropriada para a industria de filetagem, elevando
de forma mais contundente o seu potencial para piscicultura (Boscolo et al., 2009).

O bom desempenho na criacao da tilapia deve-se ao seu rapido crescimento, rusticidade
ao manejo, resisténcia a doencas, sendo também tolerante as altas densidades de estocagem e
baixos teores de oxigénio dissolvido, associado a plasticidade quanto ao uso da proteina da
dieta, respondendo a ingestdo de proteinas de origem vegetal e animal com mesma eficiéncia,

dentre outras caracteristicas (Moreira et al., 2007; Takishita et al., 2009).

3.4.Nutricdo na Aquicultura

Nos ultimos anos a nutricdo vem ganhando destaque por seus efeitos sobre o
desempenho, a resisténcia e a salde dos animais submetidos a sistemas intensivos de
producdo, que dependem exclusivamente de alimentacdo externa para o crescimento.
Também pela sua real importancia no orcamento de projetos de pisciculturas, sendo a racao
responsavel por aproximadamente 70% dos custos de producdo (Lima, 2013).

Suprir os niveis de exigéncia nutricional para uma espécie por meio da dieta é de grande
importancia, pois mantém saciadas todas as funcdes necessarias para o crescimento 6timo e a
resisténcia ao estresse gerado pelo sistema de criacdo. Consequentemente melhora a saude e
sobrevivéncia dos animais (Bomfim, 2013; Cavalheiro et al., 2014; Cyrino et al., 2010;
Hisano et al., 2007a; Honorato et al., 2013).

Em conjunto com as dietas balanceadas, alguns suplementos alimentares também
podem auxiliar positivamente, sendo conhecidos como “aditivos nutricionais”. Estes possuem
a capacidade de assegurar condi¢Bes para que 0s animais expressem o0 seu maximo potencial
genético de producdo de carne e maior resisténcia a doengas, sem apresentar grandes custos
de producéo (Araujo et al., 2007; Brito et al., 2014; Melo et al., 2010).

3.5.Aditivos

Diversos estudos vém sendo realizados com o intuito de utilizar aditivos para dietas
animais, a exemplo dos antibioticos (Araujo et al., 2007), prebidticos (Cyrus et al., 2015;
Hoseinifar et al., 2014; Morschbacher et al., 2014; Sado et al., 2014; Salvador et al., 2013;

Schwarz et al., 2010; Sivagnanavelmurugan et al., 2015), probidticos (Duarte et al., 2014;
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Lee et al., 2015; Marengoni et al., 2014; Telli et al., 2014; Wild et al., 2014; Zhang et al.,
2015, 2014), simbidticos (Abid et al., 2013; Akrami et al., 2015; Bolivar Ramirez et al., 2013;
Brito et al., 2014; Hassaan et al., 2014; Lewandowski, 2014; Santos et al., 2008; Zhang et al.,
2015), enzimas (Bock et al., 2007; Goulart et al., 2013; Ma et al., 2015; Silva et al., 2008),
leveduras (Costa, 2004; Hisano et al., 2007b; Pardo-gamboa et al., 2011; Signor et al., 2010),
algas (Alves Filho et al., 2011; Garcia et al., 2009; Gomes et al., 2012; Myung et al., 2016;
Sirirustananun et al., 2011), aglutinantes (Cantelmo et al., 2002, 1999), fitogénicos (Ahmad
and Abdel-Tawwab, 2011; Couto et al., 2015; Cupp et al., 2016; Gharib Naseri et al., 2012;
Harikrishnan et al., 2011, 2010; Radhakrishnan et al., 2015; Reverter et al., 2014; Tang et al.,
2014), entre outros.

Por véarios anos o0s antibioticos estdo sendo utilizados na producdo animal,
principalmente para melhorar o ganho em peso e, seu uso tem proporcionado resultados
satisfatorios. Porém, cada vez mais, estdo sendo mal vistos na producdo de carne no mundo.
Vérios paises ndo compram carnes que passaram por a¢ao de antibioticos em seu processo de
producdo e, a crescente preocupacdo dos consumidores quanto a aquisicdo de alimentos
seguros, também tem afetado o poder de decisdo de compra sobre estes produtos. Isto é
devido ao fato de que o uso dos antibiéticos como promotores de crescimento acabam
selecionando bactérias patogénicas multirresistentes, que podem ser prejudiciais a saude
humana (Bricknell and Dalmo, 2005; Catalan et al., 2012; Souto et al., 2015; Verschuere et
al., 2000). Devido a essa rejeicdo aos antibidticos, varios produtos alternativos estdo sendo
estudados como possiveis substitutos, mantendo as caracteristicas de produtividade,
possibilitando o desenvolvimento de animais mais saudaveis.

Prebioticos sdo substratos que favorecem a proliferacdo de bactérias benéficas a flora
intestinal dos animais, eliminando por competicdo bactérias indesejaveis e,
consequentemente, melhorando a sadde e as respostas zootécnicas em ambientes de producéao
(Hoseinifar et al., 2014; Morschbacher et al., 2014). Algas marrons (Ascophyllum nodosun)
sdo utilizadas como substrato para o equilibrio da flora intestinal em peixes, sendo 1% a
melhor inclusdo na dieta (Alves Filho et al., 2011). Mananoligossacarideo (MOS) também é
utilizado como prebidtico em dietas para tilapias, sendo sua inclusdo abaixo de 1% nas
formulacGes (Morschbécher et al., 2014; Schwarz et al., 2011, 2010).

Os probioticos sdo aditivos formados por organismos e substancias de origem
bacteriana que contribuem para o equilibrio da flora intestinal, favorecendo o crescimento dos
animais e a resisténcia a doencas. Bactérias como Lactobacillus plantarum, Saccharomyces

cerevisiae, Bacillus subtilis, e Bacillus cereus sdo utilizados como probidticos para peixes
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(Albuquerque et al., 2013; Carvalho et al., 2011; Cornélio et al., 2013; Dias et al., 2012; Dotta
et al.,, 2011; Iwashita, 2012; Mello et al., 2013). Albuquerque et al. (2013) e Mello et al.
(2013) encontraram valores 6timos variando de 0,4 a 1% de inclusdo de bactérias do género
Bacillus como probidticos na alimentacdo de tilapias e matrinxa (Brycon amazonicus).

Séo conhecidos como simbioticos, produtos oriundos da mistura de prebidticos com
probioticos. Essa mistura vem despertando interesse dos produtores e da comunidade
cientifica e, seus mecanismos de acdo vém sendo investigados experimentalmente. Os estudos
indicam que a mistura pode exercer seus afeitos de forma competitiva com patdgenos,
alterando o ambiente intestinal, interagindo e modulando a resposta inflamatéria e
imunolégica (Morais & Jacob, 2006).

Abid et al., (2013) testou a aplicacdo de simbidtico (3,5 g kg™ de probidtico e 7,5 g kg™
de prebiodtico) na dieta do Salmdo do Atlantico e suas respostas sobre as comunidades
microbianas intestinais e imunidade intestinal. Os resultados obtidos por estes autores
indicaram acdo protetora na microbiota intestinal sobre células da mucosa, melhora da
morfologia e da resposta inata sem afetar negativamente o crescimento e a utilizacdo dos
alimentos da dieta.

Para a tilapia, Hassaan, Soltan e Ghonemy (2014) ao avaliarem o efeito do simbidtico
Bacillus licheniformis e extrato de levedura, para animais de 6 g aproximadamente,
encontraram como melhor resultado a incluséo de 0,48 x 10° Unidade Formadora de Coldnia
(UFC) de B. licheniformis e 1% de extrato, apresentando melhor utilizacdo dos alimentos na
dieta.

Além dos aditivos pre, pro e simbi6ticos, os derivados de plantas estdo demostrando
eficiéncia para substituir os antibiéticos sem diminuir a produtividade ou afetar o desempenho
animal. De acordo com Catalan et al. (2012), a tendéncia atual é a producdo de alimentos

seguros, proporcionando conforto aos animais e evitando a utilizacéo de produtos quimicos.

3.6.Aditivos Fitogénicos

Os aditivos fitogénicos também sdo conhecidos como fitobi6ticos ou nutracéuticos
(Windisch et al., 2007), em sua maioria, s&o compostos de plantas medicinais populares
(Tabela 1). Esses aditivos possuem diversos compostos biologicamente ativos, que podem ser
classificados em quatro subclasses, com relacdo a derivacéo bioldgica, formulacdo, descricéo
guimica e pureza: 1) extratos vegetais (partes inteiras ou processadas das plantas, como as
folhas, a raiz, as cascas; 2) 6leos essenciais (extratos hidro destilados de compostos volateis

de plantas); 3) resinas (extrato baseado em solventes ndo aquosos ou extracdo direta) e 4)
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produtos naturais (produtos derivados de plantas). Estes estdo relacionados a mecanismos de

defesa dos vegetais, dessa forma, € utilizado para acelerar a recuperacao de feridas intestinais,

melhorar a atividade dos mecanismos de defesa, e resisténcia a doengas nos animais. (Kamel,
2000; Pearce e Jin, 2010; Putra et al., 2013; Santos et al., 2009).

Tabela 1: Extratos vegetais comuns e suas propriedades ativas.

Especie Pa_r_te Substancia ativa Beneficios conhecidos

Vegetal utilizada

Aniis Semente Anethol Estlmulan_t,e_ da digestdo e
galactopoiético.

Aipo Semente folha Phtalides E_stlmlﬂlante do apetite e
digestao.

Alho Bulbo Alicina Est;myla_nte da  digestdo,
antisséptico.

Alecrim Folha Cineol Est_|ml/JIa_nte gja_ digestdo,
antisséptico, antioxidante.

Canela Casca Cinemaldeido E_st|ml~JIante _do, apetite e
digestéo, e antisseptico.

Cravo Semente Eugenol E_st|mlﬂlante _do, _apetlte €
digestdo, e antisseptico.

Cardamomo Semente Cineol E_st|mlﬂlante do apetite e
digestdo.

Coentro Semente folha Linalol Estimulante da digest&o.

Cominho Semente Cuminaldehido D'geSt'Voi, : carminativo,
galactopoiético.

Feno grego Semente Trigonellina Estimulante do apetite.

Gengibre Raiz Cingerol Estimulante gastrico.

Horteld Folha Mentol E_snmglante_ C!o_ apetite e
digestdo, antisséptico.

Louro Folha Cineol E_stlmlﬂlante _do, apetite e
digestdo, e antisseptico.

Mostarda Semente Allyl . Estimulante da digesté&o.

isothyocianato

Noz moscada  Semente Sabinina Est_m?ulan_te da digestdo e
antidiarreico.

Pimenta Preta  Fruto Piperina Estimulante da digestao

. Antidiarréico, anti-

Pimenta .. . - .

Fruto Capsaicina inflamatorio, estimulante,

vermelha A
tonico.

. : : Allyl : .

Rabano picante Raiz . . Estimulante do apetite.

isothyocianato

Estimulante da  digestéo,

Tomilho Planta inteira

Thymol

antisséptico, antioxidante.

Adaptado de Santos et al. (2009).
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Outros aditivos fitogénicos com poder medicinal elevado, porém menos conhecidos,
vém sendo estudados na producdo de peixes como promotores de crescimento ou
imunoestimulantes (Santos et al., 2009), tais como: Cynodon dactylon (Oskoii et al., 2012);
Satureja khuzestanica (Khansari et al., 2012); Sauropus androgynus (Putra et al., 2013);
Lippia alba (Saccol et al., 2013; Soares e Tavares-dias, 2013); Scutellaria baicalensis
(Harikrishnan et al.,, 2011); Azadirachta indica, Ocimum sanctum e Curcuma longa
(Harikrishnan et al., 2010); Macleaya microcarpa (Wang et al., 2010); Astragalus, angelica,
hawthorn, Licorice root e honeysuckle (Tang et al., 2014); Macleaya cordata (Yao et al.,
2010); Sanguinaria canadenses (Blank et al., 2010); entre outros.

De acordo com Reverter et al. (2014) a quantidade de trabalhos realizados com algum
produto de origem natural (Plantas, algas e produtos comerciais) no periodo de 1996 a 2014
passou de quase zero para mais de 100 artigos, sendo intensificada a produgdo em meados dos
anos 2000.

3.7.Efeito Imunoestimulante

Um dos efeitos mais conhecidos das plantas e seus derivados é a atuacdo sobre o
sistema imunol6gico dos animais, melhorando a sobrevivéncia dos peixes mesmo nas
situacOes estressantes que o sistema de criacdo impde. Roitt et al. (1998) explicam que o
sistema imune é dividido em duas partes que se completam, o inato (ndo especifico) e o
adquirido (especifico). O sistema imune inato € o primeiro sistema de defesa do corpo,
composto tanto por barreiras fisicas, muco e pele, quanto por componentes celulares e
moleculares (macréfagos, células killer e fatores sollveis de imunidade, como lisozima,
proteinas do complemento, peptideos antimicrobianos, entre outros). Ja o sistema adquirido é
composto por macréfagos e células dendriticas (agem como células antigenas), apresentando
antigeno aos linfocitos T. Sendo assim, uma substancia imunoestimulante aumenta o poder de
resposta imune (especifica e ndo especifica) tornando os animais mais resistentes as acoes
negativas do meio. Esta hipdtese corrobora com Chakraborty e Hancz (2011), os quais
afirmaram que os compostos fitogénicos tém grande potencial para elaboragdo de produtos ou

formulacdes para uso imunoestimulante e antiparasitario na criacao de peixes.

Sendo assim, Harikrishnan et al. (2010) encontraram efeitos positivos no
restabelecimento dos parametros hematologicos em goldfish com a suplementagéo de 400 mg

kg™ de um extrato de ervas (A. indica, O. sanctum e C. longa). Para o Oplegnatus fasciatus,



17

Harikrishnan et al. (2011) encontraram resultados que minimizam eficazmente a mortalidade
e restauraram os parametros hematoldgicos, melhorando a imunidade inata, quando os peixes
foram alimentados com dietas suplementadas com 1% de um extrato de S. baicalensis. Della
Rosa et al. (2012) encontraram resultados positivos sobre a recuperacdo de lesbes pds desova
e espermiacdo de reprodutores de pacu, alimentados com 2 g kg™ de um aditivo orgénico
(Flavoxin®) na dieta.

Harikrishnan et al. (2012) analisando parametros hematoldgicos como: eritrocitos,
hematocrito, hemoglobina, linfocitos e mondocitos, observaram que essas variaveis
apresentaram valores superiores para 0S peixes “linguados Paralichythys olivaceus”
alimentados com dietas contendo aditivos fitogénicos em comparagcdo com 0s animais da

dieta controle.

Para tildpia, Ahmad e Abdel-Tawwab (2011) encontraram efeitos positivos com a
adicdo de 12,5 g kg™ de farinha de sementes de cominho sobre os parametros de crescimento
e de composicdo quimica, ndo obtendo diferencas na umidade e proteina, somente nas cinzas
e lipideos. Tang et al. (2014) também encontraram resultados positivos no aumento da
imunidade e resisténcia a doencas em tilapias alimentadas com uma mistura de ervas chinesas
(Astragalus, Angelica, Hawthorn, Licorice root e Honeysuckl) e submetidas a infeccdo por
Aeromonas hydrophila. Ard6 et al. (2008) encontraram resultados positivos para tilapias
alimentadas com 1% de extrato de ervas medicinais (Astragalus membranaceus e Lonicera
japbnica) nas respostas imunes e resisténcia a infeccdo por Aeromonas hydrophila. Shalaby et
al. (2006) ao analisarem um aditivo fitogénico a base de Allium sativum, no crescimento,
parametros fisioldgicos e sobrevivéncia de tilapias do Nilo, encontraram resultados positivos
com 3% de inclusdo na dieta para uso como antibidtico na prevencdo de doencas e para maior
tolerdncia ao estresse. Ja& Santos et al. (2013) ndo encontraram melhorias no desempenho
produtivo para tilapias alimentadas com 0; 0,5; 1,0; e 1,5 % de residuo de prdpolis vermelha.

3.8.Efeito sobre a integridade gastrointestinal e como promotores de crescimento

Diversos estudos estdo relacionando a inclusdo de fitogénicos na dieta com o
desempenho positivo no crescimento dos peixes. Assim, Punitha et al. (2008), em estudo com
garoupa (Epinephelus lanceolatus) alimentada com dietas suplementadas com uma mistura de
extratos de ervas (Cynodon dactylon), (Piper longum), (Phyllanthus niruri), (Tridax

procumbens) e (Zingiber officinalis), observaram um aumento de 41% do peso dos peixes, em
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comparacdo com a dieta controle. Trabalhando com o linguado (Paralichthys olivaceus), JI et
al. (2007), observaram que uma mistura de ervas medicinais (Crataegi fructus, Artemisia
capillaries e Cnidium officinale) adicionadas na proporcao de 0,3; 0,5; e 1% na dieta resultou
em um aumento significativo no ganho em peso, comparado com os resultados obtidos com a
dieta controle. J& os pesquisadores Shiozaki et al. (2004), avaliaram o efeito do extrato de
Stevia (Stevia rebaudiana) adicionado em uma dieta com histamina, durante quatro semanas,
sobre a salde da mucosa gastrica de truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss. Esses autores
verificaram que a administracdo de histamina na dieta resultou em anormalidades gastricas
como descamacdo do epitélio e atrofia da mucosa, porém houve uma acdo protetora da
mucosa nos animais alimentados com extrato de stevia. A stevia € popularmente explorada
para obtencdo de adocantes artificiais, pois ndo possui efeitos colaterais em humanos e possui

acao diurética, cardiotbnica e ténica para o sistema vascular.

Devido & importancia da tilapia no cenéario aquicola mundial, trabalhos envolvendo
aditivos fitogénicos na melhora do desempenho dos animais, sdo cada vez mais recorrentes.
De acordo com Ahmad and Abdel-Tawwab (2011), a utilizagdo de 12 g kg™ de farinha das
sementes de cominho na dieta de tilapias (3,6 + 0,3g) apresentou uma melhora nos parametros
de crescimento dos animais. Shalaby et al. (2006) trabalhando com a suplementacéo de 3% de
alho na dieta de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), observaram um aumento na taxa de
crescimento especifico e no peso final dos animais. Ja para Jegede (2012), o alho contribuiu
de forma significante na digestibilidade aparente da proteina para tilapias ao nivel de 20 g kg™
de incluséo na dieta. Esta resposta corrobora com Chakraborty et al. (2014) e Santos et al.
(2009), os quais afirmam que a melhora na salde gastrointestinal pode ser um indicador da
melhor utilizacdo dos nutrientes da dieta, e isto, em associacdo com a melhora no status
imunoldgico pode sugerir um melhor desempenho produtivo dos peixes quando alimentados

com extratos vegetal e herbal como aditivos nas ragdes.

3.9. Alcaldides

O que desperta o interesse dos pesquisadores ndo sdo apenas 0s vegetais propriamente
dito e sim suas substancias ativas, que as fazem medicinais (Cechinel Filho e Yunes, 1998),
tais como os flavonoides, taninos, 6leos esséncias, alcaldides, entre outros (Cechinel Filho
and Yunes, 1998; Chakraborty and Hancz, 2011; Della Rosa et al., 2012; Gobbo-Neto and

Lopes, 2007; Juskiewicz et al., 2011; Vieira et al., 2008). Os alcalbides representam um dos
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maiores e mais interessantes grupos de metabolicos secundarios das plantas com potencial de
promover o crescimento, melhorar o consumo de ragéo, atuar como imunoestimulante, anti
estresse, e ainda promover acdo antimicrobiana em peixes (Chakraborty and Hancz, 2011;
Faddeeva and Beliaeva, 1997).

Geralmente os alcaldides estdo relacionados aos sistemas de defesa das plantas,
atuando contra insetos e a proliferacdo de microrganismos, tais como fungos e bactérias
(Marcucci, 1999). Em varios estudos é possivel verificar o aumento desses metabdlicos
secundarios quando a planta sofre algum tipo de lesdo, pois sdo produzidos no intuito de
afastar as pragas que estdo causando a lesdo e manté-la viva. Cocaina, heroina, nicotina,
morfina, sanguinarina sdo alcaléides encontrados em plantas (Blank et al., 2010; Faddeeva
and Beliaeva, 1997; Gobbo-Neto and Lopes, 2007; Vieira et al., 2008). Os quatro primeiros
sdo conhecidos mundialmente por a¢fes danosas a saude humana e a sanguinarina, objeto de
estudo desse trabalho.

A danificagéo artificial de folhas de Catharanthus roseus, por exemplo, apresentou
aumento de mais ou menos 100% dos alcaldides ajmalicina, 48 horas ap6s a inducdo
(Vazquez-Flota et al., 2004). De acordo com Baldwin et al. (1997) também foi observado um
aumento na sintese de novo de nicotina nas raizes de Nicotiana sylvestris e, posteriormente,

encontrou-se distribuida por toda a planta quando esta foi submetida a ferimentos artificiais.

3.10. Sangrovit

O Sangrovit® é um produto comercial obtido a partir da planta Sanguinarina
canadenses. Esse aditivo é composto por 1,36% de Alcaldides quaternarios (sanguinarina),
Benzofenantridina e Protopina (ABP). Foi desenvolvido pelo Engenheiro Agricola Klaus
Neufeld como uma alternativa aos antimicrobianos utilizados como promotores de
crescimento. O produto possui funcdes anti-inflamatorias e imunoestimulantes (Facchini,
2001) e acOes contra células cancerigenas (Ahmad et al., 2000; Faddeeva and Beliaeva, 1997).

Na literatura existem trabalhos com a suplementacéo de sangrovit® ou sanguinarina em
dietas para suinos melhorando as fungdes anti-inflamatdrias e os estimulos imunes (Blank et
al., 2010; Gudev et al., 2004; Muller - Siegwardt et al., 2006). Para os frangos também s&o
destacados resultados positivos para o funcionamento gastrointestinal, no metabolismo e
reducdo da atividade bacteriana com doses que variam de 15 a 50 ppm. (Juskiewicz et al.,
2013, 2011; Vieira et al., 2008; Zdunczyk et al., 2010).

Na aquicultura ja foram realizados testes com algumas espécies de peixes, utilizando
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esse aditivo para obter ganhos no processo de producdo, como mostra a Tabela 2. Entretanto,
pesquisas que envolvam processos de digestibilidade, crescimento e melhoria da salude séo

importantes para encontrar doses e aplicacdes corretas desses aditivos em diferentes fases de

desenvolvimento dos peixes.

Tabela 2: Sangrovit® e seus compostos ativos na alimentacdo de peixes.

Espécie Produto Dosagem Resultados Autor
Promotor de

Robalo Sangrovit® 10 gkg™

crescimento Korkut et al. (2012)
Carpa  Sanguinarine 0,9 mg L™ Antiparasita Yao et al. (2010)
o . 4 Promotor de
Tilapia  Sangrovit® 75 e 100 mg kg crescimento Rawling et al. (2009)

Promotor de
crescimento;
Utilizacdo dos

Tilapia Hydroyeast® 10e 15 g kg™ alimentos,
Melhoria na Mehrim et al.
composicdo da (2012)
carcaga.
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CAPITULO 1: Sangrovit® em dietas para tilapias do Nilo.!

Resumo: Dois estudos foram realizados para avaliar a inclusédo de Sangrovit®, um produto
contendo 1,36% de Alcaloides quaternérios (sanguinarina), na dieta de tilapias do Nilo. O
primeiro objetivou avaliar os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da energia e
nutrientes das racdes, utilizando-se 180 peixes (40 + 5,7 g) alimentados com trés dietas
(controle, 100 e 200 mg kg™ de sangrovit®). O segundo experimento objetivou avaliar os
parametros zootécnicos, sanguineos, composicdo centesimal da carcaca e histologia do
musculo e intestino. Foram utilizados 240 peixes (1,07 = 0,07 g) alimentados com cinco
niveis de sangrovit® (controle, 50, 100, 150 e 200 mg kg™) e seis repeticdes. Os resultados do
estudo de digestibilidade mostraram melhores CDAs da proteina, lipideos, matéria mineral e
energia das dietas contendo 100 mg kg™ do aditivo. No segundo experimento, 0s parametros
zootécnicos, sanguineos, centesimais e histolégicos ndo apresentaram diferencgas
significativas (p>0,05) entre os tratamentos alimentados com Sangrovit® em relagéo a dieta
controle. Conclui-se que 100 mg kg™ do aditivo Sangrovit® melhora o coeficiente de
digestibilidade aparente da proteina, lipideos, energia e matéria mineral das dietas para tilapia.

Palavras-chave: Sangrovit®. Nutricdo. Digestibilidade. Desempenho zootécnico.

1. Introducdo
Atualmente a produgdo aquicola mundial, de acordo com a FAO (2014), é de
aproximadamente 158 milhdes de toneladas, sendo 21,8 milhGes para uso ndo alimentar e
136,2 milhGes para uso alimentar. Deste montante, a aquicultura teve participacdo de 66,6
milhOes de toneladas e, quando comparada com a produgdo dos anos 2000 evidencia um
aumento préximo aos 100%. Segundo o World Bank (2013), as projecdes para producao

aquicola mundial em 2030 sdo de 93,61 milhdes de toneladas, sendo esta a atvidade

! Artigo redigido de acordo com as normas do periédico cientifico Aquaculture Research..
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responsavel por 61,68% de toda producédo pesqueira do mundo.

Dentre as espécies mais produzidas na aquicultura mundial, a tilapia ocupa a segunda
posicdo, e o primeiro lugar no cenario brasileiro (MPA, 2013). Seu sucesso na atividade se
deve ao répido crescimento, rusticidade ao manejo, resisténcia a doencas, suporta altas
densidades de estocagem, baixos teores de oxigénio dissolvido, plasticidade quanto ao uso de
proteinas de origem vegetal e animal, dentre outras caracteristicas (Moreira et al., 2007;
Takishita et al., 2009).

Aliado com o potencial das espécies a nutricdo é ferramenta importante para o
crescimento da piscicultura, sendo recorrentes as pesquisas com inclusdo de aditivos em
dietas para peixes (Rodrigues et al., 2015). Aditivos como os prebidticos (Hoseinifar et al.
2014; Cyrus et al. 2015; Sivagnanavelmurugan et al. 2015) , probioticos (Lee et al., 2015;
Wild et al., 2014; Zhang et al., 2014), simbioticos (Akrami et al., 2015; Mourifio et al., 2015;
Zhang et al., 2015) e os fitogénicos (Couto et al., 2015; Cupp et al., 2016; Radhakrishnan et
al., 2015), que também sdo conhecidos como fitobioticos ou nutracéuticos (Windisch et al.,
2007), vém sendo estudados por seu potencial na substituicdo dos antibidticos, promovendo
acOes de estimulo a digestdo, ao sistema imune, a¢do antibacteriana e consequente ganho em
peso (Chakraborty e Hancz 2011; Reverter et al. 2014; Chakraborty et al. 2014).

O uso de aditivos fitogénicos vem crescendo principalmente pela acdo medicinal
apresentada por compostos secundarios presentes nas plantas e ervas (Couto et al., 2015), tais
como os flavonoides, taninos, Oleos essenciais, alcaloides, entre outros (Juskiewicz et al.,
2013). Esses alcaloides podem estar relacionados ao sistema de defesa das plantas contra
proliferagdes de microrganismos (fungos e bactérias) (Marcucci, 1999).

O Sangrovit® (Phytobiotics Gmbh, Etville, Germany) é um aditivo fitogénico, que
possui em sua composicdo 1,36% de alcaloides quaterndrios (sanguinarina),

benzofenantridina e protopina (ABP). Possui funcdo anti-inflamatdria e imunoestimulante
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(Facchini, 2001), sua adicdo em racdes para peixe pode variar de 1 a 200 mg kg™ (Mehrim
and Hassan, 2012; Rawling et al., 2009), apresentando-se como alternativa interessante como
promotor de crescimento para nutricdo animal.

Dentre os compostos ativos desse aditivo, a sanguinarina vem sendo relacionada a
melhora nos parametros zootécnicos, na utilizacdo dos alimentos, na saude gastrointestinal e
na higidez de animais como peixes, suinos e aves quando presente nas dietas fornecidas
(Blank et al., 2010; Juskiewicz et al., 2013; Rawling et al., 2009; Yao et al., 2010; Zdunczyk
etal., 2010).

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a incluséo do aditivo fitogénico
Sangrovit® na dieta de tilapias (O. niloticus) e suas respostas sobre a digestibilidade dos
nutrientes e energia, parametros zootécnicos, parametros sanguineos, composicao da carcaca e

histologia muscular e intestinal.

2. Material e Métodos
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Aquicultura do Grupo de Estudos
em Manejo na Aquicultura (GEMAQ), da Universidade Estadual do Oeste do Parand, Campus
Toledo. Foram conduzidos dois experimentos, em etapas distintas, durante periodo de

fevereiro a julho de 2015.

2.1.Dietas experimentais
Cinco dietas experimentais (Tabela 1) foram confeccionadas de modo a conter niveis
crescentes de Sangrovit® (0; 50; 100; 150 e 200 mg kg™). A dieta controle, insenta de
suplementacéo e formulada de modo a atender as exigéncias nutricionais da tilapia (Furuya,
2010), serviu de base para elaboracéo das dietas com os diferentes niveis de suplementagdo do

aditivo fitogénico.
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(Tabela 1)

Para confeccdo das dietas, os ingredientes foram triturados em moinho do tipo martelo
(Vieira, MCS 280, Tatui-SP, Brasil), com peneira de 0,3 milimetros de didmetro e, em
sequida, a mistura foi submetida ao processo de extrusdo (Extec, Ex-Micro, Ribeirdo Preto-
SP, Brasil), obtendo-se péletes com aproximadamente dois milimetros de didmetro e

posteriormente secas em estufa a 55°C por 12 horas.

2.2.Digestibilidade

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da proteina bruta, energia bruta,
lipideos e matéria mineral das dietas experimentais, foram determinados empregando-se 0
método indireto.

Cento e oitenta peixes (40,0 = 5,7 g) foram aleatoriamente distribuidos, na densidade
de um peixe para cada nove litros, em 12 tanques conicos adaptados para coleta de fezes por
sedimentagéo.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com trés tratamentos
e quatro repeticbes. Foram avaliadas trés dietas (0, 100 e 200 mg kg™ de Sangrovit®) com
aproximadamente 38% de proteina bruta e 3000 kcal de energia digestivel, utilizando o 6xido
de cromo (0,1%) como marcador inerte. Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia
(08:00, 11:00, 14:00 e 17:00 horas) ate a saciedade aparente. Ap6s duas horas da ultima
alimentacédo foi realizada a limpeza dos tanques e correta adequacdo dos coletores, sendo a
coleta das fezes realizada 12 horas depois. O experimento teve duracdo de 30 dias, com
periodo adaptativo de sete dias somente com a alimentacdo da dieta controle para todos 0s

tratamentos.
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O material fecal coletado foi devidamente armazenado (-20°C) e, previamente as
analises quimicas, procedeu-se a secagem em estufa a 55°C por 72 horas. Em seguida, as
amostras foram moidas e acondicionadas em freezers até sua utilizacdo. Os coeficientes de
digestibilidade aparente (CDAS) dos nutrientes e da energia bruta foram calculados por meio

de férmula descrita por Bureau et al. (1999).

2.3.Desempenho e hematologia

Dentro de um tanque de alvenaria (25 m?) ,foram distribuidas aleatoriamente em 30
tanques de 138 litros 240 tilapias (1,07 £ 0,07g), em sistema de recirculacdo, equipados com
filtro mecanico, biolégico e lampada ultravioleta para limpeza da agua. O delineamento
utilizado foi o inteiramente ao acaso com cinco tratamentos (0; 50; 100; 150 e 200 mg kg™ de
aditivo) e seis repeticdes, sendo cada unidade experimental composta por oito peixes.

Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia (8h00, 11h00, 14h00 e 17h00), até a
saciedade aparente. A temperatura (23,3 + 1,6°C), oxigénio (6,3 + 0,3 mg L™), condutividade
(98,4 + 0,8 puS cm™) e pH (7,5 + 0,7), foram monitorados e mantiveram-se na faixa
considerada ideal para a espécie (Boyd, 1990).

Apos 60 dias de experimento, os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas para o
esvaziamento do trato gastrointestinal e, posteriormente os animais foram insensibilizados
com eugenol, na dose de 80,0 mg L™ (Deriggi et al., 2006), para a realizacdo das medidas de
peso e comprimento dos animais e avaliacdo do desempenho produtivo. Posteriormente 0s
animais foram eutanasiados com 300 mg L™ de eugenol para analises centesimais e de
histologia do intestino e musculo. As variaveis de desempenho zootécnicos analisadas foram:
peso final médio (PF), comprimento final medio (CF), sobrevivéncia (SO), ganho em peso
(GP), ganho em peso diario (GPD), fator de condi¢do (FC), gordura visceral (GV),

uniformidade do lote (UNI), taxa de crescimento especifico (TCE), indice hepatossomatico
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(IHS), taxa de eficiéncia proteica (TEP), conversdo alimentar aparente (CAA) e eficiéncia de
retencdo de proteina (RP).

Para coleta do sangue, foram capturados trés peixes de cada unidade experimental,
aleatoriamente, para a retirada de uma aliquota de 0,5 mL, por punc¢éo caudal, com auxilio de
uma seringa heparinizada. Essas amostras foram destinadas para as analises do leucograma.
Foram realizadas extensdes sanguineas em laminas de vidro com extremidades foscas, secas
ao ar e coradas pelo método de Rosenfeld (1947).

A leitura foi realizada em microscopio Optico com aumento de 100x, utilizando 6leo
de imersdo. A contagem total de leucdcitos e trombdcitos foram realizadas pelo método
indireto: Leucécitos totais (cells pL™) = [(ndmero de leucdcitos contados na extensdo x
nimero de eritrdcitos em camara de Neubauer)/2000]; e trombdcitos totais (cells pL™) =
[(nmero de trombdcitos contados na extensdao x ndmero de eritrocitos em camara de
Neubauer]/ 2000] (Ranzani-Paiva et al., 2013).

A contagem diferencial dos leucdcitos consistiu em determinar a proporcéo existente
entre as variedades de leucdcitos: linfdcitos, neutrofilos e mondcitos. As avaliagbes foram
realizadas em microscopio de luz comum, com objetiva de imersdo de 100 vezes foram

contados 100 leucécitos.

2.4.Analises quimicas
A composigdo centesimal da carcaga, racOes e fezes foi obtida de acordo com o
preconizado pela AOAC (1995). Foram determinados os teores de matéria seca, matéria
mineral, proteina e lipideos. A matéria seca foi obtida pela diferenga entre o peso inicial e
final da amostra submetida a estufa a 105°C por 8 horas, sendo que para o caso das carcacas,
estas foram submetidas a uma pre-secagem a 55°C por 72 h. A proteina foi obtida por

digestdo com acido sulfurico, destilacéo e titulacdo pelo método de Kjeldhal (Model MA-036,
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Piracicaba-SP, Brasil), enquanto que o extrato etéreo (lipideos) foi conduzido por meio de
extrator com solvente (éter de petréleo) (extrator de Soxhlet com éter como solvente; Modle
TE-0,44, Piracicaba-SP, Brasil). A matéria mineral foi obtida por calcinacdo em mufla a
550°C por oito horas (Model 2000B, Belo Horizonte-MG, Brasil).

A energia bruta das racdes e fezes foi determinada em bomba calorimétrica de
oxigénio automatica (Model C2000 basic, IKA Works, USA) e a abertura das amostras para
quantificacdo do 6xido de cromo foi realizada por meio de solucdo acida, para posterior
leitura dos valores em espectrofotometro (Model 600 plus, FEMTO, Sao Paulo — SP, Brasil),

de acordo com a metodologia descrita por Bremer Neto et al. (2005).

2.5.Analises histoldgicas

Para a andlise da histologia intestinal foram recolhidas porcdes de aproximadamente
trés centimetros de comprimento do intestino médio de trés peixes por unidade experimental.
As amostras foram colocadas em placa de isopor, abertas longitudinalmente, lavadas com
solucéo salina, fixadas em solugdo de “Bouin” por seis horas, € posteriormente preservada em
alcool 70% até a realizacdo das analises. As amostras passaram pelo processo de inclusdo em
parafina e posteriormente foram realizados os cortes dos blocos por meio de um micrétomo.
Cortes transversais (5 pwm) foram obtidos e submetidos a coloragdo hematoxilina-eosina.

Avaliando a altura das vilosidades intestinais, e a espessura do epitélio das vilosidades.

Para a histologia do mausculo, trés peixes de cada unidade experimental foram
capturados e retirados uma amostra de musculo branco do lado esquerdo do peixe, acima da
linha lateral. Essas amostras foram acondicionadas em formol tamponado 10% por 24 horas, e
posteriormente preservadas em alcool 70% até o momento da realizacdo das analises. As
amostras passaram pelo processo de incluséo de parafina e posteriormente foram realizados 0s

cortes dos blocos com auxilio de um micrétomo. Cortes transversais (5 pum) foram obtidos em
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micrétomo e submetidos a coloragdo hematoxilina-eosina. Para a realizacdo da histologia da
fibra muscular, em um sistema de analise de imagens foi determinado o menor didmetro de
200 fibras musculares, por animal, que foram agrupadas em classes de didmetros (< 20 um,
20-50 um ¢ > 50 um) para avaliar a contribuicdo da hiperplasia e hipertrofia para o

crescimento muscular de acordo com a metodologia descrita por Almeida et al. (2008).

2.6.Andlise estatistica
Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando observado
diferencas significativas (p<0,05), aplicou-se o teste de comparacao de médias de Tukey, com
5% de significancia. Para determinacdo dos niveis seguros, aplicou-se andlise de regresséo.
As analises foram realizadas por meio do programa computacional statistica 7.1 (STATSOFT,

2005).

3. Resultados

3.1.Digestibilidade

Os resultados obtidos para os coeficientes de digestibilidade aparente (CDASs) da
proteina, lipideos, matéria mineral e energia estdo expressos na Tabela 2. A inclusdo de 100 g
kg™ de Sangrovit® proporcionou melhoras significativas (P<0,05) sobre o aproveitamento da
energia e nutrientes da dieta pelos juvenis de tilapias do Nilo, em comparacéo a dieta controle.
Observaram-se aumentos correspondentes a 3,83%; 5,86% e 6,90% para proteina, lipideos e
energia, respectivamente. Para matéria mineral a inclusdo do aditivo melhorou o CDA em
70,46%. Contudo, verificou-se que a inclusdo de 200 mg kg™ piora o CDA da proteina, sendo

0 aproveitamento para esta dieta semelhante ao verificado para o tratamento controle. Com
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relacdo aos lipideos, energia e matéria mineral, os CDAs ndo foram diferentes quando

comparados com a dieta com 100 mg kg™ e controle.

(Tabela 2)

3.2.Desempenho
A inclusdo de diferentes niveis do produto fitogénico em dietas para alevinos de
tilapia, ndo determinou diferencas significativas entre tratamentos quando aplicada andlises de

variancia e de regressdo (P>0,05) sobre os parametros zootécnicos (Tabela 3).

(Tabela 3)

O numero de leucdcitos e trombdcitos totais, bem como o diferencial de leucdcitos,
também ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos, como demonstrado

na Tabela 4.

(Tabela 4)

Os valores de umidade, proteina, gordura e cinzas da carcaca dos peixes nao foram
influenciados (P>0,05) pelos diferentes niveis de inclusdo do aditivo na dieta (Tabela 5). Isso
sugere que, as quantidades fornecidas de Sangrovit® ndo foram capazes de promover

mudangas na composicao centesimal das tilapias.

(Tabela 5)
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Os resultados obtidos para altura das vilosidades e espessura dos epitélios estdo
expressos na Tabela 6. A inclusdo de 50 e 100 g kg™ de Sangrovit® proporcionou melhoras
significativas (P<0,05) sobre o aumento das vilosidades de juvenis de tilapias do Nilo, em
comparacdo a dieta controle. Para espessura dos epitélios os melhores resultados foram para

as inclusdes de 50, 100 e 200 g kg™ do aditivo nas dietas.

(Tabela 6)

Os resultados da andlise histologica do musculo dos peixes ndo apresentaram
diferencas quando submetida a dietas contendo diferentes niveis do aditivo fitogénico (Tabela
7). Dessa forma, € possivel afirmar que neste caso os niveis do aditivo ndo promoveram
aumento das fibras musculares em trés classes de didmetros (< 20 um, entre 20 ¢ 50 um e >50

um), das tilapias sujeitas a avaliacdo.

(Tabela 7)

4. Discussao

4.1.Digestibilidade
Os resultados apresentados tem papel relevante na aquicultura, pois a maior parte dos
custos de producdo é oriunda das ragdes comerciais. E maximizar a absor¢do dos nutrientes
pelos peixes € um dos pontos mais importantes na formulacdo de dietas equilibradas e de
baixo custo, além de reduzir as excrecdes de elementos eutrofizantes nos corpos de agua

(Oliveiraet al., 2014).
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De acordo com Rawling et al. (2009) o alcaloide sanguinarina € o composto de maior
importancia, do ponto de vista benéfico para os peixes, presente no aditivo Sangrovit®. Dessa
forma, a melhora no coeficiente da digestibilidade dos nutrientes e da energia apresentado
pelos animais do presente estudo, pode estar relacionado a acdo antiparasitaria, antibacteriana
e antiestresse, oriundas desse alcaloide (Yao et al., 2010). Tais acGes melhoram a saude
gastrointestinal e o referido beneficio pode ser um indicador da melhor utilizacdo dos
nutrientes da dieta (Chakraborty et al., 2014; Santos et al., 2009).

O alcaloide sanguinarina, quando suplementado em dietas, ndo apresenta total
absorcéo pelo intestino, favorecendo sua passagem até as partes finais (Zdarilova et al., 2008),
influenciando as fungdes gastrointestinais, incluindo a arquitetura intestinal, processos de
fermentacdo e de motilidade em partes inferiores do intestino (Jankowski et al., 2009),
corroborando com resultados antimicrobianos, anti-inflamatorios e imuno-moduladores
encontrados pelo mesmo autor para frangos alimentados com inclusdo da sanguinarina na
dieta.

Ahmad et al. (2000) afirma que as fungdes bactericidas, antioxidante e as propriedades
anti-inflamatorias apresentadas pelo alcaloide sanguinarina podem auxiliar no processo de
recuperacdo de lesdes no trato gastrointestinal. Para Chaturvedi et al. (1997) esse alcaloide é
um potencial inibidor da ativacdo do fator de transcri¢do celular NF — kB 3, que desempenha
um papel fundamental na regulagdo do crescimento celular, regulacdo do ciclo celular e
apoptose, auxiliando no processo de recuperacdo de lesdes. Consequentemente, auxilia na
digestibilidade dos alimentos pela manutencdo da sadde do intestino, frente as lesbes causadas
rotineiramente pelos alimentos ingeridos.

Outros aditivos vegetais também mostram mesma tendéncia positiva na digestibilidade
dos alimentos, segundo Jegede (2012) a adicdo de 20 g kg™ de extrato de “alho Allium

sativum” melhorou significativamente a digestibilidade da proteina para tilapias do Nilo. Para



54

Radhakrishnan et al. (2015) a melhor utilizacdo dos alimentos por parte dos peixes pode ter
relacdo com o estimulo de secrecdo de enzimas digestivas, caracteristicas de algumas plantas

Oou ervas.

4.2.Desempenho

Segundo Rawling et al. (2009), o aditivo Sangrovit® quando utilizados em doses de
25 a 100 mg kg™ em dietas para tilapias (6.8 + 0.2 g)por um periodo de 60 dias, proporcionam
um evidente ganho em peso e melhoras no crescimento, diferindo dos resultados obtidos no
presente trabalho, possivelmente pela diferente fase dos peixes em estudo.

Os beneficios do uso do Sangrovit® para o crescimento de animais ja foram
observadas para carpa (Yao et al., 2010), robalo (Korkut et al., 2012), camardo (Rairat et al.,
2013), frangos (Juskiewicz et al., 2011; Zdunczyk et al., 2010), e suinos (Blank et al., 2010;
Gudev et al., 2004).

De acordo com Chakraborty et al. (2014) a melhora na salde gastrointestinal pode ser
um indicador da melhor utilizagdo dos nutrientes da dieta, e isto, em associagdo com melhoria
no status imunoldgico pode resultar em melhor desempenho produtivo quando peixes sdo
alimentados com extratos vegetais e herbais como aditivos nas ragdes.

Campagnolo et al. (2013), ao incluir 0; 5; 10; 15; e 20g kg™ de um produto comercial
a base de Oleos essenciais de plantas com alcaloides na dieta de tilapias (0,36 + 0,034 @),
também n&o encontraram diferencas significativas como promotor de crescimento, sugerindo
que outras doses e tempos de administragdo fossem testadas, pois a fase dos animais e 0
sistema de criagdo podem influenciar nos resultados. De acordo com Santos et al. (2013) a
adicédo do residuo do processamento de propolis vermelha em ragdo comercial para alevinos
de tilapia (0,11 + 0,03 g) também ndo determinou diferencas significativas sobre o

desempenho dos animais.
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Shiozaki et al. (2004) ao alimentar “truta arco-iris Oncorhynchus mykiss” com extrato
vegetal de “Stevia, Stevia rebaudiana”, encontraram indicios de uma agdo protetora na
mucosa intestinal e consequentemente melhorias no desempenho desses individuos.

De uma forma geral os aditivos fitogénicos vém obtendo sucesso como promotores de
crescimento em espécies de peixes, apresentando-se como alternativas em substituicdo aos
produtos sintéticos, como os antibioticos (Catalan et al., 2012). As atividades funcionais
desses compostos sdo dependentes das doses utilizadas, exercendo efeitos fisioldgicos em
distintas concentracdes (Chakraborty et al., 2014).

Para as analises relativas ao leucograma dos animais (numero de leucdcitos e
trombdcitos totais e diferenciacdo de leucocitos), ndo foram observadas diferencas (P>0,05)
nos peixes alimentados com diferentes concentracdes de Sangrovit®. Esses resultados
indicam que os diferentes tratamentos ndo comprometeram o estado de saude dos animais, ja
qgue os leucdcitos e trombdcitos participam ativamente do sistema imune e auxiliam na
identificacdo de processos infecciosos e de desequilibrio homeostatico dos peixes (Barton and
Iwama, 1991; Vosyliené, 1999). Os leucdcitos participam do sistema de defesa do organismo
e 0s trombacitos do processo de coagulacdo sanguinea (Correa Negrete et al., 2009).

Rawling et al. (2009) descreve como alto os valores observados para os Leucocitos,
33500 a 44500, de tilapias alimentadas com Sangrovit® na dieta, apresentando diferencas
significativas em relacdo aos animais alimentados sem a adi¢do do produto. Para Chakraborty
& Hancz (2011), e notavel os pontos positivos dos aditivos fitogénicos quanto a melhora de
imunidade e dos parametros fisiologicos dos peixes, porém, € interessante os estudos que
isolem os compostos quimicos para o real efeito sobre as pisciculturas.

A composicdo corporal dos peixes ndo foi influenciada pelos diferentes niveis de
Sangrovit®, corroborando com Yildiz et al. (2015), que ndo encontraram diferencas

significativas nos valores de umidade, proteina e cinzas para inclusdo de 6leos de plantas na
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dieta para “truta arco-iris Oncorhynchus mykiss”. Em concordancia, Ahmad & Abdel-
Tawwab (2011) encontraram apenas diferenca significativa para o teor de lipideos na carcacga
de tilapias alimentadas com extrato fitogénico. Shalaby et al. (2006) também nao encontraram
diferencas na composicao centesimal de tilapias entre os tratamentos alimentados com extrato
de alho. Estes resultados observados na literatura podem ser explicados pelas acdes dos
aditivos utilizados, ja que em sua maioria ndo sdo utilizados com o intuito de promover
alteracdo na composicdo quimica dos animais, sendo que estes produtos agem em outras
caracteristicas como na promocao do crescimento e na manutencdo da higidez dos animais.

As medidas da altura do vilo e espessura do epitélio foram realizadas devido ao poder
anti-inflamatoério dos fitogénicos nas vilosidades (Couto et al., 2015), na melhoria da
utilizacdo dos alimentos e dos beneficios gastrointestinais (Chakraborty et al., 2014). De
acordo com (Mello et al., 2013), o efeito positivo da utilizacdo do aditivo sobre a altura dos
vilos e a espessura do epitélio podem ser atribuido a acdo inibitéria das bactérias prejudiciais
a mucosa intestinal, de modo a favorecer sua integridade, digestibilidade, absorcdo de
nutrientes e condicionar melhor equilibrio orgénico para os peixes.

Ao analisar a altura do vilo e espessura do epitélio de tilapias alimentadas com
aditivos na dieta, Carvalho et al. (2011), atribuiu 0 aumento da altura das vilosidades a
melhora da mucosa intestinal dos peixes.

O crescimento muscular pode ser influenciado por diversos fatores, entre eles a
nutricdo (Koumans and Akster, 1995). Acreditava-se que o efeito promotor de crescimento
descrito para este aditivo pudesse influenciar no comportamento muscular, como nao houve
diferencas no crescimento, consequentemente ndo houve diferengas nas fibras.

Como o aditivo Sangrovit® tem sido relatado, em pesquisas com suinos, como
facilitador da absorcdo de aminoacidos como o Triptofano, sendo aminoacidos ligados a

processos de anabolismo, crescimento muscular, acredita-se no potencial destes produtos no
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aumento das fibras musculares nos animais (Blank et al., 2010). Porém, novos niveis de
inclusdo e diferentes fases dos animais devem ser testadas.

Com base nas informacdes obtidas no presente estudo, conclui-se que dietas contendo
100 mg kg™ do aditivo fitogénico Sangrovit® proporcionaram melhores resultados dos
coeficientes de digestibilidade aparente de proteina, lipideos, energia e matéria mineral. E 50
g kg favoreceu o aumento das vilosidades e da espessura do epitélio intestinal. Porém, com
a adicdo do aditivo fitogénico no presente estudo ndo foi possivel observar diferencas
significativas nos parametros zootécnicos, hematoldgicos, centesimais e morfométricos do
musculo nos animais testados. Estudos adicionais devem ser conduzidos com maiores tempos

de avaliacdo do aditivo e fases diferentes dos animais.
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Tabela 1: Dietas experimentais com inclusao de Sangrovit®.
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Alimentos

Inclusdo dos alimentos (g kg™)

Dieta experimental

Milho 314,02
Farinha de visceras 250,00
Farelo de soja 110,00
Farelo de trigo 105,00
Farinha de penas 67,50
C. Proteico de soja 62,50
F. de carne e 0ss0S 40,50
Oleo de soja 17,80
L-Lisina 14,15
Premix* 5,10
L-Treonina 4,70
DL-Metionina 3,50
Sal comum 3,00
Cloreto de Colina 1,50
Betaina 1,00
Antifungico 1,00
Vitamina C 0,40
Antioxidante 0,23
Sangrovit®
Composicdo calculada (g kg™)

Amido 218,74
Calcio 16,73
Energia digestivel (Kcal) 3012,40
Energia Bruta (Kcal)* 4715,00
Fibra bruta 27,63
Fosforo total 12,23
Gordura* 58,66
Lisina total 28,81
Matéria mineral* 82,41
Metionina total 8,84
Proteina Bruta* 385,68

“Para elaboracéo das dietas testes foram incluidos niveis crescentes de Sangrovit® (0; 50; 100; 150; e 200 mg

kg™) a dieta experimental.

*Valores analisados. 'Niveis de garantia por kg do produto - Premix (Nutron F30805CPL): Acido félico (min)
997,50 mg; Acido pantoténico (min) 9975,00 mg; Biotina (min) 159,60 mg; Cobre (min) 2800,00 mg; Etoxiquin
(min) 24,78 mg; Ferro (min) 19,62 g; Inositol (min) 10,00 g; lodo (min) 120,00 mg; Manganés (min) 5200,06
mg; Niacina (min) 19,95 g; Selénio (min) 119,70 mg; Vitamina A (min) 1995000,00 ul; Vitamina B1 (min)
4987,50 mg; Vitamina B12 (min) 5985,00 mg; Vitamina B2 (min) 4987,50 mg; Vitamina C (min) 70,00 g;
Vitamina D3 (min) 798000,00 ul; Vitamina E (min)19950,00 ul; Vitamina K3 (min) 997,50 mg; Zinco (min)

28,00 g.
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Tabela 2. Valores de CDA de proteina, lipideos, energia e matéria mineral, de tilapias
alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de Sangrovit®.
Dietas experimentais (mg kg™)

Variaveis (%)

0 100 200 P
CDA Proteina 78,07+1,40° 81,06+0,62° 78,87+0,90° 0,00
CDA Lipideos 86,69+3,31" 91,77+0,85°% 89,07+2,15% 0,03
CDA Energia 64,52+41,90°  68,97+1,11% 66,47+1,64% 0,01
CDA Matéria Mineral 25,02+3,01° 42,65+4,20°  27,64+10,26% 0,00

Letras distintas seguidas representam diferencas significativas. CDA = coeficiente de digestibilidade aparente.
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Tabela 3: Parametros zootécnicos de alevinos de tilapia alimentados com dietas contendo

niveis crescentes de Sangrovit®.

Niveis (mg kg™)

variaveis 0 50 100 150 200 p

Peso inicial 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,99
() +0,07 +0,06 +0,05 +0,07 +0,09

Peso final 13,10 12,90 13,40 13,70 14,00 0,75
(9) +1,85 +1,23 +1,82 +1,55 +1,72

CT final 8,60 8,60 8,70 8,90 8,70 0,65
(cm) +0,42 +0,30 +0,45 +0,37 +0,33

GP (g) 12,10 11,80 12,30 12,60 13,00 0,75
+1,86 +1,23 +1,78 +1,51 +1,71

CAA 0,90 0,80 0,90 0,90 1,00 0,18
+0,13 +0,02 +0,11 +0,07 +0,13

GPD (g 0,20 0,10 0,20 0,20 020 0,75
dia™) +0,03 +0,02 +0,02 +0,02 +0,02

FC 1,50 1,40 1,50 1,50 1,50 0,70
+0,14 +0,09 +0,12 +0,11 +0,14

SOB (%) 87,50 95,80 91,60 91,60 8330 0,31
+13,69 +6,45 +15,13 +6,45 +6,45

GV (g) 1,20 1,30 1,30 1,40 1,80 0,61
+0,44 +0,42 +0,72 +0,96 +0,39

IHS (%) 3,90 3,90 3,90 4,10 420 0,88
+0,33 +0,41 +0,58 +0,52 +0,46

UNI (%) 66,90 59,20 71,90 65,70 64,60 0,42
+16,18 +13,17 +6,00 +7,85 +9,08

TCE (%) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,10 0,85
+0,08 +0,06 +0,04 +0,04 +0,07

TEP (%) 1,50 1,70 1,60 1,60 150 0,26
+0,16 +0,04 +0,16 +0,12 +0,16

RP (%) 28,2 30,5 26,6 29,7 26,8 0,06
+2,93 +0,68 +2,73 +2,15 +2,73

Comprimento Total (CT); Ganho em Peso (GP); Conversao Alimentar Aparente (CAA); Ganho em Peso Diario
(GPD); Fator de Condicdo (FC); Sobrevivéncia (SOB); Gordura Visceral (GV); Indice hepatossomatico (IHS);
Uniformidade (UNI); Taxa de crescimento especifico (TCE); Taxa de eficiéncia proteica (TEP); Eficiéncia de

retencdo proteica (RP).

*Nao significativo para analises de variancia e de regressdo.
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Tabela 4: Resultados hematologicos para tilapias alimentadas com dietas contendo niveis
crescentes de Sangrovit®.

Niveis (mg kg™)

Variaveis 0 50 100 150 200 p*
Lewctoitos (oS UL i Jogra  cosn 2969 sdsr2 OFF
Trombsios (Cells kL) s Corn  seoms sar2 sseds OO
Linfocitos (%) 182:82 fgigg 181:22 isszagg figi o
Neutréfilos (%) N g%g + 2(2)((; + ggg + 288 + gg? 0,67
Monacitos (%) 1.6 Lo 299 o o 0,21

+1,03 + 0,89 +206 +160 +126

*Ndo significativo para analises de variancia e de regressao.
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Tabela 5: Composicdo centesimal de alevinos de tilapia alimentados com dietas contendo
niveis crescentes de Sangrovit®.

Variaveis Niveis (mg kg™)

(%) 0 50 100 150 200 p*
Umidade 72,59+0,63 72,74+0,57 73,56+0,53 72,47 +0,60 73,21+0,79 0,21
Proteina 17,34+0,64 17,02+0,94 16,18+0,70 17,36 +0,62 16,71 +1,06 0,35
Gordura 723+0,13 730+0,32 7,14+048 7,23+0,48 7,04 +0,61 0,95
Cinzas 392+0,2 4,15+0,13 3,76+0,27 3,92+0,21 3,85+0,19 0,07

* N4o significativo para analises de variancia e de regressao.
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Tabela 6: Resultados da histologia intestinal, como medidas da altura do vilo e espessura do
epitélio para tilapias alimentadas com niveis crescentes de Sangrovit®.

Niveis (mg kg™)

Variaveis 0 50 100 150 200 P
Altura do Vilo 125,72 18857 182,70 150,94 157,56
(um) +5320° +57,05° +7164° +5522° +62,18" 0,00
Espessura do 36,00 43,02 44,20 40,42 45,24 0.00
_Epitélio (um) +8,92°  +964%°  +861° +971*  +864° '

Letras distintas seguidas representam diferencas significativas.
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Tabela 7: Frequéncia de distribuicédo das fibras musculares em trés classes de diametros (<20

pum, entre 20 e 50 um e >50 um) de tilapias alimentadas com niveis crescentes de Sangrovit®
na dieta.

Niveis (mg kg™)

Classes
(um) 0 50 100 150 200 p*
<20 20,33 +3,10 18,08 +6,40 25,41 +5,10 19,16 +5,10 23,75+7,60 0,16

20<e>50 76,58+1,80 77,66+500 72,33+4,00 79,25+6,80 73,16 +540 0,10
> 50 3,08+£3,02 425+402 225+248 158+339 308+425 0,29

* N4o significativo para analises de variancia e de regressao.
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