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Resumo
Braz, J.M. Prebidticos, probidticos e simbidticos em dietas de juvenis de tilapias-do-Nilo.
2022. 54p. Defesa (mestrado) - Faculdade de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal da

Grande Dourados.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inclusdo de prebi6tico, probiético e
simbidtico na produtividade e nos parametros fisiologicos de juvenis de tilapia-do-Nilo. Foram
utilizados 300 animais com peso médio inicial de 11,3+0,32 g e comprimento médio inicial de
8,5+0,57 cm, distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado em 15 caixas d’agua
(2000 L), com trés repeticGes em cada tratamento, durante um periodo de 60 dias. Os peixes
foram alimentados com uma dieta comercial de 32% de proteina bruta e adicionados aditivos
por meio de banho de dleo (2%), aléem de uma dieta isenta do aditivo. Os tratamentos foram
denominados, Controle (isento de aditivo), PROB (4g.kg) composto por um mix de
probidticos como Bacillus subtillis, PREB MOS (4g.kg™?), SIMB I (2g.kg™ probidtico + 2g.kg"
! prebidtico) e SIMB Il (4g.kg™ probidtico + 4g.kg™ prebidtico). A inclusdo dos aditivos
promoveu efeito nos seguintes parametros de desempenho produtivo: conversdo alimentar, taxa
de eficiéncia proteica diferindo os aditivos apenas do tratamento controle, e para o quociente
intestinal o tratamento SIMB Il foi 0 que obteve maior valor deste parametro. A composicao
centesimal ndo foi alterada pela adi¢do dos aditivos nas dietas, porém os aditivos melhoraram
a retencdo de proteina, enquanto o tratamento SIMB Il apresentou maior indice de glicose
plasmatica. O desenvolvimento das células hepaticas foi influenciado pela inclusdo dos
aditivos, sendo altura e largura dos hepatdcitos reduzidos, mas a integridade do 6rgdo néo
diferiu significativamente entre os tratamentos. Ndo foram verificadas diferengas entre os
tratamentos nas histoldgicas de intestino médio, assim como nas analises enzimaticas do figado
e intestino, apenas a glicose plasmatica obteve diferencas significativas dentre os tratamentos
em que o SIMB Il apresentou maiores niveis de glicose. A analise multivariada demonstrou
que o grupo controle se diferenciou totalmente dos demais. O uso dos aditivos MOS e mix de
probGticos composto com Bacillus subtillis (em concentragdes de 5 x 10° UFC), melhorou tanto
o desenvolvimendo e o estado de salude de juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus) ao longo
do crescimento e recomenda-se o uso da dose SIMB 1 (29.kg-1 de probiotico + 2g.kg-1 MOS).

Palavras-chave: Biotecnologia, bactérias ndo patogénicas, crescimento, piscicultura



Abstract
Braz, J.M. Prebiotics, probiotics and symbiotics in Nile tilapia juvenile diets. 2022. 54p.

Defense (Master's) - Faculty of Agrarian Sciences, Federal University of Grande Dourados.

The aim of this study was to evaluate the effect of prebiotic, probiotic and symbiotic
inclusion on productivity and physiological parameters of Nile tilapia juveniles. A total of 300
animals with an initial average weight of 11.3+0.32 g and an initial average length of 8.5+0.57
cm were used, distributed in a completely randomized design in 15 water tanks (2000 L), with
three replications. in each treatment, during a period of 60 days. The fish were fed a commercial
diet of 32% crude protein and additives were added through an oil bath (2%), in addition to a
diet free of the additive. The treatments were named Control (additive free), PROB (49.kg-1)
composed of a mix of probiotics such as Bacillus subtilis, PREB MOS (4g.kg-1), SIMB |
(29.kg-1 probiotic + 2g.kg-1 prebiotic) and SIMB 1l (4g.kg-1 probiotic + 49.kg-1 prebiotic).
The addition of the additives effected the treatment, and improved the performance in the
following efficiency rates: feed conversion dicient of the additives only of the intestinal
treatment, and for which the SIMB Il obtained the highest value of this parameter. The
proximate composition was not altered by the addition of additives in the diets, but the additives
improved protein retention, while the SIMB |1 treatment showed a higher plasma glucose index.
The development of liver cells was influenced by the inclusion of additives, with reduced height
and width of hepatocytes, but organ integrity did not differ significantly between treatments.
There were no differences between treatments in midgut histology, as well as in liver and
intestine enzymatic analysis, only plasma glucose showed significant differences among
treatments in which SIMB Il showed higher glucose levels. The multivariate analysis showed
that the control group was completely different from the others. The use of MOS additives and
probiotic mix composed with Bacillus subtilis (in concentrations of 5 x 10° CFU) improved
both the development and the health status of juvenile tilapia (Oreochromis niloticus)
throughout the growth period and the use is recommended of the SIMB | dose (2g.kg-1 of
probiotic + 29.kg-1 MQS).

Key words: Biotechnology, non-pathogenic bacteria, growth, fish farming



Considerac0es iniciais

Nas Ultimas décadas o consumo do pescado tem se mostrado promissor dentre os
produtos de origem animal, batendo o recorde de 20,5 kg per capta, de acordo com os dados
da FAO (2020). Isso se deve a inUmeros aspectos, dentre eles o valor nutricional da carne. O
pescado é uma fonte rica de &cidos graxos poli-insaturados, dmega-3, aminoécidos essenciais
(Durmus, 2019), e confere inUmeras vantagens para 0 organismo humano como a protecdo
contra possiveis doencas como carcinoma hepatocelular, doencas cardiovasculares e
neuroldgicas (Larsson et al., 2004), portanto, apresentando efeitos benéficos para a saude
humana.

Todo o desenvolvimento na producédo de pescado das Gltimas décadas exigiu melhorias
nos pilares essenciais da producdo, tais como o melhoramento genético, boas préaticas de
manejo, sanidade, nutricdo e nos sistemas produtivos. Fato este, que possibilitou o aumento na
producdo espécies como a tilapia-do-Nilo (Oreochoromis niloticus), terceira espécie mais
cultivada mundialmente, em que o melhoramento genético possibilitou um rapido crescimento
ao animal, contribuiu na melhoria da rusticidade, e junto com os estudos nutricionais foi
possivel estabelecer suas exigéncias dietéticas proporcionando um aumento no rendimento de
file, e ainda uma melhor qualidade da carne estabelecendo uma alta na procura do pescado
pelos consumidores, devido a busca por uma alimentacdo mais equilibrada e de maior valor
nutricional (Boscolo et al., 2001; Meuer et al., 2002; Kubitza, 2011).

Com a intensificacdo da producao do pescado, 0s animais sao submetidos a um maior
nivel de estresse, como o maior nimero de animais por area, manejos cotidianos, ndo sendo
realizados adequadamente podem afetar diretamente o sistema imunolégico dos peixes,
causando um baixo crescimento e alta mortalidade (Adamante et al., 2008), além da variacao
climatica em que o controle é restrito a ambientes pequenos. Dito isto, a dieta fornecida aos
animais torna-se fundamental, por atuar na saude, desempenho e fortalecimento do sistema
imune, servindo como primeira protecao do organismo contra possiveis infec¢des de patdgenos.
Além disso, atualmente as racOes apresentamalto desempenho, formuladas levando em
consideracdo a fisiologia digestiva e exigéncias de cada espécie (Ribeiro et al., 2012).

Os aditivos alimentares comumente séo incorporados a dieta como forma alternativa
para melhorar a imunidade dos peixes e 0 aproveitamento dos nutrientes da racdo, agindo
positivamente no desempenho dos animais; como exemplo desse grupo estdo os probioticos,
gue sdo microrganismos vivos que atuam na saude e no desempenho do hospedeiro devido a
colonizacdo destes microrganismos benéficos na microbiota intestinal dos animais excluindo

por competicdo as bactérias patogénicas (Saad, 2006); os prebioticos, que permitem maior



tempo de agdo dos microrganismos probidticos favorecendo a salde intestinal servindo como
“alimento” para as bactérias probidticas potencializando a sua acdo no organismo (Hoseinifar
et al., 2014; Mdorschbacher et al., 2014) e os simbidticos, que é a combinacdo de ambos,
prebioticos e probidticos, e que agem melhorando as taxas de sobrevivéncia e modulacao da
microbiota intestinal (Gibson e Roberfroid, 1995).

Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inclusdo de prebiotico,
probidtico e simbidtico, sobre os parametros de desempenho zootécnico, bioquimico
plasmatico (SOD, CAT, proteina total, glicose e triglicerideo) e enzimatico hepatico (ALB,
AST e ALT), intestinal (protease, amilase e lipase) e histoldgicos (intestino e figado).

O presente estudo esta estruturado em dois capitulos, sendo o Capitulo 1 uma revisdo
de literatura, compilando informacdes a respeito dos entraves encontrados na piscicultura e
possiveis alternativas para incrementar a producdo. O capitulo 2, artigo cientifico intitulado
“Prebidticos probidticos e simbidticos em dietas de juvenis de tilapias-do-Nilo” apresenta

resultados do estudo redigido conforme as normas da Revista Aquaculture ISSN: 0044-8486.



CAPITULO 1
REVISAO DE LITERATURA



1 Aquicultura mundial e brasileira

A atividade aquicola é um dos setores que mais cresceram nos Ultimos anos, devido a
seu vasto potencial de desenvolvimento e a busca dos consumidores por alimentos mais
saudaveis. Segundo dados da FAO (2020), a producéo global de peixes foi de aproximadamente
179 milhdes de toneladas no ano de 2018. Do total produzido neste ano, cerca de 156 milhdes
de toneladas foram destinadas ao consumo humano, e o restante foi destinado a producdo de
farinhas e 6leos de peixe.

Dentre os paises produtores de pescado, a China lidera o ranking representando 35% da
producdo mundial, superando o continente Asiatico (34%), Américas (14%), Europa (10%),
Africa (7%) e Oceania (1%). Entre as espécies com maior producéo, as carpas (carpa capim —
Ctenopharyngodon idellus e carpa prateada — Hypothalmichthys molitrix) estdo em primeiro e
segundo lugar, seguido da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (FAO, 2020).

O Brasil possui uma vasta disponibilidade de reservas hidricas, clima tropical, insumos
para a producdo de racdo, mdo de obra, entre outras caracteristicas que sdo favoraveis a
producdo de peixes. Apesar destes fatores o pais encontra-se apenas na 13° posi¢do dentre 0s
maiores produtores de peixes em cativeiro e em 8° na producao de peixes de agua doce (FAO,
2020). Apesar dos desafios e incertezas encontradas para a producgdo de pescado do pais, no
ano de 2019 a piscicultura brasileira obteve um desempenho positivo, com crescimento de
1,74%, produzindo 529.621 mil toneladas (IBGE, 2020). O maior gargalo para o aumento da
producdo nacional € atribuido principalmente a falta de assisténcia técnica, implantacdo de
tecnologias, mdo de obra especializada, alto custo de producédo, especialmente com racdes,
assim como a legislacdo ambiental que difere entre cada Unidade da Federacao.

Dos desafios da producdo de peixes, em sua maioria estdo relacionados aos custos
operacionais como a implantacdo dos sistemas de cria¢do, mao-de-obra qualificada, energia
elétrica, manutencdo, questdes sanitarias e de biosseguranca, e em especial aos insumos como
a racdo, em que a alimentacdo dos animais com o uso de racdo comercial pode chegar a 70%
dos custos totais de producédo (Palma et al., 2010), e caso seja realizado de forma equivocada
pode afetar diretamente o desempenho econémico da atividade.

Apesar de todas as dificuldades ligadas a atividade, as exportagdes do pescado
aumentaram 8% em 2020, e os produtos mais comercializados foram os filés frescos e
refrigerados, 0s quais permitem um maior retorno econdmico ao pais, representando 45,13%

das exportacodes totais (Souza e Dias, 2021).



1.1 tilapia—do-Nilo (Oreochromis niloticus)

A tildpia-do-Nilo é globalmente comercializada, com elevada producéo anual, devido a
varios fatores e caracteristicas da espécie que contribuem para sua alta produtividade. El-Sayed
e Kawanna (2008) salientam que a tilapia se enquadra dentro das espécies mais indicadas para
producdo em sistema intensivo, visto que possui caracteristicas de interesse zootécnico, tais
como alta taxa de crescimento, flexibilidade as mudangas ambientais, f4cil reproducéo além da
rusticidade e facil adaptacdo ao confinamento (Watanabe et al., 2002).

Segundo a FAO (2020), a producdo mundial de tilapia chegou a 4,5 milhdes de
toneladas, sendo a terceira espécie mais produzida em ambito mundial, e no Brasil a
representatividade deste peixe se destaca ainda mais, sendo que no ano de 2019 houve um
aumento de 3,47% em relacdo ao ano anterior, obtendo a quantidade de 323.714 mil toneladas
se estabelecendo assim como o quarto pais com maior producéo desta espécie (IBGE, 2020).

Além das vantagens atribuidas a espécie, um dos fatores que colaboram para o aumento
da sua demanda ocorre devido a qualidade da carne da tilapia, que apresenta caracteristicas
organolépticas desejaveis, como auséncia de espinho em forma de “Y”, além da sua excelente
qualidade nutricional e baixo teor de gordura, o que € benéfico para a producéo de filés (Boscolo
et al., 2007). Além disso, quanto a aceitacdo de dietas artificiais, a tilapia aproveita bem os
ingredientes de origem vegetal (Kubtiza, 1999), tanto proteicos quanto energéticos, mesmo
durante a fase larval e de alevinos, o que contribui para a reducéo dos custos com alimentacéo
(Souza et al., 2000), e ainda, possui todo o ciclo produtivo determinado, portanto, é possivel
estimar o ganho em peso, conversdo alimentar, taxa de eficiéncia proteica e as curvas de

crescimento ao longo do periodo de criacao.

2 Nutricdo aquicola

Conhecer os fatores que interferem no aproveitamento dos nutrientes nos diferentes
sistemas de producdo é essencial, visto que quanto melhor esse insumo for manejado e
balanceado, menores 0s gastos na producdo, trazendo maiores retornos para o piscicultor
(lwashita et al., 2014).

Sabe-se que a dieta fornecida aos peixes desempenha papel fundamental no
desenvolvimento destes, e € justamente nesta fase em que 0s peixes possuem um rapido
desenvolvimento, portanto, fornecendo uma dieta adequada o aporte nutricional essencial para
seu crescimento é garantido, assim como a manutencao da saude (Hayashi et al. 2002; Filipetto

et al. 2005; Kim et al., 2003; Honorato et al., 2013). Deste modo, 0 manejo integrado com a



escolha dos ingredientes de qualidade e nas quantidades corretas para a formulacao da dieta é
0 caminho para o sucesso da atividade.

No mercado de racdes de peixes existe uma variedade de matérias-primas que podem
ser incluidas na formulacdo, desde os alimentos convencionais como a farinha de peixe
(Masumoto et al., 1996), até os alternativos que podem entrar nas formulas para atender alguma
caracteristica especifica ou mesmo substituir uma fonte convencional devido a sua
indisponibilidade ou mesmo com o intuito de reduzir o custo final da racdo (Fontainhas-
Fernandes et al., 1999; Stone et al., 2000; Chong et al., 2002; Kaushik et al., 2004).

De forma geral, a exigéncia na quantidade de proteina bruta na racdo para 0s peixes
varia de acordo com a especie, fase de desenvolvimento (Fracalossi e Cyrino, 2013), entre
outros aspectos. Na realidade os peixes requerem os aminoacidos das proteinas, assim como 0s
acidos graxos que estdo presente nos lipideos (Nishioka, 2017). As vitaminas e 0s minerais
também devem estar disponiveis, pois, esses constituintes garantem o crescimento, a deposicao
de carne, a saude, reproducdo e o bem estar durante o ciclo produtivo dos animais (Ribeiro et
al., 2012).

O uso destes micronutrientes, suplementos e aditivos na dieta dos peixes se fazem
essenciais para que os animais obtenham uma dieta saudavel e equilibrada para cada espécie,
permitindo um aumento na produtividade, devido ao fortalecimento do sistema imune destes
animais e consequentemente contribuindo para a uma maior rentabilidade. Recentemente novas
tecnologias tém sido incluidas na racdo dos peixes, essas novas abordagens surgem como
alternativa aos antibioticos, atuando como melhoradores da microbiotaintestinal e mitigadores
de perdas nas etapas iniciais de vida garantindo melhorias nas fases subsequentes desses
animais (Hayashi et al., 2002).

Esses compostos também tem por objetivo contribuir para que a nutricdo assegure
condi¢cdes dos animais expressarem seu maximo potencial de producdo, por permitir uma
melhor absor¢do dos nutrientes, sendo uma boa alternativa para aumentar a produtividade nas
pisciculturas (Araujo et al., 2007; Melo et al., 2010; Brito et al., 2014).

2.1 Uso de aditivos na nutri¢ao aquicola

A utilizacdo de aditivos na alimentacdo animal tem tornado-se uma alternativa viavel
para melhorar o desempenho, salde e aproveitamento dos nutrientes pelos animais (Ribeiro et
al., 2012). De acordo com a Instrucdo Normativa n°® 13 de novembro de 2004, a qual
regulamenta a utilizacdo de aditivos na nutricdo animal no pais, os aditivos sdo descritos como

“substancia”, microrganismos ou produto formulado, adicionados de forma intencional aos



produtos, que ndo é utilizada normalmente como ingrediente, que apresentem ou nao valor
nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos destinados a alimentacdo animal ou dos
produtos animais, melhorando o desempenho dos animais saudaveis atendendo suas exigéncias
nutricionais ou tenha efeito anticoccidiano (Instrucdo Normativa 15/2009/MAPA).

Dos aditivos existentes, os da categoria “aditivos zootécnicos” tem mostrado resultados
benéficos expressivos nos estudos realizados, e dentro desta categoria 0s que mais se destacam
sdo 0s prebidticos, probidticos e simbidticos. Os prebioticos sdo substratos de carboidratos,
como oligossacarideos ou fibras alimentares com baixa digestibilidade, que contribuem para a
proliferacdo de bactérias na flora intestinal dos animais, que resulta na melhora na salde e nas
respostas zootécnicas da producdo, além de agir intimamente aos probi6ticos, constituindo
assim o “alimento” para bactérias probidticas (Hoseinifar et al., 2014; Mdrschbéacher et al.,
2014).

O prebidtico de maior uso em dietas animais € o mananoligossacarideo (MOS), que é
derivado da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, e que possui
aproximadamente 40% de B-glucanos, 40% de a-mananos, 28% de proteinas, 7% de lipideos,
3% de substancias inorganicas e 2% de hexosaminas e quitina (Hough, 1990). Geralmente
utilizados em dietas para tilapias, sendo recomendada a inclusdo em niveis abaixo de 1% nas
formulac6es (Morschbacher et al., 2014). Os autores também atribuiram sua incluséo nas dietas
ao potencial de melhoria da morfologia intestinal e reducdo dos marcadores de estresse
(cortisol).

Os probidticos sdo microrganismos vivos, geralmente bactérias, mas também leveduras
que, quando ingeridos vivos em quantidade suficiente, tm um efeito positivo na salde, que vai
além dos nutricionais comumente conhecidos (Anadon et al., 2006). Isto se d& devido a fécil
adesdo das bactérias probidticas ao lumen intestinal, por competicdo com as bactérias
indesejaveis, permitindo o aumento destas bactérias benéficas ao meio, as quais produzem
substancias antimicrobianas que inibem a instalacdo de patégenos no intestino melhorando a
saude animal e promovendo a absorcdo de nutrientes (Figura 1). Zaineldin et al. (2018) ao
suplementar a dieta de Pagrus major com o aditivo Bacillus subtillis, nas concentragdes de 1 x
10% 1 x 10%, 1 x 10% e 1 x 10'° obteve resultados benéficos nas variaveis de desempenho
zootécnico peso corporal final, ganho em peso e taxa de crescimento especifico, assim como

permitiu que os animais conseguissem utilizar de forma mais efieciente os nutrientes da racéo.



10

Patdgenos

2 TG o e 4-Exclusio d
1-Melhora da barreira epitelial Chgy xcluséo de
— “ patﬁgen:)_s por
Mucinas e defensivas ss L. competicac
w_ — 5-Substancias
Probidticos - Muco antimicrobianas **
™ — — . "N..___

Parede intestinal
2-Aumento da adesio na

mucosa intestinal

Figura 1- Mecanismo de acdo das bactérias probidticas no lumen intestinal. Fonte: Adaptado
de Cunha (2016).

Com a associacdo de prebidticos e probioticos forma-se outro produto denominado de
simbidtico, os quais podem melhorar as taxas de sobrevivéncia e modula¢do da microbiota
intestinal (Gibson e Roberfroid, 1995). Ao utilizar aditivo simbidtico na dieta animal, permite
0 aumento das bactérias probioticas no intestino do hospedeiro que por sua vez realiza o
controle de bactérias patogénicas, melhorando o sistema imune e aproveitamento dos nutrientes
(Rodrigues et al., 2015) (Figura 2). Segundo um estudo executado por Morais & Jacob (2006),
esta mistura pode exercer seus efeitos de forma competitiva com os patdégenos, modulando o
ambiente intestinal, resposta inflamatéria e imunologica.

Estudos recentes relatam que os simbidticos contribuem em maior digestdo enzimatica
pelo hospedeiro, além de aumentar a producédo de acidos acéticos, latico e butirico (produtos de
fermentacdo de bactérias prebidticas e probidticas) e ativacdo do sistema imunolégico inato
(Huynh et al., 2017; Ringo e Song, 2016). Ao testar a inclusdo de simbidticos (3,5 g kg™ de
probidtico Saccharomyces cerevisiae e 7,5 g kg™ de prebi6tico mananoligossacarideo) na dieta
de Salmo salar, Abd et al. (2013), obteveram resultados significativos na agdo protetora na
microbiota intestinal sobre as células da mucosa e melhora na resposta inata sem afetar

negativamente o crescimento e a utilizagdo dos alimentos da dieta.
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Figura 2- Acdo das bactérias probidticas e prebioticos no lumen intestinal. Fonte: Adaptado de
EducaPoint (2019).

Nesse contexto, estudos sobre a acdo dos aditivos no organismo animal tornam-se
necessarios, podendo contribuir na elaboracdo de dietas que atendam as exigéncias nutricionais
das espécies comerciais, aumentando a digestibilidade dos ingredientes, assim como a

imunidade.

3 Composic¢ao centesimal

As analises de composicdo centesimal além de serem de grande importancia para
detalhar os alimentos destinados ao consumo humano, também séo de significativa relevancia
para a nutricdo animal, visto que saber o real valor nutricional do alimento fornecido na dieta
animal é uma forma de aperfeicoar a sua eficiéncia, permitindo assim uma melhor resposta na
producdo e um maior retorno financeiro ao produtor (Ber-Chielli, 2006).

A carne de peixe é caracterizada por ser uma oOtima fonte proteica para dieta humana,
sendo o alimento composto por diferentes constituintes quimicos como a umidade (agua),
proteinas, lipideos, carboidratos, matéria inorganica e vitaminas, podendo variar 0s valores
destes compostos de acordo com a espécie, sexo, idade e a nutrigdo (Correa et al., 2016).

O conhecimento da composi¢édo centesimal do pescado é de fundamental importancia

para a padronizagdo dos produtos alimentares de acordo com os critérios nutricionais, além de
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fornecer subsidios para decisdes de caracter dietético na alimentagdo humana e na formulagéo
de ragdes, processamento e conservacao do peixe (Simdes et al., 2007).

Segundo Colponi et al. (2017), ao realizar a analise centesimal de tilapias-do-Nilo
alimentadas com diferentes niveis de proteina e energia digestivel encontraram valores de até
28% de proteina, 69% de umidade, 4% de cinzas e 7% de lipideos, demonstrando ser uma
excelente fonte proteica, além de possuir todos os aminoacidos essenciais.

Inicialmente, as dietas fornecidas aos animais eram desenvolvidas apenas para
maximizar o crescimento dos peixes, porém, atualmente sdo formuladas para atender outras
necessidades, tais como a sustentabilidade ambiental das criagdes, o que pode ser atingido pela
otimizacédo dos nutrientes da dieta, necessitando assim, um adequado balancgo entre a energia e
a proteina (McGoogan e Gatlin, 2003). Dito isto, saber a composicdo da dieta fornecida aos
peixes é de vital importancia, por afetar diretamente a integridade estrutural do pescado, satde
e funcdes fisioldgicas, tal como na qualidade do pescado, como a cor, aparéncia, aroma, sabor,
valor nutricional e tempo de vida util, sendo que estes fatores irdo interferir diretamente nos

precos da carne e a procura do produto pelo consumidor (Cyrino et al., 2010).

4 Integridade intestinal e hepética

O aparelho digestivo consiste em um dos aspectos anatbmicos mais estudados, desde o
comprimento, arranjo da cavidade peritoneal até a estrutura da mucosa (Menin e Mimura,
1993). Segundo Fugi e Hahn (1991), o intestino € um érgdo geralmente tubular, por onde
transita o alimento e onde ocorre a digestdo alcalina e absor¢do de nutrientes.

Nos peixes, 0 intestino possui fungdes de absorcdo e digestdo de alimentos, portanto,
para que se obtenha um bom desenvolvimento da piscicultura deve-se atentar ao conhecimento
da biologia da espécie cultivada (Silveira et al., 2009). Nos peixes onivoros por exemplo, a
estrutura dos intestinos se caracteriza por ser um tubo simples de tamanho mediano, com

comprimento digestorio total de 1,5 a 2,5 vezes o tamanho do corpo do animal (Rotta, 2003).
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Figura 3- Trato digestorio da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), peixe onivoro, com
estbmago pequeno, auséncia de cecos pildricos e intestino longo. E: estbmago, I: intestino.

Morfologia e Fisiologia do Sistema Digestorio de Peixes. Adaptado de Golgalves et al., (2012).

O intestino pode atuar como a primeira barreira contra infeccdes de patdgenos, isto
porque h& uma comunidade microbiana composta por bactérias aerobicas e anaerdbicas
facultativas e/ou obrigatdrias, que colaboram para o fortalecimento do sistema imune, além de
ser o local que ocorre a maior parte da absorcdo dos nutrientes, ions e agua oriundos da dieta,
sendo os produtos da digestdo mantidos em solucdo, o que facilita a absorcdo (Rawls et al.,
2004; Nayak, 2010). Desse modo, analises histolégicas para a observagdo da estrutura deste
6rgdo tdo importante para o desempenho animal mostra-se essencial.

Anadlises das vilosidades podem demonstrar 0 quanto de nutriente o animal conseguiu
absorver do alimento fornecido na dieta. Carvalho et al. (2011), verificaram que o tamanho das
vilosidades é maior quando ocorre a suplementacao de prebio6ticos ou probiéticos na dieta de
tildpias-do-Nilo quando comparado a dieta controle, acarretando em um aumento na area de
absorcdo de nutrientes.

O tecido hepatico, atua fortemente sobre o desempenho animal, por possuir fungdes de
assimilar e armazenar nutrientes, produzir a bile, manter a homeostase corporal com o
processamento de carboidratos, proteinas, lipidios e vitaminas e também desempenha um papel
chave na sintese de proteinas do plasma, como albumina, fibrinogénio e fatores complementares
(Genten et al., 2009).

Segundo Hinton e Lauren (1990), o figado também possui funcdes de desintoxicar o
metabolismo e excrecao de substancias toxicas do corpo, sendo também um o6rgao crucial para
0 metabolismo de nutrientes e indicador de patologias nutricionais (Fujimoto et al., 2008,
Raskovi¢ et al., 2011). Em casos onde ocorre disfuncdo hepéatica causada por infecgdes por
patogenos e alimentacao inadequada, pode gerar prejuizos na produgdo, como reducédo da taxa

de crescimento e em casos mais sérios pode levar o animal a obito.
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Portanto, o conhecimento da morfofisiologia do figado dos peixes é necessario para a
compreensdo de alteracBes neste 6rgdo, seja patoldgica, relacionadas a doencas infecciosas,
sobrecarga ou deficiéncia de nutrientes nas dietas artificiais, no qual, a histologia, permite-nos

avaliar como a andlise de integridade hepatica (Honorato et al., 2013).

5 Agdo enzimatica digestiva

Grande parte da digestéo e absorcao de alimentos nos peixes ocorre em funcdo da acéo
das enzimas (Rotta, 2003), devido a habilidade do animal em secretar tais enzimas para
hidrolisar os polimeros e mondmeros presentes nos alimentos, dependendo dos niveis dos
nutrientes na dieta ingerida. Como defini¢do, pode-se afirmar que as enzimas sdo proteinas
globulares, de estrutura terciaria ou quaternaria, que atuam como catalisadores bioldgicos,
possibilitando o aumento da velocidade das reaces quimicas no organismo (Champe e Havey,
1989).

Saber a quantidade e especificidade de cada enzima presente no trato digestorio, assim
como as condi¢Ges em que ocorre a hidrolise, pode ser uma ferramenta significativa para
entender o processo digestivo dos peixes, bem como a digestibilidade da dieta fornecida a estes
animais (Stech et al., 2009), podendo ser alterado de acordo com a espécie estudada.

A secrecdo destas enzimas esta associada a presenca de nutrientes no quimo, tais como
0s monossacarideos, monoglicerideos, proteinas desnaturadas, acidos graxos, peptideos e
aminoacidos, onde ha a acdo das enzimas como tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidases,
amilases, lipases e quitinase que sdo produzidas pelas células pancreaticas (Silva e Anderson,
1995). As enzimas agem sobre o sistema imune dos peixes, fazendo a primeira linha de defesa
do organismo contra possiveis infeccdes por patdgenos, as quais sao conhecidas como enzimas
antioxidantes. Um exemplo seria a enzima superoxido dismutase (SOD), que desempenha papel
antioxidante central e regulacdo da concentracdo de Oz intramitrocondrial (Halliwell e
Gutteridge, 2015). Estudos relatam maior quantidade desta enzima quando os animais sao
expostos a algum ambiente contaminado podendo demonstrar o impacto ambiental sobre o
desempenho animal (Van Der Oost et al., 2003).

A analise da enzima catalase (CAT) é utilizada como marcador de estresse oxidativo,
de forma a complementar a SOD, pois exerce atuagéo eficaz na descontaminacéo celular devido
as altas concentrac@es intracelulares de hidrogénio, decompondo e transformando-o em &gua e
oxigénio molecular (Vasylkiv et al., 2011). Esta envolvida diretamente no metabolismo dos
acidos graxos. Sua atividade também se correlaciona com os habitos alimentares dos peixes, e,

diferentemente do que acontece com a SOD, a atividade da CAT tende a ser menor nos
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herbivoros do que nos onivoros (Lackner, 1998). Isto posto, a determinacdo da atividade
enzimética é de suma importancia para aquicultura para esclarecer problemas nutricionais

ocorrentes na fisiologia dos peixes (Hofer e Kock, 1989).
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CAPITULO 2

Prebioticos, probioticos e simbidticos em dietas de juvenis de tilapias-do-
Nilo.

O manuscrito foi formatado segundo as normas da Revista Aquaculture.
Qualis capes A2 na &rea de Zootecnia e Recursos Pesqueiros.
Fator de impacto de 4,242.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da incluséo de prebiotico, probidtico e
simbidtico na produtividade e nos parametros fisiologicos de juvenis de tilpia-do-Nilo. Foram
utilizados 300 animais com peso medio inicial de 11,3+0,32 g e comprimento médio inicial de
8,5+0,57 cm, distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado em 15 caixas d’agua
(2000 L), com trés repeticdes em cada tratamento, durante um periodo de 60 dias. Os peixes
foram alimentados com uma dieta comercial de 32% de proteina bruta e adicionados aditivos
por meio de banho de 6leo (2%), além de uma dieta isenta do aditivo. Os tratamentos foram
denominados, Controle (isento de aditivo), PROB (4g.kg™) composto por um mix de
probidticos como Bacillus subtillis, PREB MOS (4g.kg?), SIMB 1 (2g.kg™* probiético + 2g.kg"
! prebidtico) e SIMB Il (4g.kg™ probidtico + 4g.kg™ prebiotico). A inclusdo dos aditivos
promoveu efeito nos seguintes parametros de desempenho produtivo: converséo alimentar, taxa
de eficiéncia proteica diferindo os aditivos apenas do tratamento controle, e para o quociente
intestinal o tratamento SIMB Il foi 0 que obteve maior valor deste parametro. A composicao
centesimal ndo foi alterada pela adi¢do dos aditivos nas dietas, porém os aditivos melhoraram
a retencdo de proteina, enquanto o tratamento SIMB Il apresentou maior indice de glicose
plasméatica. O desenvolvimento das células hepaéticas foi influenciado pela inclusdo dos
aditivos, sendo altura e largura dos hepatdcitos reduzidos, mas a integridade do 6rgdo néo
diferiu significativamente entre os tratamentos. Ndo foram verificadas diferencas entre o0s
tratamentos nas histoldgicas de intestino médio, assim como nas analises enzimaticas do figado
e intestino, apenas a glicose plasmatica obteve diferencas significativas dentre os tratamentos
em que o SIMB Il apresentou maiores niveis de glicose. A analise multivariada demonstrou
que o grupo controle se diferenciou totalmente dos demais. O uso dos aditivos MOS e mix de
probéticos composto com Bacillus subtillis (em concentragdes de 5 x 10° UFC), melhorou tanto
o desenvolvimendo e o estado de salde de juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus) ao longo

do crescimento e recomenda-se o uso da dose SIMB | (2g.kg™ de probidtico + 2g.kg™* MOS).

Palavras-chave: Biotecnologia, bactérias ndo patogénicas, crescimento, piscicultura
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1. Introducgéo

A elaboracgdo de dietas que permitam um melhor desempenho e aproveitamento dos
nutrientes, tem-se tornado essencial para a producdo do pescado, devido ao crescimento
expressivo no consumo de carne de peixe mundialmente, sendo que a associacdo de tais
tecnologias aplicadas a nutricdo animal, como a inclusdo de aditivos na dieta animal. Os
aditivos atuam diretamente na saude animal e na eficiéncia de absorcdo dos nutrientes,
permitindo um maior aproveitamento do alimento, sendo este ponto de suma importancia, visto
que a alimentacdo do pescado ¢é o fator de mais impacto econdémico para o piscicultor, e por
consequéncia reduzindo o volume de efluentes no meio ambiente (Romulo et al., 2015).

Acapacidade dos nutrientes quando associados aos aditivos alimentares como
probidticos e prébioticos proporcionam o estimulo na imunidade dos peixes, além de promover
melhoria da microbiota intestinal e aumento da atividade de enzimas (digestivas e
antioxidantes) (Caipang & Lazado, 2015; Conte, 2004). Nesse sentido, estes aditivos visam
aumentar a produtividade do pescado, podendo ser alternativa ao uso dos antibioticos, os quais
quando incorporados indevidamente nas rac@es contribuem para a incidéncia de bactérias
resistentes (Yang et al., 2018).

Os probidticos utilizados na nutri¢do animal sdo definidos como microrganismos vivos
que produzem efeitos Uteis sobre o hospedeiro, modificando os padrdes associados ou a
comunidade de microrganismos, proporcionando uma melhor absor¢cdo dos nutrientes das
racdes ou aumentando seu valor nutricional e, consequentemente, melhorando a resposta do
hospedeiro a doenca e ainda aumentando a qualidade microbiologica do ambiente exposto
(Ibrahem, 2015). As bactérias probidticas Bacillus subtillis e B. cereus quando inseridos em
dietas de peixes resultaram em aumento no crescimento e assimilagdo de nutrientes, devido
melhorar a atividade das enzimas digestivas, além de impulsionar a imunidade dos animais (Li
etal., 2021).

Os prebidticos sdo compostos alimentares nao-digeriveis que afetam beneficamente o
hospedeiro a partir de estimulo seletivo da proliferacdo ou atividade de populagdes de bactérias
benéficas, as quais atuam modificando a morfologia intestinal, permitindo uma maior densidade
de microvilosidades e redugdo da exposicdo a bactérias patogénicas, pois sdo derivados da
parede celular de leveduras, os quais se ligam aos patdgenos blogueando a colonizacdo no
intestino e aumentando a capacidade de absorcdo de nutrientes (Dimitroglou et al., 2010).

O uso combinado de prebioticos e probidticos podem atuar em trés padrdes: aditividade,
sinergismo ou potencializagdo, o0 que permite o aumento da acdo das bactérias probidticas por

meio dos prebidticos, em razdo da atribuicdo deste composto no aumento da atividade das
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bactérias probioticas, e no metabolismo de crescimento e ativacdo destas (Akhter et al., 2015;
Meseguer e Cerezuela, 2011).

O tipo de aditivo, assim como a dose de inclusdo € um fator chave para efeitos benéficos
nos animais hospedeiros. Portanto o objetivo deste estudo foi verificar a acdo de prebiotico
MOS, mix de probidticos com Bacillus subtillis e simbidtico em duas doses, sobre o
desempenho de crescimento e parametros fisiologicos de juvenis de tilapias-do-Nilo.

2. Material e métodos

Os procedimentos experimentais deste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica
de Uso Animal da Universidade Federal da Grande Dourados (CEUA/UFGD), sob protocolo
n° 28/2020.

O experimento foi realizado na Area Aquicola da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD), por um periodo de 60 dias. Foram utilizados 300 peixes, com peso inicial
de 11,3+0,32 g e comprimento inicial de 8,5+0,57 cm, distribuidos em sistema de recirculagéo
de aguas verdes, composto por 15 caixas d’agua de 2000 litros com aeragdo constante; estas
caixas estavam dispostas em um sistema de decantacéo e filtros mecénicos e biologicos, e apds
essa filtragem a gua retornava ao sistema, cerca de 10% da dgua das caixas eram renovadas ao
dia.

O desenho experimental foi inteiramente casualizado sendo cinco tratamentos e trés
repeticdes (n =15). Os animais foram alimentados com ragdo comercial extrusada contendo
32% de proteina bruta (Tabela 1) e sobre a racao foi feito a inclusdo dos aditivos: PROB = 4g
de probidtico (Bacillus subtillis, Bifidobacterium bifidum, Entetococcus faecium, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillus plantarum, Pediococcus
acidilactici, todos na concentracdo 5x10° UFC/g por kg™ de racio; PREB = 4g de prebidtico
(Proteina bruta méax 30%, umidade max 8%, fibra bruta max 3%, cinzas max 6%, carboidratos
55% sendo que desses: 25% ¢ mananoligossacarideo (MOS) e 30% de B-glucanos) por kg* de
ragdo; SIMB | = simbidtico (2g.kg™* probidtico + 2g9.kg™ MOS); e, SIMB 1l = simbidtico (49.kg"
! de probidtico + 4g.kg™ MOS); além de uma dieta controle (sem inclusdo de aditivos).

Os aditivos foram incorporados de forma manual na ragdo para garantir a sobrevivéncia
das espécies bacterianas (Dias et al., 2012), os quais foram homogeneizados em 6leo de soja
(2% do peso da racdo) e armazenadas sob refrigeracédo; este procedimento era realizado uma
vez por semana. Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia (07h00Omin, 10h00min,

13h00min e 16h00min) até a saciedade aparente.
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Tabela 1. Niveis de garantia da dieta base utilizada para a inclusdo de aditivos em ragédo

comercial extrusada para alevinos de tilapia-do-Nilo

Nutriente

Nivel de garantia

Umidade (méx)
Proteina Bruta (min)
Extrato Etéreo (min)
Matéria Fibrosa (max)
Matéria Mineral (max)
Célcio (méx)

Célcio (min)

Fésforo (min)

Sadio (min)

Cobalto (méx)

Cobre (min)

Ferro (min)

lodo (min)

Manganés (min)
Selénio (min)

Zinco (min)

Vitamina A (min)
Vitamina D3 (min)
Vitamina E (min)
Vitamina K3 (min)
Vitamina B1 (min)
Vitamina B2 (min)
Vitamina B6 (min)
Vitamina B12 (min)
Vitamina C (min)
Cloreto de colina (min)
Niacina (min)

Acido Félico (min)
Acido Pentaténico (min)

Biotina (min)

100 g/Kg
320 g/Kg
40 g/Kg
50 g/Kg
86,5 g/Kg
22 g/Kg
16 g/Kg
13,5 g/Kg
3,7 g/Kg
0,20 mg/Kg
10 mg/Kg
50 mg/Kg
1 mg/Kg
70 mg/Kg
0,2 mg/Kg
50 mg/Kg
10.000,00 pi/Kg
3.200,00 pi/Kg
12 pi/Kg
3,4 mg/Kg
2 mg/Kg
5 mg/Kg
6 mg/Kg
20 mg/Kg
250 ng/Kg
210 mg/Kg
45 mg/Kg
2 mg/Kg
13 mg/Kg
0,1 mg/Kg
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Lisina (min) 15,5 mg/Kg
Metionina (min) 1.500,00 mg/Kg
Treonina (min) 12,4 mg/Kg
Triptofano (min) 4.000,00 mg/Kg

Composigdo centesimal determinada em laboratério (%) apds a inclusdo dos aditivos

Matéria Matéria Proteina Extrato

seca mineral Bruta etéreo
Controle 94,76 8,26 30,76 11,53
Probidtico (4g.kg™) 95,84 8,36 28,75 10,19
Prebiotico (49.kg™) 94,59 8,31 28,69 8,68
Simbidtico I (2g9.kg™ PROB +
2g.kg™ MOS) 95,89 8,22 28,76 10,90
Simbidtico 11 (49.kg* PROB +
4g kg™ MOS) 96,17 8,24 27,75 8,72

Probiotico: (Bacillus subtillis, Bifidobacterium bifidum, Entetococcus faecium, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, todos na

concentragédo 5x10° UFC/g). Prebidtico Mananoligossacarideo (MOS).

Os parametros de qualidade de agua oxigénio dissolvido, temperatura (Ysi EcoSense
DO200A), pH (Medidor de pH/ORP Portétil Impermeavel Hanna) e condutividade elétrica
(TDS & EC Medidor), foram aferidos uma vez por semana, com potenciébmetros digitais
portaveis. As médias obtidas das varidveis de qualidade de &gua foram: temperatura
24,3+3,76°C; oxigénio dissolvido 7,55+1,53 mg L*; pH 7,27 + 0,37 e condutividade elétrica
113,0+2,0 puS.cm™, mantendo-se dentro do esperado para a espécie durante o experimento
(Boyd, 1990; Conama, 2005; Lourengo et al., 1999; New, 1990; Minello et al., 2010; Sandoval
etal., 2013).

2.1 Analises zootécnicas e indices somaticos

Apbs o periodo experimental, todos os peixes foram capturados e insensibilizados em
eugenol na dose de 100 mg.L™ (Delbon & Ranzani Paiva, 2012) para a realizacdo da biometria
final. Posteriormente, foram realizadas as avaliagdes das variaveis de desempenho produtivo a
partir das seguintes formulas: sobrevivéncia (SOB) = (numero de animais vivos/total de peixes)
x 100; ganho em peso (GP) = peso final (g) — peso inicial (g); conversdo alimentar aparente
(CAA) = consumo de ragdo/ganho em peso; taxa de crescimento especifico (TCE) = ((In peso
final (g) — In peso inicial (g))/periodo experimental) x 100; taxa de eficiéncia proteica (TEP) =
100 x (ganho em peso (g)/proteina bruta consumida (g)); uniformidade(UNI) = (n° de animais
com peso final dentro do intervalo de média + desvio padrdo/nimero de peixes sobreviventes

em cada unidade experimental) x 100.
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ApoOs a biometria, trés animais por unidade experimental foram capturados
aleatoriamente e retirados uma aliquota de 3 mL de sangue para andlises de metabolitos
plasmaticos, e posteriormente eutanasiados de acordo com métodos do CONCEA (anestesiados
com eugenol na dose de 100 mg.L* (Delbon e Ranzani Paiva, 2012) e ao ndo apresentarem
nenhum movimento foram feitos cortes na medula), o que totalizou 9 animais por tratamento.
Desses animais foram retirados o figado, intestino e a gordura visceral para determinar o indice
hepatossomatico (IHS) = (peso do figado/peso do peixe) x 100; gordura visceral (GV) = (peso
da gordura visceral/peso do peixe) x 100 e quociente intestinal (QI) = comprimento do
intestino/comprimento do peixe. Coletou-se ainda amostras de figado e intestino desses
mesmos nove animais por tratamento para a realizacdo de analises enzimaticas as quais foram
encaminhadas para o laboratério de Fisiologia Vegetal da UFGD para posteriores analises,
assim como os Orgaos destinados a histologia. O restante das visceras e a carcaca foram

armazenados e levados ao laboratério para analises centesimais.

2.2 Analises de composicao centesimal (peixes e racéo)

Para analise bromatoldgica foram pesados aproximadamente 100 g de peixe inteiro de
cada unidade experimental e 20 g de racdo por tratamento. A composi¢do centesimal dos
animais e das ragdes seguiu o preconizado pela AOAC (2005) para analises de umidade (pré
secagem a 55°C por 72 horas seguida de secagem a 105°C por oito horas), proteinas (método
de Kjeldhal), extrato etéreo (extrator de Soxhlet com hexano como solvente), matéria mineral
(calcinacdo das amostras a 550°C por 6 horas), também foi realizada a analise de retengdo de
proteina de acordo com a seguinte equacdo: RT = ((peso corporal final x proteina bruta da
carcaca ao final experimento) — (peso corporal inicial x proteina bruta da carcaca no inicio

experimento))/consumo de proteina.

2.3 Enzimas plasmatica, hepética e intestinal

Na avaliacdo da atividade enzimaética dos peixes do experimento, foram realizadas
analises em trés animais por unidade experimental. As enzimas hepaticas analisadas foram:
albumina, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), proteina e
enzimas dos metabolismos oxidativo, superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Ja para
as enzimas digestivas (intestino) foram avaliadas a amilase, lipase e protease.

Antes do inicio das analises enzimaticas os materiais foram homogeneizados na solugdo
tampdo de fosfato de sodio (glicerol v/iv em tampdo de fosfato de sodio 20 mM e Tris 10 mM
—pH 7,0) e uniformizado com o aparelho Potter-Elvehjem. Apos este procedimento os materiais

foram centrifugados 600 x g por 4°C por oito minutos, onde o sobrenadante foi destinado a
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andlise enzimatica por espectrofotometria (espectrofotdmetro semiautomatico Bioplus S-200),
segundo a metodologia de Reitman e Frankel (1957).

2.4Enzimas oxidativas

A enzima SOD foi realizada por auto oxidacao do pirogalol, que é inibida na presenca
de SOD (Beutler, 1984). As leituras de absorbancia foram realizadas em 420 nm, considerando
que 0,1 Ul inibe 50% a auto oxidacdo do pirogalol. A atividade da CAT foi avaliada pela
diminuicdo da absorbancia de H202 a 230 nm (Beutler, 1984). Uma unidade de CAT foi
definida como a quantidade de enzima necessaria em 1,0 pmol de H2O,.min! de oxidaco, e a
absortividade molar usada foi (H202) €230 = 0,071 mM.cm™. A proteina foi determinada com
reagente de Bradford contra uma solucdo padrdo de BSA (Kruger, 2009). Concentragdes
proteicas em extratos brutos enzimaticos foram determinadas conforme Bradford (1976) em

450nm, e 1,0 mg.mL* de albumina foi usado como padréo.

2.5Parametros do metabolismo hepatico

Para andlises do tecido hepatico, inicialmente efetuou a homogeneizacdo do material
em solucéo tampdo fosfato de sédio glicerol v/v em tampé&o fosfato de sdédio 20 mM e Tris 10
mM - pH 7.0 com um homogeneizador tipo Potter-Elvehjem, encaminhando-os para
centrifugacdo a 6000 g a 4°C por trés minutos e o sobrenadante originado eram submetidos
novamente a centrifugacdo a 6000 g a 4°C por oito minutos. Subsequente, o sobrenadante foi
coletado para analise enzimatica por espectrofotometria (espectrofotdmetro semiautomatico
BIOPLUS S200), em comprimentos de onda adequados para cada teste (Reitman e Frankel
1957). A anélise da albumina foi realizada com o uso de Kkits comerciais (Gold Analisa
Diagnostica®) conforme as instrucbes do fabricante, e a especificacdo do método se deu pela

leitura em espectrofotdmetro, realizado em equipamento semiautomatico BioPlus S-200.

2.6 Parametros digestivos

Na avaliacdo da atividade da enzima protease seguiu-se 0 método de avaliacédo de acordo
com a atividade proteolitica total, sendo avaliada por hidrolise de caseina (Walter, 1984). Para
avaliar a atividade da protease no intestino foi empregada a solugdo tampao Tris-HCL 0,1 M
2,0. A composicdo da reacdo da mistura era de: tampédo adequado para por¢cdo do trato
digestorio (500ul) e caseina 1% (500ul) como substrato de fonte de enzima. Ap6s 60 minutos
de incubacéo a 25°C, a reagdo foi interrompida pela adi¢do de &cido tricloroacético (TCA) a 7%
e volume final de 1,5 mL, sendo mantida em banho de gelo pelo periodo de 30 minutos,
removendo o precipitado seguido de centrifugacdo a 14,400 x g durante trés minutos e 0

sobrenadante levado ao espectrofotdmetro para leitura do material com comprimento de onda
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de 280 nm. Foi utilizada solugdo de tirosina como padréo e a atividade especifica expressa em
umol de tirosina por minuto™ (U), e expressa em miligrama de proteina® (Ul).

Na andlise da enzima digestiva lipase utilizou-se a metodologia de Albro et al. (1985)
seguindo algumas adequacdes (Ziemniczak, 2021). Para a mistura de reagcdo um volume final
de 1,0 mL contendo 0,4 mM de pnitrofenil miristato (dissolvido em tampé&o de bicarbonato de
amonio 24 mM pH 7,8 mais 0,5% de Triton X-100) ficando incubada por 30 minutos a 25°C.
A reacdo foi interrompida através da adicdo de NaOH 25mM e transferida para banho de gelo
por 15 minutos, posteriormente foi feita a leitura em 405 nm. Uma unidade (1,0 Ul) de lipase
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1 pmol de substrato por
minuto (U) e expressa por mg de proteina (Ul).

Para atividade amilohidrolitica seguiu-se o protocolo proposto por Bernfeld (1955), em
que a mistura de reagdo continha volume final de 1,5 mL com 1,5% de amido; tampao
citrato/fosfato 0,07 M (pH 7,0); 0,028 M de CI- como cofator de enzima em uma quantidade
ajustada de homogeneizado de tecido, sendo incubada a 25°C por 30 minutos e a reacao
interrompida pelo acréscimo de 1,0 mL de mistura de ZnSO4 a 5%: Ba(OH). 0,3 N. Apds a
centrifugacdo de 3 minutos a 11.000 x g o precipitado gerado foi removido e a concentragéo de
glicose livre foi determinada a 690 nm no sobrenadante (Park e Johnson, 1949). Uma unidade
de 1,0 Ul de amilase foi estabelecida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1
pumol de agticar por minuto e expressa em Ul por mg de proteina (UI).

2.7Andlises bioquimicas plasmaticas

Na avaliacdo bioguimica plasmatica, foram separadas amostras de trés animais por
unidade experimental. A coleta do sangue foi realizada por punc¢éo caudal, utilizando seringas
descartaveis contendo heparina, o material foi centrifugado a 2500 rpm durante cinco minutos,
e posteriormente procedeu-se as andalises de glicose plasmatica (mg/dl), triglicerideos (mg/dl),
e proteina total (mg/dl), por meio de avaliaces colorimétricas, com o auxilio de Kits de analise
Gold Analisa Diagnostica e um espectrofotdometro (BioPlus S-200).

2.8 Analises histologicas

Para as anélises histologicas foram coletados uma fracdo de intestino médio e uma
porcdo do figado de trés animais por caixa. O processamento histoldgico dessas amostras foi
realizado no Laboratorio de Patologia Veterinaria da Unigran, conforme métodos de rotina de
elaboracdo de laminas histolégicas. As amostras coletadas foram inseridas em solucéo de
formol 10% para fixagdo, mantidas por 24 horas e entdo substituida por solucdo alcoolica 70%,

para serem melhores manuseados.
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Logo apobs, os tecidos foram processados em rotina histologica, organizados em
histocassetes e desidratados em série alcodlica crescente de 70%, 80%, 95% e 100%;
diafanizados em xilol e infiltrados com parafina liquefeita num processador automatico de
tecidos. Apds infiltracdo, os tecidos foram emblocados em parafina, seguido da montagem das
laminas histoldgicas, sendo realizados dois cortes semiseriados por amostra, com cinco
micrémetros de espessura, em micr6tomo rotativo (Leica 2025).

Apbs arealizacdo dos cortes, as amostras foram inseridas em banho-maria para eliminar
dobras nos tecidos e entdo coletados em laminas de vidro. Apo6s aderéncia dos tecidos as
laminas, estas foram submetidas a colororagdo em hematoxilina-eosina e a duplicata corada em
PAS e analisadas em microscépio 6ptico (Bancroft e Gamble, 2007).

Para analise os cortes histoldgicos foram observados em microscopio utilizando objetiva
de 10X para intestino e 40X para figado para capturar os campos de observacédo. Foi utilizado
0 sistema de analise de imagens Image Pro-Plus versao 4.5. Posteriormente, fotografados e
procedeu-se a histomorfometria e a documentacdo do material. Para a morfometria do material
foram selecionadas seis laminas por tratamento, no qual, foram fotografadas sete sec¢des para
figado e 25 vilos cada para intestino. Posteriormente foram mensurados o tamanho dos vilos do
intestino e células caliciformes, e para figado foi avaliado o tamanho do hepatécito e o didmetro
do hepatdcito e integridade hepatica.

2.9 Integridade hepatica

Para a anlise de integridade hepéatica avalisou-se as alteraces morfoldgicas
qualitativamente por meio do indice de lesdes de Bernet et al. (1999), segundo a férmula: Bernet
=X fator de importancia (w) x escore (o). Foram utilizados trés fatores de importancia: (1) lesdo
leve; (2) lesdo moderada; e (3) lesdo irreversivel a qual leva a perda parcial ou total do 6rgao.
Para cada alteracdo histopatoldgica avaliou-se através de escores (o) que variaram de 0 a 6,
dependendo do grau de alteracdo, sendo (0) sem alteracdo; (2) pouca ocorréncia; (4) moderada
ocorréncia; (6) lesdo de ocorréncia grave. Para determinar as lesbes, foi desenvolvida uma
tabela propria para o respectivo estudo, indicando as principais lesGes histopatoldgicas

encontradas.

2.10 Analises estatisticas

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
homogeneidade de Levene. Os dados de desempenho zootécnico, composicdo centesimal e
andlises enzimaticas foram submetidos a anélise de ANOVA, e quando observadas diferencas

estatisticas aplicou-se o teste Tukey a 5% de significancia. O programa estatistico
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computacional utilizado foi o R (R Core Team, 2019). Para a analise de integridade hepatica os
dados foram submetidos de Kruskal-Wallis a 5% de significancia.

Através do mesmo programa, realizou-se a analise de correlacdo de Pearson para
verificar as possiveis correlacdes entre as variaveis selecionadas (Sokal & Rohlf, 1981) na qual
é estabelecido que coeficientes variando entre 1 a 0,7 positivo ou negativo sdo considerados
fortes, 0,3 a 0,7 positivo ou negativo sdo considerados moderados e 0,3 a 0 positivo ou negativo

sdo considerados fracos.

2.11 Anélise multivariada MFA

Diversas varidveis foram mensuradas durante o estudo para avaliar a inclusdo dos
aditivos na racdo, por isso, foi realizada uma analise de (MFA). Para a execucao da anélise
multivariada, considerando que o conjunto de dados contém varidveis quantitativas e
qualitativas, foi utilizado uma extensdo do metodo da analise de componentes principais (PCA),
denominada Anélise Fatorial de Dados Mistos (FAMD), que é dedicada a analise de dados
mistos (PAGES, 2004).

Os coeficientes de correlacdo de Pearson entre as medidas de peso final, indice
hepatossomatico, gordura visceral, quociente intestinal, ganho em peso, conversdo alimentar,
retencdo de proteina, taxa de eficiéncia proteica, amilase, lipase, protease, triglicerideos,
glicose, altura dos vilos, largura dos vilos, area dos vilos, altura dos hepatdcitos, largura dos
hepatocitos, e area dos hepatocitos, geraram a matriz de correlacdo que é o dado primario
necessario para geracdo de componentes principais.

A partir das novas varidveis, conhecidas como componentes principais, que devem
explicar a maior variabilidade dos dados foram estudadas as relacGes entre os tratamentos
(Controle, Probiotico, Prebidtico, Simbidtico | e Simbidtico Il), com as relacionadas aos
resultados: peso final, indice hepatossomatico, gordura visceral, quociente intestinal, ganho em
peso, conversdo alimentar, retencdo de proteina, taxa de eficiéncia proteica, amilase, lipase,
protease, triglicerideos, glicose, altura dos vilos, largura dos vilos, area dos vilos, altura dos
hepatocitos, largura dos hepatdcitos, e area dos hepatocitos.

3. Resultados

3.1 Desempenho produtivo e indices somaticos

As variaveis PF, CF, SOB, GP, TCE, UNI, IHS e GV ndo apresentaram diferencas
significativas entre os niveis de inclusao de aditivos (p>0,05). Entretanto, a CA, TEP e QI foram
afetados positivamente pela incluséo dos aditivos na dieta, diferindo significativamente do
tratamento controle (p<0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Desempenho produtivo de juvenis de tildpia-do-Nilo submetidas a uma alimentacao

com probidtico, prebiotico e simbidticos.

Tratamentos
Variaveis Controle PROB PREB (4g.kg* SIMB | SIMB 11 Valor
(49.kg™) MOS) p

PI (9) 11,40+0,47  11,30+0,40 10,80+0,50 11,6+0,27  10,90+0,56 0,27
PF (9) 104,9846,02  97,74+1,29 101,90+2,78  109,92+6,54 104,11+3,34 0,08
SOB (%) 93,33+2,89  96,67+5,77 100 88,33+7,64 98,33+2,89 0,07
CA 1,67+0,15b 1,20+0,10a 1,15+0,03a 1,22+0,08a  1,15+0,07a <0,001
GP (9) 93,62+6,12  86,43+1,12 91,06+2,73 98,33+6,30  93,21+3,33 0,08
TCE 3,70+0,12 3,59+0,06 3,74+0,08 3,75+0,07 3,76+0,10 0,21
(%dia™)

TEP (%) 1,96+0,19a  2,91+0,22b 3,04+0,09b 2,85+0,18b  3,14+0,180b <0,001
UNI (%) 68,0319,95  70,93+6,44 66,67+2,89 68,18+6,95 62,81+4,86 0,67
IHS (%) 1,64+0,25 1,77+0,28 1,60+0,14 1,49+0,29 1,66+0,14 0,68
GV (%) 2,27+0,78 2,01+0,36 2,00+0,19 1,90+0,37 2,13+0,46 0,88
Ql 6,21+0,26b  6,41+0,23ab 6,56+0,06ab  6,43+0,17ab  6,73+0,06a 0,04

Legenda: PROB = Probidtico 49.kg™; PREB = Prebidtico 4g.kg™; SIMB | = Simbidtico (2g.kg™* probiotico+2g.kg-
! prebidtico) e SIMB Il = Simbidtico (4g.kg™ probidtico+4g.kg™? prebidtico). PF = Peso final (g); CF =
Comprimento final (cm); SOB = Sobrevivéncia (%); CA = conversao alimentar; GP = Ganho em peso (g); TCE =
Taxa de crescimento especifico (% dia?); TEP = Taxa de eficiéncia proteica (%); UNI = Uniformidade (%); IHS

= indice hepatossomatico (%); IGV = Gordura visceral (%); QI = Quociente intestinal.

3.2 Anélises de composi¢ao centesimal

N&o houve alteracdo dos parametros centesimais entre os tratamentos alimentares

testados. Entretanto, a retencdo de proteinas aumentou significativamente nos animais

alimentados com alguma dieta contendo a inclusdo dos aditivos (p<0,05) em relagdo a dieta

controle (Tabela 3).
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Tabela 3. Composi¢do centesimal de juvenis de tilapia-do-Nilo submetidas a uma alimentacao
com probidtico, prebiotico e simbidticos.

Tratamentos
(%) Controle (49.kg-1) (49.kg™) SIMB | SIMB Il  Valorp

Umidade 75,64+3,11 73,99+1,49 74,73+3,79 73,69+1,07 74,45+0,85 0,87
Proteina 20,37+2,95 19,61+1,39 19,37+2,53 19,89+3,57 19,93+2,0/ 0,99

Lipideo 6,43+255 6,86+1,37 7,73t1,14 6,57+0,97 6,75%1,34 0,86
Cinzas 2,60+0,73  2,51+0,40 3,03+0,66  3,01+0,80  2,98+0,98 0,84
RT 38,60+3,06b 54,79+4,52a 56,42+8,15a 61,47+1,89a 64,00+1,66a 0,002

Legenda: PROB = Probiético 4g.kg™; PREB = Prebiético 4g.kg™*; SIMB I = Simbidtico (2g.kg* probidtico+2g.kg"
! prebiotico) e SIMB 11 = Simbidtico (4g.kg™ probidtico+4g.kg™ prebidtico). RT= retencdo de proteina corporal.

3.3 Enzimas oxidativas
As varidveis enzimaticas oxidativas CAT e SOD, ndo obtiveram diferencas
significativas quando comparados a dieta controle (p>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Metabolitos de juvenis de tilapias-do-Nilo submetidas a uma alimentacdo com
probidtico, prebidtico e simbidticos.

Dietas
Controle PROB (49.kg-1) PREB (49.kg™?) SIMB | SIMB Il Valorp

Enzimas oxidativas mmol/min/mg proteina

CAT 7,41£152 6,24+0,66 7,58+2,08 6,48+0,71 4,21+0,84 0,06

SOD 1,33%0,39 1,61+0,11 1,22+0,40 1,08+0,17 1,34+0,35 0,36
Legenda: PROB = Probidtico 4g.kg™; PREB = Prebidtico 4g.kg™*; SIMB | = Simbidtico (2g.kg* probidtico+2g.kg"
! prebidtico) e SIMB Il = Simbidtico (4g.kg™ probidtico+4g.kg™ prebidtico). CAT = Catalase; SOD = Superdxido
dismutase.

3.4 Parametros do metabolismo hepatico
Os parametros do metabolismo hepaticos ALB, AST e ALT das tilapias-do-Nilo juvenis

ndo foram afetados significativamente pela inclusdo dos aditivos na dieta (p>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5. Variaveis do metabolismo hepatico de juvenis-de-tilapias do Nilo submetidas a uma
alimentacdo com probidtico, prebidtico e simbioticos.

Dietas
Controle PROB (49.kg-1) PREB (4g9.kg?) SIMB | SIMB Il Valorp
Metabolismo hepatico Ul/mg proteina
ALB  4,06%0,56 4,05+1,39 3,41+0,62 4,71+1,86 3,90+1,35 0,79
AST 17,3246,45 15,1243,04 18,5143,29 19,4048,23  16,09+2,15 0,84
ALT 20,53%5,20 25,19+12,60 20,12+9,35 21,06+£12,20 15,88+4,92 0,82

Legenda: PROB = Probiético 4g.kg™; PREB = Prebidtico 4g.kg™*; SIMB I = Simbidtico (2g.kg* probidtico+2g.kg"
! prebidtico) e SIMB Il = Simbiético (4g.kg™* probidtico+4g.kg™ prebidtico). ALB = Albumina; AST = Aspartato
aminotransferase; ALT = Alanina aminotransferase.
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3.5- Parametros digestivos
As enzimas digestivas analisadas neste estudo ndo apresentaram diferencas significativas

quando comparadas ao tratamento controle (p>0,05) (Tabela 6).

Tabela 6. Parametros digestivos de juvenis de tilapias-do-Nilo submetidas a uma alimentacao
com probidtico, prebiotico e simbidticos.

Dietas

Valor

Controle  PROB (4g.kg-1) PREB (4gkg?)  SIMBI SIMB I n

Enzimas digestivas (Ul/mg)

Amilase 90,50+16,90 78,09+33,20 60,78+29,50 81,71+28,80 77,94+25,10 0,74
Lipase 3,03+1,34 3,31+1,54 2,90+1,18 1,79+1,45 1,81+1,35 0,54
Protease 239,04+30,31  196,83+24,58 241,14+2395 217,60+37,60 208,79+12,90 0,27

Legenda: PROB = Probidtico 4g.kg™; PREB = Prebidtico 4g.kg™*; SIMB I = Simbidtico (2g.kg* probidtico+2g.kg"
! prebidtico) e SIMB Il = Simbidtico (4g.kg™ probidtico+4g.kg™? prehidtico).

3.6- Parémetros bioquimicos

Para os metabdlitos plasméticos avaliados, apenas a glicose obteve diferencas significativas
entre as dietas fornecidas as tilapias, em que a dieta contendo probidtico (4g.kg™ de 5x10° UFC)
e dieta com simbidtico 1l (4g.kg™ probidtico + 4g.kg™ prebidtico) apresentaram os maiores
niveis de glicose plasméatica em relacdo aos demais tratamentos (p<0,05) como apresentado na
tabela 7.

Tabela 7. Metabolitos plasmaticos de juvenis de tilapias-do-Nilo submetidas a uma
alimentacdo com probi6tico, prebidtico e simbioticos.

Dietas

PROB (49.kg- PREB (4g9.kg Valor
1

Controle 1) ) SIMB | SIMB 11

Metabolitos plasmaéticos (mg/dl)

Proteina 3,10+0,78 3,55+1,12 3,92+1,60 5,79+0,26 4,25+1,63 0,14
Triglicerideo  62,72+16,30  103,26+26,80  108,55+33,95 98,68+39,99  92,51+52,01 0,57
Glicose  67,44+23,20ab 83,80+26,50ab  86,70+7,51ab 49,33+11,01b 111,33+14,70a 0,02

Legenda: PROB = Probiético 4g.kg™; PREB = Prebidtico 4g.kg™; SIMB | = Simbiético (2g.kg™ probidtico+2g.kg"
! prebidtico) e SIMB 11 = Simbidtico (4g.kg™ probidtico+4g.kg™ prebidtico).

3.7 Analises histoldgicas
Nas variaveis histologicas de intestino néo foi verificado diferencas significativas dentre

o controle e os demais tratamentos com incluséo de aditivos (p>0,05).

Tabela 8. Intestino de juvenis de tilapia-do-Nilo submetidas a uma alimentagdo com probidtico,
prebiotico e simbioticos.
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Dietas
Controle PROB (4g9,kg*) PREB (4g,kg™?) SIMB | SIMB 11 Valor p
Altura — 203.3356,6 1901010000 2424245420 214451360 2415448840 0,65
vilo(um) 0
Largura 226941070  63,43+9,96 73,95+1,19 78,83+15,20 67,84+10,00 0,37
vilo(pm)

Area 14,595,36+2

. , 10,980,28+2,835 17,464,84+3.279 17,320,84+3,182 16,878,57+8,765 0,46
vilo(um?) ,988
Esi’sfj)“ra 42514966  40,41+6,96 41,50+1,78 42,00+5,63 41,24+8 41 0,99
Células calici- 1) o1 n g3 7974160 12.35+1 44 9.12+0.83 10,90+1,56 01
formes(pm)

Legenda: PROB = Probiético 4g.kg™; PREB = Prebidtico 4g.kg™*; SIMB I = Simbidtico (2g.kg* probidtico+2g.kg"
! prebidtico) e SIMB 11 = Simbidtico (4g.kg™ probidtico+4g.kg™ prebidtico).

Apenas as variaveis altura e largura do hepatdcito obtiveram diferencas significativas
dentre os tratamentos, em que a inclusdo dos aditivos dimuniu sigficativamente estes
parametros histolégicos (p<0,05), como apresentado na tabela 9.

Tabela 9- Figado de juvenis de tilapia-do-Nilo submetidas a uma alimentagdo com probidtico,
prebiotico e simbidticos.

Dietas
PROB PREB
Controle - - SIMB | SIMBII  Valor
(49,kg™) (49,kg™) P

Altura hepat6-

. 8,76+0,21a 7,75+0,22b  7,59+0,15b 7,39+0,41b 8,26+0,54ab 0,003
cito(pm)

Largura hepat6-

) 8,03+0,08a 7,48+0,05b  7,38+0,07b 7,11+0,15b 7,48+0,41b 0,003
cito(pm)

Area hepato-
cito(um?)
Numero hepatécito 56,33+5,77 60,33+17,00 55,00+5,29 56,83+15,1 52,3249,71 0,93

Legenda: PROB = Probiético 4g.kg™; PREB = Prebidtico 4g.kg™; SIMB | = Simbiético (2g.kg™ probidtico+2g.kg"
! prebidtico) e SIMB 11 = Simbidtico (4g.kg™ probidtico+4g.kg™ prebidtico).

52,01+5,32 50,59+4,15 51,1849,26 47,41+5,03 57,45+3,43 0,38

3.8 Integridade hepética

Os dados de integridade hepatica deste estudo ndo apresentaram diferencas significativas

guando comparadas ao tratamento controle (p>0,05) (Figura 4).
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Integridade hepatica
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Figura 4-. indice de lesdes histopatoldgicas de alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), nos
tratamentos PROB = Probidtico 4g.kg-1; PREB = Prebidtico 4g.kg-1; SIMB | = Simbidtico (2g.kg-1
probidtico+2g.kg-1 prebidtico) e SIMB I = Simbidtico (49.kg-1 probidtico+4g.kg-1 prebiotico).

3.9 Correlagao de Pearson Desempenho x histologia

Os dados de correlacéo obtidos das variaveis desempenho e histologia demonstram que ha
correlacdo positiva forte entre os fatores PF com GP e TCE e moderada com largura de vilo,
sendo atribuida correlacdo negativa moderada com o parametro IHS. No quesito IHS apenas
foi obtida uma correlacéo negativa moderada com GP, e para QI ha a correlagdo forte e positiva
com as variaveis RT e TEP e moderada negativa para CA. Observou-se também para o
parametro GP ocorre uma correlagdo positiva forte e moderada com as variaveis TCE e largura
do vilo.

A CA apresentou correlacdo forte e negativa com as variaveis RT e TEP e positiva forte e
moderada com a largura dos hepatdcitos e vilos, respectivamente. Em relacdo a RT, esta
demonstrou possuir uma forte correlagdo positiva com TEP e moderada negativa com largura
e altura de hepatdcito, enquanto a TEP obteve correlagdo negativa moderada com altura de
hepatdcito. A altura de vilo apresentou correlacdo forte positiva com a &rea do vilo e a largura
do vilo correlagdo positiva moderada com area do vilo. Para os dados de hepatocitos, a altura
de hepatdcito apresentou correlacdo positiva com a conversao alimentar e negativa com RT e
TEP(Tabela9).
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Tabela 10-Correlacdo de Pearson entre as variaveis de desempenho e histoldgicas

IHS GV Q GP CA TCE RT TEP Aluravilp LC2rgua Area Alwra = Largura —  Area

vilo vilo  hepatdcito hepatdcito hepatocito
PF -0,54 -0,11 0 1 0,03 0,7 0,1 -0,06 -0,22 0,54 0,07 -0,18 -0,3 -0,24
IHS 0,27 0,16 -054 -0,01 -0,41 -0,08 0,07 -0,13 -0,41 -0,27 0,43 0,38 0,55
GV 0,01 -0,09 0,33 0,02 -0,07 -0,23 -0,06 -0,03 -0,12 0,2 0,18 0,37
Ql 0,02 -0,63 0,14 0,7 0,7 0,34 -0,21 0,3 -0,18 -0,46 0,22
GP 0 0,75 0,12  -0,03 -0,19 0,55 0,1 -0,18 -0,31 -0,22
CA -0,22 -0,73 -0,99 -0,03 0,2 0 0,63 0,74 -0,03
TCE 0,2 0,24 0,14 0,45 0,28 -0,14 -0,34 -0,02
RT 0,76 0,17 -0,24 0,1 -0,52 -0,63 0,02
TEP 0,08 -0,26 0,02 -0,57 -0,72 0,13
Alt vilo 0,18 0,91 0,06 0 0,08
Larg vilo 0,53 -0,07 0,06 -0,21
Area vilo -0,01 -0,05 -0,05
Alt 0,89 0,52
hepatdcito ’ ’
Lar
hepaté%ito 0.41

Valores em vermelho sdo significativos em 5%. Legenda: peso final (PF); indice hepatossomatico (IHS); gordura visceral (GV); quociente intestinal (QI); ganho em

peso (GP); conversao alimentar (CA); taxa de crescimento especifico (TCE); retencdo de proteina (RT), taxa de eficiéncia proteica (TEP).
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3.10 Analise Multivariada MFA
De acordo com a andlise multivariada MFA, apresentada pela figura 5, é possivel
verificar que quando analisados 5 dimensdes, ha uma explicacdo de 74,2% da variacdo dos

dados. Sendo que a dimens&o 1 apresenta a maior explicacgao.

30-

Porcentagem de variancias explicadas

1 2 3 4 5
Dimensdes

Figura 5. Porcentagem de variancias dentre as cinco dimensdes analisadas.

Os dados apresentados na figura 6 demonstram a qualidade de representacdo das
variaveis, isto é, o qudo expressivo foi a interferéncia de cada pardmetro estudado na variagdo
dentre as dimensdes, sendo estas, fortes, moderadas e fracas. E evidente que as maiores
implicacdes estdo demonstradas nas dimensdes 1 e 2.

Para a dimensdo 1 pode-se observar que os parametros CA, TEP e largura do hepatdcito
apresentaram maiores impactos na variancia, seguidos de RT e altura de hepatocitos moderados
e QI com baixa interferéncia na variacdo. Para a dimensao 2, as unidades PF e GP impactam na
variancia com maior importancia, enquanto largura de vilo foi moderada e IHS e TCE baixa.

Na dimensdo 3 apenas houve interferéncia moderada e baixa sendo lipase, triglicerideo,
altura do vilo e area do vilo respectivamente. Para dimensdo 4 apenas 0s parametros altura de

vilo, area do vilo, altura de hepatécitos e area de hepatdcitos afetaram moderadamente a
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variancia. Assim como a dimensao 4 a 5 apresentou apenas variagdes moderadas para amilase,

protease e glicose.

Qualidade de representacao das variaveis
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Figura 6. Qualidade de representagdo das variaveis dentre as cinco dimensdes

estudadas.
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Quando todas as variaveis sdo analisadas em conjunto, é possivel notar os efeitos dos
aditivos. H4 uma separacéo nitida entre as unidades experimentais que receberam o tratamento
controle (em verde), distribuidas na parte esquerda do grafico, e das unidades experimentais

que receberam algum dos aditivos, agrupadas na parte direitra do grafico (Figura 7).
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Figura 7. Médias dos valores em cada unidade experimental. Cores em verde referem-se ao
tratamento controle (isento de aditivos), cores em amarelo referem-se ao tratamento com
inclusdo de prebidtico (4g.kg™), valores em vermelho refere-sem ao tratamento com incluso
de probidtico (4g.kg™t), cores em azul referem-se ao grupo de peixes alimentados com
simbidtico (2g.kg™* de prebidtico + 2g.kg™ de probidtico), e, cores em cinza referem-se ao grupo

de peixes alimentados com simbidtico (4g.kg™ de prebidtico + 49.kg™ de probidtico).

4. Discussao

4.1. Desempenho produtivo e indices somaticos

Os aditivos zootécnicos tém sido utilizados na dieta animal em diferentes fases de
cultivo, como forma de proporcionar melhores indices zootécnicos e satde animal (EI-Asely et
al., 2014; Freccia et al., 2016). No presente estudo, as variaveis de CA e TEP dos peixes
alimentados com o uso dos aditivos PROB, PREB, SIMB | e SIMB 1l apresentaram melhoras
significativas quando comparados a dieta controle, confirmando a hipotese de que o uso de

aditivos na nutricdo animal permite um maior aproveitamento do alimento, devido a
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proliferacdo de bactérias benéficas na microbiota intestinal que atuam convertendo a proteina
consumida em ganho em peso.

Sankar et al., (2017), afirmam que com a inclusdo de Bacillus na dieta de tilapias-do-
Nilo, ocorre acdo a nivel celular, onde 0s microrganismos e suas exoenzimas tém um papel
significativo no processo de digestdo, aumentando a atividade enzimatica total do intestino
(Ziaei-Nejad et al., 2006) e estimulando a producao de enzimas enddgenas (Wang 2007 ) que
por sua vez podem aumentar a digestibilidade dos alimentos e, consequentemente, a utilizacdo
de nutrientes, desta forma reduzindo a conversao alimentar e aumentando a taxa de eficiéncia
proteica, resultados também demonstrado no presente estudo.

Segundo estudos de Schwarz et al. (2010) a utilizagdo de MOS na dieta de juvenis de
tilapia-do-Nilo resultou em uma maior taxa de eficiéncia proteica, e a juncao dos dois aditivos
(Bacillus subtillis e MOS) na concentracdo de 4 g.kg* de dieta promoveu ativamente menor
conversdo e maior taxa de eficiéncia proteica em Cirrhinus mrigala devido a acdo sinérgica
entre os prebidticos e os probidticos (Kumar et al., 2018), contribuindo para o melhor
aproveitamento dos nutrientes e resultando no melhor desempenho zootécnico.

Apesar da adicdo dos aditivos na nutricdo dos juvenis de tilapia-do-Nilo ndo terem
alterado a composicdo centesimal da carcaca, houve acdo benéfica na retencdo de proteina da
carcaca em relacdo a dieta controle, validando a hip6tese que os aditivos permitem que 0s peixes
utilizem de forma mais eficiente a proteina fornecida na dieta transformando-a em musculo,
fato também demonstrado por Cornélio et al. (2013) com a mesma espécie.

Segundo Gatesoupe (1999) e Ziemer & Gibson (1998), os efeitos no desempenho
zootécnico (ganho em peso, conversdo alimentar, retencdo de nutrientes) dos animais que
recebem racdo suplementada com aditivo podem ser atribuidos a melhoria da atividade
digestiva como um todo, por meio do aumento da sintese de vitaminas, cofatores e atividades
enzimaticas, o que favorece a digestdo, absorcdo de nutrientes e consequentemente o ganho em
peso. Podendo ser confirmada tal afirmagcdo com a melhora nas variaveis de desempenho
produtivo (CA, TEP e QI), aléem de demonstrar que a suplementacdo dos prebioticos,
probioticos e simbioticos deste estudo nestas concentragfes ndo causaram impactos negativos
na qualidade da carcaca, podendo ser incorporados na nutri¢do aquicola, visto que a qualidade
das carcagas dos peixes implica diretamente na lucratividade.

O quociente intestinal (QI) € um importante aspecto para avaliar a dieta do animal, por
ser o resultado da divisdo entre o comprimento do intestino e o0 comprimento padrdo do peixe
(Zavala-Camin 1996). No presente estudo o maior QI foi obtido no tratamento SIMB Il

diferindo do tratamento controle, o que pode ser explicado pela intensa atividade das bactérias
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benéficas no intestino, permitindo um melhor aproveitamento dos nutrientes e a maior
disponibilidade de glicidios, provocando o aumento do comprimento do intestino e na absor¢éo
da glicose (Rotta, 2003).

4.2. Enzimas oxidativas

As enzimas antioxidantes também desempenham um importante papel na manutencao
da satde animal, inibindo e/ou reduzindo os danos causados pela acdo deletéria dos radicais
livres e/ou espécies reativas ndo radicais (Barbosa et al., 2010). A saide do animal depende
principalmente das espécies reativas de oxigénio (ROS), assim como o funcionamento do
sistema imunolégico (Midhun et al., 2019), sendo que o metabolismo das ROS envolve as
enzimas SOD e CAT, que sdo produzidas como primeira linha de defesa contra os radicais
livres e protegem o corpo do estresse oxidativo (Ramos, et al., 2015). Neste estudo n&o foram
evidenciados aumentos das atividades SOD e CAT ao incluir os aditivos probidtico, prebidtico
ou simbidticos nas dietas de juvenis de tilapia, confirmando a hipdtese os aditivos ndo causaram
toxidade no organismo animal, evidenciado pela manutencdo dos niveis de aloumina, ALT e
AST. A ndo diferenca nesses parametros pode estar relacionada ao aos niveis adequados da
dieta, visto que nem o tratamento controle afetou tais pardmetros, sendo estes resultados
resposta ao metabolismo nutricional dos peixes.

Os parametros enzimaticos também sdo de suma importdncia para detectar
anormalidades tanto da saude animal, como para estratégias nutricionais. As enzimas do
metabolismo hepatico tém sido utilizadas como uma das principais formas de avaliar a salde
animal, pois tanto a alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),
demonstram os danos teciduais, principalmente no figado, por ser o principal érgdo que sofre
efeito das substancias toxicas (Montanha, 2012).

Ao suplementar probioticos variados na dieta de alevinos de tilapias-do-Nilo nas
concentragdes de 5,6x108 UFC g de Saccharomyces cerevisiae e 1x10° UFC g* de Bacillus
spp, para avaliar a toleréncia e a satde destes animais sob estresse de transporte, Sutthi et al.
(2020) obtiveram resultados significativos quanto aos parametros ALT e AST, em que 0S
animais suplementados com os aditivos apresentaram os niveis mais baixos destas enzimas, 24
horas apds o transporte, quando comparado a dieta controle. Tais referéncias confirmam a
hipotese que a inclusdo das dosagens dos aditivos neste estudo ndo teve acdo hepatoxica,
mesmo a dieta simbidtica Il que continha a maior dosagem de prebi6tico e probioticos, podendo

ser utilizados todos os niveis de inclusdo com seguranga.
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4.4 Parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos no sangue sao ferramentas Uteis, de baixo custo e praticas
para avaliar o estado de saude dos peixes (Martinez-Porchas et al., 2009). A glicose é um
carboidrato, utilizado para produzir energia no corpo dos peixes (Ye et al., 2011) e quando
encontrado um aumento do teor de glicose na corrente sanguinea indica um maior consumo de
energia a uma resposta metabdlica mais elevada, além de ser utilizada para determinar o
aproveitamento dos nutrientes fornecidos na dieta (Gomes et al., 2005; Simdes e Gomes, 2009).

No presente estudo o nivel glicémico dos juvenis de tilapias encontrara-se elevado na
dieta contendo simbidtico 11 (4g.kg™* de probidtico + 4g.kg™ de prebidtico), com maior incluséo
dos aditivos, estando proximo aos valores encontrados por Abdel-Tawwab et al. (2008) que ao
suplementar a dieta de tilapias na dosagem de 0,25 g/Kg de levedura (Saccharomyces
cerevisiae), obteve o valor de 196,3 + 9,8 g dL-1 de glicose plasmatica, entretanto todos os
demais tratamentos ainda se encontram na faixa ideial de homeostase da espécie avaliada que
varia de 14,1 a 92,1 g dL! (Tavares et al., 2015).

Esse alto valor de glicose pode ser explicado pelo aumento da atividade de bactérias no
trato intestinal dos peixes (Martin et al., 2008), permitido uma maior absorcdo dos nutrientes e
possivelmente a modulacdo dos genes que agem no metabolismo da glicose (Stancu et al., 2014)

e, por consequéncia, aumentando o nivel glicémico plasmatico.

4.5. Andlises histoldgicas

O figado é o 6rgédo responsavel pelo metabolismo dos nutrientes, sendo resposta ao
estado nutricional dos peixes, quando encontrado alteracdes neste 6rgdo, como adaptacdes,
lesdo ou morte celular, pode ser resultado de uma dieta desbalanceada e/ou exposicdo a
substancias quimicas (Honorato et al., 2014). Desta forma a analise histomorfométrica dos
hepatdcitos torna-se uma ferramenta essencial como biomarcador do estado metabdlito dos
animais (Rodrigues et al., 2017).

A inclusdo dos aditivos na dieta dos juvenis de tildpia promoveram uma redugdo dos
parametros morfométricos altura e largura dos hepatdcitos, em relagéo a dieta controle, tal fato
pode estar relacionado a perda de materiais armazenados no citoplasma, além da alteragédo da
atividade nuclear o que reduz a sobrecarga do figado durante os processos metabdlicos e
consequentemente reducdo dos danos teciduais (Power et al., 2000).

Tais dados confirmam a hipétese que o uso dos aditivos melhorou o estado nutricional
dos peixes devido ao papel positivo desempenhado pelos microrganismos no sistema digestivo

e melhorando assim a saide do hospedeiro e atividade hepatica.
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4.6 Correlacéo de Pearson desempenho X histologia

A andlise de correlacdo nos permite entender o quanto um fator do desempenho animal
esta relacionado com os demais pardmetros do organismo animal. No presente estudo uma vasta
proporcéo de correlagdes foi obtidas, para o peso final a correlagdo positiva com largura do vilo
é benéfica, pois uma maior superficie de absor¢édo dos nutrientes promove uma melhora na TCE
e por consequéncia no GP do animal, ndo sobrecarregando o figado o que é confirmado pela
correlagéo negativa com IHS devido ao bom aproveitamento dos nutrientes fornecidos na dieta
e, portanto, reduzindo a sobrecarga no figado, sendo esta hipdtese confirmada pela correlacéo
positiva do IHS com area do hepatdcito.

No quociente intestinal foi observado correlacdo forte e positiva com os parametros de
retencéo proteica e taxa de eficiéncia proteica, demonstrando que nestes animais com intestinos
maiores, ocorreu uma melhor utilizacdo da proteina da dieta transformando-a em musculo, visto
gue o maior comprimento dos intestinos implica em um aumento da area de superficie de
absorcéo dos nutrientes disponiveis na dieta (Caspary, 1992), o que é afirmado na correlacao
negativa de QI com CA.

A CA é um pardmetro primordial para analisar a eficiéncia da dieta fornecida aos
animais e a utilizacdo dos nutrientes. No presente estudo ha uma correlacdo negativa entre CA
com RT e TEP, isto ocorre, pois, o aumento da conversdo alimentar leva ao menor
aproveitamento dos nutrientes, dessa forma, os animais teriam que consumir mais alimentos
para obter o0 mesmo peso final dos demais peixes que recebiam dietas com aditivos, e isso
corresponde em uma sobrecarga no figado, visto que é um 6rgdo fundamental do metabolismo
dos peixes, e essa resposta estd de acordo com o verificado na analise de integridade hepatica
nos peixes do tratamento controle que como constatado, obteve maior grau de alteragdes, como
perda de limite celular e vacualizagdo plasmaética, podendo ser confirmada com a correlacdo

positiva com altura e largura dos hepatdcitos alterando a morfofisiologia do figado.

4.7 Analise Multivariada

A andlise multivariada MFA permite verificar todos os parametros estudados
agrupando-os em apenas um produto. Tal analise revelou que ha uma separacdo dentre 0s
grupos estudados, mas principalmente a separacdo entre o grupo controle e o0 grupo contendo

aditivos.
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A separacdo do grupo controle para os demais ocorre principalmente devido aos
parametros de qualidade de representacdo das varidveis, em que a conversao alimentar, taxa de
eficiéncia proteica, retencdo e largura dos hepatdcitos, ttm maior importancia na dimensao 1,
bem como € justamente onde o grupo controle teve os piores resultados. Dentre o grupo dos
aditivos, o tratamento PROB (4g.kg™), foi 0 que mais se diferenciou dos aditivos testados,
representado pela dimenséao dois, o qual apresentou as variaveis PF e GP como as obtiveram
maior peso nesta dimensdo, seguidos de largura do vilo, IHS e TCE (Figura 6).

O uso dos aditivos na nutricdo animal é uma alternativa eficiente e viavel para
maximizacdo da producdo, porém deve se atentar a selecdo destes compostos, uma vez que
quando utilizados simbioticos, caso ocorra uma combinacdo ineficiente pode acarretar
problemas fisioldgicos e na diversidade microbiana (Cerezuela et al., 2013). As caracteristicas
estruturais dos prebioticos devem ser avaliadas de acordo com sua interacdo com as bactérias
probidticas por meio de ensaios in vitro e in vivo (Huynh et al., 2017). Neste experimento pode-
se afirmar que a inclusdo tanto dos aditivos de forma isolada quanto combinadas proporcionou
efeitos benéficos na producdo o que indica boa interacdo entre as cepas utilizadas para
suplementacao.

5. Concluséo

O uso dos aditivos MOS e mix de prob6ticos composto com Bacillus subtillis (em
concentragdes de 5 x 10° UFC), melhorou tanto o desenvolvimendo e o estado de salde de
juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus) ao longo do crescimento e recomenda-se 0 uso da
dose SIMB | (2g.kg™* de probidtico + 2g.kg™* MOS).

6. Considerac0es finais

Futuros estudos com maior tempo de suplementacdo sdo necessarios para melhor
elucidar seu modo de a¢do, assim como a viabilidade econdmica quanto a utilizacdo destes
aditivos poderdo auxiliar na melhor definicdo dos niveis de suplementacdo em cultivos

comerciais para juvenis de tilapia.
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