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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
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NOVOS PREBIOTICOS NA NUTRICAO
DE TILAPIA DO NILO
AUTORA: PATRICIA INES MOMBACH
ORIENTADORA: LEILA PICOLLI DA SILVA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 10 de fevereiro de 2015.

O estudo foi conduzido com o objetivo de desenvolver novos prebidticos obtidos a
partir do bagaco de laranja e do grdo de linhaca, e avaliar os efeitos de sua suplementacdo na
dieta de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus). Durante 60 dias, 720 tilapias do Nilo (peso
médio inicial: 3,4+0,60 g) foram mantidas em 24 caixas de polipropileno com volume util de
280 litros (30 peixes/caixa), dispostas em um sistema de recirculacdo de agua. Os peixes
foram alimentados trés vezes ao dia com as dietas experimentais, com adic&o de 2,5 e 5 g kg™
de ORANPre, LINPre e Actigen® (prebiotico comercial). O delineamento foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 3x2, totalizando seis tratamentos com quatro repeti¢cdes. A
qualidade da agua foi monitorada regularmente, mantendo-se dentro do ideal para o
desenvolvimento da espécie. No final do periodo experimental, foram avaliados os parametros
de crescimento, parametros de carcaca, indices digestivos, parametros hematoldgicos e
metabdlicos. O rendimento de extracdo dos novos prebidticos foi de 16,8% para 0 ORANPre
e 7,8% para o LINPre, ambos extraidos em meio termo-aquoso. A capacidade de hidratacédo
(CH) e a capacidade de ligacdo a gordura (CLG) foram superiores para o LINPre, mas 0s
niveis adicionados ndo alteraram a CH e a CLG das dietas. Foi observado maior peso final das
tilapias alimentadas com as dietas contendo os prebidticos ndo comerciais (ORANPre e
LINPre) e independente do prebidtico, os melhores resultados em peso final e comprimento
total foram observados para 2,5 g kg™ de inclusdo. Os prebi6ticos mostraram equivaléncia
guanto a sua acdo sobre a taxa de crescimento especifico, rendimento de carcaca, biomassa
total, ganho de peso relativo, conversdo alimentar aparente, sobrevivéncia, indice
hepatossomatico e indice de gordura visceral. O indice digestivossomatico foi superior para a
dieta com inclusdo de ORANPre, ndo diferindo da dieta com inclusdo de Actigen®. Houve
maior deposi¢cdo de proteina corporal nas tilapias alimentadas com as dietas contendo
ORANPre, ndo diferindo daguelas com inclusdo de LINPre. A gordura total depositada foi
superior para 0 menor nivel de inclusdo (2,5 g kg™). Os parametros hematoldgicos ndo foram
influenciados pelos prebidticos e niveis de inclusdo. Nos pardmetros metabdlicos foram
observadas maiores concentracdes de glicogénio hepatico nas dietas com inclusdo de
ORANPre e Actigen®, sem diferenca entre os niveis testados. Para a umidade corporal foi
observada interacdo (P<0,05), onde os animais alimentados com as dietas adicionadas de 5 g
kg™ de Actigen® apresentaram maior retencdo de umidade. Os resultados demonstram que os
prebidticos ndo comerciais ORANPre e LINPre sdo equivalentes ou superiores ao prebidtico
comercial (Actigen®), indicando a possibilidade de utilizagdo desses novos prebioticos nas
dietas de tilapia do Nilo.

Palavras-chave: Aditivos ecofriendly. Nutricdo. Oreochromis niloticus. Peixe.
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The study was conducted in order to develop new prebiotic obtained from the orange
peel and linseed grain, and evaluate the effects of supplementation in the diet of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). During 60 days, 720 Nile tilapia (average weight: 3.4 + 0.60 g) were
maintained in 24 polypropylene boxes with a volume of 280 liters (30 fish / tank) arranged in
a water recirculation system. Fish were fed three times a day with the experimental diets with
addition 2.5 and 5 g kg™ of ORANPre, LINPre and Actigen® (commercial prebiotic). The
design was completely randomized in a 3x2 factorial arrangement, a total of six treatments
with four replications. The water quality was monitored regularly, keeping within the ideal for
the development of species. At the end of the trial period, were evaluated the growth
parameters, carcass parameters, digestive indices, hematological and metabolic parameters.
The extraction yield of new prebiotics was 16.8% for ORANPre and 7.8% for LINPre, both
extracted in middle-aqueous. The hydration capacity (HC) and fat binding capacity (FBC)
were higher to LINPre, but the added levels did not change the HC and the FBC of the diets.
It was observed a higher final weight of the tilapias fed diets containing non-commercial
prebiotics (ORANPre and LINPre) and independent of the prebiotic, the best results in the
final weight and length were observed for 2.5 g kg™ of inclusion. Prebiotics showed
equivalence as its action on the specific growth rate, carcass yield, total biomass, relative
weight gain, feed conversion, survival, hepatossomatic index and visceral fat index. The
digestive somatic index was higher for the diet with inclusion of ORANPre did not differ
from diet with inclusion of Actigen®. There was a higher body protein deposition in tilapia
fed with diets containing ORANPre, not differing from those with inclusion of LINPre. The
total fat deposited was higher for the lowest level of inclusion (2.5 g kg™*). Hematological
parameters were not influenced by prebiotics and inclusion levels. In the metabolic
parameters were observed higher concentrations of liver glycogen in the diets with inclusion
of ORANPre and Actigen®, with no difference between the levels tested. For body moisture
was observed interaction (P<0.05), where the animals fed diets added 5 g kg™ of Actigen®
showed higher moisture retention. The results demonstrate that the non-commercial prebiotics
ORANPre and LINPre are equivalent or superior to commercial prebiotic (Actigen®),
indicating the possibility of using these new prebiotics in the Nile tilapia diets.

Key words: Ecofriendly Additives. Nutrition. Oreochromis niloticus. Fish.
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INTRODUCAO GERAL

A producéo mundial de pescado tem crescido em média 3,2% ao ano nas Gltimas cinco
décadas (FAO, 2014). No Brasil, em 2013 foram produzidas 478.622 toneladas de pescado,
sendo que entre as espécies produzidas a tilapia € a mais representativa, responsavel por 35%
do total de pescado produzido no pais (IBGE, 2013). Do mesmo modo, 0 consumo per capita
mundial de pescado passou de 9,9 kg em 1960 para 19,2 kg em 2012, impulsionado pela
combinacéo entre crescimento populacional, aumento da renda e canais de distribuicdo mais
eficientes (FAO, 2014). Neste cenario, 0os consumidores vém se tornando cada vez mais
exigentes e preocupados com alimentos saudaveis, que sejam produzidos sem a utilizacdo de
antibidticos como promotores de crescimento, sendo que o uso destes aditivos pode propiciar
0 aparecimento de cepas bacterianas resistentes aos mesmos. Assim, tem-se preconizado o
uso de promotores de crescimento alternativos, como os prebidticos, os quais auxiliam no
equilibrio benéfico da microbiota do trato gastrintestinal (SILVA; NORNBERG, 2003).

Embora existam vérias marcas de prebidticos comerciais, a sua formulacdo se baseia
principalmente em trés grandes grupos de oligossacaridios (frutooligossacaridios,
mananoligossacaridios e galactooligossacaridios), o que limita as opcdes de escolha de
melhor ingrediente ativo, visto que os resultados serdo influenciados pelo tipo do prebiotico,
niveis de adicdo, tempo de uso, caracteristicas do animal, composicdo da dieta e ambiente
criatério (GRISDALE-HELLAND et al., 2008). Estudos tém indicado que os prebidticos
melhoram o aproveitamento dos nutrientes e o desempenho de crescimento de varias espécies
de peixes (MAHIOUS et al., 2006; STAYKOQOV et al., 2007; TORRECILLAS et al., 2007;
BURR et al., 2008; GRISDALE-HELLAND et al., 2008). Porém, os resultados cientificos
ainda demonstram instabilidade nas respostas imunoldgicas, metabélicas e de desempenho
guando estas poucas moléculas prebidticas sdo adicionadas a dieta dos organismos aquaticos
(GANGULY et al., 2013). Diante disso, faz-se necessaria a diversificacdo de moléculas de
acao prebidtica objetivando ampliar as opg¢des de aditivos ecofriendly, os quais podem ser
obtidos a partir de fontes vegetais e até mesmo a partir de residuos agroindustriais, 0 que torna
a sua obtencdo industrialmente factivel, economicamente vidvel e ambientalmente correta.

Entre as inumeras opg¢des de residuos agroindustriais disponiveis, o bagaco de laranja

apresenta-se como alternativa promissora para a extracdo de substancias pécticas, as quais

* Ap0s traducéo para a lingua inglesa, sera submetido a revista Aquaculture Nutrition
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possuem composi¢do quimico estrutural formada majoritariamente de &cido galacturdénico
(MOHNEN, 2008). Naturalmente, essas substancias encontram-se localizadas na parede
celular de vegetais, conferindo-lhes rigidez (CANTERI et al., 2012; MULLER; PRADO,
2005). Na industria, a cadeia péctica pode ser transformada em &cidos graxos de cadeia curta
e estimular o desenvolvimento da microbiota no célon, atuando como prebidtico (CANTERI,
et al., 2012). Estudos reportam sua promocao no desenvolvimento de bactérias acidoliticas,
inibicdo de microrganismos nocivos, reducdo da absorcdo de toxinas no trato digestério e
quelacéo de metais pesados (TAMURA et al., 2013).

Considerando a obtencdo de aditivos ecofriendly a partir de fontes vegetais, a
mucilagem extraida de gréos de linhaca desperta grande interesse pela sua composicao, sendo
formada de polissacarideos neutros e acidos, compostos de arabinose, xilose, acido urénico,
rhamnose, galactose e acido galacturénico (CUI et al., 1994). O uso do grdo in natura ou
niveis elevados de mucilagem podem levar a efeitos antinutricionais nos peixes e outros
animais, devido a elevagdo consideravel de viscosidade da digesta, dificultando a digestdo e a
absorcdo, o que refletird negativamente sobre o desempenho (REBOLE et al., 2002;
LEENHOUWERS et al., 2006). No entanto, a mucilagem concentrada extraida do grdo de
linhaga pode ser aplicada em niveis racionais, promovendo efeitos benéficos e ampliando o

leque de moléculas prebidticas na aquicultura intensiva.

Objetivo geral

Desenvolver novos prebiéticos a partir de bagaco de laranja e de grdos de linhaca e

avaliar as respostas de sua adi¢do na dieta de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Objetivos especificos

- Estudar os efeitos de novos prebidticos ndo comerciais (ORANPre e LINPre) sobre o
desempenho e metabolismo de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus);

- Avaliar os efeitos de novos prebioticos ndo comerciais (ORANPre e LINPre) sobre a
composigdo corporal, parametros sanguineos e plasmaticos de tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus).
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ARTIGO |

PROMOTORES DE CRESCIMENTO ECOFRIENDLY PARA

TILAPIA DO NILO*

Novos prebidticos na nutrigdo de peixes
PALAVRAS-CHAVE: Oreochromis niloticus, aditivos, substancias pécticas, mucilagem,

desempenho, aquicultura

Resumo

O estudo foi desenvolvido para avaliar os resultados de dietas suplementadas com
novos prebidticos ndo comerciais (ORANPre e LINPre) sobre o0s pardmetros
hematoldgicos, desempenho e composicdo corporal de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus). Durante 60 dias, 720 tilapias do Nilo (peso médio inicial: 3,4+0,60 g) foram
mantidas em 24 caixas de polipropileno com volume util de 280 litros (30 peixes/caixa),
dispostas em um sistema de recirculagdo de &gua. Os peixes foram alimentados trés
vezes ao dia com as dietas experimentais, suplementadas com 2,5 e 5 g kg* de
ORANPre, LINPre e Actigen® (prebidtico comercial). O delineamento foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 3x2, totalizando seis tratamentos com quatro repetigdes.
O rendimento de extracdo dos novos prebidticos foi de 16,8% para 0 ORANPre e 7,8%
para o LINPre, ambos extraidos em meio termo-aquoso. A capacidade de hidratacdo
(CH) e a capacidade de ligacdo a gordura (CLG) foram superiores para o LINPre, mas
0s niveis adicionados ndo alteraram a CH e a CLG das dietas. Os parametros

hematoldgicos ndo foram influenciados pelos prebiodticos e niveis de inclusdo. Os

* Ap0s traducéo para a lingua inglesa, sera submetido a revista Aquaculture Nutrition
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prebidticos também mostraram equivaléncia quanto a sua acdo sobre a biomassa total,
ganho de peso relativo, conversao alimentar aparente e sobrevivéncia. Para a umidade
corporal foi observada interacdo (P<0,05), onde os animais alimentados com as dietas
adicionadas de 5 g kg™ de Actigen® apresentaram maior retencdo de umidade. Frente &
busca por promotores de crescimento alternativos, esse estudo confirma a possibilidade
de utilizacdo dos novos prebioticos (ORANPre e LINPre) na nutricdo de tilapias do
Nilo, pois apresentaram eficiéncia equivalente ao prebidtico comercial testado

(Actigen®).

Ecofriendly growth promoters for Nile tilapia

New prebiotics in fish nutrition
KEY WORDS: Oreochromis niloticus, additive, pectic substances, mucilage,

performance, aquaculture

Abstract

The study was developed to evaluate the results of diets supplemented with new non-
commercial prebiotics (ORANPre and LINPre) on hematological parameters,
performance and body composition of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). During 60
days, 720 Nile tilapia (average weight: 3.4 + 0.60 g) were maintained in 24
polypropylene boxes with a volume of 280 liters (30 fish/tank) arranged in a water
recirculation system. Fish were fed three times a day with the experimental diets

supplemented with 2.5 and 5 g kg™ of ORANPre, LINPre and Actigen® (commercial
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prebiotic). The design was completely randomized in a 3x2 factorial arrangement, a
total of six treatments with four replications. The extraction yield of new prebiotics was
16.8% for ORANPre and 7.8% for LINPre, both extracted in middle-aqueous. The
hydration capacity (HC) and fat binding capacity (FBC) were higher to LINPre, but the
added levels did not change the HC and the FBC of the diets. Hematological parameters
were not influenced by prebiotics and inclusion levels. Prebiotics also showed
equivalence as its action on the total biomass, relative weight gain, feed conversion and
survival. For body moisture was observed interaction (P<0.05), where the animals fed
diets added 5 g kg™ of Actigen® showed higher moisture retention. Faced with the
search for alternative growth promoters, this study confirms the possibility of using the
new prebiotics (ORANPre and LINPre) in nutrition of Nile tilapia, because they showed

equivalent efficiency to commercial prebiotic tested (Actigen®).

Introducéo

Durante a Gltima década, alguns ingredientes com efeitos prebidticos (FOS e MOS,
majoritariamente) vém sendo estudados como alternativa ao uso de antibiGticos na
aquicultura, por promoverem o crescimento e/ou atividade das bactérias intestinais
benéficas (Mahious et al. 2006; Ringo et al. 2006; Merrifield et al. 2010; Ringo et al.
2010). Porém, os resultados cientificos tém demonstrado instabilidade nas respostas
imunologicas, metabdlicas e de desempenho quando estas poucas moleculas prebioticas
sdo adicionadas a dieta dos organismos aquaticos (Ganguly et al., 2013). A dificuldade

de consolidacdo destes aditivos esta vinculada a varios fatores, como a baixa
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diversidade de composicdo quimica e estrutura molecular, o nivel de incluséo, a forma e
composicao da dieta, a espécie animal e as condicdes de estresse ambiental (Patterson &
Burkholder 2003; Verdonk et al. 2005).

Acreditamos que a maior diversidade de moléculas prebioticas possa contribuir
significativamente para alavancar o uso deste aditivo na nutricdo animal. Sabe-se, por
exemplo, que entre as substancias prebidticas os oligossacaridios ndo digestiveis de
cadeia linear sdo fermentados mais extensivamente e por um maior numero de espécies
bacterianas do que os de cadeia ramificada (Van Laere et al. 1997), o que influencia
diretamente na proporcdo entre os AGVs produzidos. Esta constatacdo pode ser
explicada pela variabilidade e seletividade fermentativa das populagdes microbianas do
trato digestorio, que podera ser potencializada com o uso direcionado de substratos de
distintas acdes prebioticas. A dose de prebiotico adicionada nas dietas também deve ser
tratada com cautela, pois subdosagens podem limitar os resultados obtidos e
superdosagens podem provocar desequilibrio sobre as populagGes microbianas (Silva &
Nonberg, 2003).

Neste cenario, substancias pécticas que compdem a fibra alimentar soltvel de
varios alimentos surgem como alternativa promissora por apresentarem composicao
quimico estrutural diferenciada, formadas de a-D-(1,4)-galacturonic acid com uma
pequena fracdo de rhamnose e pequenas quantidades de outros aclcares (Mohnen,
2008). Estudos reportam sua promog¢do no desenvolvimento de bactérias acidoliticas,
inibicdo de microrganismos nocivos, redugdo da absorcdo de toxinas no trato digestorio
e quelacdo de metais pesados (Tamura et al., 2013). As substancias pécticas para uso
como agente prebidtico podem ser extraidas de bagaco de frutas resultante da extracdo

de suco, tornando-se uma alternativa economicamente viavel e ambientalmente correta.
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A mucilagem de gréos de linhaca, formada de polissacarideos acidos e neutros,
compostos de seis monossacarideos (arabinose, Xxilose, acido urbnico, rhamnose,
galactose e acido galacturdnico) (Cui et al, 1994), também desperta interesse como
substancia soluvel e indigestivel de alto potencial prebidtico. In natura, o uso do grdo da
linhaca pode levar a efeitos antinutricionais nos peixes e outros animais, devido a
elevacdo consideravel de viscosidade da digesta, dificultando a digestdo e a absorcao de
nutrientes (Rebolé et al, 2002). No entanto, a mucilagem pode ser extraida do grdo e
aplicada em niveis racionais na dieta, promovendo efeitos benéficos e ampliando a
diversidade de moléculas prebidticas na aquicultura intensiva.

Com o objetivo de ampliar as opcOes de aditivos ecofriendly para a nutricdo de
peixes, o corrente estudo foi desenvolvido para avaliar os efeitos de novos prebioticos
ndo comerciais (ORANPre and LINPre) extraidos de bagaco de laranja e de grdos de
linhaca, sobre o desempenho, composicdo corporal e parametros hematoldgicos de

tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Material e métodos

Obtencédo dos novos prebi6ticos

O residuo resultante da extracdo de suco de laranja foi lavado em &gua fria e prensado
manualmente, triturado em multiprocessador, seco em estufa (55°C por 24 horas) e
moido a 0,3 mm em micro moinho (Marconi, model MA-630/1, 27000 rpm). Usando a
metodologia descrita por Calliari (2004), os constituintes pecticos e de potencial
prebiotico foram extraidos do residuo seco em meio aquoso, na concentracdo de 8%

(pv), sob temperatura de 100°C, durante 1 hora. Apos esfriar, a solucao foi centrifugada
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(3500 rpm/10 min) e ao sobrenadante adicionou-se etanol 93% na proporcao de 1:1. A
solucdo permaneceu em repouso durante 24h a 5°C, para precipitacdo e separacdo dos
constituintes pécticos. Apds recuperacdo, o precipitado foi seco a 55° C durante 48
horas em estufa de circulacdo e moido a 0,3mm. O material resultante dessa extracao foi
denominado de ORANPre,

Seguindo metodologia proposta por Goulart et al. (2013), a mucilagem foi
extraida do grdo inteiro da linhaca (variedade Normandy) em meio aquoso, na
concentragdo 10% (p#), sob temperatura entre 60-80° C e agitacdo constante, por 150
minutos. O sobrenadante foi separado das sementes e acrescido de etanol 93% até
concentracdo alcoolica final de 75%. Apds recuperacdo, o precipitado foi seco a 55° C
durante 48 horas em estufa de circulacdo e moido a 0,3mm. O material resultante dessa

extracao foi denominado LINPre.

Caracterizacéo dos novos prebi6ticos

Apo6s a extragdo e secagem, foi calculado o rendimento obtido para o0 ORANPre e o
LINPre. As fracdes de fibra alimentar total (FT), fibra insolGvel (FI) e fibra solivel (FS)
foram determinadas conforme o método enzimatico gravimétrico nimero 991.43 da
AOAC (1995). A capacidade de hidratacdo e capacidade de ligacdo a gordura foram

analisadas seguindo metodologias sugeridas por Wang & Kinsella (1976).

Dietas
Todas as dietas foram isonutritivas e formuladas de acordo com as exigéncias
nutricionais para alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Os seis

tratamentos consistiram de dietas experimentais suplementadas com ORANPre, LINPre
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ou Actigen® (produto comercial a base de mananoligossacarideos), em dois niveis de
inclusdo (2,5 ou 5 g kgl).

Todos os ingredientes das dietas foram pesados, misturados e peletizados. Os
pellets foram secos em estufa de circulacdo (50°C) por 24h, e o tamanho para consumo
foi ajustado de acordo com o desenvolvimento dos peixes. Os ingredientes e a

composicao proximal das dietas experimentais sdo apresentados na Tabela 1.

Ensaio bioldgico

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica e Bem Estar Animal da Universidade
Federal de Santa Maria (n°® 23081.009051/2014-53) e conduzido no Laboratério de
Piscicultura desta instituicao.

Foram utilizadas 24 unidades experimentais (seis tratamentos com quatro
repeti¢des) com volume atil de 280 L, com entrada e saida individual de agua,
dispostas em sistema de recirculacdo com filtragem mecéanica e bioldgica. Na estrutura
foram distribuidos 720 alevinos de tilapia do Nilo com peso médio inicial de 3,4+0,60 g
(30 animais/tanque), adaptados por sete dias antes de iniciar o experimento. Durante 0s
60 dias experimentais, os peixes foram alimentados trés vezes ao dia (8h, 12h30min e

17h) até a saciedade aparente.

Qualidade da agua

O controle da qualidade da &gua do sistema de criacdo foi realizado por limpezas
periddicas dos encanamentos, sifonagem dos residuos de cada tanque duas vezes ao dia,
uma hora antes das alimentagdes (7h e 16h) e renovagdo diaria de 10% da agua do

sistema. Diariamente foi mensurada a temperatura com termo6metro de bulbo de
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mercurio (26,7+£1,46°C pela manhd e 27,05+£1,34°C pela tarde). Semanalmente foram
mensurados por Kkits colorimeétricos (Alfa-Tecnoquimica) o oxigénio dissolvido
(7,24+0,73mg L™), o pH (7,63+0,35), a alcalinidade (46+12,47 mg CaCOs/L™Y), a
dureza (31,5 #23,46mg CaCOs/L™), a aménia (0,27+0,18mg L™) e o nitrito

(0,14+0,20mg L™). A &gua para as analises foi coletada na entrada do filtro bioldgico.

Coleta de dados e variaveis avaliadas
Aos 60 dias experimentais foi realizada coleta de dados a fim de avaliar o desempenho
dos peixes.

Pardmetros hematoldqgicos: Foi coletado sangue de dois peixes por unidade

experimental, por meio de seringas com anticoagulante universal Doles®, através de
puncdo na veia caudal, para realizacdo da andlise de hemoglobina através de kit
colorimétrico Doles®. Além destes, amostras de sangue de dois peixes por unidade
experimental foram coletadas com a utilizacdo de seringas heparinizadas, através de
puncdo na veia caudal. A partir do plasma, obtido apds a centrifugacdo do sangue
(3000rpm/10 min.), foi determinado o nivel de proteinas totais, albumina, glicose e
colesterol total utilizando Kits colorimétricos comerciais.

Parametros zootécnicos: Foi realizada biometria com peixes em jejum de 12 h e

sedados com benzocaina (Henrifarma® Produtos Quimicos e Farmacéuticos LTDA;
Cambuci, SP, Brazil) na concentracdo de 100 mg L™. A partir dos dados biométricos
dos animais e analise do consumo da dieta foram obtidos: biomassa total: BT= (peso de
todos os animais dentro da repeticdo); conversdo alimentar aparente: CAA= (consumo
total)/(biomassa final — biomassa inicial); ganho em peso relativo (%): GPR= (peso

final — peso inicial)/(peso inicial) * 100 e sobrevivéncia (%).
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Pardmetros bromatoldgicos: As amostras de peixe inteiro foram analisadas

qguanto a umidade, cinzas e proteina bruta seguindo metodologias recomendadas pela
AOAC (1995). A gordura foi extraida e quantificada pelo método de Bligh & Dyer

(1959).

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3x2. Os
resultados foram submetidos a teste de normalidade e analise de variancia (2 vias:
prebidticos x niveis). As médias foram comparadas pelo teste de Duncan (prebidticos) e

“t” de Student (niveis) ao nivel de 5% de significancia.

Resultados

Caracterizacéo dos novos prebi6ticos
O rendimento de extracdo do prebidtico ORANPre foi de 16,8%, sendo retirados
aproximadamente 75% dos constituintes indigestiveis sollUveis da matéria prima,
inicialmente com 22,2% de fibra alimentar solivel em sua composicdo. Nos grdos de
linhaca, a extracdo do prebidtico LINPre rendeu 7,8%, o que corresponde a 53% dos
constituintes indigestiveis soltveis desta fonte, inicialmente com 14,9% de fibra solGvel
em sua composicao.

Os resultados de capacidade de hidratacdo (CH) e de capacidade de ligacao a
gordura (CLG) foram superiores para 0 LINPre, seguido do Actigen® e do ORANPre
(Tabela 2). A CH e a CLG nédo foram alteradas pela inclusdo dos prebidticos nas dietas

experimentais (Tabela 2).
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Parametros hematologicos

A hemoglobina do sangue das tilapias ndo foi influenciada significativamente pelos
prebidticos e seus respectivos niveis de inclusdo (Tabela 3). Da mesma forma, os
indicadores plasmaticos também ndo foram alterados entre as dietas testadas (Tabela 3),

indicando atuacdo semelhante dos prebioticos sobre estes parametros.

Parametros zootécnicos
Os resultados de desempenho, eficiéncia alimentar e sobrevivéncia de alevinos de
tilapia do Nilo ndo foram alterados pela suplementacdo com o0s prebidticos em

diferentes niveis de inclusdo (Tabela 4).

Parametros bromatolégicos

N&o foram encontradas diferencas entre os prebidticos ou entre seus niveis de inclusao
na dieta para a proteina bruta, gordura e matéria mineral no peixe inteiro (Tabela 5).
Para a umidade foi observada interacdo (P<0,05) entre os prebi6ticos e o maior nivel
inclusio (Tabela 5), onde os animais suplementados com 5 g kg” de Actigen®

apresentaram maior retencdo de umidade corporal.

Discussao

O rendimento de extracdo dos novos prebioticos foi dependente da fonte utilizada como
base extrativa. Para o LINPre extraido a partir do gréo de linhaga obtivemos rendimento

de 7,8%, mas dependendo da forma de extracdo, esses valores podem variar de 3,5-
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9,4% (Mazza & Biliaderis, 1989; Fedeniuk & Biliaderis, 1994; Oomah et al., 1995).
Semelhante ao nosso estudo e com a mesma matéria prima, Cui et al. (1994) também
obteve rendimento de 7,9% utilizando processo de extracdo em meio aquoso e
precipitacdo com trés volumes de etanol a 95%. A extracdo de ORANPre a partir do
bagaco de laranja apresentou rendimento de 16,8%, 0 que é baixo comparado a
trabalhos que relatam rendimentos maiores que 30% com extracdo em meio acido.
Porém, a maior eficiéncia do processo acido é questionavel, uma vez que gera residuos
toxicos de alto grau de poluente (Arthey & Ashurst, 1997). Em nosso estudo optamos
pela extracdo dos dois prebidticos em meio termo-aquoso, que embora menos eficiente,
apresenta as vantagens de baixo custo e garantia de seguridade ambiental.

Entre os prebidticos estudados, as caracteristicas fisico quimicas de CH e de
CLG foram superiores para o LINPre que possui estrutura altamente ramificada e
diversificada quanto aos monémeros (Qian et al., 2012), conferindo alta retencdo de
agua e gordura por unidade molecular. Ja& o Actigen® e o0 ORANPre apresentam
estruturas menos ramificadas e de menor peso molecular quando comparados ao
LINPre, o que explica seus menores valores de CH e CLG.

A maior capacidade de hidratacdo do LINPre (Tabela 2) pode resultar em
aumento da viscosidade da digesta quando niveis elevados forem suplementados
(Alzueta et al., 2003), o que se reflete também no tempo de transito do conteddo
intestinal, influenciando negativamente a quantidade de glicose absorvida pelo
organismo (Fabek et al., 2014).

Apesar da diferenciagdo fisico quimica entre os prebiodticos, 0s niveis
adicionados ndo alteraram a CH e a CLG das dietas e ndo causaram efeitos expressivos

na digestdo e absorcdo de nutrientes a ponto de causar variagdes na glicemia plasmatica
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(Tabela 3). Esse resultado ja era esperado, considerando que os prebidticos foram
suplementados em niveis relativamente baixos e que o teor de glicose sanguinea tem
poucas variacbes em funcdo da dieta, devido a eficiéncia dos mecanismos
homeostaticos do organismo.

A capacidade de ligacdo a gordura do LINPre foi maior quando comparado aos
outros prebioticos testados (Tabela 2), o que pode levar a0 aumento na excre¢do de
acidos biliares e consequente reducdo na absorcdo destes no instetino, reduzindo os
niveis de colesterol (Denis et al., 2007; Theuwissen & Mensink, 2008). Contudo,
devido as semelhancas fisico quimicas entre as dietas (Tabela 2), o colesterol sanguineo
das tilapias nao foi alterado (Tabela 3). Hoseinifar et al. (2010) observaram que a
suplementacdo com oligofrutose reduziu os niveis de colesterol quando comparado ao
tratamento controle, enquanto os niveis séricos de glicose permaneceram inalterados.
Em contraste com este resultado, outros estudos relatam que a inulina dietética ndo teve
efeito sobre os niveis de colesterol no soro de trutas arco-iris (Akrami et al., 2007).

A igualdade de resultados entre os tratamentos para 0s parametros
hematol6gicos avaliados em nosso estudo (Tabela 3) indica que os alevinos de tilapias
do Nilo responderam de forma semelhante aos prebidticos ndo comerciais quando
comparados ao prebidtico comercial, em diferentes niveis de inclusdo. Os parametros
hematol6gicos sdo considerados valiosas ferramentas para avaliar a sadde dos peixes
(Houston 1997; Asadi et al. 2006) e podem ser afetados por diversos fatores que
incluem espécie, tamanho, idade, estado fisiologico, condi¢cbes ambientais e regime
alimentar ( Lim et al. 2000; Irianto & Austin, 2002; Osuigwe et al. 2005).

Em nosso estudo, os niveis de hemoglobina do sangue mantiveram-se

semelhantes entre os tratamentos testados, indicando igual eficiéncia no transporte de
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oxigénio para os tecidos. Além de transportar oxigénio, a hemoglobina também
participa do processo de transporte de nutrientes e recolhe as substancias secretadas
pelas células, conduzindo-as para vias de eliminacdo branquial e renal, principalmente
(Baldisserotto 2009). Possiveis alteracdes nos niveis de hemoglobina podem indicar
situacdo de estresse e afetar o desenvolvimento dos peixes (Talpur et al. 2014).

A adicdo dos prebioticos nas dietas de tilapia do Nilo ndo causou alteracdes
significativas nos resultados de albumina e proteinas totais do sangue, o que indica
efeito imunomodulador equivalente entre os tratamentos. A albumina € a fracdo mais
abundante entre as proteinas totais do sangue, responsavel pelo transporte e
armazenamento de grande variedade de ions e moléculas organicas (Bruschi et al.
2013). As proteinas totais do sangue sdo indicadoras da resisténcia imunoldgica
(Andrews et al. 2011), pois suas fracdes sao importantes na avaliacdo da condicdo de
salde dos animais, atuando na regulacao da resposta inflamatdria e resposta a infeccdes
(Ballow 2011). Confirmando esta informacé&o, Diigenci et al. (2003) relatam aumento
de proteinas totais em truta arco-iris alimentadas com dietas contendo
imunoestimulantes.

Welker et al. (2007) relataram que 0s niveis de proteina plasmatica de Ictalurus
punctatus ndo foram afetados quando adicionado 0,2% de MOS na dieta. Em trabalho
realizado com tilapia do Nilo, Sado et al. (2008) relataram que 0,2-1,0% MOS néo teve
efeito sobre a proteina total do plasma.

A equivaléncia de resultados zootécnicos e bromatologicos entre prebidticos ndo
comerciais e comercial sdo satisfatérios, demonstrando que o ORANPre e o LINPre
agem de maneira tdo eficiente quanto o Actigen®. Em trabalhos realizados com a

adicdo de inulina, o desempenho crescimento de tilapias (Oreochromis niloticus)
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(Ibrahem et al. 2010) e de pregado (Psetta maxima) (Mahious et al., 2006) aumentou
significativamente quando comparado a dieta controle. A suplementacdo dietética de
Previda™ exerceu efeito positivo sobre o desempenho do red drum (Sciaenops
ocellatus), refletindo-se diretamente no ganho de peso (Zhou et al. 2010). Efeitos
positivos dos prebidticos também foram relatados para robalo hibrido (Li & Gatlin
2004), truta arco-iris (Staykov et al. 2007; Yilmaz et al. 2007), robalo europeu
(Torrecillas et al. 2007) e camardo (Zhou et al. 2007). Concordando com 0S Nn0ssos
resultados, numerosos trabalhos indicam efeitos positivos dos prebidticos sobre as taxas
de sobrevivéncia de organismos cultivados (Mahious et al. 2006; Sheikholeslami et al.
2007; Salze et al. 2008; Hoseinifar et al. 2010; lbrahem et al. 2010; Soleimani et al.
2012). A elevada taxa de sobrevivéncia pela suplementacdo com prebidticos nos
estagios de larvas e alevinos, pode ser atribuida a melhorias da microbiota intestinal, da
morfologia intestinal e da imunidade (Talpur et al. 2014).

A semelhanca de resultados entre os dois niveis de incluséo (2,5 e 5g kg™*) dos
prebidticos testados em nosso estudo (ORANPre, LINPre e Actigen®) indicam que as
menores doses resultam em efeitos desejaveis, com menor custo. Estes resultados
enfatizam a importancia de estabelecer niveis adequados de inclusdo dos prebioticos nas
dietas, pois as subdosagens podem causar efeitos limitados ou nulos e as superdosagens
podem resultar em desequilibrio da microbiota do trato gastrintestinal, com efeitos
indesejaveis para o desempenho dos animais.

Em conclusdo, nossos resultados demonstram que na nutricdo de tilapia do Nilo
o0s prebidticos ndo comerciais ORANPre e LINPre apresentaram eficiéncia equivalente
ao prebidtico comercial testado (Actigen®). Frente a busca por promotores de

crescimento alternativos na aquicultura, esse estudo confirma a possibilidade de
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utilizacdo desses novos prebidticos, ampliando as opc¢des de aditivos ecofriendly,

permitindo melhores respostas no desempenho dos peixes.
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Tabela 1 — Ingredientes e composi¢do proximal das dietas experimentais fornecidas as
tilapias do Nilo

Dietas

Ingredientes (g kg™) ORANPre LINPre Actigen®

2,5 5 2,5 5 2,5 5
Farinha de peixe’ 300 300 300 300 300 300
Amido de milho 300 300 300 300 300 300
Celulose 57,5 55 57,5 55 57,5 55
CPS 60%? 200 200 200 200 200 200
ORANPre 2,5 5 0 0 0 0
LINPre 0 0 2,5 5 0 0
Actigen® 0 0 0 0 2,5 5
Melbond®® 25 25 25 25 25 25
Oleo de soja 30 30 30 30 30 30
Mistura vitaminica e mineral® 30 30 30 30 30 30
Cloreto de sddio iodado 5 5 5 5 5 5
Inerte 50 50 50 50 50 50
BHT® 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Composico das dietas (g kg™)

Umidade® 46,8 44 4 40,8 44,6 445 43,8
Proteina bruta® 2926  303,1 300 298,7 2953 300,9
Energia digestivel (MJ kg %)’ 1296 12,96 1296 12,96 12,96 12,96
Gordura® 73 749 765 735 738 753
Matéria mineral® 161,1 160,2 162,8 161,2 1593 160,2
ca’ 16,9 16,9 16,9 16,9 16,9 16,9
pe 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7
Fibra alimentar total® 187,2 200,2 185,7 1856 201,1 200

IFarinha de peixe oriunda da empresa Copisces, Parana, RS.

“Concentrado proteico de soja 60%PB;

$Aglutinante Lignosulfonato de Calcio e Magnésio;

*Mistura vitaminica e mineral - composicdo/Kg de produto: Ac.Félico: 299,88 mg; Ac. Ascérbico:
15.000,12 mg; Ac. Pantoténico: 3.000,10 mg; Biotina: 0,06 mg; Niacina (B3): 9.000,32 mg; Colina (B4):
103.500,00 mg; Vitamina A: 1.000.000,00 Ul; Vitamina B1: 1.500,38 mg; Vitamina B2: 1.500,00 mg;
Vitamina B6: 1.500,38 mg; Vitamina D3: 240.000,00 Ul; Vitamina E: 10.000,00 mg; Vitamina K3:
400,00 mg; Inositol: 9.999,92 mg; Ferro: 6.416.80 mg; Manganés: 8.000,40 mg; Cobre: 1.000,00 mg;
Zinco: 13.999,50 mg; lodo: 45,36 mg; Cobalto: 60,06 mg; Selénio: 60,30 mg; Magnésio: 5,10 mg; Cloro:
2,30%; Enxofre: 0,01%;

>Antioxidante Butil Hidroxi Tolueno;

Composicio analisada (Laboratdrio de Piscicultura/UFSM);

"Energia digestivel calculada: [(Proteina bruta * 5,65 * 0,85) + (Gordura * 9,4 *0,9) + (Carboidratos *
4,15 * 0,7)] (adaptado de Meyer et al., 2004);

8\alores calculados com base na composic&o dos ingredientes.
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Tabela 2 — Capacidade de hidratacdo (CH) e capacidade de ligacéo a gordura (CLG) dos

prebidticos e das dietas experimentais *

Prebioticos
Variaveis ORANPre LINPre Actigen®
CH 0,63+0,15° 31,7+0,69% 2,16+0,04°
CLG 0,88+0,01° 2,06+0,01° 0,99+0,01"
Dietas experimentais

ORANPre LINPre Actigen®

2,5 5 2,5 5 2,5 5
CH 1,7740,03 1,62+0,01 1,75+0,18 1,68+0,04 1,84+0,27 1,61+0,05
CLG 1,24+0,23 1,04+0,01 1,0840,00 1,13+0,20 1,07+0,03 1,02+0,02

Y Valores expressos como médiatdesvio padrao.
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Tabela 3 — Pardmetros sanguineos e plasmaticos de alevinos de tilapia do Nilo
alimentados com dietas contendo ORANPre, LINPre ou Actigen®*

9 GLI COoL HMG ALB
Fator/Variaveis (mmol) (mmol) (mmol) PRT (9) (mmol)
Prebidtico’

ORANPre 65,47+12,60 50,16+8,88 7,14+1,05 3,11+0,21 0,45+0,18
LINPre 62,37+15,17 48,32+14,16 7,49+0,63 3,04+0,46 0,42+0,19
Actigen® 67,74+16,50 45,13+9,83 7,26+1,24 3,01+0,32 0,48+0,19
Nivel (g kg™)”

2,5 61,46+13,66 47,00+£12,70 7,11+0,98 3,03+0,24 0,47+0,13
5 68,76+15,12 48,60+9,75 7,48+0,99 3,07+0,43 0,43+0,23
Fonte x Nivel NS NS NS NS NS

! Valores expressos como média+desvio padréo. * Variaveis - HMG: hemoglobina; PRT: proteinas totais;
ALB: albumina; GLI: glicose; COL: colesterol. * Médias sequidas de letras diferentes, na coluna, diferem
estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). * Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem
estatisticamente pelo teste “t” de Student (p<0,05). NS: ndo significativo (p>0,05).
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Tabela 4 — Desempenho, eficiéncia alimentar e sobrevivéncia de alevinos de til&pia do
Nilo alimentados com dietas contendo ORANPre, LINPre ou Actigen®*

Fator/Variaveis® BT (g) GPR (%) CAA S (%)
Prebidtico®

ORANPre 1593,80+85,22 1752,07+78,67 1,10+0,03 98,33+1,78
LINPre 1595,92+40,52  1749,03+75,06 1,10+0,02 98,33+1,78
Actigen® 1542,20+104,79 1677,54+116,52  1,14+0,05 99,16+1,55
Nivel (g kg™)*

2,5 1601,17+84,66 1753,28+103,62  1,10+0,04 98,61+1,72
5 1553,44+74,77  1699,15+80,10 1,12+0,03 98,61+1,72
Fonte x Nivel NS NS NS NS

' Valores expressos como médiatdesvio padréo.  Variaveis - BT: biomassa total; GPR: ganho em peso
relativo CAA: converséo alimentar aparente; S: sobrevivéncia. * Médias seguidas de letras diferentes, na
coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). * Médias seguidas de letras diferentes, na
coluna, diferem estatisticamente pelo teste “t” de Student (p<0,05). NS: ndo significativo (p>0,05).
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Tabela 5 — Composi¢do centesimal (%) de alevinos de til&pia do Nilo alimentados com
dietas contendo ORANPre, LINPre ou Actigen®"

Fator/Variaveis® Umidade PB Gordura MM
Prebidtico®
ORANPre 71,26+1,02 14,56+0,55 8,75+0,68 3,90+0,48
LINPre 71,48+1,13 14,39+0,80 8,51+1,01 4,12+0,43
Actigen® 70,96+0,68 13,95+0,64 9,04+0,36 4,07+0,40
Nivel (g kg™)*
2,5 71,14+1,06 14,25+0,86 8,97+0,70 3,94+0,43
5 71,33+0,86 14,35+0,51 8,57+0,74 4,11+0,43
Fonte x Nivel 0,046 NS NS NS

Valores expressos como média+desvio padréo. ? Variaveis - PB: proteina bruta; MM: matéria mineral;
PBTD: proteina bruta total depositada; GTD: gordura total depositada. * Médias seguidas de letras
diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). * Médias seguidas de letras
diferentes, na coluna, diferem estatisticamente pelo teste “t” de Student (p<0,05). NS: ndo significativo

(p>0,05).
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ARTIGO II

NOVOS PREBIOTICOS NO DESEMPENHO E METABOLISMO

DE TILAPIA DO NILO*

Efeito prebiotico de aditivos ecofriendly
PALAVRAS-CHAVE: peixe, Oreochromis niloticus, nutricdo, aditivo, pectina de polpa

citrica, mucilagem de linhaca

Resumo

O estudo foi conduzido para avaliar a inclusdo de novos prebioticos na dieta de
alevinos de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus). Durante 60 dias, 720 tilapias do
Nilo (peso médio inicial: 3,4+0,60 g) foram mantidas em 24 caixas de polipropileno com
volume (til de 280 litros. Os peixes foram alimentados trés vezes ao dia com as dietas
experimentais, com adicdo de 2,5 e 5 g kg" de ORANPre, LINPre e Actigen®
(prebidtico comercial). O delineamento foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial
3x2. No final do periodo, foi observado maior peso final das tilapias alimentadas com as
dietas contendo os prebioticos ndo comerciais (ORANPre e LINPre) e independente do
prebidtico, os melhores resultados em peso final e comprimento total foram observados
para 2,5 g kg™ de inclusdo. Houve maior deposicdo de proteina corporal nas tilapias
alimentadas com as dietas contendo ORANPre, ndo diferindo daquelas com inclusdo de
LINPre. A gordura total depositada foi superior para o menor nivel de inclusdo (2,5 g

kg™). O indice digestivossomatico foi superior para a dieta com inclusdo de ORANPre,

* Ap0s traducéo para a lingua inglesa, serd submetido a revista Aquaculture Nutrition
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ndo diferindo da dieta com inclusdo do prebidtico comercial (Actigen®). Observamos
maiores concentragdes de glicogénio hepéatico nas dietas contendo ORANPre e
Actigen®, sem diferenca entre os niveis suplementados. Nossos resultados demonstram
a possibilidade de utilizacdo dos novos prebioticos (ORANPre e LINPre) nas dietas de

tilapia do Nilo.

New prebiotics on performance and metabolism of Nile tilapia

Prebiotic effect of ecofriendly additives
KEY-WORDS: fish, Oreochromis niloticus, nutrition, additive, citrus pulp pectin, linseed

mucilage

Abstract

The study was conducted to evaluate the inclusion of new prebiotics in the diet
fingerlings of Nile tilapia (Oreochromis nilotucus). During 60 days, 720 Nile tilapia
(average weight: 3.4 £ 0.60 g) were maintained in 24 polypropylene boxes with a
volume of 280 liters. Fish were fed three times a day with the experimental diets with
addition 2.5 and 5 g kg of ORANPre, LINPre and Actigen® (commercial prebiotic).
The design was completely randomized in a 3x2 factorial arrangement. At the end of the
period, it was observed a higher final weight of the tilapias fed diets containing non-
commercial prebiotics (ORANPre and LINPre) and independent of the prebiotic, the
best results in the final weight and length were observed for 2.5 g kg™ of inclusion.

There was a higher body protein deposition in tilapia fed with diets containing
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ORANPre, not differing from those with inclusion of LINPre. The total fat deposited
was higher for the lowest level of inclusion (2.5 g kg™). The digestive somatic index
was higher for the diet with inclusion of ORANPre did not differ from diet with
inclusion of Actigen®. We observed higher concentrations of liver glycogen in the diets
containing ORANPre and Actigen®, with no difference between the supplemented
levels. Our results demonstrate the possibility of using the new prebiotics (ORANPre

and LINPre) in the diet of Nile tilapia.

Introducéo

O consumo per capita de pescado aumentou expressivamente nas uUltimas décadas,
passando de 9,9 kg em 1960 para 19,2 kg em 2012, o que foi impulsionado pela
combinacdo de crescimento populacional, aumento da renda, urbanizacdo e canais de
distribuicdo mais eficientes (FAO 2014). A consequente intensificacdo na producéo
levou a maior suscetibilidade dos peixes a doencas infecciosas, normalmente
controladas pelo uso de antibi6ticos como promotores de crescimento, o que atualmente
¢ préatica questionavel por apresentar riscos iminentes a salde de animais e humanos
(Regulamento (EC) No 1831/2003). Neste cenario, 0s prebioticos sdo apontados como
alternativa ambientalmente amigavel para prevenir doencas e promover o crescimento
dos animais (Ringo et al. 2010; Dimitroglou et al. 2011).

Prebidticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis que promovem o
crescimento e/ou atividade fermentativa de bactérias benéficas no trato gastrintestinal

do hospedeiro (Gibson & Roberfroid 1995), gerando acidos graxos volateis que podem
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ser usados como fonte de energia e promotores de alteracdes benéficas no metabolismo,
fisiologia e anatomia do trato digestorio dos animais. Estudos tém indicado que o0s
prebidticos melhoram o aproveitamento dos nutrientes e o desempenho de crescimento
de varias espécies de peixes (Mahious et al. 2006; Staykov et al. 2007; Torrecillas et al.
2007; Burr et al. 2008; Grisdale-Helland et al. 2008).

Normalmente a formulacao dos prebio6ticos comerciais se baseia em trés grandes
grupos de oligossacaridios (frutooligossacaridios, mananoligossacaridios e
galactooligossacaridios), o que limita as opcbes de escolha de melhor ingrediente ativo,
visto que os resultados serdo influenciados pelo tipo do prebiotico, niveis de adicéo,
tempo de uso, caracteristicas do animal, composicdo da dieta e ambiente criatorio
(Grisdale-Helland et al. 2008). Acredita-se que uma maior diversidade de moléculas
prebidticas amplie as opc¢des de aditivos ecofriendly, permitindo melhores respostas no
desempenho dos peixes.

Neste cendrio, substdncias pécticas surgem como alternativa promissora por
apresentarem composicao quimico estrutural diferenciada, formadas majoritariamente
de a-D-(1,4)-galacturonic acid com uma fragcdo de rhamnose e pequenas quantidades de
outros actcares (Mohnen 2008). Estudos reportam sua promocao no desenvolvimento
de bactérias acidoliticas, inibicdo de microrganismos nocivos, reducdo da absorcdo de
toxinas no trato digestorio e quelacdo de metais pesados (Tamura et al. 2013).
Adicionalmente, a obtencdo das substancias pécticas para uso como agente prebiotico é
industrialmente factivel, economicamente viavel e ambientalmente correta, uma vez que
pode ser usado bagaco de frutas resultante da extragdo de suco como matéria prima.

Da mesma forma, a mucilagem de gréos de linhaga, formada de dois tipos de

polissacarideos (neutral arabinoxylan e acidic pectic-like material) compostos de
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arabinose, xilose, acido urdnico, rhamnose, galactose e acido galacturénico (Cui et al
1994), também desperta interesse como promotor ecofriendly. In natura, o uso do grao
pode levar a efeitos antinutricionais nos peixes e outros animais, devido a elevacao
consideravel de viscosidade da digesta, dificultando a digestdo e a absorcdo de
nutrientes, o que refletira negativamente sobre o desempenho (Rebolé et al 2002). No
entanto, a mucilagem pode ser extraida do grao de linhaca, concentrada e aplicada em
niveis racionais, promovendo efeitos benéficos e ampliando a disponibilidade de
moléculas prebidticas na nutricao animal.

Com objetivo de ampliar as opgbes de produtos ecofriendly para piscicultura,
nos estudamos os efeitos de novos prebidticos ndo comerciais (ORANPre e LINPre)
extraidos de bagaco de laranja e de grdos de linhaca, sobre o desempenho e

metabolismo de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Material e métodos

Obtencao dos novos prebidticos

O residuo resultante da extracdo de suco de laranja foi lavado em agua fria e prensado
manualmente, triturado em multiprocessador, seco em estufa (55°C por 24 horas) e
moido a 0,3mm em micro moinho (Marconi, model MA-630/1, 27000rpm). Usando a
metodologia descrita por Calliari (2004), os constituintes pécticos e de potencial
prebidtico foram extraidos do residuo em meio aquoso, na concentragdo de 8% (p~),
sob temperatura de 100°C, durante 1 hora. Apos esfriar, a solugdo foi centrifugada
(3500rpm/10min) e ao sobrenadante adicionou-se etanol 93% na proporgdo de 1:1. A

solugéo permaneceu em repouso durante 24h a 5°C, para precipitacdo e separagdo dos



120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

47

constituintes péecticos. Apds recuperacdo, o precipitado foi seco a 55°C durante 48 horas
em estufa de circulacdo e moido a 0,3mm. O material resultante dessa extracdo foi
denominado de ORANPre,

Seguindo metodologia proposta por Goulart et al. (2013), a mucilagem foi
extraida do grdo inteiro da linhaca (variedade Normandy) em meio aquoso, na
concentracdo de 10% (p~V), sob temperatura entre 60 a 80°C e agitacdo constante, por
150 minutos. O sobrenadante foi separado das sementes e acrescido de etanol 93% até
concentracdo alcodlica final de 75%. Apos recuperacdo, o precipitado foi seco a 55°C
durante 48 horas em estufa de circulacdo e moido a 0,3mm. O material resultante foi

denominado de LINPre.

Dietas
As dietas foram isonutritivas e formuladas de acordo com as exigéncias nutricionais
para alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Os seis tratamentos
consistiram de dietas suplementadas com ORANPre, LINPre ou Actigen® (produto
comercial & base de mananoligossacarideos), em dois niveis (2,5 ou 5 g kg™).

Todos os ingredientes das dietas foram pesados, misturados e peletizados. Os
pellets foram secos em estufa de circulacdo (50°C) por 24h, e o tamanho para consumo
foi ajustado de acordo com o desenvolvimento dos peixes. Ingredientes e composicao

proximal das dietas experimentais séo apresentados na Tabela 1.

Ensaio biolégico
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O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Maria (n° 23081.009051/2014-53) e conduzido no
Laboratorio de Piscicultura desta instituigéo.

Foram utilizadas 24 unidades experimentais (seis tratamentos com quatro
repeticdes) com volume util de 280L, dispostas em sistema de recirculacdo de agua,
com filtragem mecénica e bioldgica. Na estrutura foram distribuidos 720 alevinos de
tilapia do Nilo com peso médio inicial de 3,4+0,60g (30 animais/tanque), adaptados por
sete dias antes de iniciar o experimento. Durante os 60 dias experimentais, 0S peixes

foram alimentados trés vezes ao dia (8h, 12h30min e 17h) até a saciedade aparente.

Qualidade da agua

O controle da qualidade da agua do sistema de criacdo foi realizado por limpezas
periddicas dos encanamentos, sifonagem dos residuos de cada tanque duas vezes ao dia,
uma hora antes das alimentagdes (7h e 16h) e renovacdo diaria de 10% da agua do
sistema. Diariamente foi mensurada a temperatura com termometro de bulbo de
mercurio (26,7+1,46°C pela manha e 27,05+1,34°C pela tarde). Semanalmente foram
mensurados por Kits colorimétricos (Alfa-Tecnoquimica) o oxigénio dissolvido
(7,24+0,73mg L™), o pH (7,63+0,35), a alcalinidade (46+12,47 mg CaCOs/L™Y), a
dureza (31,5 #23,46mg CaCOs/L™), a aménia (0,27+0,18mg L™) e o nitrito

(0,14+0,20mg L ™). A 4gua para as analises foi coletada na entrada do filtro biolégico.

Coleta de dados e variaveis avaliadas
Aos 60 dias experimentais foi realizada coleta de dados a fim de avaliar o desempenho

dos peixes. Foi realizada biometria com peixes em jejum de 12 h e sedados com
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benzocaina (Henrifarma® Produtos Quimicos e Farmacéuticos LTDA; Cambuci, SP,
Brazil) na concentracido de 100mg L™. Oito peixes/tratamento foram eutanasiados por
overdose de benzocaina (250mg L™) para a analise da composic&o do peixe inteiro. Oito
peixes/tratamento foram eutanasiados por overdose de benzocaina (250mg L™) para o
calculo de rendimento de carcaca e indices digestivos, sendo também coletado o figado
para a realizacdo de anélises metabdlicas.

Pardmetros zootécnicos: A partir das medidas de peso e comprimento foram

obtidos os seguintes dados: peso final: PF (g); comprimento total: CT (cm); taxa de
crescimento especifico (%/dia): TCE=(In (peso final) — In (peso inicial))/dias)*100.

Com os dados coletados na biometria de 60 dias de experimento foram
calculados: rendimento de carcaca (%): RC=(peso do peixe eviscerado/peso do peixe
inteiro)*100; indice digestivossomatico (%): IDS=(peso do trato digestério/peso do
peixe inteiro)*100); indice hepatossomatico (%): IHS=(peso do figado/peso do peixe
inteiro)*100; indice de gordura visceral (%): IGV=(peso da gordura visceral/peso do
peixe inteiro)*100.

Retencdo corporal de nutrientes: As amostras de peixe inteiro foram analisadas

quanto a proteina bruta (AOAC 1995) e gordura (Bligh & Dyer 1959) para posterior
calculo de retencdo corporal destes nutrientes a partir das equacdes:

- Proteina bruta total depositada (PBTD): [Pf * (%PBCf/100)] — [Pi *
(%PBCi/100)];

- Gordura total depositada (GTD): [Pf * (%GCf/100)] — [Pi * (%GCi/100)];

Onde: Pf = peso final; Pi = peso inicial; PBCf = proteina bruta corporal final,
PBCi = proteina bruta corporal inicial; GCf = gordura corporal final; GCi = gordura

corporal inicial.
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Pardmetros metabolicos: No figado foram quantificados teores de proteinas

totais (Bradford 1976), glicose e glicogénio (Park & Johnson 1949).

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3x2. Os
resultados foram submetidos a teste de normalidade e analise de variancia (2 vias:
prebidticos x niveis). As médias foram comparadas pelo teste de Duncan (prebidticos) e

“t” de Student (niveis) ao nivel de 5% de significancia.

Resultados

Parametros zootécnicos e retencdo corporal de nutrientes

Foi observado maior peso final (PF) das tilapias alimentadas com as dietas contendo 0s
prebidticos ndo comerciais (ORANPre e LINPre) quando comparados ao produto
comercial (Tabela 2). Independente do prebidtico, os melhores resultados em PF (P =
0,04) e comprimento total (CT) (P = 0,03) foram observados para 2,59 kg™ de inclusdo
(Tabela 2). Os prebioticos testados mostraram equivaléncia quanto a sua acdo em CT e
taxa de crescimento especifico (TCE).

O rendimento de carcaga das tilapias ndo foi influenciado pelos tratamentos
testados. Houve maior deposicdo de proteina corporal nas tilapias alimentadas com as
dietas com inclusdo de ORANPre, ndo diferindo daquelas com adicdo de LINPre
(Tabela 3). A gordura total depositada ndo foi afetada pelos prebidticos, mas foi

superior para 0 menor nivel de inclusio (2,5 g kg™).
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O indice digestivossomatico (IDS) foi superior para a dieta com inclusdo de
ORANPre, ndo diferindo da dieta com inclusdo do prebiodtico comercial (Tabela 4). A
atuacdo dos prebidticos sobre o indice hepatossomatico (IHS) e indice de gordura

visceral (IGV) foi semelhante.

Parametros metabolicos

Maiores concentragdes de glicogénio hepético (P = 0,036) foram observadas nas dietas
contendo ORANPre e Actigen®, sem diferenca entre os niveis testados (Tabela 5). Para
glicose e proteina hepatica, ndo houve diferenca entre os prebioticos, independente do

nivel de inclusdo.

Discussao

Nossos resultados demonstraram que os prebidticos ndo comerciais ORANPre e LINPre
atuaram de forma equivalente ou superior ao prebidtico comercial na performance dos
peixes. A composicdo quimica e organizacdo estrutural das moléculas contidas no
ORANPre (predominante de o-D-1,4-galacturonic acid) e no LINPre (neutral
arabinoxylan e acidic pectic-like material) sdo distintas daquelas relatadas para o
Actigen® (predominantemente de manose). Este fato leva a crer que a seletividade e
grau de fermentabilidade entre estes prebidticos também possa ser diferenciado,
refletindo-se diretamente sobre o desempenho animal.

O efeito promissor do menor nivel (2,5g kg™) de inclusio demonstra que o apelo
de produto natural e sem riscos de biacumulacdo na cadeia alimentar ndo pode ser

vinculado ao uso excessivo desses ingredientes nas suplementagdes dietéticas. Dessa
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forma, pode-se afirmar que a popularizagdo do uso de prebioticos somente serd possivel
a partir de estudos que estabelecam niveis confiaveis de inclusdo nas dietas. As
sobredoses podem levar a efeitos adversos, como disturbios gastrintestinais, com
consequente desequilibrio da populacdo microbiana e reducdo da absorcdo de
nutrientes, refletindo diretamente no ganho de peso e saude animal (Medeiros et al
2006). Ja a dose ideal, que demonstra ser a menor neste estudo, promove efeitos
benéficos aliados ao menor custo de incluséo.

Ibrahem et al. (2010) encontraram resultados satisfatorios para a variavel peso
final com dietas contendo 5 g kg™ de inclusdo de inulina + vitamina C para tilapia do
Nilo. J& a incluséo de 20 g kg™ de inulina ndo causou efeito sobre o crescimento larvas
de Psetta maxima, quando comparada a suplementacdo com 20 g kg™ de oligofrutose
(Mahious et al. 2006). Torrecillas et al. (2007) relataram que 10 e 20 g kg™ de MOS
ndo produziu alteracdes significativas na composicéo corporal do robalo (Dicentrarchus
labrax). Em trabalho realizado com trutas arco-iris, o crescimento, a eficiéncia
alimentar e a sobrevivéncia dos animais foram melhores no tratamento contendo 2 g kg’
! de MOS em comparacdo com aqueles alimentados com a dieta basal (Staykov et al.
2007). Estas informacgBes comprovam que o tipo de prebidtico, o nivel de inclusdo e a
espécie estudada sdo fatores que influenciam diretamente nos resultados.

Como estratégia adaptativa, a estrutura do trato gastrintestinal dos peixes pode
ser alterada em resposta a composicdo da dieta, ampliando a area de contato com o
alimento, aumentando a digestibilidade e maximizando a absor¢do de nutrientes
(Leenhouwers et al. 2006). Em nosso estudo, o indice digestivossomatico (IDS) foi
maior nas dietas com inclusdo de ORANPre e Actigen®, indicando a possibilidade de

aumento da espessura do tratogastrintestinal. Em trabalho realizado com larvas de
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bijupira (Rachycentron canadum), os prebioticos melhoraram a ultra-estrutura da
mucosa do intestino delgado, interferindo positivamente na absorcdo de nutrientes
(Salze et al. 2008).

Entre os efeitos metabdlicos dos prebioticos esta a geracdo de energia por meio
da fermentacdo, servindo de substrato para a formacéo de &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC). A quantidade de energia gerada neste processo é varidvel em funcdo da
estrutura e grau de fermentacdo da fibra. Em nosso estudo, os niveis de glicogénio
hepatico foram maiores nas dietas contendo ORANPre e Actigen® (Tabela 3), o que
pode ser explicado pela estrutura quimica menos complexa destas fibras quando
comparado & estrutura do LINPre. Neste caso, as dietas contendo LINPre sdo de
fermentabilidade mais lenta, disponibilizando a energia aos poucos, havendo menor
armazenamento de excedentes na forma de glicogénio.

Embora com menor reserva de glicogénio, os peixes alimentados com as dietas
contendo LINPre ndo diferiram daqueles alimentados com inclusdo de ORANPre
quanto ao peso final, deposicdo de proteina e deposicdo de gordura corporal. Estudos
relatam que produtos da fermentabilidade de alguns tipos de prebidticos podem
interferir na producdo de hormoénios relacionados ao crescimento e reproducao
(Cordeiro et al. 2009). Acreditamos que o LINPre possa ter interferido na resposta
hormonal, uma vez que o grdo de linhaga possui compostos como as lignanas, que
qguando fermentados podem inerferir no metabolismo hormonal do hospedeiro
(Cupersmid et al. 2012).

Nossos resultados permitem concluir que o0s prebidticos ndo comerciais
ORANPre e LINPre apresentam acgdo equivalente ou superior ao prebidtico comercial

(Actigen®) no crescimento de tilapia do Nilo. Essa constatacdo confirma a
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possibilidade de obtencdo e uso de novos prebidticos, ampliando as opcdes de aditivos

ecofriendly na nutricdo de peixes.
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Tabela 1 — Ingredientes e composi¢do proximal das dietas experimentais fornecidas as
tilapias do Nilo

Dietas

Ingredientes (g kg™) ORANPre LINPre Actigen®

2,5 5 2,5 5 2,5 5
Farinha de peixe’ 300 300 300 300 300 300
Amido de milho 300 300 300 300 300 300
Celulose 57,5 55 57,5 55 57,5 55
CPS 60%° 200 200 200 200 200 200
ORANPre 2,5 5 0 0 0 0
LINPre 0 0 2,5 5 0 0
Actigen® 0 0 0 0 2,5 5
Melbond®?® 25 25 25 25 25 25
Oleo de soja 30 30 30 30 30 30
Mistura vitaminica e mineral® 30 30 30 30 30 30
Cloreto de sédio iodado 5 5 5 5 5 5
Inerte 50 50 50 50 50 50
BHT® 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Composico das dietas (g kg™)

Umidade® 46,8 44,4 40,8 44,6 44,5 43,8
Proteina bruta® 292,6  303,1 300 298,7 2953 300,9
ED (MJ kg ™)’ 1296 1296 1296 1296 12,96 12,96
Gordura® 73 749 765 735 738 753
Matéria mineral® 161,1 160,2 162,8 161,2 1593 160,2
ca® 16,9 16,9 16,9 16,9 16,9 16,9
pe 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7
Fibra alimentar total® 187,2 200,2 185,7 1856 201,1 200

IFarinha de peixe oriunda da empresa Copisces, Parana, RS.

“Concentrado proteico de soja 60%PB;

3 Aglutinante Lignosulfonato de Célcio e Magnésio;

*Mistura vitaminica e mineral - composicdo/Kg de produto: Ac.Félico: 299,88 mg; Ac. Ascérbico:
15.000,12 mg; Ac. Pantoténico: 3.000,10 mg; Biotina: 0,06 mg; Niacina (B3): 9.000,32 mg; Colina (B4):
103.500,00 mg; Vitamina A: 1.000.000,00 Ul; Vitamina B1: 1.500,38 mg; Vitamina B2: 1.500,00 mg;
Vitamina B6: 1.500,38 mg; Vitamina D3: 240.000,00 Ul; Vitamina E: 10.000,00 mg; Vitamina K3:
400,00 mg; Inositol: 9.999,92 mg; Ferro: 6.416.80 mg; Manganés: 8.000,40 mg; Cobre: 1.000,00 mg;
Zinco: 13.999,50 mg; lodo: 45,36 mg; Cobalto: 60,06 mg; Selénio: 60,30 mg; Magnésio: 5,10 mg; Cloro:
2,30%; Enxofre: 0,01%;

>Antioxidante Butil Hidroxi Tolueno;

Composicio analisada (Laboratdrio de Piscicultura/UFSM);

"ED= energia digestivel calculada: [(Proteina bruta * 5,65 * 0,85) + (Gordura * 9,4 *0,9) + (Carboidratos
* 4,15 * 0,7)] (adaptado de Meyer et al., 2004);

8\Valores calculados com base na composic&o dos ingredientes.
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Tabela 2 — Pardmetros de crescimento de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com
dietas contendo ORANPre, LINPre ou Actigen®"

Fator/Variaveis® PF () CT (cm) TCE (%/dia)
Fonte®

ORANPre 62,31+12,7% 14,14+0,99 4,86+0,07
LINPre 62,30+12,6° 14,16+0,97 4,86+0,07
Actigen® 59,73112,5IO 14,00+0,97 4,79+0,10
Nivel (g kg™)*

2,5 62,48+11,9° 14,1840,88% 4,86+0,09
5 60,41+13,2° 14,01+1,06° 4,82+0,08
Fonte x Nivel NS NS NS

1 Valores expressos como médiatdesvio padréo. ? Variaveis - PF: peso final; CT: comprimento total;
TCE: taxa de crescimento especifico. ° Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem
estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). * Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem
estatisticamente pelo teste “t” de Student (p<0,05). NS: ndo significativo (p>0,05).
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Tabela 3 — Rendimento de carcaga e deposicao de nutrientes de alevinos de tilapia do
Nilo alimentados com dietas contendo ORANPre, LINPre ou Actigen®*

Fator/Variaveis® RC (%) PBTD (g) GTD (g)
Fonte®
ORANPre 88,41+0,96 8,68+0,61° 5,31+0,44
LINPre 88,31+1,01 8,54+0,71% 5,16+0,73
Actigen® 88,39+1,12 7,93+0,73" 5,27+0,41
Nivel (g kg™)*
2,5 88,34+0,93 8,50+0,90 5,46+0,50°
5 88,39+1,11 8,26+0,53 5,03+0,48"
Fonte x Nivel NS NS NS

Valores expressos como média+desvio padréo. ? Variaveis - RC: rendimento de carcaca; PBTD: proteina
bruta total depositada; GTD: gordura total depositada. > Médias seguidas de letras diferentes, na coluna,
diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). * Médias seguidas de letras diferentes, na coluna,
diferem estatisticamente pelo teste “t” de Student (p<0,05). NS: ndo significativo (p>0,05).
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Tabela 4 — indices digestivos de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com dietas
contendo ORANPre, LINPre ou Actigen®"

Fator/Variaveis® IDS (%) IHS (%) IGV (%)
Fonte®

ORANPre 3,45+0,70% 2,38+0,27 1,88+0,81
LINPre 2,9040,54 2,40+0,59 1,74+0,58
Actigen® 3,1110,82alb 2,37+0,24 1,83+0,88
Nivel (g kg™)*

2,5 3,25+0,70 2,43+0,35 1,78+0,62
5 3,05+0,74 2,33£0,24 1,85+0,88
Fonte x Nivel NS NS NS

Y Valores expressos como média+desvio padrao. ? Variveis - IDS: indice digestivossomatico; IHS: indice
hepatossomatico; IGV: indice de gordura visceral. > Médias seguidas de letras diferentes, na coluna,
diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). * Médias seguidas de letras diferentes, na coluna,
diferem estatisticamente pelo teste “t” de Student (p<0,05). NS: ndo significativo (p>0,05).
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Tabela 5 — Respostas metabdlicas de alevinos de til&pia do Nilo alimentados com dietas
contendo ORANPre, LINPre ou Actigen®"

Fator/Variaveis Glicogénio (mmol) Glicose (mmol) Proteina (mg)
Fonte®
ORANPre 4,25+0,51° 55,61+8,16 9,10+1,85
LINPre 3,66+0,76° 48,70+7,44 8,32+1,32
Actigen® 4,31+0,95% 52,42+11,87 8,62+1,58
Nivel (g kg™)®
2,5 4,00+0,74 52,48+10,57 8,86+1,39
5 4,15+0,87 52,00+8,73 8,50+1,80
Fonte x Nivel NS NS NS

1 Valores expressos como médiatdesvio padrio. > Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem
estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). * Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem
estatisticamente pelo teste “t” de Student (p<0,05). NS: néo significativo (p>0,05).



DISCUSSAO GERAL

O rendimento de extragdo dos novos prebidticos foi dependente da fonte utilizada
como base extrativa e esta diretamente relacionado ao método de extracdo. A extracdo do
ORANPre a partir do bagaco de laranja apresentou rendimento de 16,8%, sendo retirados
aproximadamente 75% dos constituintes indigestiveis sollveis da matéria prima. Outros
trabalhos relatam rendimentos superiores a 30% com extragdo em meio &cido, porém, a maior
eficiéncia do processo acido é questionavel, uma vez que gera residuos toxicos de alto grau de
poluente (ARTHEY; ASHURST, 1997). Nos grdos de linhaca, a extracdo do prebidtico
LINPre rendeu 7,8%, o que corresponde a 53% dos constituintes indigestiveis sollveis desta
fonte. Dependendo da forma de extracdo, o rendimento para esta fonte pode variar de 3,5-
9,4% (MAZZA; BILIADERIS, 1989; FEDENIUK; BILIADERIS, 1994; OOMAH et al.,
1995). Em nosso estudo optamos pela extracdo dos dois prebidticos em meio termo aquoso,
gue embora menos eficiente, apresenta as vantagens de baixo custo e garantia de seguridade
ambiental.

Entre os prebidticos estudados, as caracteristicas fisico quimicas de capacidade de
hidratacdo (CH) e de capacidade de ligacdo a gordura (CLG) foram superiores para o LINPre
gue possui estrutura altamente ramificada e diversificada quanto aos monémeros (QIAN et al,
2012), conferindo alta retencdo de &gua e gordura por unidade molecular. J& o Actigen® e 0
ORANPre apresentam estruturas menos ramificadas e de menor peso molecular quando
comparados ao LINPre, o que explica seus menores valores de CH e CLG.

A maior CH do LINPre pode resultar em aumento da viscosidade da digesta quando
niveis elevados forem suplementados (ALZUETA et al., 2003), o que se reflete também no
tempo de transito do contetdo intestinal, influenciando negativamente a quantidade de glicose
absorvida pelo organismo (FABEK et al., 2014). A maior CLG do LINPre pode levar ao
aumento na excrecdo de &cidos biliares e consequente redugdo na absorcdo destes no
intestino, reduzindo os niveis de colesterol (DENIS et al., 2007; THEUWISSEN; MENSINK,
2008). Apesar da diferenciacao fisico quimica entre os prebidticos, 0s niveis adicionados nao
alteraram a CH e a CLG das dietas e ndo causaram efeitos expressivos na digestdo e absorcao

de nutrientes a ponto de causar variagdes na glicemia e no colesterol sanguineo das tilapias.



64

Quanto aos parametros zootécnicos, foi observado maior peso final das tilapias
alimentadas com as dietas contendo os prebidticos ndo comerciais (ORANPre e LINPre)
qguando comparados ao produto comercial. Independente do prebidtico, os melhores
resultados em peso final e comprimento total foram observados para 2,5g kg™ de incluséo. O
efeito promissor do menor nivel de inclusdo (2,5g kg™*) demonstra que a popularizacéo do uso
de prebioticos somente ser& possivel a partir de estudos que estabelecam niveis confiaveis de
inclusdo nas dietas. O apelo de produto natural e sem riscos de biacumulacdo na cadeia
alimentar ndo pode ser vinculado ao uso excessivo desses ingredientes nas suplementacdes
dietéticas. As sobredoses podem levar a efeitos adversos, como disturbios gastrintestinais,
com consequente desequilibrio da populacdo microbiana e reducéo da absorcao de nutrientes,
refletindo diretamente no ganho de peso e saude animal (MEDEIROS et al., 2006). Além
disso, as menores doses de inclusdo podem resultar em efeitos desejaveis com menor custo.

Os prebioticos testados mostraram equivaléncia quanto a sua acdo sobre a taxa de
crescimento especifico (TCE), rendimento de carcaca (RC), biomassa total (BT), ganho de
peso relativo (GPR), conversdo alimentar aparente (CAA), sobrevivéncia (S), indice
hepatossomatico (IHS) e indice de gordura visceral (IGV).

O indice digestivossomatico foi superior para a dieta com inclusdo de ORANPre, ndo
diferindo da dieta com inclusdo do prebidtico comercial. A estrutura do trato gastrintestinal
dos peixes pode ser alterada em resposta a composicdo da dieta, como estratégia adaptativa,
visando ampliar a area de contato com o alimento e consequentemente aumentar a
digestibilidade e absorcdo de nutrientes (LEENHOUWERS et al., 2006). Neste trabalho, o
indice digestivossomaético (IDS) foi maior nas dietas com inclusdo de ORANPre e Actigen®.
Considerando que este indice faz relacdo entre o peso do trato gastrintestinal e o peso do
peixe, pode ter ocorrido aumento na espessura do trato gastrintestinal, o que refletiu no maior
peso deste.

Para os parametros de carcaga, houve maior deposicdo de proteina corporal nas
tilapias suplementadas com ORANPre, nédo diferindo daquelas suplementadas com LINPre. A
gordura total depositada ndo foi afetada pelos prebioticos, mas foi superior para 0 menor nivel
de inclusdo (2,5 g kg™).

Na avaliagdo dos pardmetros hematoldgicos, a hemoglobina do sangue das tilapias néo
foi influenciada significativamente pelos prebioticos e seus respectivos niveis de inclusdo. Da

mesma forma, os indicadores plasmaticos também ndo foram alterados entre as dietas
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testadas, indicando atuacdo semelhante dos prebioticos sobre estes pardmetros. A igualdade
de resultados entre os tratamentos para os parametros hematoldgicos avaliados em nosso
estudo indica que os alevinos de tilapias do Nilo responderam de forma semelhante aos
prebidticos ndo comerciais quando comparados ao prebiotico comercial, em diferentes niveis
de inclusdo. Os pardmetros hematoldgicos sdo considerados valiosas ferramentas para avaliar
a saude dos peixes (HOUSTON 1997; ASADI et al., 2006) e podem ser afetados por diversos
fatores que incluem espécie, tamanho, idade, estado fisioldgico, condi¢bes ambientais e
regime alimentar ( LIM et al., 2000; IRIANTO; AUSTIN 2002; OSUIGWE et al., 2005).

Nos parametros metabdlicos foram observadas maiores concentracdes de glicogénio
hepético nas dietas contendo ORANPre e Actigen®, sem diferenga entre os niveis testados.
Para glicose e proteina hepatica, ndo houve diferenga entre os prebi6ticos, independente do
nivel de inclusdo. Entre os efeitos metabdlicos dos prebiodticos estd a geracdo de energia
através da fermentacdo, servindo de substrato para a formacdo de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC). A quantidade de energia gerada neste processo € variavel em funcdo da
estrutura e grau de fermentacdo da fibra. Neste estudo os niveis de glicogénio hepatico
mostraram-se maiores nas dietas contendo ORANPre e Actigen® (prebidtico comercial a
base de mananoligossacarideos) (Tabela 3), 0 que pode ser explicado pela estrutura quimica
menos complexa destas fibras quando comparado a estrutura da mucilagem de linhaga. Neste
caso, as dietas contendo mucilagem de linhaca sdo de fermentabilidade mais lenta,
disponibilizando a energia aos poucos, havendo menor armazenamento de excedentes na
forma de glicogénio.

Na avaliacdo dos parametros bromatoldgicos ndo foram encontradas diferencas entre
0s prebioticos ou entre seus niveis de inclusdo na dieta para a proteina bruta, gordura e
matéria mineral no peixe inteiro. Para a umidade foi observada interacdo (P<0,05) entre os
prebiéticos e o maior nivel inclusdo, onde os animais suplementados com 5 g kg™ de
Actigen® apresentaram maior retencdo de umidade corporal.

Nossos resultados demonstraram que os prebidticos ndo comerciais ORANPre e
LINPre atuaram de forma equivalente ou superior ao prebi6tico comercial na performance dos
peixes. A composicdo quimica e organizacao estrutural das moléculas contidas no ORANPre
e no LINPre sdo diferentes daquelas relatadas para o Actigen®, predominantemente de

manose. Este fato leva a crer que a seletividade e grau de fermentabilidade entre estes
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prebidticos também possa ser diferenciado, refletindo-se diretamente sobre o desempenho

animal.



CONCLUSAO GERAL

Em conclusdo, nossos resultados demonstram que na nutricdo de tilapia do Nilo os
prebidticos ndo comerciais ORANPre e LINPre sdo equivalentes ou superiores ao prebidtico
comercial testado (Actigen®). Frente a busca por promotores de crescimento alternativos na
aquicultura, esse estudo confirma a possibilidade de utilizacdo desses novos prebidticos,
ampliando as opcOes de aditivos ecofriendly, permitindo melhores respostas na promocao do

bem estar e crescimento dos peixes.
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Anexo 1 - Sistema de recirculacdo de agua onde foi conduzido o ensaio bioldgico

Anexo 2 - Exemplares de tildpia do Nilo durante a biometria final (A: Fase de sedacéo;
B: Coleta de sangue; C: Medicao; D: Pesagem)
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and books should be given, with the first and last page numbers; journal titles should be
abbreviated according to World List of Scientific Periodicals.

Lie, O, Lied, E. & Lambertsen, G. (1988) Feed optimization in Atlantic cod (Gadus
morhua): fat versus protein content in the feed. Aquaculture, 69, 333341.

Lall, S.P. (1989) The minerals. In: Fish Nutrition (Halver, J.E. ed.), 2nd edn, Vol. 1, pp.
219257. Academic Press Inc., San Diego, CA, USA.

Work that has not been accepted for publication and personal communications should
not appear in the reference list, but may be referred to in the text (e.g. A. Author,
unpubl. observ.; A.N. Other, pers. comm.). It is the authors' responsibility to obtain
permission from colleagues to include their work as a personal communication. A letter
of permission should accompany the manuscript.

References in Articles
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(http://www.refman.com/)) for reference management and formatting.
EndNote reference styles can be searched for here:
http://www.endnote.com/support/enstyles.asp
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp)

Reference Manager reference styles can be searched for here:
http://www.refman.com/support/rmstyles.asp
(http://www.refman.com/support/rmstyles.asp)

Illustrations and tables

These should be referred to in the text as figures using Arabic numbers, e.g. Fig. 1, Fig.
2, etc., in order of appearance. Three copies of each figure should be submitted and
each figure should be marked on the back with its appropriate number, together with
the name(s) of the author(s) and the title of the paper. Where there is doubt as to the
orientation of an illustration the top should be marked with an arrow.

Photographs and photomicrographs should be unmounted glossy prints and should not
be retouched. Labelling should be clearly indicated on an overlay or photocopy. Colour
illustrations are acceptable when found necessary by the Editor; however, the author
may be asked to contribute towards the cost of printing.



Line drawings should be on separate sheets of white paper in black indelible ink (dot
matrix illustrations are not permitted); lettering should be on an overlay or photocopy
and should be no less than 4 mm high for a 50% reduction. Please note, each figure
should have a separate legend; these should be grouped on a separate page at the end of
the manuscript. All symbols and abbreviations should be clearly explained.

Tables should be self-explanatory and include only essential data. Each table must be
typewritten on a separate sheet and should be numbered consecutively with Arabic
numerals, e.g. Table 1, and given a short caption. No vertical rules should be used.
Units should appear in parentheses in the column headings and not in the body of the
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