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RESUMO

FIBRAS FUNCIONAIS DE LINHACA COMO PRO-NUTRIENTE PARA TILAPIA
DO NILO

AUTOR: Everton Augusto Kowalski
ORIENTADORA: Leila Picolli da Silva
COORIENTADORA: Taida Juliana Adorian

Os efeitos da inclusdo de niveis crescentes da combinacdo das fracGes soltvel e insoltvel, na
proporcédo 1:4 de fibras funcionais de linhaca foram avaliados em dietas para juvenis de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus), sobre parametros de eficiéncia de desempenho, composi¢éo
corporal e deposicdo de nutrientes, rendimento corporal e indices digestivos, enzimas
digestivas, pardmetros plasmaticos, metabdlitos hepaticos e producdo de &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC). Para isso, o pré-nutriente de fibras de linhaca foi adicionado em cinco
niveis crescentes (00, 20, 40, 60, 80 g/kg) a dieta das tilapias (13,33 + 0,13 g), atraves de um
ensaio bioldgico durante 60 dias, em um sistema de recirculacdo de agua. Nesse periodo, 0s
peixes foram alimentados até a saciedade aparente, trés vezes ao dia. Ao final do periodo
experimental, os peixes foram submetidos a jejum de 18 horas antes da coleta dos dados. O
desenho experimental foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro repeti¢oes
(500 peixes). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as medias comparadas pelo
teste de Tukey (P<0,05). Os resultados indicam que o pro-nutriente de fibras funcionais de
linhaca ndo influenciou na eficiéncia de desempenho dos peixes, assim como, nos indices
digestivos, enzimaticos, plasmaticos e metabolitos hepéticos. Contudo, foram verificados
maiores indices de gordura, matéria seca corporal e maior producédo de acidos graxos de cadeia
curta pela microbiota intestinal, com a inclusdo de 60 g/kg do pré-nutriente, na dieta de juvenis
de tilapia. Assim como, maior deposi¢do de gordura corporal com o nivel de 20 g/kg do pro-
nutriente. Em concluséo, o pré-nutriente de fibras de linhaca, possivelmente atuou na particdo
energética, alterando a composicao corporal dos juvenis de tilapia, porém outros estudos devem
ser conduzidos para entender a relacdo do pré-nutriente de fibras com a espécie em questao.

Palavras-chave: Desempenho. Prebiético. Respostas metabolicas. Tilapia.



ABSTRACT

LINSEED FUNCTIONAL FIBERS AS A PRO-NUTRIENT FOR NILE TILAPIA

AUTHOR: Everton Augusto Kowalski
ADVISOR: Leila Picolli da Silva
CO-ADVISOR: Taida Juliana Adorian

The effects of including increasing levels of a combination of soluble and insoluble fractions,
in a 1:4 ratio of functional fibers of linseed were evaluated in Nile tilapia juveniles
(Oreochromis niloticus) on performance efficiency parameters, body composition and
deposition of nutrients, body yield and digestive indices, digestive enzymes, plasma parameters,
hepatic metabolites and production of short-chain fatty acids (SCFA). For this, the linseed fiber
pro-nutrient was added at five increasing levels (00, 20, 40, 60, 80 g/kg) to the diet of the tilapia
(13,33 £ 0,13 g), through a biological trial for 60 days, in a water recirculation system. During
this period, the fish were fed until apparent satiety, three times a day. At the end of the
experimental period, the fish were fasted for 18 hours before data collection. The experimental
design was completely randomized, with five treatments and four replications (500 fish). Data
were subjected to analysis of variance and means compared by Tukey test (P<0,05). The results
indicate that linseed functional fiber pro-nutrient did not influence the performance efficiency
of fish, similarly, in the digestive, enzymatic, plasmatic and hepatic metabolites indexes.
However, higher levels of fat, dry matter and higher production of short-chain fatty acids by
the intestinal microbiota were verified, with inclusion 60 g/kg of the pro-nutrient in the diet of
tilapia juveniles. As well as, greater deposition of body fat with the level of 20 g/kg of the pro-
nutrient. In conclusion, the linseed fiber pro-nutrient possibly acted in energy partitioning,
changing the body composition of tilapia juveniles, however other studies must be conducted
to understand the relationship of the fiber pro-nutrient with the species in question.

Keywords: Performance. Prebiotic. Metabolic responses. Tilapia.
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1 INTRODUCAO

A intensificacdo na producdo mundial de alimentos, motivada pelo crescimento
populacional e maior consumo, enfrenta desafios sanitarios constantes, tratados rotineiramente
com estratégias questionaveis quanto ao potencial de contaminacao residual de produtos e meio
ambiente (FAO, 2018). Na producédo animal, a aquicultura demonstrou crescimento acelerado
de 5,3% ao ano nas ultimas duas décadas, o que reflete a intensificacdo de cultivo das diversas
especies de interesse mercadoldgico, em especial de peixes, que sdo responsaveis por 52% da
demanda aquicola atual (FAO, 2020). Certamente, essa intensificagdo causa modulagdo no
metabolismo e imunidade, como tentativa de manter a homeostase dos individuos por meio de
mecanismos de defesa inatos e adaptativos (BALDISSEROTTO et al., 2017).

Neste cenario, a sanidade dos peixes é uma das maiores preocupacfes, pois surgem
varias enfermidades, em grande parte de origem bacteriana, combatidas preventiva ou
curativamente de forma convencional, atraves do uso de antibidticos (RING@ et al., 2014;
HAYGOOD; JHA, 2016). Essa pratica recorrente no tempo, tem elevado a ocorréncia de cepas
resistentes a principios ativos, refletindo negativamente no desempenho, aumentando a taxa de
mortalidade dos animais e também ndo corresponde a produtos ambientalmente amigaveis e
socialmente responsavel (NIU et al., 2019; GUPTA et al., 2021). A busca por alimentos
saudaveis tem levado alguns paises a restringir e até mesmo proibir o0 uso de antibiéticos como
promotores de crescimento na aquicultura, levando ao interesse por ingredientes funcionais,
gue desempenham ac¢do preventiva as doencas (LI et al., 2019).

Como alternativa aos antibi6ticos, o uso de pré-nutrientes como os prebiéticos tém
demonstrado resultados promissores na promocao da satde dos animais (ZHU; WU, 2018; PAZ
et al., 2019; DAWOOD et al.,2020). Sua principal acdo é pela modulacdo da microbiota
digestdria, promovendo a proliferacdo seletiva de bactérias benéficas (SILVA; NORNBERG,
2003; FLEMMING, 2005; GUERREIRO; OLIVIA-TELES; ENES, 2017), o que acarreta em
maior producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), diminuic¢do do pH luminal e inibicéo
do desenvolvimento de bactérias patogénicas (MATHEW; SUTTON; SCHEIDT, 1993). Além
disso, 0s AGCC podem ser utilizados como fonte de energia direta por enterécitos e colondcitos
do hospedeiro (SWANSON et al., 2002), melhorando a particdo energética de producéo.

Entre as fontes prebidticas, a fibra alimentar proveniente de diversas matérias primas
vegetais (in natura, processadas ou residuais) tem demostrado efeitos pré-nutriente
equivalentes ou superiores a muitos produtos comerciais, 0 que abre possibilidade para uma

nova gama de substéncias a serem consideradas na promoc¢do de saude e desempenho
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zootécnico de peixes (ADORIAN et al., 2016; GOULART et al., 2017; ADORIAN et al., 2019).
Entretanto, a quantidade, proporgdes de suas fracdes e caracteristicas fisico-quimicas ndo estéo
adequadamente definidas para a vasta maioria das espécies aquicolas cultivadas, o que pode
acarretar em uso errdneo nas dietas.

Levando em conta as espécies de peixes mais relevantes para o mercado, a tilapia
(Oreochromis niloticus) é a quarta mais difundida no mundo e estd presente em todos os
continentes (FAO, 2020). Sua 6tima capacidade adaptativa e produtiva aos sistemas de cultivo,
aliada ao habito alimentar onivoro e fitoplanctéfago, asseguram sua expansdo de mercado
(FRACALOSSI; CYRINO, 2012). Porém, o aumento das popula¢des cultivadas, niveis de
estocagem e resisténcia patogénica associada a farmacos, estdo levando ao aumento em seus
indices de mortalidade e de custo produtivo (DONG et al., 2017; ABDEL-LATIF et al., 2020).

Considerando esta demanda, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar a inclusdo de niveis de fibras funcionais da linhaca como pré-nutriente e seus efeitos

sobre o desempenho produtivo e respostas metabolicas em juvenis tilapia do Nilo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso de niveis crescentes de fibras funcionais de linhaca como pro6-nutriente

para juvenis de tilapias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da inclusdo de niveis crescentes (00, 20, 40, 60, 80 g/kg) do pro-
nutriente de fibras de linhaca, sobre o desempenho produtivo de juvenis de tilapias;

- Avaliar os efeitos da inclusdo dos niveis crescentes do pro-nutriente do pro-nutriente
de fibras funcionas de linhaga, sobre a atividade de enzimas digestivas, parametros sanguineos
e hepéticos e producdo de &cidos graxos de cadeia curta bacterianos em juvenis de tilapia do
Nilo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PREBIOTICOS NA ALIMENTACAO DE PEIXES

O conceito de prebidtico foi inicialmente definido por Gibson e Roberfroid (1995),
correspondendo a ingredientes nutricionais ndo digeriveis pelas enzimas exdgenas do animal e
com capacidade de promover beneficios na saude, através da selecdo de bactérias benéficas no
colon, sendo conhecidos como sacarideos funcionais. No entanto a defini¢do foi atualizada em
2016 pela Associagdo Cientifica Internacional de Probidticos e Prebiodticos (ISAPP), referindo-
se a um substrato que € seletivamente utilizado por microrganismos hospedeiros, trazendo
beneficios a salde do individuo (GIBSON et al., 2017). Desse modo, 0 conceito se tornou mais
abrangente, permitindo que outras fontes nutricionais (ex. acido linoleico, acidos graxos
poliinsaturados, compostos fendlicos e fitoquimicos) fossem classificadas como prebi6ticos,
bem como, que suas agBes fossem repassadas a outras partes do corpo, além do trato
gastrointestinal (FARIAS et al., 2019).

Os pré-nutrientes sdo substancias que utilizadas em pequenas quantidades promovem
melhorias sobre a salde e desempenho dos animais, estando os prebidticos dentro dessa
classificacdo (LYONS; JACQUES, 2004). Tais beneficios na alimentac&o de peixes (Figura 1)
ocorrem de forma indireta, por aproveitamento de metabdlitos microbianos pelo hospedeiro
(FOOKS; FULLER; GIBSON, 1999) e ou, de maneira direta, pela acdo de sacarideos
funcionais (imunossacarideos) que ativam o sistema imune inato pela interacdo com receptores
de reconhecimento na superficie de macrdfagos, mondcitos, neutréfilos e células natural killer
(SONG et al., 2014).

A modulacdo indireta é proveniente da estimulacdo de bactérias benéficas especificas,
como Bifidobacterium spp, Lactobacillus spp, Eubacterium spp, pela selecdo alimentar
promovida na biota intestinal (SILVA; NORNBERG, 2003; FLEMMING; FREITAS, 2005),
elevando a producdo de AGCC por esses organismos e podendo ser utilizados como fonte de
energia por enterdcitos e colondcitos do hospedeiro (SWANSON et al., 2002). Como resultado
dessa producéo, h& diminuicdo do pH do trato gastrintestinal e inibi¢do do desenvolvimento de
bactérias patogénicas (MATHEW; SUTTON; SCHEIDT, 1993). Os AGCC de maior
relevancia produzidos no intestino dos peixes séo acetato, butirato e propionato, de forma que

suas proporgOes variam de acordo com o substrato presente (FERREIRA, 2012).
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Figura 1 - Vias diretas e indiretas promotoras de desempenho e salde pelos prebioticos
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Fonte: Adaptado de Mathew, Sutton e Scheidt (1993); Swanson et al. (2002); Song et al. (2014).

As principais substancias usadas como prebidticos na nutricdo de peixes, sao fontes
comerciais de  frutooligossacarideos  (FOS), mananoligossacarideos  (MOS),
galactooligossacarideos (GOS), beta-glucanos (B-Glucanos) e inulina, apresentando diferentes
resultados, com distintos niveis de inclusdo (CARBONE; FAGGIO, 2016; NAWAZ et al.,
2018). Contudo, estudos tém demonstrado que a inclusdo de fontes de fibra alimentar como
pré-nutriente, provenientes de diversas matérias primas vegetais (in natura, processadas ou
residuais), também promovem resultados equivalentes ou superiores a de produtos comerciais
(GOULART et al., 2017; ADORIAN et al., 2019).

3.2 UTILIZACAO DE PREBIOTICOS PARA TILAPIAS

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma importante espécie aquicola, oriunda
da Africa, Israel e Jordania e cultivada em todos os continentes (EMBRAPA, 2013; FAO,
2020). E um peixe de regides tropicais, onivoro e fitoplanctofago que aceita altas densidades
de estocagem, com indices produtivos favoraveis ao mercado, devendo ser criado em agua com
temperatura entre 25 e 31°C, resistindo a temperatura de até 10°C e oxigénio dissolvido acima
de 3 mg/L. Possui 6tima resposta a oferta de racdo extrusadas e peletizadas, com exigéncia

nutricional variando entre 28-42 % de proteina bruta (PB), de modo que a lisina deve compor
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5,8% desse nutriente. A relacdo entre energia digestivel e proteina bruta, deve variar entre 8,5
e 9,5 kcal/g/PB de energia digestivel. Entretanto, o nivel de fibra alimentar na sua dieta ainda
ndo esta totalmente definido (FRACALOSSI; CYRINO, 2012).

Pela intensificacdo da producdo de tilapias, estudos vem sendo realizados com o uso de
substancias prebioticas em suas dietas, visando aumento nos indices produtivos, manutencao
da salde e diminuicdo no uso de antibioticos (RING@ et al., 2014). Apesar disso, as diversas
fontes prebioticas utilizadas tém demonstrado efeitos heterogéneos no desempenho produtivo
e ativacdo do sistema imunologico da espécie, que varia conforme a fase de criacdo, nivel e
tempo de inclusdo (RING@ et al., 2010; SONG et al., 2014; HAYGOOD; JHA, 2016; LIU et
al., 2017; NAWAZ et al., 2018;).

Conforme Dawood et al. (2020) a inclusdo de 500 mg/kg de B-glucanos, na alimentacao
de juvenis por 60 dias, acarretou em maior taxa de crescimento e resisténcia alta densidade de
estocagem, de modo que os niveis de hemoglobina, lisozima e atividade fagocitica foram
aumentados. Em desafio com inseticida fipronil (C12H4C2FsN4OS), a suplementacao de 0,4 %
de B-glucanos aliviou a toxicidade ocasionada pelo agente estressor, através do aumento dos
niveis da imunoglobulina M (igM) e lisozima, assim como, fortaleceu a acdo antioxidante em
tilapias com comprimento inicial de 11 + 0,05 cm (EL-MURR et al., 2019). Os efeitos redutores
de toxidade e melhoria na resposta imunologica também foram evidenciados por Abdelhamid,
Elshopakey e Aziza (2020), em teste aos efeitos do organofosforado Diazinon em juvenis com
peso médio inicial de 20 gramas (C12H21N203PS).

A utilizacdo de 1,5 e 3 g/kg de MOS por 60 dias para juvenis de tilapias submetidos a
desafio com Yersinia ruckeri, promoveu aumento na sobrevivéncia, conversao alimentar, altura
de vilosidades intestinais, nimero de células caliciformes, atividade da lisozima sérica (SELIM,;
REDA, 2015). Os efeitos prebidticos também foram observados por Tiengtam et al. (2015),
para essa fase de criacdo com inclusao de 5 g/Kg de inulina, ocasionando aumento da atividade
de lisozima e sistema complemento e contetido total de imunoglobulinas. Com 0 mesmo nivel
de incluséo, Ibrahem et al. (2010) observou melhorias no ganho de peso, taxa de crescimento,
niveis de hematdcrito e atividade da lisozima para juvenis, contudo no desafio com Aeromonas
hydrophila o nivel relativo de protecéo foi inferior ao tratamento suplementado com 500 mg/Kg
de vitamina C (&cido ascorbico). A suplementacdo de FOS de cadeia curta, para juvenis de
tilapias  hibridas (O.niloticus?x Oreochromis aureusd) ndo demonstrou efeito
imunoestimulantes (LIU et al., 2017).

O fornecimento de 0,5% do prebidtico comercial Previda ® a base de hemicelulose

durante 8 semanas, nédo influenciou o ganho de peso médio, coeficiente de crescimento térmico,
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conversdo alimentar e sobrevivéncia, em juvenis de tildpia (ADDO et al., 2017). Nesse
contexto, o prebidtico comercial GroBiotic-A® composto por levedura lactea, também néo
influenciou o desempenho produtivo e respostas imunoldgicas de juvenis de tilapia, com 2% de
inclusdo na dieta, porém foi observado maior sobrevivéncia nos peixes que receberam essa
dosagem (PEREDO et al., 2015). A admistracdo de 1% de mel na dieta dessa espécie, acarretou
em aumento do crescimento, conversdao alimentar, comprimento das microvilosidades
intestinais e atividade das enzimas amilase, protease e lipase (ARYATI et al., 2020).

A combinacdo de 0,8% de beta glucanos com 600 mg/kg de vitamina C (acido
ascorbico) na dieta de tilapias (18,86 + 0,24) durante 60 dias, ndo influenciou o crescimento
dos peixes, mas afetou os Gldébulos vermelhos, hematdcrito, volume corpuscular médio,
proteina plasmatica total, albumina, leucdcitos, linfdcitos, neutréfilos e mondcitos (BARROS
et al., 2015). Dessa maneira, 0 mesmo prebidtico suplementado com 1g/kg por 42 dias para
juvenis, melhorou o ganho de peso, eficiéncia alimentar, entretanto a mudanga da dieta ap6s 28
dias, para a dieta controle até os 42 dias, aumentou a explosao respiratoria de linfocitos, em

comparagao aos peixes que receberam o beta glucano continuamente (WELKER et al., 2012).

3.3 FIBRAS DE LINHACA COMO PRO-NUTRIENTE

A linhaga (Linum usitatissimum L.) € uma semente oleaginosa que vem sendo cultivada
ha cerca de 4000 anos, com origens no Oeste asiatico e do mediterraneo, e sendo produzida
hoje em todo mundo. Seu gréo tem aspecto alongado, achatado e com determinado brilho,
possuindo coloragfo entre amarelo e marrom escuro (GALVAO et al., 2008; SHIM, et al.,
2014). E considerada uma planta rdstica de dupla finalidade, devido a producéo de fibras para
industria téxtil e grdos para consumo (SOARES, 2009; ZUK et al., 2015). A producdo mundial
média de grdos é de 3.353.254 toneladas anuais, onde o Canada é o principal produtor com
486.100 toneladas (FAOSTAT, 2019). O Rio Grande do Sul é o maior produtor brasileiro de
linhaca, concentrando quase 100% da producéo do pais (STANCK; BECKER; BOSCO, 2017)

Considerada rica em nutrientes, a composi¢cdo média da linhaca € de 41-42% de gordura,
18-20% de proteina, 28% de fibra alimentar total, 7,7% de umidade, 3,4% de cinza e 500
calorias em 100 gramas (SHIM, et al., 2014). Entretanto, esses valores podem ser alterados por
fatores genéticos, climaticos, geograficos e de manejo agronémico (GOMES et al., 2012). A
fibra encontrada nos grdos é composta majoritariamente por um conjunto de polissacarideos
ndo amiladceos e oligossacarideos resistentes a digestdo enzimatica dos animais, mas

fermentaveis por seletos grupos microbianos encontrados no trato digestério (MACAGNAN;
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SILVA; HECKTHEUER, 2016). Cerca de 40% da fibra dos graos de linhaca é formada pela
fracdo soluvel, onde encontra-se cadeias altamente ramificadas e com muitos grupos
hidrofilicos, conferindo maior capacidade de hidratacdo que a fracdo insoluvel, formada
principalmente por celulose, hemiceluloses e lignina (MORRIS, 2001; BLOEDON;
SZAPARY, 2004; SHIM et al., 2014).

De acordo com Goulart et al. (2013), a utilizagéo do farelo de linhaga in natura na
alimentacdo de jundids, também demonstrou efeito prebidtico pela mucilagem, pois esse
ingrediente possui alto nivel de fibra alimentar, que é composta principalmente por fibras
soluveis e insoluveis. Efeitos positivos foram verificados sobre o crescimento e pardmetros
imunologicos de jundias alimentados com dietas contendo 0,5 e 1 % de mucilagem de linhaca
(GOULART et al., 2015, 2017).

Outros trabalhos constataram que a inclusdo de 10% de fibra de linhaca (proporcdo 1:4
soluvel-insoluvel) na dieta de jundid, refletiu em maior ganho de peso, taxa de crescimento
especifico, deposicdo de proteina e gordura, assim como, melhorias nos indicadores de
imunidade, metabolismo, producdo de muco, e aumento do nimero de células caliciformes
intestinais e maior resisténcia ao estresse induzido por hipdxia (ADORIAN et al., 2019, 2020).
Para alevinos de tilapia, a mucilagem foi testada nas concentracdes de 0,25 e 0,5% na dieta,
contendo 18,5 % de fibra alimentar total e resultou em maior taxa de crescimento e peso final
na dieta contendo 0,25%, quando comparado a um prebidtico comercial, confirmando seu efeito
prebidtico mesmo em baixo nivel de suplementacdo (MOMBACH, 2015).

Nessas pesquisas fica explicito a acdo funcional das fibras de linhaca. Porém, ainda é
necessario definir o nivel ideal de inclusdo desse pré-nutriente, assim como, 0s mecanismos de

ativacdo imunolégica envolvidos na promocao de satde dos peixes.

3.4 ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA PRODUZIDOS POR BACTERIAS

A microbiota presente no intestino dos peixes € sensivel aos compostos dietéticos, que
chegam a essa porgdo, promovendo fermentacdo desses substratos e produzindo &cidos graxos
de cadeia curta (AGCC) (HAYGOOD; JHA, 2016). Os principais produtos da fermentacédo da
fibra alimentar sdo acetato, butirato e propionato, de modo que, suas producées dependem da
composicao quimica desse substrato degradado pelas bactérias (FERREIRA, 2012). A quebra
da fibra alimentar em monossacarideos, acontece pela acdo de enzimas especificas de bactérias
pertencentes em especial aos filos Bacteroidetes e Firmicutes (KOH et al., 2016; LI et al.,
2019).
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Os principais géneros envolvidos na producdo de AGCC s&o Bifidobacterium,
Lactobacillus, Eubacterium e Bacteroides pela (SILVA; NORNBERG, 2003; FLEMMING;
FREITAS, 2005; FERREIRA, 2016). Nesse contexto os probioticos sdo uma ferramenta
utilizavel via dieta para elevar a producédo de AGCC, de modo que em simbiose com prebioticos
sdo relacionadas melhorias no desempenho, digestibilidade, taxa de sobrevivéncia, respostas
imunoldgicas, resisténcia a doencas e estrutura e funcdo do trato intestinal (TRAN et al., 2018).
Os AGCC também podem ser fornecidos como suplementos alimentares, demonstrando efeitos
promissores sobre o desempenho e satde dos peixes (HOSEINIFAR; SUN; CAIPANG, 2016).

O Acetato é um dos principais produtos da fermentagdo da fibra, originado a partir de
piruvato via acetil-CoA e via Wood-Ljungdahl, de modo que ap6s absorvido € metabolizado
pelo figado e utilizado na biossintese de lipidios (RIOS-COVIAN et al., 2016). Essa biossintese
pode ser inibida pela producéo de propionato, o qual é capaz de reduzir a gordura visceral e do
figado (MORRISON; PRESTON, 2016). Para formacdo do propionato as vias envolvidas no
processo séo as do succinato, acrilato e propanodiol, atuando sobre a gliconeogénese dos peixes
(KOH et al., 2016; RIOS-COVIAN et al., 2016). Ja o butirato é obtido através do butiril-CoA
0 qual sofre acdo das enzimas fosfotransbutirilase e butirato quinase ou pela via butiril-CoA:
acetato-CoA-transferase, agindo na biossintese lipidica (LOUIS et al., 2010).

A modulacdo na saude dos peixes, oriunda do aumento na producdo de AGCC ocorre
pela diminuicdo do pH luminal, inibicdo do desenvolvimento de bactérias patogénicas,
neutralizacdo de enterotoxinas e podem ser utilizados como fonte de energia direta por
enterdcitos e colonocitos (MATHEW,; SUTTON; SCHEIDT, 1993; SWANSON et al., 2002).
O pH mais &cido do intestino leva bactérias patogénicas a cessarem seu desenvolvimento,
tornando o ambiente mais favoravel as bactérias benéficas que atuam com pH mais basico.
Também é observado neutralizacdo de enterotoxinas produzidas por coliformes e reducdo na
formacdo de toxinas intestinais, na presenca de Bifidobacterium (SISSONS, 1989; STEWART,
CHESSON, 1993).

O éacido butirico pode ser utilizado como fonte de energia direta por enterdcitos e
colondcitos intestinais, aumentando o turnover de energia para 0s peixes e diminuindo o aporte
da mesma via dieta (SWANSON et al., 2002; MAAS et al., 2020). Para juvenis de tilapia a
inclusdo de 1% de um prebidtico a base de mel, promoveu aumento nas quantidades totais de
butirato e com utilizacdo de 0,25% do prebiotico levou a maiores indices de acetato (ARYATI
et al., 2020). Para a Ctenopharyngodon idella o fornecimento de 400 mg/kg de MOS durante
60 dias aumentou a producdo de butirato e propionato (LU et al., 2020). Entretanto ndo foi

verifica diferenca nos AGCCs de juvenis tilapias alimentadas com dietas contendo 40% de
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cereais inclusos a matriz nutricional (1-milho, 2-trigo, 3-cevada e 4-centeio)
(LEENHOUWERS, et al., 2007).

A producéo de acetato e quantidade total de AGCC foi elevada pela inclusdo de amido
gelatinizado (181,8 g/kg) na dieta de juvenis de tilapia durante 56 dias, porém as quantidades
de butirato e propionato ndo foram afetadas pelo substrato utilizado (AMIRKOLAIE;
VERRETH; SCHRAMA, 2006). Nesse contexto a suplementagdo de 150 g/kg de a-amido por
14 dias aumentou os niveis de acetato, propionato e total de AGCC para essa espécie (KIHARA;
SAKATA, 1997). Para a tilapia hibrida vermelha, (£1,86g) o fornecimento de 4% de citrato de
sodio por 50 dias, reduziu a quantidade de acetato, butirato e propionato (ROMANO et al.,
2016).
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4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Piscicultura do Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), em duas fases: (1) Extracédo das fracdes de
fibras dos gréos de linhaca e avaliacdo de sua composicao fisico-quimica. (2) Realizacdo de um
ensaio bioldgico, com inclusdo do prd-nutriente de fibras funcionas de linhaca na dieta de
juvenis de tilapia do Nilo, para obten¢do dos resultados expressos pelos peixes (aprovacao no

Comité de Etica em Experimentacdo Animal da universidade, sob n°® de processo 2519230720).

4.1 OBTENCAO DAS FIBRAS FUNCIONAIS DE LINHACA E ANALISES FISICO-
QUIMICAS

Os grdos de linhaca foram adquiridos da empresa MaxCereal Comércio de Cereais e
Rac0es Ltda (Girua-RS) e processados em duas etapas sequenciais, para extracdo das por¢oes
de fibras que compdem dietas experimentais.

Na primeira etapa, a mucilagem (MU) da linhaca (compostos soltveis em agua) foi
extraida com metodologia adaptada de Goulart et al. (2013), a partir da imersao do gréo inteiro
em &gua na proporcdo de 20% peso/volume, em temperatura variando de 60°C a 80°C, sob
agitacdo de 40 rpm, em misturador giratorio (Prégas, modelo PRMOG-07), durante 40 minutos.
Apos esse tempo, a fracdo aquosa foi retirada e peneirada (3 mm). A operacdo descrita foi
repetida por mais trés vezes, para otimizar a extracdo da mucilagem, resultando em
concentracdo final 9,85 * 0,37% da mucilagem em agua. A concentracdo da mucilagem foi
obtida pela diferenca do peso do gréo in natura e o grdo demucilado seco.

O produto da extracao foi seco por atomizacao (Labmag do Brasil Ltda, modelo MSD
1.0) a partir de metodologia adaptada de Santos et al. (2014) e Engel et al. (2016). As variaveis
operantes seguiram regulagens de temperatura a 130°C, taxa de alimentacdo 1 L/H, taxa de
atomizacdo 45 L/min e taxa de fluxo de ar 1,8 m*mim e bico atomizador de 1,2mm.

Na segunda etapa foi extraida a fracdo de fibras insoluvel (FI) contida no gréo
demucilado, seguindo metodologia proposta por Goulart et al. 2013 e adaptada por Adorian et
al. (2019). Inicialmente, o grdo demucilado foi moido em micro moinho (MA-630; Marconi,
Brasil) com particulas de 590 um e submetido a quatro processos sequenciais de lavagem com
solvente hexano na proporcao de 1:2 (peso/volume), com média de 30 minutos entre lavagens
para retirada da fracdo lipidica. No material desengordurado, a fracdo proteica foi extraida por
dispersdo em agua destilada a temperatura media de 24-28°C, com uso de triturador de facas
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(Metvisa, modelo LQL.06) a 3500 rpm, na propor¢édo de 1:30 (peso/volume), (trés processos
sequenciais, com duracdo de 3min/processo). O material insoltvel resultante foi seco em estufa
de circulacdo de ar (MAQ35; Marconi, Brasil) (55°C/24 h) e sequencialmente moido em micro
moinho por trés vezes (60 segundos a 4000 rpm) (MA-630; Marconi, Brasil).

Os produtos das duas etapas (mucilagem e fracéo insoltvel) foram analisados (Tabela
1) quimicamente quanto a composi¢do de matéria seca (método n°® 925.45b), cinzas (método n°
923.03), proteina bruta (método n° 960.52), fibra alimentar total, soltvel e insoldvel (método
n® 991.43), conforme descrito pela AOAC (1995) e gordura segundo Bligh e Dyer (1959). Os
materiais também foram analisados quanto a suas propriedades fisico-quimicas de capacidade
de hidratacdo e de ligacdo a gordura, conforme Wang e Kinsella (1976). As porcdes obtidas nas
etapas descritas foram usadas para compor o pré-nutriente de fibras, na proporc¢édo 1:4 MU:FI,
para todos os niveis de inclusdo (ADORIAN, 2018).

Tabela 1 — Composi¢do nutricional analisada (g/kg) das fibras funcionais extraidas da
linhaca

Composicdo analisada

Mucilagem Fracdo Insoltvel

Matéria seca 967,30 955,40
Proteina bruta 144 271,10
Gordura 5,60 159,50
Fibra alimentar total 544,10 602,90

Fibra solavel 518,10 45,10

Fibra insoltvel 25,80 557,8
Matéria mineral 10,03 34,2

Propriedades fisico-quimicas

Capacidade de hidratacdo* 20,21 4,85
Capacidade de ligacdo a gordura? 2,10 2,73

! Capacidade de hidratacdo: g dgua/ g amostra;
2 Capacidade de ligagédo a gordura: g gordura/g amostra;

4.2 DIETAS EXPERIMENTAIS

Cinco dietas experimentais (Tabela 1) foram formuladas, a partir uma Unica matriz
isonutritiva, seguindo recomendacOes estabelecidas para a espécie (FURUYA, 2010;
FRACALOSSI; CYRINO, 2012). Os tratamentos constituiram na incluséo de niveis crescentes
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das fibras funcionais de linhaca, (00, 20, 40, 60 e 80 g/kg) a base nutricional, onde o nivel 00
g/kg corresponde ao grupo controle. Os ingredientes utilizados nas dietas experimentais foram
moidos, peneirados (590um), pesados, homogeneizados e a mistura foi peletizada em matriz de
3 mm. Apos secas em estufa de recirculacdo de ar a 50°C por 24 horas, as dietas experimentais
foram moidas a granulometria média de 3-4 mm e armazenadas a -20°C durante todo o periodo
experimental.

As dietas experimentais foram analisadas quanto a sua composicdo e propriedades
fisico-quimicas, com analise de proteina bruta (método 960.52), fibra alimentar total, soltvel e
insoltvel (método 991.43) (AOAC, 1995), gordura (BLIGH e DYER, 1959), capacidade de
hidratacdo e de ligacdo a gordura (WANG e KINSELLA, 1976) e capacidade de ligacdo ao
cobre (MCBURNEY, 1983).

Tabela 2 - Formulacdo dietética em matéria natural, composi¢do nutricional analisada e
propriedades fisico-quimicas das dietas experimentais (g/kg)

Tratamentos?
INGREDIENTES (g/kg) 00 20 40 60 80
Farinha de peixe? 415,90 415,90 411,60 403,10 396,80
Amido de milho 335,70 335,70 335,70 335,70 335,70
Concentrado de soja 43,80 43,80 43,80 43,80 43,80
Pro-nutriente de fibras de linhaca 00,00 20,90 41,80 62,60 83,50
NaCl 5,00 500 5,00 5,00 5,00
Oleo de soja 26,00 24,30 24,40 26,40 27,50
Oleo de linhaca 10,80 8,10 5,40 2,70 00,00
Premix vitaminico e mineral® 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
BHT* 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Inerte® 132,70 116,20 102,20 90,60 77,60
Total 1000 1000 1000 1000 1000
Composicgéo analisada em g/kg

Matéria seca 947,70 945,50 951,00 949,00 957,10
Proteina bruta 314,40 317,53 315,79 318,75 317,98
Energia calculada (MJ/kg)® 9,17 9,15 9,09 9,28 9,44
Gordura 73,60 71,00 70,50 74,10 79,50
Fibra alimentar total 12,60 29,70 41,60 52,70 79,86

Fibra solavel 4,10 8,60 10,90 17,80 24,12

Fibra insolavel 8,40 210 30,60 3480 55,74

Matéria mineral 238,80 232,50 215,10 203,50 187,30
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Propriedades fisico-quimicas

Capacidade de hidratagdo’ 1,69 1,36 1,30 136 1,37
Capacidade de ligagdo a gordura® 1,92 2,05 1,95 1,89 1,87
Capacidade de ligagdo ao cobre® 12,64 12,65 13,68 12,73 13,13

! Tratamentos contendo niveis crescentes de fibras funcionais de linhaga na proporgdo 1:4 soltvel:insoltvel.

2 Farinha de residuos de tilapia /Toledo-Parana/RS, Brasil.

3 Composicao (kg): Acido folico 997.50 mg; Acido Pantoténico 9975.00 mg; Biotina 159.60 mg; Cobalto 39.90
mg; Cobre 2800.00 mg; Etoxiquina 24.78 g; Ferro 19.62 g; lodo 120.00 mg; Manganes 5200.00 mg; Niacina 19.95
g; Selenio 119.70 mg; Zinco 28.00 g; Vit.A 1995000 UI; Vit. B1 4987.50 mg; Vit. B12 5985,00 mg; Vit. B2
4987.50g; Vit. B6 4987.50 mg; Vit. C 70.00 g; Vit. D3 198000.05 Ul; Vit. E 19950.00 UI; Vit. K 997.50 mg.
4Butil hidroxi tolueno (BHT).

5 Areia.

6 Energia digestivel calculada = [ (proteina bruta x 5640 kcal/kg x 0.9) + (gordura x 9510 kcal/kg x 0.85) +
(Carboidratos x 4110 kcal/kg x0.50) ] (Jobling, 1983).

" Capacidade de hidratacéo: g Agua/g amostra.

8 Capacidade de ligacéo a gordura: g gordura/g amostra.

® Capacidade de ligacéo ao cobre: mg Cu/ g amostra.

4.3 ANIMAIS E ALIMENTACAO

Foram utilizados 500 juvenis de tilapia com peso médio inicial de 13,33 £ 0,13g, sendo
distribuidos aleatoriamente 25 animais em cada unidade experimental. Durante o periodo
experimental, os animais foram alimentados até a saciedade aparente, trés vezes ao dia (9:00,
12:00 e 17:00 horas) por 60 dias. O ensaio bioldgico foi conduzido em sistema fechado de
recirculacdo de dgua, com uso de 20 tanques de polipropileno (unidades experimentais) de 290
litros de capacidade, com entrada e saida de aguas independentes, uma caixa de decantacéo,
filtro bioldgico de pedra britada n°® 2 (19 a 29 mm), reservatorio de dgua com capacidade de

2000 litros aquecido por uma resisténcia de 1000 W e motobomba de 1cv.

4.4 QUALIDADE DE AGUA

A temperatura da agua do circuito experimental foi mantida em 25.45 + 1.18°C com
auxilio de climatizacdo artificial. Os parametros da qualidade da &gua foram medidos
semanalmente com kit colorimétrico Alfakit®, obtendo-se os seguintes valores: oxigénio
dissolvido: 7,33 + 0,50 mg/L; alcalinidade: 40 + 0 mg CaCOa/L; dureza: 33,33 + 10 mg
CaCOa/L; amonia: 0,13 £ 0,07 mg/L; nitrito: 0,01 = 0,01 mg/L e pH: 6,8 £0,43.

Para manutengdo da qualidade da agua as unidades experimentais foram sifonadas
diariamente, antes da primeira e da Gltima alimentacéo (8:00 e 15:30 horas), assim como, foram

realizadas limpezas semanais dos encanamentos do circuito.
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4.5 EFICIENCIA DE DESEMPENHO

Todos os peixes foram pesados e medidos no inicio e no final do periodo experimental,
sendo previamente submetidos a jejum de 18 horas e anestesiados com Benzocaina 132 mg/L
para manipulacdo (OKAMURA et al., 2010). Com os dados coletados, calculou-se o ganho de
peso individual (g), comprimento total (cm), consumo por peixe (g), conversdo alimentar
aparente (CAA), fator de condigdo: FC= (Peso x 100) / (Comprimento total®), sobrevivéncia
(%) e taxa de crescimento especifico (%/dia): TCE= {[(LN peso final — LN peso inicial) /dias]
*100}%, onde LN: logaritmo neperiano.

Na biometria inicial, uma amostragem de 10 peixes foi coletada para analises de
composicao corporal, sendo determinados matéria seca, cinzas e proteina bruta (AOAC, 1995)

e gordura pelo método de Bligh e Dyer (1959).

4.6 COMPOSICAO CORPORAL E DEPOSICAO DE NUTRIENTES

Para determinacdo da composicdo corporal do peixe inteiro (oito peixes/tratamento)
foram abatidos por overdose de Benzocaina (250 mg/L) e utilizados para determinacéo de
matéria seca, cinzas e proteina bruta (AOAC, 1995) e gordura pelo método de Bligh e Dyer
(1959). A partir dos resultados, foram calculados a deposicao de proteina corporal (g): [FW x
(% FBP/100)] - [IW x (% IBP/100)] e deposic¢do de gordura corporal (g): [FW x (% FBP/100)]
— [IW x (% IBP/100)]. Onde: FW = peso final; IW = peso inicial; IBP = proteina corporal
inicial; FBP = proteina corporal final; IBF = gordura corporal inicial; FBF = gordura corporal
final.

4.7 RENDIMENTO CORPORAL E INDICES DIGESTIVOS

Oito animais por tratamento foram utilizados para determinar o indice somatico
digestivo (DSI): (peso trato digestivo / peso peixe inteiro) x 100; indice hepatossomatico (HSI):
(peso figado / peso peixe inteiro) x 100; indice de gordura visceral (VFI): (peso da gordura
visceral / peso total) x 100; quociente intestinal (QI): (comprimento trato digestivo /
comprimento total dos peixes); e rendimento corporal (CY): (peso peixe eviscerado com cabeca
e branquias / peso total) x 100. Os intestinos destes peixes foram utilizados para determinagéo

da atividade das enzimas digestivas e os figados para analise de metabdlitos hepaticos.
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4.8 ENZIMAS DIGESTIVAS

Amostras de intestinos de oito peixes/tratamento foram coletadas para determinacao da
atividade das enzimas tripsina e quimotripsina. O material foi homogeneizado em turrax com
uma solucdo tampédo (10 mM de fosfato/Tris 20 mM) e centrifugado (rpm e tempo). O
sobrenadante foi utilizado no ensaio como fonte de enzima (extratos) para a determinagédo de
atividade das enzimas digestivas. Para atividade da tripsina foi utilizado TAME como substrato
(toluenesulphonyl- p-a-L-argininemethyl cloridrato de éster). Os extratos dos intestinos foram
incubados a 60°C durante dois minutos em solucio tampao (2 ml de Tris/CaCl?, pH 8,1), com
atividade expressa em umol de TAME hidrolisado/minuto/mg de proteina.

Para a determinagdo da quimotripsina, o substrato utilizado foi BTEE (éster etilico de
benzoil-L-tirosina), os extratos foram incubados & 60°C durante dois minutos numa solucéo
tamp&o de 2 ml de Tris/CaCl?, pH de 7,8. A atividade da quimotripsina foi expressa em pmol
de BTEE/minuto/mg de proteina. As leituras foram feitas em espectrofotometro a absorbancia
de 247 e 256 nm, respectivamente, seguindo a metodologia descrita por Hummel (1959). Os
extratos usados para determinacdo das enzimas tiveram sua proteina dosada por Bradford
(1976), para expor os resultados em funcdo da proteina presente.

4.9 PARAMETROS PLASMATICOS

Os parametros plasmaticos foram analisados a partir da coleta de sangue de oito
peixes/tratamento por punc¢do do vaso caudal com seringas heparinizadas. As amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos para obtencdo do plasma, onde foram determinados
os niveis de glicose, proteinas totais circulantes, albumina, globulina (proteinas totais -
albumina = globulina), triglicerideos e colesterol total utilizando kits colorimétricos comerciais
(Labtest®).

4.10 METABOLITOS HEPATICOS

Oito peixes por tratamento foram utilizados para determinagdo dos metabolitos
hepéticos. As amostras de figado (50 mg) foram aquecidas a 100°C com KOH para estimar o
teor de proteina de acordo com metodologia proposta por Bradford (1976). Em uma aliquota
desse extrato, foi adicionado etanol para hidrolisar e precipitar o glicogénio e, apos centrifugado
a 1000g por 10 min, para determinar o teor de glicogénio (PARK e JOHNSON, 1949). As
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amostras de figado (50 mg) foram homogeneizadas em &cido tricloroacético (TCA) 10 g/ kg e
centrifugadas (1000g, 10 min), e o sobrenadante foi utilizado para quantificacdo da glicose
(PARK e JOHNSON, 1949).

4.11 ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA (AGCC)

Os conteddos intestinais de quatro peixes/tratamento foram coletados para quantificacao
de &cidos graxos de cadeia curta, através de cromatografia gasosa, conforme metodologia
adaptada de Zhao, Nyman e Jonsson (2006) e Silva et al. (2014). Para extracdo dos AGCC das
amostras, foram pesados 2 gramas do contetdo intestinal em tubos de ensaio, diluido em 2 mL
de 4gua Mili-Q e homogeneizadas em vortex por cerca de 3 minutos. Apos o pH foi ajustado a
2-3 com HCL 5M e centrifugado por 20 minutos a 5000 rpm, coletando o sobrenadante e
acrescentando acido 2-etilbutirico, gerando uma concentracao final de 1 mM (18 uL de P1 54,75
mM + 982 uL de sobrenadante) e sendo injetado no cromatografo.

As condicdes cromatograficas seguidas foram: Coluna = Nukol TM (30 m; 0,25 mm,
0,25 um), Temperatura do injetor e do detector: 250 °C, Volume de injecdo: 1 uL, com split
taxa 1:10, Gas carreador: nitrogénio, fluxo = 1 mL/min, Temperatura do FID: 240°C,
Temperatura da porta de inje¢do: 200°C, Fluxo de hidrogénio: 30 mL/min, Fluxo de ar: 300
mL/min e Fluxo de nitrogénio: 20 mL/min.

Os resultados foram obtidos pela comparacdo das areas apresentadas de cada &cido
graxo, com 0s as curvas de acido acético glacial, acido propibnico, acido butirico e acido
isovalérico e expressos pelo somatorio dos acidos graxos de cadeia curta em Milimolar/kg de
fezes.

4.12 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos e
quatro repeti¢des. Inicialmente, os dados foram analisados para identificacdo de outliers. Os
dados foram submetidos a analise de normalidade, regressao linear, variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas ao nivel de

P<0,05. A regressao linear ndo foi significativa entre 0 modelo de previsdo e as médias.
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5.1 EFICIENCIA DE DESEMPENHO
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O desempenho dos peixes ndo foi influenciado significativamente pela inclusdo dos

niveis do pro-nutriente de fibras funcionais de linhaca na dieta (Tabela 3), para as variaveis

ganho de peso, comprimento total, fator de condicao, taxa de crescimento especifico, consumo,

conversao alimentar e sobrevivéncia.

Tabela 3 - Parametros de desempenho de juvenis de tilapias alimentados com niveis crescentes
do pro-nutriente de fibras funcionais de linhaga

Pro-nutriente de fibras em g/kg Estatistica

00 20 40 60 80 EP P-valor
Ganho de peso/peixe (g) 83,70 82,51 82,20 82,84 83,88 0,61 0,910
Comprimento total (cm) 16,81 16,86 16,79 16,73 16,75 0,04 0,896
Fator de condicéo 2,033 2,030 2,033 2,040 2,038 0,00 0,994
g;‘ﬁ%ii“&‘jg::) 322 322 321 322 323 0,01 0,997
Consumo total () 83,22 83,98 83,03 8330 8281 0,69 0,985
g;ar;‘éﬁgao alimentar 1,05 1,06 1,04 1,06 1,03 0,01 0,964
Sobrevivéncia (%) 100 100 98 100 99 0,32 0,199

Valores expressos em médias. EP: erro padrdo. Letras diferentes nas mesmas linhas indicam diferengas

significativas pelo teste de Tukey (P <0,05).

5.2 COMPOSICAO CORPORAL E DEPOSICAO DE NUTRIENTES

A composicdo quimica e deposicdo de nutrientes foram influenciadas estatisticamente

pelas dietas testadas (Tabela 4). Os peixes alimentados com dietas contendo 20 e 60 g/kg,

apresentaram maior gordura corporal, assim como foi observado maior deposi¢do de gordura

nos peixes consumindo 20 g/kg do pro-nutriente de fibras funcionais. A dieta contendo 60 g/kg

proporcionou maior matéria seca corporal, quando comparada aos peixes alimentados com

dieta sem incluséo do pro-nutriente. Proteina bruta, cinzas e deposigéo de proteina, ndo foram

influenciadas significativamente.



30

Tabela 4 - Composicao corporal (g/kg) e deposicdo de proteina e gordura (g) em juvenis de
tilapia alimentados com niveis crescentes do pro-nutriente de fibras funcionais de linhaca

Pro-nutriente de fibras em g/kg Estatistica
00 20 40 60 80 EP P-valor
Composicéo corporal (g/kg)
Proteinabruta 137,60 144,40 140,60 14550 134,80 0,17 0,275
Gordura 68,30%® 7520  63,50°  78,10° 68,00% 0,14 0,007
Matériaseca  245,80° 270,90%® 261,302 281,60° 260,602 0,35 0,008
Cinzas 38,30 38,50 41,60 40,90 37,40 0,07 0,405
Deposicdo de proteina e gordura (g)

Proteina 152,20 142,30 137,60 13520 133,30 0,40 0,633
Gordura 71,10®  78,20°  60,80°  76,20*  71,90% 0,19 0,023

Valores expressos em médias. EP: erro padrdo. Letras diferentes nas mesmas linhas indicam diferencas
significativas pelo teste de Tukey (P <0,05).

5.3 RENDIMENTO CORPORAL E INDICES DIGESTIVOS

As dietas contendo diferentes niveis do pro-nutriente de fibras funcionais de linhaca,
ndo influenciaram significativamente (Tabela 5) o rendimento corporal, indice

hepatossomatico, indice digestivo somatico, quociente intestinal e indice de gordura visceral.

Tabela 5 - Rendimento corporal (g/kg) e indices digestivos (%) de juvenis de tilapia
alimentados com niveis crescentes do pré-nutriente de fibras funcionais de linhaca

Pro-nutriente de fibras em g/kg Estatistica
00 20 40 60 80 EP P-valor
Rendimento corporal 867,10 873,10 871,60 871,60 876,20 0,18 0,688
Indice hepatossomatico 17,40 17,00 17,00 16,90 15,40 0,05 0,785
DSl 44,60 46,30 49,80 44,60 43,40 0,12 0,514
Quociente intestinal 61,10 66,10 6580 5950 65,60 0,14 0,490

Indice de gordura 1930 1870 1720 1490 1510 014 0845
visceral

Valores expressos em médias. EP: erro padrdo. Letras diferentes nas mesmas linhas indicam diferencas
significativas pelo teste de Tukey (P <0,05).

5.4 ENZIMAS DIGESTIVAS
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Os niveis de fibras funcionais de linhaca ndo afetaram significativamente a atividade
das enzimas quimotripsina e tripsina nos peixes (Tabela 6).

Tabela 6 -Atividade digestiva das enzimas quimotripsina e tripsina de juvenis de tilapias
alimentados com niveis crescentes do pro-nutriente de fibras funcionais de linhaca

Quimotripsina Tripsina
Tratamentos g/kg pmol/btee/min/mg proteina  pmol/tame/min/mg proteina
00 pré-nutriente 6546,42 4,219
20 pré-nutriente 7608,98 5,214
40 pro-nutriente 8996,10 4,819
60 pro-nutriente 7240,37 4,304
80 pré-nutriente 5721,29 4,300
Erro padrédo EP 667,14 0,297
P-valor 0,655 0,811

Valores expressos em médias. EP: erro padrdo. Letras diferentes nas mesmas linhas indicam diferengas
significativas pelo teste de Tukey (P <0,05).

5.5 PARAMETROS PLASMATICOS

Os parametros plasmaticos dos juvenis de tilapias quanto a proteinas totais, albumina,
globulina, glicose, triglicerideos, colesterol ndo foram influenciados pela inclusdo dos niveis

do pré-nutriente na dieta (Tabela 7).

Tabela 7 - Parametros plasmaticos apresentados por juvenis de tilapias alimentados com niveis
crescente do pré-nutriente de fibras funcionais de linhaca

Pro-nutriente de fibras em g/kg Estatistica
00 20 40 60 80 EP P-valor
Proteinas totais (g/dL) 3,02 2,89 2,92 2,98 2,79 0,02 0,105
Albumina (g/dL) 1,28 1,36 1,31 1,39 1,23 0,03 0,497
Globulina (g/dL) 1,71 1,57 1,64 1,62 1,58 0,02 0,549
Glicose (mg/dL) 55,00 56,50 67,42 57,14 53,71 1,82 0,111
Triglicerideos (mg/dL) 190,00 230,14 151,85 175,37 172,12 9,98 0,159
Colesterol (mg/dL) 103,62 103,85 104,28 104,62 101,28 1,41 0,961

Valores expressos em médias. EP: erro padrdo. Letras diferentes nas mesmas linhas indicam diferencgas
significativas pelo teste de Tukey (P <0,05).
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5.6 METABOLITOS HEPATICOS

Né&o foram verificadas diferencas estatisticas (Tabela 8) para os metabdlitos hepéticos

glicose, glicogénio e proteina nos niveis testados.

Tabela 8 - Metabdlitos hepaticos apresentados por juvenis de tilapias alimentados com niveis
crescente do prd-nutriente de fibras funcionais de linhaca

Pro-nutriente de fibras em g/kg Estatistica

00 20 40 60 80 EP P-valor
Glicose (umol/g) 84,79 8545 92,09 83,75 97,56 2,81 0,512
Glicogénio (umol/g) 327 3,09 345 417 417 0,19 0,244
Proteina (umol/g) 29,60 27,28 27,25 26,05 26,35 0,80 0,681

Valores expressos em médias. EP: erro padrdo. Letras diferentes nas mesmas linhas indicam diferengas
significativas pelo teste de Tukey (P <0,05).

5.7 ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA

A producdo de acidos graxos de cadeia curta foi influenciada significativamente pela
inclusdo do pro-nutriente de fibras funcionais de linhaca (Tabela 9). Os peixes alimentados com
dietas contendo 60 g/kg, apresentaram maiores indices de AGCC totais, quando comparado as
demais dietas.

Tabela 9 - Acidos Graxos de cadeia curta (mM/kg de digesta) medidos em juvenis de tilapias
alimentados com niveis crescente do pré-nutriente de fibras funcionais de linhaca

Tratamentos g/kg AGCC mM/kg de digesta
00 pré-nutriente 1,53°
20 pré-nutriente 2,53°
40 pro-nutriente 1,98°
60 pré-nutriente 4,672
80 pro-nutriente 1,98°
Erro padrdo EP 0,31
P-valor 0,01

Valores expressos em médias. EP: erro padrdo. Letras diferentes nas mesmas linhas indicam diferencas
significativas pelo teste de Tukey (P <0,05).
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6. DISCUSSAO

A inclusdo do pro-nutriente de fibras funcionais de linhaca em dietas para juvenis de
tilapia ndo promoveu melhorias no desempenho produtivo (Tabela 2). O produto é formado por
fibras soluveis e insolUveis, constituidas principalmente por monossacarideos e polissacarideos
ndo amilaceos e oligossacarideos indigestivel e com capacidade fermentativa a nivel intestinal,
0 que indica seu potencial de atuar como prebidtico conforme Adorian et al. (2020), uma vez
que serve como substrato para o desenvolvimento de microbiota benéfica e ocasiona efeitos
indiretos sobre o desempenho dos peixes (FARIAS et al., 2019). As fracdes de fibras, também
sdo constituidas de proteinas, gorduras e minerais (ADORIAN et al., 2021).

Resultados controversos sdo encontrados na literatura atual, ao investigar a acéo
prebidtica de diferentes substancias. Enquanto estudos avaliando a inclusdo de prebioticos a
base de beta-glucanos, scFOS, MOS e pectinas também ndo impactaram no desempenho de
tilapias (WHITTINGTON, LIM, KLESIUS, 2005; SOUZA et al., 2020; AMPHAN et al., 2019;
LIU et al., 2017; CAVALCANTE et al., 2020; KABIR et al., 2020), efeitos positivos sdo
relatados com a utilizacdo de inulina, fibra de linhaca, assam, beta-glucanos e pectina
(IBRAHEM et al., 2010; MOMBACH, 2015; VAN DOAN et al., 2019; EL-BOSHY et ., 2010;
PILARSKI et ., 2017; DAWOOD et al., 2020; HOSEINIFAR et al., 2021). A inconsisténcia de
resultados se deve a inumeros fatores, como fase de desenvolvimento dos peixes, tempo de
duracdo do ensaio bioldgico, sistema experimental utilizado, quantidade, substancia prebiotica
testada e até mesmo o nivel de melhoramento genético destes animais (RING@ et al., 2012;
SONG et al., 2014; NAWAZ et al., 2018, DAWOOD et al., 2019; ZHONG et al., 2020).

Apesar ndo provocar alteragdes no desempenho dos peixes, a utiliza¢do do pré-nutriente
de fibras de linhaca influenciou positivamente a composicéo corporal dos animais (Tabela 3).
A inclusdo de 20 e 60 g/kg do pro-nutriente na dieta promoveu maior teor de gordura corporal
e deposicao de gordura levando ao maior teor de matéria seca corporal (FAUCONNEAU et al.,
1995). Tal aumento pode ter ocorrido devido ao aproveitamento direto dos acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) produzidos pela microbiota intestinal (Tabela 8), como fonte de energia
pelos enterdcitos e colondcitos, diminuindo o aporte de energia necessaria via dieta e gerando
estoque na forma de gordura (SWANSON et al., 2002; KOH et al., 2016; NAWAZ et al., 2018).

Esse efeito poupador causado pelos AGCC, pode ter levado a fonte lipidica de linhaca
na dieta, ser acumulada como reserva de energia, mantendo sua composicdo rica em &cidos
graxos das séries 6mega, 0s quais sdo relacionados a melhorias na saude dos animais
(SCHNEIDER et al., 2015; ASELY et al., 2020; BARRIVIERA et al., 2021), assim como,
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indicados para consumo humano (LEGRAND et al., 2009; SILVA; BRAZZONI; SINGER,
2013; TARIQ et al., 2017). Compreendendo que existe uma relacdo de igualdade entre a
quantidade de gordura ofertada na racdo e a verificada na composicdo corporal dos peixes
(LUGO et al., 2003; MARTINS et al., 2009), as fontes lipidicas das dietas nao influenciaram a
composic¢do corporal das tilapias.

Da mesma maneira, a auséncia de diferencas nos metabolitos hepaticos (Tabela 7),
glicose, triglicerideos e colesterol plasmaticos (Tabela 6), sugere possivel acdo dos AGCC
bacterianos. Uma maior reserva energética nos peixes em fases iniciais, sem acréscimo de
energia via racdo, pode ser uma alternativa que leve a maior desempenho, sem elevar o custo
da alimentacdo dos mesmos. Além dos efeitos sobre as bactérias intestinais, o pré-nutriente
pode ter melhorado a salde dos animais, pela interacdo com células de defesa, de modo a
melhorar as respostas inflamatérias locais (CUNNINGHAM et al., 2021). Entretanto é
necessario a testagem para confirmacéo do efeito.

Embora verificados efeitos significativos na composicao corporal dos peixes, o indice
digestivo somatico e quociente intestinal (Tabela 4) ndo foram alterados pelo pré-nutriente,
demonstrando ndo ter ocorrido mudancas anatomo-fisioldgicas do sistema digestério para
adaptacdo a dieta (ADORIAN et al., 2020). Como as dietas experimentais eram isocaloricas,
houve aproveitamento padronizado da energia entre os tratamentos testados, refletindo na
auséncia de diferencas no indice de gordura visceral, parametros plasmaticos e enzimas
digestivas. A atividade das enzimas quimotripsina e tripsina nao sofreu alteracao (Tabela 5), o
gue consideramos positivo, pois 0s peixes ndo aumentaram ou diminuiram as secrecdes
enzimaticas, para corrigir mudancas absortivas causadas pelo pré-nutriente (MIRGHAED et
al., 2018). Nesse contexto é refletida a padronizacdo da degradacgdo proteica das dietas e sua
metabolizacdo. Esse resultado é reforcado pela equivaléncia na composicao corporal proteica e
deposicdo de proteina das tilapias.

Auséncia de mudancas nos parametros plasmaticos foram observados com a inclusdo
de inulina como prebidtico na dieta dos peixes (IBRAHEM et al., 2010; MOURINO et al.,
2011; TIENGTAM et al., 2015; SOUZA et al., 2020). E sabido que uma elevada capacidade de
hidratagdo das dietas pode levar a alteragdes na absorcdo da glicose plasmatica, devido ao
aumento de viscosidade do quimo, impedindo a aderéncia enzimatica (FABEK et al., 2014;
ABIRAMI et al., 2014). Porém, como os niveis das porcdes de fibras testados ndo impactaram

a capacidade de hidratacdo das dietas, é razodvel supor que a viscosidade da digesta ndo foi
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alterada pelos tratamentos testados e, por conseguinte, ndo foram verificadas alteragoes
absortivas que alterassem os pardmetros plasméaticos mensurados no presente estudo.

Esse resultado reforca a possibilidade de que os maiores teores de gordura corporal e
deposicdo de gordura, sejam reflexos da fermentacdo do pro-nutriente a nivel intestinal, pois
sabemos que toda microbiota intestinal é sensivel a compostos dietéticos que entram no colon
(MACAGNAN et al., 2016; LEEMING et al., 2019). Desse modo, bactérias produtoras de
AGCC, principalmente Bacteroidetes e Firmicutes que sdo relacionadas a degradacdo de
compostos fibrosos (LI et al., 2019), podem ter sido estimuladas pelo pré-nutriente. Como o
metabolismo energético dos peixes nao foi alterado, sugere-se que a gordura foi depositada pelo
maior turnover de energia, visto o nivel 60.00 g/kg promoveu maiores quantidade de AGCCs
totais na digesta das tilapias.

Os metabolicos hepaticos de glicose, glicogénio e proteina (Tabela 7) ndo sofreram
influéncia do pro-nutriente, ndo causando diferengas nas reservas energéticas e alteracdo
proteica no figado. Como consequéncia, ndo foram verificadas modificagdes no indice
hepatossomatico, o que era esperado, pelos metabolitos apresentados. A auséncia de mudancas
nesses indices reforca a influéncia verificada na composicéo corporal e deposicdo de gordura,

ser oriunda da microbiota intestinal.
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8. CONCLUSAO

O pro-nutriente de fibras de linhaga ndo influenciou a performance produtiva dos peixes,
mas possivelmente atuou na particdo energética, como consequéncia da alteracdo na producéo
de AGCC totais, modificando a composicao corporal dos juvenis de tilapia. Os resultados
demonstram que outros estudos devem ser conduzidos para elucidar a relagdo do prd-nutriente

de fibras com a espécie em questao.
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