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RESUMO

Dentre os custos produtivos envolvidos na aquicultura, a alimentacdo artificial € o mais
expressivo, justificando a realizacéo de diversos estudos priorizando o equilibrio adequado de
racOes que aumente a produtividade e reduza o impacto ambiental. A utilizacdo de enzimas é
uma promissora estratégia para maximizar a eficiéncia de utilizacdo das dietas, por que
diminuem os custos de produgcdo mantendo o desempenho dos animais, pois melhoram a
digestibilidade e reduzem fatores antinutricionais. O presente trabalho teve como proposta
avaliar o efeito da inclusdo de diferentes concentragdes das proteases do latex de Calotropis
procera (LP) em rac@es para tilapia do Nilo, por meio do desempenho zootécnico, pardmetros
hematoldgicos, digestibilidade, composicdo centesimal dos filés e racGes, e afericdo dos
parametros de qualidade da agua. O experimento teve duracdo de 60 dias com a utilizacdo de
160 alevinos com peso inicial de 3,10 £ 0,55 g, distribuidos em 16 aquérios, que receberam
racdes com trés niveis de inclusdo do (LP) (100, 200, 300 mg kg™) respectivamente (Lp-Cp
01; Lp-Cp 02; Lp-Cp 03) e um controle (sem LP). Os experimentos foram realizados com
quatro repeticdes cada e os animais foram alimentados trés vezes ao dia (8, 12, e 16 horas),
variando de 10 a 5% de sua biomassa. Os dados obtidos foram submetidos &8 ANOVA, com a
realizacdo do teste de comparacdo multipla de médias Tukey (p<0,05). Dentre os parametros
de qualidade de &gua, o fésforo reativo foi o Unico parametro que atingiu valores acima do
recomendado, os demais parametros se mantiveram estaveis e dentro dos limites
recomendados para a espécie. Para o desempenho zootécnico, ndo foi observada diferenca
significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Contudo houve uma tendéncia de melhora para o
ganho de peso (GP), ganho de peso diario (GPD), conversdo alimentar aparente (CAA),
biomassa final (BF) e indice de eficiéncia proteica (IEP) nos tratamentos com (LP), com
destaque para o (Lp-Cp 03), que apresentou diferenca significativa (p<0,05) para taxa de
crescimento especifico (TCE) e eficiéncia alimentar (EA) em relacdo ao controle. Os
coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da proteina bruta, matéria seca e lipidios, bem
como os parametros da composicdo corporal ndo apresentaram diferenca significativa entre 0s
tratamentos (p>0,05). Os parametros hematologicos ndo demonstraram diferenca significativa
entre os tratamentos (p>0,05). Os niveis de inclusdo testados das proteases de (LP), nas
condicOes avaliadas, ndo promoveram uma melhoria na digestibilidade das dietas, contudo
ndo houve comprometimento do desempenho produtivo e hematoldgico dos animais, podendo
ser considerada uma alternativa promissora, mediante a realizacdo de estudos adicionais.

Palavras-chaves: Aquicultura. Enzimas. Alimentagéo.



ABSTRACT

Among the productive costs involved in aquaculture, artificial feeding is the most expressive,
justifying the performance of several studies prioritizing the appropriate balance of rations
that increases productivity and reduces environmental impact. The use of enzymes is a
promising strategy to maximize the efficiency of the use of diets, because they reduce the
costs of production while maintaining the performance of the animals, as they improve the
digestibility and reduce antinutritional factors. The objective of this work was to evaluate the
effect of the inclusion of different concentrations of Calotropis procera latex (LP) proteases
on Nile tilapia rations by means of zootechnical performance, hematological parameters,
digestibility, centesimal composition of fillets and rations, and water quality parameters. The
experiment lasted 60 days with the use of 160 fingerlings with initial weight of 3.10 £ 0.55 g,
distributed in 16 aquariums, fed rations with three levels of inclusion (LP) (100, 200, 300 mg
kg-1) respectively (Lp-Cp 01; Lp-Cp 02; Lp-Cp 03) and a control (without LP). The
experiments were performed with four replicates each and the animals were fed three times a
day (8, 12, and 16 hours), ranging from 10 to 5% of their biomass. The obtained data were
submitted to ANOVA, with the multiple comparison test of Tukey averages (p <0.05).
Among the parameters of water quality, the reactive phosphorus was the only parameter that
reached values above the recommended, the other parameters were stable and within the
limits recommended for the species. For zootechnical performance, no significant difference
(p>0.05) was observed between the treatments. However, there was a trend of improvement in
weight gain (GP), daily weight gain (GPD), apparent feed conversion (CAA), final biomass
(BF) and protein efficiency index (IEP) in treatments with (LP), (Lp-Cp 03), which presented
a significant difference (p <0.05) for specific growth rate (TCE) and feed efficiency (AE) in
relation to the control. The apparent digestibility coefficients (CDA) of crude protein, dry
matter and lipids, as well as body composition parameters did not present significant
differences between treatments (p>0.05). Hematological parameters did not show a significant
difference between treatments (p>0.05). The inclusion levels of the (LP) proteases under the
conditions evaluated did not improve the digestibility of the diets, however, there was no
compromise of the productive and hematological performance of the animals and could be

considered a promising alternative, through additional studies.

Keywords: Aquaculture. Enzymes. Feeding.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é definida como uma atividade multidisciplinar, referente ao cultivo
de diversos organismos aquaticos, como plantas aquéaticas, moluscos, crustaceos e peixes,
cujo ciclo de vida, em condicBes naturais, ocorre total ou parcialmente em meio aquéatico
(BRASIL, 2009; OLIVEIRA, 2009). Constituindo-se como a atividade agropecuaria que mais
cresce no Brasil, produzindo importantes fontes de proteina para consumo humano. Dentre 0s
setores que fazem parte da aquicultura, um dos que mais se destacam € a piscicultura
(TAVARES-DIAS; MARIANO, 2015).

O crescimento mundial acelerado dessa atividade é em decorréncia da escassez de
alimentos oriundos dos ambientes naturais. A crescente demanda por quantidade e qualidade
de alimentos vem impulsionando o desenvolvimento da aquicultura, uma vez que sua simples
captura na natureza depara-se com sinais evidentes de colapso do estoque dos recursos
aquaticos, que pode ser comprovado pelas elevadas taxas de crescimento em sua oferta
mundial (NATORI et al., 2011).

A oferta e consumo de pescado no Brasil tém crescido gracas a expansao da
aquicultura e aumento nas importacdes. O pais € conhecido por apresentar um grande
potencial para aquicultura, gracas ao forte mercado, indUstria de racfes estabelecida, e amplo
territdrio, em que grande parte estd sob um clima tropical (KUBTIZA, 2015). Por fim,
registra-se que a aquicultura no Brasil, em especial a criacdo de tilapias, € uma atividade do

agronegocio com pacote tecnoldgico de producéo estabelecido (SUSSEL, 2013).

Com a intensificacdo da producdo, pela maior densidade de estocagem,
diminuicdo do tempo de cultivo, e maior ganho em peso dos animais, exige que estes sejam
alimentados com ragdes visando atender as exigéncias nutricionais que outrora eram supridas
apenas com alimentacdo natural. Alguns fatores podem influenciar as exigéncias nutricionais
do animal e a disponibilidade dos nutrientes presentes nas racgdes, tais como: a fase de
crescimento, manejo, fisiologia do animal, aspectos fisico-quimicos da é&gua e,
principalmente, o tipo de alimento e a proporcéo em que este se encontra na ragdo (FURUYA,
2010).
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As proteinas sdo os ingredientes de maior custo em dietas formuladas e, por isso,
devem ser incluidas cuidadosamente, com o intuito de atender as necessidades nutricionais do
organismo cultivado, melhorando a conversdo alimentar, a0 mesmo tempo em que reduz os
gastos e o aporte de efluentes ricos em nutrientes nos ecossistemas aquaticos (ABDEL-
TAWWAB; AHMAD, 2009).

O fornecimento de dietas deficientes em proteina pode resultar em diminuigcdo no
crescimento (NOGUEIRA et al., 2005), enquanto que acima do exigido, o excedente €
utilizado como fonte energética aumentando a excrecdo de residuos nitrogenados, que sao
prejudicais ao peixe e ambiente de criagdo (HAYASHI et al., 2002; NRC, 2011).

A aquicultura moderna, assim como outras atividades produtivas, deve seguir 0s
preceitos da sustentabilidade, o que inclui a utilizacdo sustentavel de recursos naturais para
alimentacdo e exige a substituicdo da farinha e 6leo de peixe nas ragdes comerciais por
componentes de menor custo e maior abundancia na natureza, como as proteinas vegetais.
Tais ingredientes tém sido utilizados com certa restricdo devido a presenca de fatores
antinutricionais, baixa qualidade proteica e digestibilidade reduzida (TUSCHE et al., 2011).

A utilizacdo de aditivos nas dietas de peixes é uma das estratégias para diminuir
0s custos de producgdo, visando melhorar as dietas tanto para um melhor desempenho
produtivo, como possibilitando a utilizacdo de alimentos substitutos, com o objetivo final de
maior retorno econémico de forma sustentavel. A utilizacdo de enzimas exdgenas se apresenta
como uma estratégia importante, especialmente pelo fato destas eliminarem muitos dos
fatores antinutricionais presentes nos ingredientes de origem vegetal (AYHAN et al., 2008;
DALSGAARD et al., 2012; GUIMARAES et al., 2009; LIU et al., 2013).

Nas Gltimas décadas, o interesse em produtos naturais de plantas com aplica¢fes
biotecnoldgicas tém crescido rapidamente. Existe uma grande diversidade de enzimas que séo
utilizadas na industria, incluindo enzimas proteoliticas de origem vegetal. (GONZALEZ;
BADILLO; BARRADAS, 2011).

Enzimas como as proteases tém importante papel em processos biol6gicos de
todos os seres vivos: digestdo, sinalizacdo, crescimento celular em animais, desenvolvimento
e amadurecimento de frutos, degradacdo proteica, reconhecimento de patdgenos e apoptose
em plantas (ANRI; MAMBOYA, 2012; COSTA; LIMA, 2016).

Cerca de 10% das espécies de angiospermas libertam fluidos laticiferos quando
seus tecidos sdo danificados (NASCIMENTO et al., 2016). O latex € um fluido tipicamente
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branco, armazenado em tecidos chamados laticiferos, contendo muitos compostos
fitoquimicos, tais como: proteinas, alcaloides, esterois, &cidos graxos, amidos, aglcares,
oOleos, taninos, proteases cisteinicas e serinicas, quitinases, oxidases, glucosidades, lipases,
peroxidases, lectinas, inibidores de proteases (HELI et al., 2008; SANTOS ; VAN, 2011).

O latex de C. procera é uma fonte rica de enzimas proteoliticas e muitas destas
enzimas tém sido analisadas em termos moleculares, enzimaticos, funcionais e prospeccao
biotecnologica (RAMOS et al., 2013).
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2 REVISAO DE LITERAURA
2.1 Aquicultura

A aquicultura é considerada uma prética tradicional antiga, encontrada em varias
culturas pelo mundo. Ha registros histéricos evidenciando a técnica em documentos e
manuscritos chineses e até mesmo em hieroglifos egipcios. Por definicdo, a aquicultura é
considerada uma atividade multidisciplinar, referente ao cultivo de diversos organismos
aquaticos, como plantas aquaticas, moluscos, crustaceos e peixes, cujo ciclo de vida em
condi¢cdes naturais, ocorre total ou parcialmente em meio aquatico (BRASIL, 2009;
OLIVEIRA, 2009).

No periodo 2000/2012, a aquicultura cresceu 6,7% no mundo, enquanto no
mesmao periodo a producdo do milho cresceu 4,7%; a avicultura cresceu 3,3%; o trigo, 1,4%; a
bovinocultura e o cultivo do arroz, 1,2%; a suinocultura, 1%; e a pesca decresceu 0,2%,
ressaltando a importancia dessa atividade. A aquicultura é a maior responsavel por atender a
crescente demanda de pescado em nivel mundial, e isso tende a continuar nas proximas
décadas, pois a pesca nao sera suficiente para atender essa demanda (BRASIL, 2015).

A aquicultura continental foi responsavel por 65% do aumento da producdo de
peixes na década (2005-2014), com um crescimento de 5,8% por ano, uma percentagem
inferior a decada anterior (1995-2004) de 7,2%. A producdo mundial de pescado em 2014 foi
de 167,2 milhGes de toneladas sendo que a aquicultura contribuiu com 73,8 milhdes de
toneladas, superando a producdo em 2012, que foi de 158 milhGes de toneladas e destas 66,6
milhGes de toneladas foram provenientes da producdo aquicola. O Brasil encontra-se na 14°
posicdo na producdo mundial aquicola responsavel por uma producdo de 562.500 toneladas
em 2014, sendo o segundo maior produtor da América do Sul, ficando atras somente do Chile
(FAO, 2016).

O Brasil destaca-se pelo grande potencial para a expansao da aquicultura, devido a
disponibilidade de recursos hidricos, diversidade de espécies aquicolas, clima favoravel, uma
vasta extensao costeira de mais de 8 mil km, zona econémica exclusiva (ZEE) de 3,5 milhdes
de km2 e sua dimensdo territorial com aproximadamente 13% da agua doce renovavel do
planeta (ROCHA et al., 2013).

Na aquicultura, a alimentacdo é um dos fatores mais importantes para o
desenvolvimento eficiente e saudavel dos animais. Contudo, ha grandes desafios com relacao
a nutricdo, devido ao numero de espécies com potencial para cultivo (BITTENCOURT et al.,
2010). Principalmente no que se refere a disponibilidade de proteina, pois tem sido um dos

campos mais pesquisados na nutricdo das dietas de peixes (COSTA et al.,, 2009).
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Com o0 aumento do custo de producdo devido ao alto preco das matérias primas
tradicionalmente utilizadas na formulagédo de racGes comerciais para peixes, a busca por novas
estratégias para diminuir o preco final destas racdes é essencial. A eficiéncia produtiva
associada a custos reduzidos s6 pode ser alcancada através do aumento na eficiéncia de
utilizacdo das dietas e na maior variedade de ingredientes que possam ser utilizados na
formulago destas (GUIMARAES et al., 2009).

As proteinas sdo ingredientes de alto custo em dietas formuladas e, por isso,
devem ser incluidas cuidadosamente, com o intuito de atender as necessidades nutricionais do
organismo cultivado, melhorando a conversdo alimentar, ao mesmo tempo em que reduz os
gastos e o aporte de efluentes ricos em nutrientes nos ecossistemas aquaticos (ABDEL-
TAWWAB; AHMAD, 2009).

Portanto, as proteinas representam nutrientes de maxima importancia para o
organismo animal em crescimento, assim como em todas as fases da vida. E necessaria uma
ingestdo regular de proteina, pois 0s aminoécidos sdo exigidos continuamente pelo organismo
para a formacéo de novas proteinas, como para reposicdo das que foram degradadas no corpo
(LIMA et al., 2013; SAKOMURA et al., 2014).

A aquicultura moderna, assim como outras atividades produtivas, deve seguir 0s
preceitos da sustentabilidade, o que inclui a utilizacdo sustentavel de recursos naturais para
alimentacdo e exige a substituicdo da farinha e 6leo de peixe nas ragdes comerciais por
componentes de menor custo e maior abundancia na natureza, como as proteinas de origem
vegetal. Tais ingredientes tém sido utilizados com certa restricdo devido a presenca de fatores
antinutricionais, baixa qualidade proteica e digestibilidade reduzida (TUSCHE et al., 2011).

Com o avanco da tecnologia e 0 aumento da demanda por proteina animal, a
aquicultura tem ocupado cada vez mais um espaco no cenario mundial, se consolidando como
a atividade que mais cresce no agronegécio (FAO, 2016). As condi¢des sanitarias e
nutricionais dos animais sao importantes para os piscicultores assegurarem uma boa qualidade

do pescado do ambiente de cultivo até chegar ao consumidor (FUCHS, et al., 2015).

2.2 Tilapia do Nilo

Tilapia € o nome genérico de um grupo de ciclideos endémicos da Africa. E um
peixe teledsteo, pertencente a familia Cichlidae, da ordem Peciformes, a qual se constitui na
maior ordem de animais vertebrados, contando com aproximadamente 70 espécies e 100
subespécies, com trés géneros que se sobressaem por sua importancia para a aquicultura,
Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia (POPMA; MASSER, 1999; McANDREW, 2000).
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Nativas da Africa, Israel e Jordania, as tilapias apresentam carne branca de alta
qualidade, étima aceitacdo no mercado, qualidades nutritivas e organolépticas do seu filé, se
adaptam aos mais diversos sistemas de cultivo, podendo ser cultivadas em aguas com
salinidades elevadas e temperaturas baixas. Apresentam habitos alimentares que vdo do
herbivoro ao detritivoro (MEURER; HAYASHI; BOSCOLO, 2003; OLIVEIRA et al., 2007).

A tilépia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi introduzida no Brasil, em 1971, pelo
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS). E um peixe de habito alimentar
onivoro, planctofago, alta prolificidade e apresenta precocidade em sua reproducdo (SILVA,
2009). E um dos peixes mais cultivados no mundo, sendo sua producio realizada em mais de
135 paises e territorios em todos os continentes (FAO, 2014). O Brasil é considerado um dos
paises de maior potencial para aquicultura, sendo a tildpia a espécie mais cultivada
(KUBTIZA, 2015).

E uma das espécies que possui crescimento rapido por se alimentarem de itens
basicos da cadeia trofica e desenvolverem uma boa conversdo alimentar, além de possuirem
carne com boas caracteristicas organolépticas, indicada para processamento industrial para
obtencdo de filés sem espinhas e de grande versatilidade industrial e culinaria (FURUYA,
2010).

Outros fatores colaboraram para o aumento do cultivo da tilapia, tais como:
desenvolvimento de tecnologia de reversdo sexual, melhoramento genético, aceitacdo de
alimento artificial desde a fase larval, adaptacdo ao manejo, resisténcia a baixos niveis de
oxigénio, possibilidade de ser cultivada em diversos sistemas de producdo, desde o semi-
intensivo, como em cultivos intensivos, em raceways e tanques-rede, além de possuir um filé
de boa qualidade e aceitacéo, pelo mercado consumidor (BHUJEL, 2000; KUBITZA, 2011).

E uma das principais espécies cultivadas na piscicultura continental destacando-se
por sua resisténcia as doencas e tolerancia a condicdes extremas de cultivo, como altas
densidades em ambientes hostis que resultam em altos niveis de estresse (PONTES, 2011).

Pode ser cultivada tanto em agua doce, estuarina ou salobra (DE OCA et al.,
2015; EL-ZAEEM et al., 2013). Alguns fatores importantes para este crescimento foram a boa
aceitacdo dos consumidores e pregos estaveis no mercado (WANG; LU, 2015).

As exportagdes de tilapia no Brasil durante os primeiros trés meses de 2016
alcangaram um total de 188,8 toneladas no valor de USD 1,5 milh&o, enquanto no mesmo
periodo em 2015 exportacdes totais foram de 5 toneladas no valor de USD 49.500 (+3.675% e
2.872%, respectivamente) (EMBRAPA, 2016).
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Esse crescimento na producéo de tilapias é devido a um aumento nas pesquisas da
sua cadeia produtiva e ao desenvolvimento de variedades melhoradas (ALMEIDA et al.,
2014).

Mediante importancia da espécie para a aquicultura, diversas pesquisas Sdo
realizadas no ambito da nutricdo de tilapias, como definicdo de exigéncias nutricionais
(TEIXEIRA et al., 2008), coeficiente de digestibilidade dos alimentos utilizados nas
formulacBes de racGes (TACHIBANA et al., 2017), inclusdo de aditivos alimentares como
prebidticos e utilizacdo da biotecnologia com a suplementacdo enzimatica (MOURA et al.,
2012).

2.3 Alimentacao artificial

Dentre os custos de producdo envolvidos na aquicultura, a alimentacéo artificial é
frequentemente citada como sendo o custo mais expressivo, representando mais de 50% dos
custos operacionais da aquicultura intensiva. O preco das racdes depende de diversos fatores,
como teor proteico, origem da proteina, ingredientes especificos e métodos de fabricacdo
(GLENCROSS; BOOTH; ALLAN, 2007).

As proteinas sdo 0s principais constituintes organicos nos peixes, correspondendo
a 65 a 75% do total de matéria seca corporal. Sdo responsaveis pela estrutura (musculo,
coladgeno e queratina), mecanismo de regulacdo do metabolismo (enzimas e horménios),
transporte de substancias e defesa (anticorpos). Os peixes consomem proteinas na forma de
alimento para obter aminoacidos pelo processo de hidrolise, os quais sdo absorvidos pelo trato
intestinal e distribuidos pelo sangue para todos os érgdos e tecidos (PORTZ ; FURUYA,
2013).

As proteinas possuem importante papel nos processos bioldgicos, uma vez que as
transformacdes moleculares que definem o metabolismo celular sdo mediadas pela catélise
proteica. Proteinas sao moléculas complexas e muito versateis nos sistemas vivos, pois atuam
em diversas fungdes essenciais como: catalisadoras no transporte e armazenamento de outras,
e as que geram forca mecénica e eletroquimica (VOET et al., 2014).

Considerada o componente mais importante dos tecidos, a proteina é o macro
nutriente essencial na dieta. Sua exigéncia é priorizada em estudos nutricionais por apresentar
0 mais alto custo alimentar, uma vez que o nivel utilizado é significativamente alto em um
sistema aquicola, comparado a animais terrestres. O preco da racdo esta relacionado
principalmente ao teor de proteina, de modo que a alimentacdo dos peixes pode ter um custo
de producéo acima de 60% (FERREIRA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2012).
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Vale salientar, que apesar da importancia atribuida a concentracdo de proteina
ideal, os peixes necessitam de uma alimentagdo equilibrada em aminodcidos indispensaveis,
devendo estar presentes em adequadas proporcdes, obtidos pela combinagdo de ingredientes
ou suplementados na forma industrial (ABIMORAD ; CASTELLANI 2011). Os constituintes
basicos das proteinas sdo os aminodcidos, que estdo covalentemente ligados por meio de
ligagBes peptidicas (GUYTON; HALL, 2011; NELSON; COX, 2011).

De modo geral, os ingredientes utilizados na composicdo das racdes para
aquicultura sdo os mesmos utilizados para compor as ragdes de outros animais. Os
ingredientes, em sua maioria, sdo produtos, ou subprodutos da pesca extrativista, de
abatedouros animais ou da agricultura, refinados e processados (BOYD, 2015).

A farinha e o Oleo de peixe constituem os dois principais ingredientes e as
principais fontes aquaticas de proteina e lipidios no mercado de racdo animal (TACON;
HASAN; METIAN, 2011). A farinha de peixe é muito empregada na nutricdo animal devido a
sua alta concentracdo proteica em torno de 50% e excelente perfil de aminoécidos, célcio,
fosforo e outros minerais (BOYD, 2015), alta digestibilidade e por normalmente ndo possuir
fatores antinutricionais (GATLIN Il et al., 2007).

Devido ao declinio da pesca extrativista, somada ao crescimento do consumo
mundial de pescado e a expansdo da industria de racGes, a aquicultura tem buscado por fontes
alternativas proteicas e energéticas que ndo limitem o crescimento do setor (TROELL et al.,
2014).

A substituicdo da farinha de peixe por fontes de proteinas vegetais, sustentaveis e
ambientalmente corretas, é uma forte tendéncia em nutricdo na aquicultura que tem sido
adotada para diferentes espécies. Além disso, € uma forma de reduzir os custos da racao, visto
que a proteina de pescado é o nutriente de maior custo em dietas. (CABRAL et al., 2013;
KAUSHIK et al., 2004; VALENTE et al., 2016).

A adicdo de proteina vegetal, na dieta de organismos aquéticos, possibilitou a
reducdo do uso da farinha de peixe principalmente nas racdes de peixes herbivoros e onivoros,
(BOSTOCK et al., 2010; TACON & METIAN, 2008). Embora ja se tenha demonstrado a
capacidade de ingredientes vegetais em substituir parte da farinha de peixes, seu uso é
limitado por fatores biologicos, ambientais e nutricionais (KAMALAM et al., 2017).

Um dos mais importantes fatores negativos nos vegetais sdo os antinutricionais,
tais como os inibidores de proteases, os carboidratos ndo digestiveis, as saponinas, lectinas,
alcaloides, fitato, gossipol, oxalatos, toxinas e as possiveis proteinas alergénicas
(KROGDAHL et al., 2010).
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Diante dos fatos, faz-se necessaria uma busca constante por avangos em
tecnologia de alimentos e de processamento eficazes para neutralizacdo dos efeitos negativos
de tais fatores antinutricionais, dentre os quais: métodos de extracdo e tratamento térmico,
incorporacdo de enzimas e utilizacdo de plantas geneticamente modificadas (TRUSHENSKI;
KASPER; KOHLER, 2006).

O uso combinado de enzimas em dietas para peixes tem demonstrado melhoras na
reducdo da presenca dos fatores antinutricionais, que induzem o aumento da viscosidade na
dieta (CASTILLO ; GATLIN, 2015), melhoria no crescimento corporal pela utilizacdo da
dieta (ZAMINI et al., 2014), melhora na digestibilidade aparente de nutrientes
(DALSGAARD et al., 2012) e melhora no ganho de peso (GHOMI et al., 2012).

2.4 Digestibilidade

O valor nutricional ndo estd somente relacionado a composi¢do quimica dos
ingredientes, tendo relacdo direta com a quantidade do nutriente ou energia a ser absorvido ou
utilizado pelo organismo animal. A composi¢éo quimica de um alimento pode dar a impressao
deste ser excelente como fonte de nutrientes, mas serd de baixo valor nutritivo se seus
nutrientes ndo forem bem digeridos e absorvidos no trato gastrintestinal da espécie alvo
(KOPRUCU ; OZDEMIR, 2005).

Vaérios sdo os fatores que influenciam os coeficientes de digestibilidade dos
alimentos em peixes, tais como: a espécie do peixe, a salinidade, temperatura da agua e
outros. Os ingredientes proteicos ou energéticos de origem animal ou vegetal possuem
diferentes coeficientes de digestibilidade, dependendo da capacidade digestiva dos peixes, a
qual esté diretamente relacionada ao seu habito alimentar (BOMFIM ; LANNA, 2004).

O conhecimento dos valores de digestibilidade e da energia dos nutrientes admite
0 preparo de dietas que melhoram o equilibrio organico do animal, aumentam as defesas
contra doencas e resulta em maior produtividade nos sistemas intensivos de criacdo, sendo
indispensavel para atender as aspiracdes biologicas e econémicas do cultivo de organismos
aquaticos (FURUYA, 2010). Além disso, € essencial para a elaboracdo de dietas que atendam
0 aspecto ambiental (PEZZATO et al., 2009; RODRIGUES et al., 2001).

A digestibilidade aparente pode ser determinada através de métodos in vivo e in
vitro. Os métodos de coleta in vivo séo os diretos e indiretos, carecem da coleta de material
fecal, sdo utilizados para determinar a digestibilidade aparente do nutriente isoladamente ou

de uma dieta utilizada para alimentar um determinado organismo aquéatico (NRC, 2011).
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Utiliza-se o termo “aparente” por supor que o material fecal venha contaminado
por fragmentos de alimento ndo consumido, células da mucosa estomacal, bactérias, enzimas
digestivas (CORDOVA-MURUETA et al., 2003).

O método in vivo direto ou gravimétrico consiste na quantificacdo de nutrientes
ingeridos e excretados, através da coleta total de racdo ndo ingerida e fezes dos organismos
cultivados, sendo o grande desafio separar o material fecal do restante de excrementos que séo
gerados apo6s a alimentacdo do animal (LEE ; LAWRENCE, 1997).

O método in vivo indireto baseia-se na coleta de uma amostra de fezes utilizando
um marcador inerte adicionado a racdo. A digestibilidade dos nutrientes é determinada
comparando-se a concentragdo do marcador encontrado nas fezes em relacdo a concentracao
incorporada nas dietas (NRC, 2011).

Atualmente, se utiliza com maior frequéncia o método indireto que envolve o uso
de marcadores inertes, sendo o mais usual o 6xido de crémio (Cr,03), de forma que a coleta
total das fezes ndo é necessaria, apenas uma amostra representativa (NRC, 2011). Este
marcador de cor verde ndo altera as caracteristicas organolépticas das dietas, é praticamente
insolvel em agua, ndo é toxico e pode ser facilmente quantificado nas fezes (HERNANDEZ
et al., 2008).

Um bom marcador deve ser completamente indigestivel, ndo absorvivel, isento de
acdo farmacoldgica e passar uniformemente no aparelho digestério, ter facil e rapida
determinacdo quimica e de preferéncia ser incorporado a dieta de forma homogénea, ser

higiénico e sem causar danos ao ser humano e ao ambiente (GODDARD ; McLEAN, 2001).

2.5 Parametros hematoldgicos

O sangue é um tecido conectivo de propriedades especiais, sua matriz extracelular
é liquida (plasma), composta por 90% de agua, 7% de proteinas (globulinas e albumina), e o
restante, de solutos variados (eletrélitos, como ions carbonato, cloro, sddio, potassio, célcio,
fosfatos),além disso € composto por metabolitos, horménios e enzimas(RANZANI-PAIVA et
al., 2013).

Entre as func¢bes desempenhadas pelo o sangue destaca-se: a distribuicdo de calor,
o0 transporte de gases respiratorios, nutrientes e produtos da excrecdo, além da defesa do
organismo, correspondendo a um volume de 1,5 a 3,0% do peso vivo em peixes teledsteos
(RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004). A hematologia estuda as alteragdes dos padrdes
e dos distarbios morfoldgicos do sangue, permitindo que seja estabelecida uma relagdo entre
0s parametros sanguineos e a sanidade dos peixes (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).
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Os estudos dos parametros hematologicos de peixes permitem o conhecimento da
capacidade respiratéria da espécie e auxiliam na compreensdo de seu sistema imunoldgico
pela analise do eritrograma e pela analise quantitativa e morfoldgica dos leucdcitos. Os
parametros eritro-leucocitarios sdo reconhecidamente utilizados como indicadores no
diagndstico e progndstico para avaliacdo de condigcBes de estresse, tanto em animais no
ambiente natural como em cativeiro (SANTOS; TAVARES-DIAS, 2011).

As células sanguineas sdo divididas em vermelhas (eritrocitos) e brancas
(leucocitos), o que pode ser visualmente constatado apds a centrifugacdo do sangue,
separando a série vermelha da série branca do sangue (DAMATTA et al., 2009).

Os eritrdcitos, sdo as células em maior quantidade na circulagdo sanguinea, sdo
nucleados nos peixes e transportam oxigénio e gas carbonico. Podem-se notar variagfes
morfologicas nestas células em diferentes espécies de peixes, geralmente os eritrécitos séo
elipticos com nucleo central, exibem cromatina compacta nas células maduras e nos
eritroblastos a cromatina € frouxa (RANZANI-PAIVA et al.,1998; RANZANI-PAIVA et
al.,2013).

Alteracbes hematologicas envolvendo os eritrocitos de peixes incluem,
principalmente, policitemia, anemia e alteracbes morfoldgicas (CLAUSS et al., 2008). A
hemoglobina é o pigmento respiratério de peixes e trata-se de uma proteina conjugada
formada de 96% de proteinas (globinas) e por um grupo prostético de coloracdo vermelha,
chamado heme (4%), que por sua vez é formando por ferro e grupamentos porfirinicos
(LOPES; BIONDO; SANTQOS, 2008).

As células do sistema imunoldgico séo os leucécitos ou globulos brancos (LABH;
SHAKYA, 2014). Os neutroéfilos, eosindfilos, baséfilos, mondcitos e linfdcitos sdo leucdcitos
usualmente observados na circulacdo sanguinea dos peixes (SOUSA et al., 2013). Os
leucdcitos podem ser utilizados para avaliar o sistema imunoldgico, ja os trombdcitos estdo
relacionados com a coagulacdo sanguinea, com a defesa organica e possuem funcédo
fagocitaria (RANZANI-PAIVA et al., 2013). Os trombdcitos sdo células responsaveis pelo
processo de coagulagdo sanguinea, sdo bastante abundantes, perdendo em quantidade apenas
para os eritrécitos (SOUSA et al., 2013).

Os linfocitos sdo células de formato arredondado, com citoplasma basofilico, sem
granulagdes e nucleo arredondado com a cromatina bastante densa (SILVA, 2012). Os
linfocitos sdo responsaveis pela resposta imune especifica humoral e celular, produzindo
anticorpos que atuam no processo de memdria imunoldgica, bem como promovem a liberacéo
de fatores reguladores da fungdo imune (FALCON, 2007).
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Os neutrofilos possuem morfologia arredondada, ndcleo em forma de bastonetes e
granulacdes citoplasmaticas acidofilas. Essas células possuem propriedades fagociticas com
acao bactericida, além da atividade microbicida desencadeada pelo processo de explosdo
respiratoria, caracterizado pela conversdo do oxigénio molecular em compostos e metabdlitos
derivados do oxigénio (FALCON, 2007).

Os eosinofilos e baséfilos sdo raramente encontrados no sangue periférico de
peixes, mas também participam da resposta imune, sendo encontrados com mais frequéncia
no trato intestinal e nas branquias, bem como na corrente sanguinea em ocasides de infestacdo
parasitaria (SILVA; LIMA; BLANCO, 2012; HINE, 1992).

Os mondcitos sdo células de grande tamanho, e geralmente esféricas, podendo
apresentar polimorfismo. Essas células sdo de grande importancia no sistema imune dos
peixes, pois possuem a capacidade de ingestdo de material estranho ao organismo, assim
como restos celulares da resposta inflamatéria e de outros processos degenerativos, além de
secretarem radicais livres de oxigénio e nitrogénio, contribuindo com a destruicdo de
diferentes patogenos (FALCON, 2007; SILVA, 2012).

Os trombdcitos de peixes sdo células elipticas com nucleo fusiforme e com
intensa vacuolizacdo, diferem claramente de todas as outras populacdes de leucdcitos porque
possuem estruturas vesiculares e microtubulares em seu citoplasma (TAVARES-DIAS et al.,
2007). Em peixes marinhos quanto dulcicolas, os trombdcitos auxiliam na coagulacdo
sanguinea igual aos trombdcitos dos mamiferos, e também possuem a funcdo de defesa do
organismo através da atividade fagocitica, podendo ser hemostatica e homeostatica
(TAVARES-DIAS et al., 2002).

Alteragdes na contagem relativa de células sanguineas de defesa pode indicar a
ocorréncia de processos infecciosos, igualmente ao que acontecem com o0s mamiferos, 0s
peixes portadores de infec¢do apresentam neutrofilia com linfopenia relativa, podendo
também ser possivel a mobilizacdo dos trombdcitos de seus compartimentos de reserva para
contribuir com os mecanismos de defesa. O hematdcrito, a concentragdo de hemoglobina e a
contagem total do numero de hemécias podem ser indicadores da capacidade de transporte de
oxigénio no sistema circulatério dos peixes (SILVA; LIMA; BLANCO, 2012).

O volume corpuscular médio e a hemoglobina corpuscular média séo indices
hematimétricos calculados a partir da (hemoglobina, hematdcrito e contagem de eritrocitos),
sendo o volume corpuscular médio indicador da dindmica cardiaca e fluxo sanguineo, ja a
hemoglobina corpuscular média demonstra como estad a funcdo respiratoria (HOUSTON,
1990).
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Caracteristicas hematoldgicas sdo parametros essenciais para a avaliacdo da saude
e estado fisioldgico dos animais, refletem a capacidade de resposta fisioldgica de um animal
para o seu ambiente interno, que incluem alimentacéo e digestdo (ETIM et al., 2013).

A aplicacdo da hematologia em pesquisa com animais é bem aceita e considerada
um procedimento de rotina em métodos de diagnéstico (SERIANI et al.,, 2011). O
monitoramento do estado de saude dos peixes é indispensavel para 0 manejo sanitario da

producdo, seja de grande ou pequeno porte (ISHIKAWA et al., 2010).

2.6 Composicgao centesimal do pescado

O pescado é definido como todos os organismos aquaticos (animal e vegetal) de
origem fluvial, marinha ou estuarina, destinados a alimentacdo humana, como 0s peixes,
moluscos, crustaceos, anfibios, quelénios, mamiferos, algas, dentre outros (GONCALVES,
2011). O peixe é um dos alimentos mais importantes na dieta humana devido a alta qualidade
da proteina e da grande quantidade de nutrientes, além de excelente digestibilidade. O
consumo regular de pescado apresenta diversos beneficios (VIANA et al., 2013).

Nos Ultimos anos o interesse pelo pescado cresceu bastante, devido as suas
caracteristicas nutricionais, e pelo fato de sua alta digestibilidade, ja que possui fibras
musculares curtas e com menor tecido conectivo. O conhecimento da composi¢éo corporal
dos peixes se faz necessario para que haja um aumento de sua aceitacdo como um alimento
alternativo e que possa competir com outras fontes proteicas largamente utilizadas, como as
carnes bovina, suina e de aves (BRITTO et al., 2014).

A composicdo quimica da carne do pescado depende de fatores bidticos e
abioticos relacionados com a espécie e o cultivo, pois influenciam nas caracteristicas fisicas e
organolépticas, e ainda no tempo de prateleira do peixe e seus derivados (BURKERT et al.,
2008). A determinacdo da composicdo quimica da carne do pescado é extremamente variavel.
O principal componente € a agua, cuja proporcao, na parte comestivel, pode variar de 64 a
90%, seguido pelas proteinas, de 8 a 23%, e pela gordura, de 0,5 a 25%. Dentre 0s menores
constituintes do pescado, encontram-se 0s sais minerais, cujo teor varia de 1,0 a 2,0%, 0s
carboidratos, que no caso dos peixes ndo chegam a representar 1,0% da sua composi¢do
(FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

As proteinas sdo as biomoléculas mais abundantes nos seres vivos e apresentam
importantes funcgdes fisiologicas, como a coagulagdo sanguinea, a nutricdo dos tecidos, e
outros processos que contribuem para a manutencdo da homeostase (ALVES; WAITZBERG,
2009).
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Quando comparada a outras carnes, a proteina proveniente do pescado apresenta
alta digestibilidade atribuida & maior fracdo miofibrilar e ao menor comprimento das fibras
musculares, o0 que resulta numa maior area de atuacdo das enzimas digestivas (GONCALVES,
2011).

Para que uma dieta apresente um melhor aproveitamento nutricional e um menor
poder poluente das excretas resultantes da alimentacao, € importante que haja equilibrio entre
as proteinas e os aminoacidos digestiveis, com o correto balanceamento de forma a atender as
exigéncias de todos 0s aminoacidos essenciais para manutencdo e crescimento dos
organismos (GONCALVES et al, 2009).

A proteina consumida pelos peixes € digerida ou hidrolisada liberando
dipeptideos, tripeptideos e aminoacidos livres, que sdo absorvidos pelo epitélio intestinal e
distribuidos por meio da corrente sanguinea para 6rgdos e tecidos (BICUDO, 2008; WU,
2013). Portanto, peixes consomem proteina para obter aminoécidos e, assim, ndo possuem
exigéncia verdadeira em proteina, mas sim em suprimento equilibrado de aminoéacidos
essenciais e ndo essenciais (BICUDO; CYRINO, 2009; PEZZATO et al.,2004).

Com relacdo a eficiéncia da producdo € indispensavel que os peixes produzidos
apresentem bom rendimento & indlstria e caracteristicas atraentes ao consumidor. E
importante avaliar a composi¢do da carcaca dos animais submetidos a diferentes dietas,
principalmente para verificar se estas proporcionam um aumento na massa proteica do peixe,
a qual tende a aumentar o rendimento do filé, produto preconizado pelo consumidor (VIEIRA
et al., 2009).

Diversos estudos tém comprovado a eficacia dos aditivos sintéticos e naturais para
um melhor desempenho produtivo de peixes cultivados, apresentando melhorias no
rendimento e na composi¢do quimica do filé, aumento do teor proteico e de minerais, a
diminuicdo do teor de gorduras, mudancas organolépticas relacionadas ao sabor e a coloragédo
dos filés (FABREGAT, 2011; FABRICIO, 2013; MOREIRA, 2011).

2.7 Enzimas

As enzimas sdo, em sua maioria, proteinas indispensaveis para a realizagdo dos
processos metabdlicos nos seres vivos, pois, as reaces bioquimicas que acontecem no
organismo sdo catalisadas por estas. As enzimas aumentam a velocidade das reacdes
diminuindo a energia de ativacdo sem alterarem o equilibrio quimico; s&o especificas, atuam
por meio de sitio ativo, em determinado substrato; sensiveis as mudancas de pH e temperatura

do meio, com um limiar 6timo no qual ocorre maxima atividade (NELSON; COX, 2014).
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A atividade enzimatica geralmente ocorre em condicGes brandas de temperatura
(30-60 °C), especificidade a substrato, reduzida formagao de subprodutos, custo intermediario
e podem ser recicladas ao final do processo. Estdo entre as moléculas mais estudadas em
biotecnologia, devido possuir diversas aplicagdes nas industrias quimica, farmacéutica, téxtil,
agroindustrial, cosmética e alimenticia (TAVANO, 2013).

Algumas das restri¢cbes quanto a utilizacdo de enzimas em bioprocessos ocorrem
pelo fato de apresentarem, ocasionalmente, desenvolvimento de caracteristicas sensoriais
indesejaveis, devido a acao hidrolitica. O controle das condigdes reacionais (pH, temperatura,
tempo de hidrélise, concentracdo de substrato) € um importante passo para a obtencdo de um
produto com qualidade sensorial adequada ao consumidor final (CHOI; HAN; KIM, 2015;
JEEWANTHI; LEE; PAIK, 2015).

O mercado de enzimas esta divido em enzimas industriais (enzimas aplicadas na
indUstria de alimentos e racdo animal, por exemplo) e enzimas especiais (enzimas
terapéuticas, enzimas para diagnéstico, quimica quiral e pesquisa). Com relacdo a nutrigdo
animal, a biotecnologia moderna vem promovendo um impacto positivo, possibilitando
atender de forma eficiente os requerimentos fisiolégicos, originando um impulso significativo
também na salde e bem-estar dos animais (ROCHA, 2008).

Amilases (a-amilases e glicoamilases), proteases (quimosina, papaina, bromelaina
e pepsina), lipases e pectinases sdo exemplos utilizados em grande escala. Dentre todas as
enzimas com utilizacdo industrial, as proteases representam cerca de 60% de todo o mercado.
(GONZALEZ-RABADE et al., 2011; VERMELHO et al., 2015).

2.8 Enzimas na nutricédo animal

Nos sistemas intensivos de criagdo de peixes, 0s animais ndo tem acesso ao
alimento natural em quantidade e qualidade adequada as suas exigéncias nutricionais para o
méaximo desempenho produtivo, sendo dependentes de dietas artificiais. E essencial o
conhecimento das exigéncias nutricionais para as diferentes espécies e fases de
desenvolvimento, na formulacdo de dietas apropriadas, buscando a utilizagdo dos nutrientes
dos diversos alimentos de forma estratégica para diminuicdo de custos de producdo e aumento
da viabilidade econdmica (PEZZATO et al., 2001).

Uma importante alternativa para resolucdo do problema da baixa disponibilidade
da farinha de peixe, resultante do crescimento da aquicultura e do elevado custo, é a
substituicdo deste alimento por ingredientes proteicos de origem vegetal, como o farelo de

soja, farelo de algodéo, farelo de milho, entre outros.
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Apesar do elevado teor proteico e valor nutricional destes ingredientes, os fatores
antinutricionais podem comprometer a disponibilidade dos nutrientes nestes alimentos
(AYHAN et al., 2008; DALSGAARD et al., 2012; GUIMARAES et al., 2009; LIU et al.,
2013).

O uso de enzimas em dietas viabiliza beneficios como a possibilidade de
empregar ingredientes com nutrientes pouco disponiveis aos animais, a reducdo de alguns
nutrientes como fosforo e nitrogénio nas fezes, diminuindo assim a quantidade desses
elementos no meio, atenuando a contaminacdo do ambiente de cultivo (CAMPESTRINI;
SILVA; APPET, 2005).

A producdo industrial de enzimas ou complexos enziméticos para utilizacdo na
nutricdo animal é, geralmente, proveniente de leveduras, fungos ou bactérias em processos
que envolvem meios liquidos ou pela fermentagdo em estagio sélido “SFF” (CAMPESTRINI;
SILVA; APPET, 2005; ROBISON; NIGAN, 2003).

De acordo com a sua finalidade, as enzimas usadas em ra¢fes para monogastricos
podem ser divididas em dois tipos: complementar as enzimas digestivas enddgenas (proteases,
lipases) e enzimas ndo sintetizadas, como as (B-glucanases, xilanases, celulases, fitases)
dentre outras (Tabela 1). As enzimas digestivas exdgenas atuam igualmente as enddgenas,

exibindo um sitio ativo capaz de atuar sobre os mesmos substratos especificos (HENN, 2002).

Tabela 1. Enzimas, substratos e efeitos das enzimas utilizadas em dietas para monogastricos.

Enzima Substrato Efeitos

XMilanases Arabinoxilanas Reducio da viscosidade da digesta.

Glucanases p-glucanos Reducdo da wviscosidade da digesta. Menor
umidade na cama.

Pectinases Pectinas Reducio da viscosidade da digesta.

Celulases Celulose Degradacdo da celulose e liberacdo de
nutrientes.

Proteases Proteinas Suplementacido das enzimas endodgenas.
Degradagio mais eficiente de proteinas.

Amilases Amido Suplementacdo das enzimas enddgenas.
Degradacdo mais eficiente do amido.

Fitase Acido fitico Melhora a utilizacdo do fosforo dos vegetais.
Remocio do acido fitico.

Galactosidases  Galactosidios Remocéao de galactosidios.

Lipases Lipidios e acidos Melhora a utilizacio de gorduras amimais e

Sraxos vegetais.

Fonte: Adaptado de Cleophas et al.(1995).
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As proteases sd0 enzimas que atuam sobre a proteina, quebrando ligacdes e
liberando aminoécidos prontamente disponiveis. Estas podem atuar nas ligagGes das proteinas
de armazenamento dos ingredientes de origem vegetal, liberando o amido para ser digerido,
por sua vez, pela amilase (BEDFORD; PARTRIDGE, 2011).

A lipase e amilase sdo sintetizadas principalmente no pancreas, no entanto, em
algumas espécies de peixes onivoros ou herbivoros, essa sintese pode ocorrer na mucosa
intestinal (FRACALOSSI; CYRINO, 2013). A lipase atua na degradacdo de lipideos da
alimentacdo, liberando acidos graxos e glicerol no Iimen do intestino. Estes compostos
desempenham importantes fungdes energéticas, estruturais e hormonais (MOURA et al.,
2012).

As fitases sdo responsaveis pela digestdo dos fitatos (acido fitico), complexos
organicos de armazenagem de fésforo nas plantas, hidrolisam um ou mais grupos fostato do
fitato, reduzindo seus efeitos negativos (BARLETTA, 2010; CAMPESTRINI; SILVA;
APPET, 2005).

A celulase é uma enzima que atua na degradacdo da celulose, componente
estrutural da parede de celular vegetal. Tilapias ndo sdo capazes de sintetizar essa enzima, no
entanto, quantificando a atividade da celulase no quimo de tildpias mogambicana
(Oreochromis mossambicus), com habito alimentar onivoro foi identificada atividade de
enzimas celuloliticas provenientes da flora bacteriana anaerdbica destes animais (SAHA et al.,
2006).

A atividade das enzimas adicionadas em racGes para animais pode ser afetada por
varios fatores: produtos quimicos, pH e sobretudo pelas variacbes de temperatura. Na
piscicultura sdo utilizadas ragdes extrusada, as quais envolvem altas temperaturas durante o
processamento. Deste modo, a inclusdo de enzimas nas racdes deve ser feita de forma
criteriosa, devido a sua natureza proteica, pode ocorrer perda parcial ou total da atividade
biologica (CARLSON ; POULSEN, 2003).

E importante ressaltar que, nem sempre, a suplementacio de enzimas exogenas
proporciona resposta positiva no desempenho dos animais. Para uma enzima atuar, é
necessario ter: o substrato especifico na dieta, uma dosagem correta, a capacidade em
ultrapassar barreiras encontradas no estdbmago (ex. baixo pH e acdo de enzimas proteoliticas
como a pepsina), além de observar a temperatura a qual a ragdo é submetida durante o
processamento (HENN, 2002).
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Alguns estudos comprovam que a utilizacdo de enzimas ou complexos
enzimaticos melhoram a digestibilidade de racdes tanto a base de milho e soja (OLIVEIRA et
al., 2007) como também, de ingredientes alternativos com alta viscosidade, como o farelo de
trigo (GUIMARAES et al, 2009) e o triticale (TACHIBANA et al., 2010).

O uso de mudltiplas enzimas (carboidrases, fitase e proteases), que atuam sobre
diferentes efeitos antinutricionais, objetiva em ter maximizacdo dos beneficios
proporcionados pela suplementacéo enzimatica (ADEOLA; COWIESON, 2011).

2.9 Enzimas vegetais

Nas Gltimas décadas, o interesse em produtos naturais de plantas com aplica¢fes
biotecnologicas tém crescido rapidamente. Entre estas moléculas naturais se destacam as
enzimas, por sua especificidade, alta atividade e por ndo serem consumidas durante o
processo. Existe uma grande diversidade de enzimas que sdo utilizadas na industria, incluindo
enzimas proteoliticas de origem vegetal. (GONZALEZ; BADILLO; BARRADAS, 2011).

Enzimas proteoliticas, ou proteases, também conhecidas como peptidases tém
importante papel em processos bioldgicos de todos os seres vivos, estando envolvidas em
processos de: sintese proteica, digestdo, sinalizacdo, crescimento celular, desenvolvimento e
amadurecimento de frutos, degradacdo proteica, reconhecimento de patdgenos e apoptose em
plantas (AMRI; MAMBOYA, 2012; COSTA; LIMA, 2016).

As proteases podem ser obtidas de vegetais, animais, fungos e bactérias. As
leveduras sdo microrganismos muito utilizados na industria de alimentos, a maioria das
espécies nao se enquadra como patogénicas (RODRIGUES; SANT’ANNA, 2001).

Por muitos anos as proteases vegetais tém sido utilizadas na medicina, na
fabricacdo de detergentes, na producdo de insumos para laboratério e na ciéncia dos
alimentos. Contudo o numero de proteases vegetais utilizadas industrialmente ainda é baixo.
Isso porque sua disponibilidade comercial € limitada, pois a aplicacdo industrial de enzimas
requer altos custos para sua producdo em larga escala, e nesse ponto, as enzimas de origem
microbiana leva vantagem (FEIJOO-SIOTA; VILLA, 2011).

Além dos papéis fisiologicos desempenhados pelas proteases, suas aplicacfes
comerciais sdo de extrema importancia, uma vez que estas representam um dos trés maiores
grupos de enzimas industriais, constituindo cerca de 60% da totalidade mundial de vendas de
enzimas (BADGUJAR et al., 2014).
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Na alimentacdo animal atualmente, a adi¢do de proteases tem despertado interesse
pelo fato de seu uso em varios ingredientes proteicos, contribuindo para uma variabilidade
consideravel na qualidade e disponibilidade de proteina, principalmente pelos ingredientes de
origem vegetal, minimizando fatores antinutricionais que podem prejudicar a digestdo dos
nutrientes. Além disso, a adicdo de proteases pode aumentar a utilizagdo das proteinas de
armazenamento encontradas em farelos de origem vegetal (BARLETTA, 2010).

Nas plantas as proteases mais conhecidas pertencem aos grupos de proteases
serinicas, cisteinicas e asparticas. As proteases cisteinicas estdo envolvidas em processos
anabolicos e catabolicos presentes na maturacdo, degradacdo e reconstrucdo de proteinas em
resposta a diversos estimulos externos e papel de limpeza ao destruir proteinas anémalas,
desempenha funcdo no processo de acumulo de proteinas de armazenamento pela semente e
na mobilizacdo dessas (GONZALEZ RABADE et al., 2011).

Proteases cisteinicas de origem vegetal tais como as de Carica papaya (papaina,
quimopapaina, caricaina); Ananas comosus (bromelaina, ananaina, comosaina) e de Ficus
glabrata (ficina) tém reconhecida importancia comercial por possuirem forte atividade
proteolitica sobre diversos substratos proteicos, além de serem estaveis em ampla faixa de pH
e temperatura (ARAYA-GARAY et al., 2011). Papaina, bromelaina e ficina sdo as proteases
de plantas mais utilizadas, no entanto novas proteases com propriedades fisico-quimicas
atraentes para a industria sao desejaveis (FEIJOO-SIOTA; VILLA, 2011).

As enzimas proteoliticas sdo capazes de hidrolisar ligacGes peptidicas pelo ataque
nucleofilico e hidrolise subsequente de um intermediario tetraédrico. Classificadas como
pertencentes a classe 3 (hidrolases) e da subclasse 4 (hidrolisam ligagdes peptidicas) pelo
Comité Internacional de Nomenclatura Enzimética da Unido de Bioquimica e Biologia
Molecular (NCI-UBMB). Essas enzimas podem ser agrupadas de acordo com seu mecanismo
quimico catalitico. Os aminoacidos presentes no sitio ativo definem seus tipos: aspartica (EC
3.4.23), (aspartato e tirosina); serinica (EC 3.4.21), (serina e histidina); cisteinica (EC 3.4.22),
(cisteina e histidina); treonina (treonina); glutamato (acido glutamico) e as metalo peptidases
(EC 3.4.24), possuem fons metalicos no sitio ativo (Zn**, Ca®* ou Mn®"), (TURK, 2012).

A subclasse 3.4, por sua vez, pode ser dividida quanto & posicdo da ligacdo
peptidica a ser clivada: endopeptidases clivam residuos de aminoacidos localizados na regido
interna da proteina; enquanto que, aminopeptidases atuam proximas a extremidade N-terminal
e carboxipeptidases na regido proxima a extremidade C-terminal, sendo que as duas ultimas
podem ser chamadas genericamente de exopeptidases (Figura 1), (CORNISH-BOWDEN,
2014; SIKLOS; BENAISSA; THATCHER, 2015).
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Figura 1 — Hidrolise de exopeptidases e endopeptidases, sobre uma cadeia polipeptidica
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Fonte: Métyan; T6th; Tozsér (2013), com modificacdes.

2.10 Létex e plantas laticiferas

Dentre a grande variedade de plantas que compde o Reino Vegetal, cerca de
20.000 espécies, pertencentes a 22 familias, consideradas plantas laticiferas (HAGEL et al.,
2008). Em termos gerais, o latex pode ser descrito como um liquido, geralmente de aspecto
leitoso, exsudado de plantas apds algum tipo de injdria, seja por dano mecanico ou herbivoria
(KEKWICK, 2001). Semelhante a acdo do sangue nos animais, os tecidos de plantas
laticiferas, quando danificados, vertem latex com uma coagulacdo rapida quando exposto ao
ar (AGRAWAL ; KONNO, 2009).

O latex é sintetizado e acumulado sobre pressdo em sistemas de canais
especializados denominados de laticiferos, que sdo formados por um conjunto de células
tubulares alongadas altamente especializadas, onde ocorre a producdo e armazenamento do
latex, podendo estar presente em todas as partes da planta ou isolado em tecidos e 6rgdos
como em raizes, caules, frutos e folhas (PICKARD, 2008; KITAJIMA et al., 2013).

Inimeros compostos sdo encontrados no latex: proteinas, alcaloides, esterdis,
acidos graxos, amidos, agucares, 6leos, taninos, poli-isopreno (borracha), resinas e gomas.
Além de possuir também diversas proteinas enzimaticas e ndo enzimaticas, tais como:
proteases cisteinicas, serinicas, quitinases, oxidases, glucosidades, lipases, esterases,
trombinas, plasminas, peroxidases, lectinas, inibidores de proteases e diversos alérgenos
(HELI et al., 2008; SANTOS ; VAN REE, 2011).



36

O latex apresenta elevada concentracdo de poli-isopreno (borracha), sendo
encontrado em diferentes concentracdes nas seguintes espécies: Cryptostegia grandiflora
(96,6%); Calotropis procera (82,52%); Plumeria rubra (82,2%); Ficus ssp. (15-30%);
Alstonia boonei (15,5%) (AGRAWAL; KONNO, 2009; KONNO, 2011; FREITAS et al.,
2007; FREITAS et al ., 2011). Entretanto, apenas a seringueira (Hevea brasiliensis) é utilizada
comercialmente como fonte de borracha natural, devido ao seu extraordinario rendimento e
propriedades fisicas (AOKI et al., 2014).

Outras espeécies de plantas laticiferas apresentam uma aplicacdo diferente do latex
de H. brasiliensis. Os latices destas plantas sdo largamente utilizados na medicina popular
para diversos fins, como: cicatrizacdo, dores nas articulacdes, controle de verminoses, entre
outros fins terapéuticos (UPADHYAY, 2011). Deve-se salientar a importancia cientifica de
espécies como C. procera, C. grandiflora e P. rubra, no que concerne o potencial
biotecnoldgico de moléculas oriundas de seus latices (FREITAS et al., 2011; LIMA et al.,
2012; RAMOS et al., 2014).

2.11 Calotropis procera (Ait.) R.Br

Calotropis procera (Ait.) R.Br. é um arbusto pertencente a familia Apocynaceae,
nativo de regides tropicais, explorado principalmente pelos povos indigenas. E uma planta
laticifera explorada em vaérios paises, como india, Paquistdo, Egito e Malésia, e em menor
intensidade no Nordeste do Brasil (FIGUEIREDO et al., 2014).

O nome cientifico da espécie vegetal ¢ derivado do grego (‘“kalos” = belo, “tropis”
= barco) e procera é a partir das palavras latinas "em favor de" e "cera", referindo-se a
aparéncia cerosa da planta (HASSAN et al., 2015). Teve sua origem na india, sendo
disseminada para outras partes do mundo com o intuito ornamental, é uma planta perene,
pouco ramificada, porte arbustivo, podendo alcancar de 3 a 4 metros de altura. Essa espécie
pode ser encontrada nas regibes aridas e semiaridas da Asia, Africa e Sul da América,
incluindo o Brasil (KAKKAR et al., 2012).

Seu desenvolvimento ocorre em solos secos, arenosos e em climas quentes,
podendo crescer como erva daninha em terrenos agricolas (ABHISHEK et al., 2010). No
Brasil, a C. procera é conhecida como algodao de seda, paninha de seda, leiteiro, queimadura
e Jacauna, sendo no Ceara mais conhecida como ciume, flor de seda e Horténcia (VIANA,
2011), (Figura 2).
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Figura 2- Aspectos gerais da planta de Calotropis procera (Ait.) R. Br.
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Fonte: Autor.

Todas as partes dessa planta apresentam diversos usos medicinais, sendo utilizada
pela populagdo no combate a doengas como febre, reumatismo, indigestdo, tosse, resfriado,
eczema, asma, elefantiase, nduseas, vomitos, diarreia (ABHISHEK et al., 2010).

Também € utilizada para fins ndo convencionais, em praticas de suicidio de
acordo com Rutten; Statius Van Eps (1998), que relataram um caso de envenenamento
intencional. Kosaraju et al. (2015) também registraram casos de suicidios realizados pela
populacdo da zona rural da India apés consumo de C. procera. Em contraste, o latex de C.
procera também apresenta diversas propriedades farmacoldgicas sendo utilizadas
tradicionalmente para o tratamento de infecgdes cutaneas, doencas inflamatorias, entre outras
doengas (SHARMA et al., 2012).

Em seus fluidos laticiferos ja foram identificados diversos compostos como
cardenolideos, alcaloides, carboidratos, esteroides, terpenos, carbonatos organicos, proteases
cisteinicas, quitinases, osmotinas, inibidores de proteases entre outros fazendo deste latex uma
potente fonte de compostos com atividades farmacoldgicas (FREITAS et al., 2007; FREITAS
et al., 2011; RAMOS et al., 2010). Recentemente foram anotados, a partir de uma biblioteca
de cDNA, 27 peptidases, todas do tipo cisteinicas (KWON et al., 2015).

Dentre os diversos compostos, 0s cardenolideos sdo altamente tdxicos por
inibirem as bombas de sodio-potéassio. Estas bombas sdo responsaveis pela manutencdo do
potencial elétrico de células animais, e sdo particularmente importantes na manutencdo da
condutividade elétrica do coragdo (ASLANI et al., 2004).
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Outros componentes presentes no latex, como os alcaloides, sdo considerados
toxicos para animais e insetos por afetarem neurotransmissores e lectinas que se ligam as

porcdes especificas de carboidratos, promovendo coagulacdo (WALDHOER et al., 2004).

O latex de C. procera foi processado através de centrifugacGes e dialises,
tornando-se livre da fracdo de borracha e de pequenos metabdlitos (< 8.000 Da). Esta fracdo
proteica retida foi denominada (LP) apresentando atividade antinociceptiva (SOARES et al.,
2005) e anti-inflamatoria, enquanto sua fracdo proteica complementar, de baixo peso

molecular, apresenta atividade pro-inflamatéria (ALENCAR et al., 2006).

Em um estudo avaliando a digestibilidade, in vitro e in vivo de (LP), foi possivel
observar parcial digestibilidade in vitro e auséncia de (LP) em material fecal de ratos tratados
com (LP) em agua de ingestdo por 35 dias. Estes dados reunidos sugeriram que a toxicidade
do latex deve estar relacionada com a fracdo de borracha (RAMOS et al., 2006).

Singhal; Kumar (2009) avaliaram os efeitos toxicos da suspenséo aquosa do latex
em po de C. procera, livre da fracdo de poli-isopreno (borracha), sobre a funcdo hepética e
renal de ratos, onde foi administrada por 45 dias, via oral, nas doses de 10, 100 e 400 mg/kg.
Nenhum efeito adverso foi observado pelos autores durante o periodo de tratamento,
sugerindo que a fracdo de borracha seja a principal responsavel pelos efeitos toxicos.

Corroborando com as conclusdes de Singhal & Kumar (2009), Lima e
colaboradores (2011) constataram que o latex integro (com fragdo da borracha) de C. procera,
possui propriedades cardiotdxicas e hepatotoxicas ap6s administracdo intraperitoneal em
ratos, na dose de 1 ml/kg.

De acordo com Freitas et al. (2007) a caracterizacdo bioquimica das Proteinas do
latex de C. procera (LP), definiu que esta fracdo proteica, é composta por proteinas basicas
(PT> 6,0), com massas variando entre (5-95 kDa), sendo as de (26 kDa) mais abundantes, seu
conteido de protefnas soltveis aproximadamente é de (8,85 mg mL™), representando em
média 17% do peso seco do latex, forte atividade enzimatica em temperaturas de (30-60 °C).
Apresenta enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase e ascorbato dismutase, sendo
a ultima em menor nivel de atividade, atividade quitinolitica e intensa atividade proteolitica
atribuida as proteases cisteinicas.

As proteases cisteinicas € um grupo diverso com mais de 130 enzimas conhecidas
presentes em animais, plantas e microrganismos. Apresentam massa de 24 a 35 kDa, mostra
Otima atividade enziméatica em pH (6,0 a 7,5) e podem suportar temperaturas de até (60 a 80
°C), em parte pelas trés pontes dissulfeto (PARKIN, 2010).
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As proteases cisteinicas possuem um grande potencial nas industrias alimenticia,
de biotecnologia e farmacéutica por apresentar atividade em uma vasta gama de temperatura e
pH, ocorrendo em varios tecidos das plantas, em alguns casos, em quantidade excessiva, desta
forma oferecem uma alternativa atraente para a sua extracdo e purificacio (GONZALEZ-
RABADE, 2011).

A planta C. procera possui diversas aplicagdes biotecnoldgicas atribuidas as

proteases oriundas do seu latex ou de seu extrato proteico sendo constatadas nas mais distintas

areas como a medicina, agricultura e industria de alimentos, como descrito (Tabela 2).

Tabela 2. Aplicagdes biotecnolégicas das proteases de Caloropis procera.

Atividade

Referéncias

Defesa contra insetos e fungos
Antinociceptivas

Pro e anti-inflamatorias

Citotoxica e antitumoral
Anti-inflamatdria

Anti-helmintica e anticancer
Inseticida

Antifangico

Depressora sobre 0 SNC
Prevencao de mucosite oral
Prevengdo de mucosite intestinal
Cicatrizante

Pro-coagulante

Coagulacéo do plasma sanguineo
Antiedematogénica, antioxidante e
antiartrite

Contra choque séptico causado por
infeccdo com bactérias patogénicas
Amaciamento de carnes

Coagulacéo do leite

KONNO et al (2004); RAMOS et al (2014)
SOARES et al (2005)

ALENCAR et al (2006)

OLIVEIRA et al (2007); OLIVEIRA et al (2010)
SALAS et al (2008)

SALAS et al (2008)

RAMOS et al (2010)

SOUZA et al (2011)

LIMA et al (2010)

FREITAS et al (2012)

ALENCAR et al (2016)

FIGUEIREDO et al (2014); RAMOS et al (2016)
RAMOS et al (2012)

VIANA et al (2013)

CHAUDHARY et al (2015); CHAUDHARY et al
(2016).
LIMA-FILHO et al (2010); OLIVEIRA et al
(2012); NASCIMENTO et al ( 2016)
RAWDKUEN;JAIMAKREU;BENJAKUL (2013)
RASKOVIC; LAZIC; POLOVIC (2016)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Seu potencial é verificado na ciéncia e tecnologia de alimentos, incluindo a
hidrélise de grandes polipeptideos em peptideos menores e aminoécidos, o que facilita a
digestdo e absorc¢éo de proteinas (FEIJOO-SIOTA; VILLA, 2011; MORCELLE et al., 2004).

O fluido laticifero de C. procera é uma fonte rica de enzimas proteoliticas e
muitas destas enzimas tém sido analisadas em termos moleculares, enziméticos, funcionais e

prospeccao biotecnoldgica (RAMOS et al., 2013).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
» Auvaliar os niveis de inclusdo das proteases do latex de C. procera (LP), na racdo para

alevinos de tildpia do Nilo, verificar seu efeito no desempenho zootécnico,

digestibilidade e parametros hematolégicos.

3.2 Objetivos especificos

» Analisar a composicdo bromatoldgica dos filés e racdes;

» Determinar os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da proteina, lipidios e

matéria seca das dietas com diferentes niveis de inclusao das proteases de C. procera;

» Verificar o desempenho produtivo, respostas hematologicas dos alevinos de Tilapia do

Nilo alimentados com diferentes niveis de inclusdo das proteases de C. procera;

» Monitoramento dos parametros de qualidade da agua.



42

4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho teve duracéo de 60 dias e foi conduzido no periodo de janeiro
a marco de 2018, no Laboratério de Aquicultura e Sistemas Integrados de Producédo (LASIP)
do Departamento de Engenharia de Pesca, do Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade
Federal do Ceard (DEP/CCA/UFC), localizado no Campus do Pici, em Fortaleza- Ceara.

4.1 Aquisicao dos alevinos e aclimatacédo
Foram adquiridos 200 alevinos revertidos de tilapia do Nilo da linhagem GIFT, de

uma piscicultura particular localizada em Itaitinga-Ce. Os peixes com peso medio entre 2,8 +
0,02g foram transportados em saco plastico com capacidade para 20 L, contendo 10 L de agua
com adicdo de oxigénio puro. No laboratério os alevinos foram transferidos para um
recipiente de polietileno com capacidade de 500 L, com fornecimento de oxigénio,
permanecendo durante uma semana para aclimatacdo as condi¢bes do laboratério, sendo

alimentados trés vezes ao dia com racdo comercial com 40% de proteina bruta (PB).

4.2 Sistema de cultivo
Apo6s o periodo de aclimatacdo, foram selecionados 160 alevinos, e distribuidos

em 16 aquarios de cultivo contendo o volume de 100 L (0,1 m3). Em cada aquério foram
colocados 10 alevinos de tilapia do Nilo. Os aquéarios foram mantidos com aeracdo continua
utilizando um compressor de ar (CE Cubos Air 140) com vazdo de 140 L/min e sifonados,
diariamente as 7 horas para retirada das excretas e sobras de racdo. Nos 30 dias iniciais, 0
volume sifonado dos aquérios variou de 10 a 20% e nos ultimos 30 dias foi sifonado 30% do

volume do aquério, logo em seguida o volume era reposto (Figura 3).

Figura 3- Sistema de cultivo. (Aquérios vista lateral e frontal).

Fonte: Autor.
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4.3 Delineamento experimental e manejo de cultivo

Os tratamentos foram sorteados e distribuidos entre os aquarios de forma a manter
um delineamento inteiramente casualizado. O experimento teve um grupo Controle e trés
grupos teste, com diferentes niveis de inclusdo do LP (Proteinas do latex de C.procera) a
racdo, com quatro repeticOes cada.

O tratamento controle recebeu uma ragcdo comercial contendo (32% de PB) sem a
inclusdo do (LP), enquanto os demais tratamentos receberam a mesma ragdo comercial (32%
de PB) com a inclusdo de diferentes concentragdes do (LP). Os peixes foram alimentados trés
vezes ao dia nos horarios de (08:00h, 12:00h e 16:00h) com uma taxa de alimentagdo
variando entre 10% a 5% do peso vivo dia™ ao longo do experimento.

Quinzenalmente foi realizada a biometria para acompanhamento do desempenho
zootécnico e ajuste da alimentacdo, onde os peixes de cada aquario foram pesados em balanca
digital com preciséo de 0,01 g e medidos individualmente com um paquimetro. Como se trata
de uma espécie bem ativa, para facilitar o procedimento, foi necesséario o uso do anestésico
eugenol, diluido em alcool 96° PA, tendo como base as indicacdes na literatura: para a fase
inicial foi determinado o valor de 0,5 ml L™ para peixes até 10 gramas; 0,6 ml L™ para peixes
até 20 gramas; 0,7 ml L™ para peixes até 30 gramas; 0,8 ml L™ para peixes até 40 gramas e

0,9 ml L™ para peixes até 50 gramas.

4.4 Coleta e processamento do latex de Calotropis procera

A planta C. procera pertencente a familia Apocynaceae, foi identificada pelo
Professor Edson de Paula Nunes, taxonomista do Herbario Prisco Bezerra da Universidade
Federal do Ceara e foi depositada sob exsicata de nimero 32663. A coleta do latex foi
realizada nos arredores da regidao metropolitana de Fortaleza-CE.

O latex de C. procera foi coletado no periodo da manha, entre 07-09 horas,
através de incisdes no apice caulinar de espécimes com o auxilio de tubos do tipo Falcon,
contendo 20 mL de agua destilada, sendo 0 mesmo misturado na proporgdo de 1:1 (v/v),
(Figura 4). A coleta de até 20 mL pode ser obtida de um Unico exemplar da planta e leva em
média 10-15 min. (RAMOS et al., 2010).

Apos a coleta do latex de C. procera, o mesmo foi centrifugado a 10.000x g por
10 min. a 4 °C. O precipitado obtido foi descartado e o sobrenadante submetido a dialise em
membranas com poros de 8.000 Da, contra agua destilada a 4 °C durante trés dias (com trés

trocas de agua por dia, totalizando 9 trocas).



44

Apos a segunda centrifugacdo, nas mesmas condi¢cdes acima, o sobrenadante

limpido desprovido de borracha foi obtido e liofilizado, essa fragdo proteica é denominada
como Proteinas do Latex (LP), (ALENCAR et al., 2006). (Figura 5).

Figura 4. Coleta do latex de Calotropis procera.

Fonte: Autor.

Figura 5 — Esquema para obtencéo da fracdo proteica do latex de Calotropis procera (LP).

Ppt. 1 (Borracha)

Ppt. 2 (Borracha)

Fonte: Autor.
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E importante destacar que a coleta ndo causa danos irreversiveis as plantas, sendo
que seus apices caulinares se regeneram logo ap6s um periodo curto de tempo retomando seu
desenvolvimento.

Esta fracdo proteica (LP), livre da borracha, sais, metabdlitos secundarios, rica em
proteinas solUveis posteriormente foi utilizada nas ragdes experimentais para avaliagdo de seu

efeito no desempenho dos animais (Figura 6).

Figura 6. (A)Latex, (B) material apds processamento, (C) LP (Calotropis procera)

Fonte: Autor.

4.5 Preparo das ragoes
Para o preparo das ragdes experimentais foi utilizada uma racdo comercial,

(AQUAMIX PR-300) com os seguintes niveis de garantia: 100 g kg™ umidade; 320 g kg™
(329%) proteina bruta; 40 g kg™ extrato etéreo; 120 g kg™ matéria mineral; 50 g kg™ fibra
bruta; 35 g kg™ célcio; 6000 mg kg™ fésforo de acordo com o fabricante (INTEGRAL MIX).

A racdo comercial foi triturada em um liquidificador industrial até virar p6. Em
seguida foi adicionado (0,5%) de Cr,Os; e (5%) de gelatina incolor sem sabor, como
aglutinante, diluida em 400 mL de agua morna adicionada aos ingredientes secos.
Posteriormente, os ingredientes secos e 0 aglutinante foram misturados aos poucos para que
houvesse a homogeneizagdo e formacdo de uma pasta.

A pasta foi colocada em um moedor para formacéo dos pelletes, os quais foram
colocados em bandejas na estufa a 60 °C durante 24 horas. Depois de secos, os pelletes foram

armazenados em recipientes plasticos e acondicionados no freezer a -20 °C.
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Um dia antes de iniciar o experimento, foi adicionado as ragdes, as concentraces
aproximadas de (100, 200, 300 mg kg™) do (LP) diluidos em 100 ml de 4gua destilada
contendo (L-Cisteina 3 mM), por meio de aspersdo para ativacdo das proteases cisteinicas
presentes no (LP). O aminoéacido essencial (L-cisteina) ndo € tdxico, pode ser utilizado como
aditivo em alimentos (ZHAO et al., 2014).

As ragdes experimentais foram secas a temperatura ambiente por 24 horas, em
seguida foram utilizadas na alimentacdo dos animais. Os tratamentos foram nomeados de
acordo com as concentragcdes empregadas da seguinte forma:

» Racéo Controle: Sem adigéo de LP-Cp;
> Racdo LP-Cp 01: 100 mg kg™ ;
> Racdo LP-Cp 02: 200 mg kg™ ;
> Racdo LP-Cp 03: 300 mg kg™.

4.6 Ensaio de Digestibilidade
Os peixes foram alimentados com as ra¢des experimentais acrescidas de 0,5% de

Cr,03 por um periodo de quinze dias para obtencdo de material fecal suficiente para as
analises. As coletas fecais foram realizadas por sifonagem dos aquérios, visando evitar a
lixiviacdo dos nutrientes e a contaminacdo das fezes com residuos de ragdo entre os tratos
alimentares, horarios preestabelecidos de coleta das fezes, alimentacdo e limpeza foram

adotados para ndo comprometer as interpretacdes de digestibilidade (Tabela 3).

Tabela 3. Cronograma de atividades de limpeza, alimentacdo e coleta de fezes dos alevinos de tilapia do Nilo
no ensaio de digestibilidade.

Horario Atividade

07:00 h Limpeza do sistema
08:00 h 12 alimentacéo
09:00 h 12 coleta de fezes
10:30 h 22 coleta de fezes
12:00 h 2% alimentacéo
13:00 h 32 coleta de fezes
14:30 h 42 coleta de fezes
16:00 h 32 alimentacéo

Fonte: Autor.

As fezes coletadas foram armazenadas em potes devidamente identificados e
acondicionadas em freezer a -20 °C, posteriormente estas amostras foram secas em estufa com

circulacdo de ar forgada a 55 °C, até peso constante.
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Antes das analises as fezes foram moidas e homogeneizadas com gral e pistilo, as
analises bromatoldgicas, das racdes e fezes, foram realizadas no Laboratdrio de Tecnologia do
Pescado (LATEPE) da Universidade Federal do Ceara, segundo as metodologias descritas
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC 2000).

Para a quantificacdo do Oxido de crémio, amostras das racdes e fezes (0,1 g)
foram digeridas com 3 mL de acido nitrico e 2 mL de acido percldrico em baldes Kjeldahl, a
400 °C, por 40 min, até obtencdo de uma coloracdo alaranjada. Apds diluicdo em 50 mL de
agua destilada, a absorbancia foi lida a 550 nm (BREMER NETO et al., 2005).

No sentido de mensurar os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA), apos a
determinacdo da concentracdo do éxido de cromio-111 (Cr,03). A avaliagdo dos coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca, proteina bruta e extrato etéreo foram

calculados segundo Nose (1960):

%Cr20 %N
CDA.;%;.:lOO—[lOO( o-Tzs ( o f)]

— | X
26 Cr203f % Nd

Onde:

CDA (%) = coeficiente de digestibilidade aparente (%);
% Cr203d = porcentagem do 6xido de crémio na dieta;
% Cr203f = porcentagem do éxido de créomio nas fezes;
% Nd = porcentagem de nutrientes ou energia na dieta;

% Nf = porcentagem de nutrientes ou energia nas fezes.

4.7 Parametros de Qualidade da 4gua

Os parametros de qualidade de agua foram analisados semanalmente. O oxigénio
dissolvido (mg L) foi verificado com uma Sonda HANNA (H19146) e a temperatura com um
termdmetro de mercdrio. Esses dois parametros foram analisados diretamente nas estruturas
de cultivo. O pH foi determinado em pHmetro de bancada. As concentracdes de amonia (mg
L™, nitrito (mg L™), nitrato (mg L™) e fosforo reativo (mg L™) foram determinadas
quinzenalmente com auxilio de um espectrofotdometro modelo DR 2700 (HACH), seguindo 0s

protocolos e reagentes especificos constantes no manual de instru¢gdes do equipamento.
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Com os dados de peso e comprimento obtidos nas biometrias quinzenais foram

determinados 0s seguintes parametros zootécnicos: Sobrevivéncia S (%); Ganho de Peso-GP
(9); Ganho de Peso Diario-GPD (g); Ganho de Biomassa (g); Crescimento Médio-CM (cm);

Crescimento Médio Diéario-CMD (cm); Taxa de Crescimento Especifico TCE (%); Converséo
Alimentar Aparente (CAA); Eficiéncia Alimentar EA (%); Indice de Eficiéncia Proteica-1EP

(%); de acordo com as equacdes abaixo:

(S)% = Nf x100 / Ni

Onde:

S = taxa de sobrevivéncia (%);
Nf = namero final de peixes;

Ni = namero inicial de peixes.

GP = PMf — Pmi

Onde:

GP = ganho de peso (g);
PMF = peso médio final (g);
PMi = peso médio inicial (g).

GB=Bf - Bi

Onde:

GB = ganho de biomassa (g);
Bf = Biomassa final (g);

Bi= Biomassa inicil (g).

GPD =PMf-PMi/T

Onde:

GPD = Ganho de peso médio diario (g /dia-1);

PMf e PMi - peso médio final e inicial, respectivamente (g /dia-);
T — tempo de cultivo (dias).

1)

)

(3)

(4)



49

CM = CMf — Cmi (5)
Onde:

CM = crescimento médio (cm);

CMf = comprimento médio final (cm);

CMi = comprimento médio inicial (cm).

CMD = (CMf-CMi)/T (6)
Onde:

CMD-= Crescimento Médio Diério (cm);

T=tempo de cultivo (dias).

TCE=100x (LnPf—LnPi)/ T (7
Onde:

TCE = Taxa de crescimento especifico (%);

Ln = logaritmo neperiano;

Pf = peso médio final;

Pi = peso médio inicial;

T = tempo de cultivo (dias).

CAA = QR/GB (8)
Onde:

CAA = conversdo alimentar aparente (g de ragéo g de peixe-1);

QR = quantidade média de ragdo consumida (g).

GB = ganho de biomassa (g).

EA = GP x (100/QR) (9)
Onde:

EA = Eficiéncia Alimentar (%);

GP = ganho de peso médio por peixe (Q);

QR = quantidade media de racdo consumida por peixe (Q).

IEP =GB /QR (10)
Onde:
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IEP= indice de Eficiéncia Proteica (%);
GB= Ganho de Biomassa (9);

QR= Quantidade média de racdo consumida (Q).

4.9 Composicao centesimal da racao e do filé

Para a analise da composic¢do centesimal foram filetados quatro peixes de cada
tratamento com comprimento de 12,85 cm e peso médio de 38,51 g, os filés foram
armazenados a -18 °C até o dia das analises. Foram utilizadas 25 g de amostra dos filés e
racOes por tratamento. As analises foram realizadas no Laboratorio de Tecnologia do Pescado
(LATEPE), do Departamento de Engenharia de Pesca.

4.9.1 Umidade
As amostras foram homogeneizadas e 2,0 gramas de cada amostra foram
depositadas em cadinhos previamente secos em estufa a 105 °C por 24 horas, até atingir um

peso constante, e a umidade calculada segundo a equacéo:

U= (V2 -V1/ V2 -V0) x 100 (11)
Onde:

U = umidade;

VO = peso do cadinho seco;

V2 = peso do cadinho com amostra;

V1 = peso do cadinho ¢/ amostra ap6s secagem.

4.9.2 Lipidios

A determinacdo de lipidios foi realizada segundo a metodologia proposta por
Soxhlet (AOAC, 2000), com a utilizagdo da acetona como solvente extrator. Os baldes de
Soxhlet foram secos na estufa a 100-105 °C durante uma hora e em seguida foram pesados.
Foram pesadas 3,0 gramas das amostras em cartuchos e colocados no extrator de Soxhlet,
com a adicdo de acetona nos baldes (100 mL) e ap6s extracdo por 2 horas (90 °C), os balGes

foram pesados e a determinacdo do teor de lipidios foi calculada segundo a equacéo:

Lipidios Totais = Peso do baldo com gordura - Peso do baldo vazio seco x 100 (12)
Peso da amostra
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4.9.3 Cinzas

O calculo do teor de cinzas foi realizado conforme AOAC (2000), onde 2,0 g de
cada amostra foram colocados em cadinhos previamente secos e postos no forno mufla até a
total incineracéo das amostras a 550°C. O teor de cinzas nas amostras foi calculado segundo a

equacéo:

C=V1-V0 x100 (13)
V2 -V0

Onde:

VO = peso do cadinho;

V1 = peso do cadinho + cinza; V2= peso do cadinho + amostra.

4.9.4 Proteina
O teor de proteina bruta foi calculado a partir do método de Kjeldahl segundo a

AOAC (2000) o qual se baseia na determinacdo do nitrogénio total da amostra que é
convertido a proteina total multiplicando-se o valor encontrado pelo fator 6,25. Em papel
vegetal foi pesado 0,2 gramas da amostra macerada, passadas para um baldo de Kjeldahl e
acrescentado 2,0 — 3,0 g de catalisador e 4 mL de H,SO, concentrado.

Os baldes foram colocados no digestor de Kjeldahl e aquecidos brandamente no
inicio (150 °C) e depois mais energicamente (350 °C) até o final da digestdo
(desaparecimento da cor escura). Em seguida as amostram foram levadas para o destilador de
Kjeldahl, sendo neutralizadas com NaOH a 50% (10 mL).

Posteriormente foram colocadas em erlenmeyer com 10 mL de solucédo de H3BO3
a 2%, contendo 3 gotas do indicador misto (verde de bromocresol e vermelho de metila) e
foram tituladas com HCI 0,04N e realizado o célculo segundo a equacé&o:

% N total = (Vol. da amostra — Vol. do branco) x 0,014x 0,04N HCI x F x 100 (14)

Peso da Amostra

Onde:
% Pt =% Nt x 6,25
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4.10 Parametros hematoldgicos
Para a coleta de sangue e eutanasia dos peixes ao final do experimento foram

empregadas as praticas recomendadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), conforme as Diretrizes de Pratica de Eutanésia (de
acordo como §1° do art.14 da Lei n° 11.794, de 2008).0 procedimento foi realizado através da
anestesia cirdrgica para a coleta do sangue, e para a eutanasia o método fisico do resfriamento
(CONCEA ,2013).

4.10.1 Coleta de sangue

Para coleta de sangue os peixes foram previamente anestesiados a fim de mitigar o
estresse, com o uso do anestésico eugenol, diluido em alcool 96° PA, na concentracdo 0,9 mL
L™ de 4gua. Para prevenir a coagulacdo do sangue foi utilizada uma solucéo de heparina
liquida (heparina 5.000 Ul mL = 1,0 mL em 50,0 mL de solugdo salina 0,65%). Foi coletado
sangue de dois (2) peixes por aguario, sendo oito (8) por tratamento, por meio da venopuncao
do vaso caudal, onde foi coletado aproximadamente 0,2 ml de sangue com seringas (1 mL) e
agulhas hipodérmicas estéreis com 10uL de heparina(Figura 7). O sangue foi transferido para
microtubos tipo Eppendorf (2,0 mL) e submetido as analises hematoldgicas.

Figura 7. Coleta de sangue dos alevinos de tilapia do Nilo.

Fonte: Autor.

4.10.2 Confeccdo das extensdes sanguineas
Apbs a coleta de sangue, foram confeccionadas as extensbGes sanguineas,
utilizando uma gota de sangue sem anticoagulante em uma Iamina de vidro e posteriormente

realizada a coloracao panotica.
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4.10.3 Eritrograma

O eritrograma foi determinado pela contagem de eritrécitos (10° x pL ™),
determinacdo do hematécrito (%), da taxa de hemoglobina (g dL™), e dos indices
hematimétricos VCM (volume corpuscular médio-fL), HCM (hemoglobina corpuscular
média-pg) e CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média-g dL™). Todos os
parametros citados foram determinados por um analisador hematoldgico automatico (ABX
Micros 60CS), onde foi utilizada uma aliquota de 10 uL de sangue por animal para as

analises.

4.10.4 Leucograma
O leucograma que corresponde a contagem global e especifica dos leucdcitos,
representados pela leucometria e pelo estudo quantitativo e qualitativo dos glébulos brancos,

foi obtido segundo metodologia abaixo.

4.10.5 Contagem total e diferencial de leucdcitos

A contagem de leucdcitos totais foi determinada pelo modelo hematocitdmetro de
Neubauer segundo Stoskopf (1993), descrita por (RANZANI- PAIVA et al., 2013). Cerca de
20 pL de sangue foram diluidos em 400 uL de liquido de Turck (1:20) e levados ao
microscopio com aumento( 400x), para contagem de todos os leucdOcitos presentes nos
quadros marcados “L” na figura relativa de Neubauer correspondendo a 4 mm?,

Ne total de leucécitos x 50 = n° total de leucécitos/mm?® (ou microlitro- pL).

A contagem diferencial dos leucocitos foi realizada com as extensfes sanguineas
confeccionadas no momento da coleta de sangue pela coloracdo panética. Foi realizada a
identificacdo de cada célula em um microscopio Optico (400x), (linfocitos; neutréfilos;
monacitos; eosinofilos e basofilos) por meio da contagem de 100 leucécitos para o calculo

percentual de cada uma das células analisadas.

4.11 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism® versdo 5.0
para Microsoft Windows®., cujos dados do presente trabalho foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) simples (p<0,05), com determinacdes das médias + desvio padrdo para

trés repeticbes, as medias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composic¢ao centesimal das ragdes
Os valores médios da composicdo centesimal das ragdes com niveis crescentes do

(LP) utilizadas no experimento estdo descritos na (Tabela 4).

Tabela 4 — Composicéo centesimal das ra¢des utilizadas no cultivo dos alevinos de tilapia do Nilo com niveis
crescentes de (LP).

TRATAMENTO
VARIAVEL Controle LP-Cp 01 LP-Cp 02 LP-Cp 03
Umidade (%) 8,93 +0,22° 1187+0,13°  10,96+0,11° 10,63 +0,15°
Lipidios (%) 3,38+0,11° 3,35+0,13" 2,29 +0,71° 2,37+ 0,53

Proteina Bruta (%) 29,96 + 0,20° 29,11+0,33*  29,07+0,49° 29,03 +0,52°

Cinzas (%) 10,74 + 0,04° 10,73+0,22° 10,67 +0,04° 10,62 + 0,04°

Os valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).

As médias para cinzas ndo apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos
com o (LP) e o controle (p>0,05), todavia se mantiveram dentro da faixa considerada natural.
O percentual de cinzas representa a matéria mineral, que normalmente contém minerais, tais
como célcio, fésforo, potassio e magnésio, e o teor considerado normal de cinzas nas racoes
para peixes varia de 7 a 12% (CHAPMAN; MILES, 2009).

Os valores de umidade apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos
com o (LP) em relacdo ao controle (p>0,05), os valores obtidos estdo de acordo com o
desejavel, proximos a 13%, o que é indicado para que as racBes possam ser armazenadas a
temperaturas ambientes (CHAPMAN; MILES, 2009).

O teor de lipidios das racbes com a adicdo do (LP), apresentou diferenca
estatistica significativa em relagdo a racdo controle (p<0,05) mostrando uma reducdo com o
aumento dos niveis (LP). Os lipidios sdo combustiveis metabolicos que podem ser utilizados
para obtencdo de energia pelos organismos aquéticos, com nivel 6timo variando em funcéo de
fatores como o ambiente, habito alimentar, temperatura e fase de desenvolvimento (GARCIA
etal., 2012).

A proteina bruta das racbes ndo apresentou diferenca estatistica entre 0s
tratamentos com o (LP) e o controle (p>0,05). E importante ressaltar que as ragdes para
peixes onivoros, como a tilapia, o teor de PB varia de 24 a 32%. Na piscicultura intensiva as
racdes correspondem a 50 a 70% do custo de producdo (KUBTIZA; CYRINO, ONO, 1998).
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Niveis excessivos de proteina na dieta ndo sdo economicamente e ambientalmente
saudaveis, uma vez que a proteina € o componente alimentar mais caro e seu excesso aumenta

a excrecdo de residuos nitrogenados (GATLIN, 2010).

5.2 Qualidade de agua

Os valores médios dos parametros de qualidade de agua obtidos durante o cultivo
experimental estdo descritos na (Tabela 5). Oxigénio dissolvido (OD), temperatura e pH nédo
apresentaram diferencas estatistica significativas entre os tratamentos (p>0,05) e se

mantiveram com valores dentro da faixa ideal para a espécie cultivada.

Tabela 5 - Parametros de qualidade da agua do cultivo de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com niveis
crescentes de (LP) adicionadas a ragao.

TRATAMENTO
) Controle LP-Cp 01 LP-Cp 02 LP-Cp 03
VARIAVEL
Temperatura (°C) 26,50 + 0,19° 26,48 +0,17* 26,54 +0,17*° 26,45+ 0,18

_ Oxigénio (OD)(mg/L™)  535+0,11° 541+005  538+007°  551+0,09°
pH 763+009°  7,67£015  7,66+011*  7,53+0,13"

Amoénia-NHs (mg/L™) 061+019°  057+010°  055+0,11°  0,58+0,03°

Nitrito-NO, (mg/L™) 026+0,11*°  0,23+0,08  023+0,07° 0,27 +0,06"
Nitrato-NO; (mg/L™) 2,13 +1,36° 2,08+140°  2,05+137%  219+131°
Fosfato-PO, (mg/L™) 0,73+045"  0,71+043  070+046°  0,70+0,38"

Os valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).

Todos 0s organismos aquaticos vivos tém limites toleraveis em relacdo a
parametros de qualidade da &gua em que possuem melhor desempenho, os quais sdo
caracterizados pela quantidade adequada de oxigénio, temperatura, transparéncia, niveis
limitados de metabolitos e outros fatores ambientais essenciais para a sobrevivéncia e
crescimento dos peixes (BHATNAGAR; DEVI, 2013).

Os valores médios de temperatura entre os tratamentos do presente estudo foi de
26,4 °C, permanecendo de acordo com o recomendado (26 a 32 °C) para o desenvolvimento
satisfatorio de tilapias do Nilo (SA, 2011).
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A temperatura é um dos fatores de maior importancia em relacdo ao crescimento
de animais pecilotérmicos, influenciando diretamente na velocidade do metabolismo e na
utilizacdo dos nutrientes presentes na dieta (GUERREIRO et al., 2012).

A concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) adequada para manutencdo de uma
boa salde e crescimento de peixes tropicais em cativeiro estd compreendida entre 4,0 e 15,0
mg L. ConcentracBes acima de 15,0 mg L™ podem acarretar o trauma da bolha de gas no
sangue, ja entre 1,5 e 4,0 mg L™ é considerado estressante, provocando retardo no crescimento
e queda na imunidade. Em concentragdes menores que 1,5 mg L™ sdo toleradas por breves
periodos, mas se a exposicéo for prolongada, pode acarretar na morte do animal (SA, 2012).

A concentracdo média de (OD) foi de 5,47 mg L™ entre os tratamentos no presente
estudo, ndo apresentando diferenca estatistica (p>0,05) mantendo-se dentro da faixa ideal para
a tilapia do Nilo, o que é de extrema importancia levando em consideracdo que juntamente
com a temperatura, 0 OD é um fator de grande relevancia para a manutencdo de todos os
processos fisiologicos dos peixes (SA, 2011).

Desta forma, relativo a qualidade quimica da agua, o oxigénio dissolvido ¢ um
parametro que merece atencdo especial quanto ao crescimento dos peixes e a consequente
deposicdo de nutrientes. Pois, o animal submetido a hipdxia, reduz a ingestdo alimentar e a
digestibilidade, além de reduzir a capacidade imunoldgica, aumentando a susceptibilidade de
doencgas e portanto depositando menos nutrientes em seu corpo (ABDEL-TAWWAB et al.,
2015).

Os valores médios de pH entre os tratamentos foi de (7,6), ndo apresentando
diferenca estatistica significativa (p>0,05), estando dentro da faixa ideal para o
desenvolvimento dos organismos aquaticos, que deve estar entre (6,5 - 9,0). Valores de pH
abaixo da faixa ideal provocam estresse acido, e acima podem gerar estresse alcalino. Quando
a atividade enzimatica dos peixes € apropriada, verifica-se boa atividade natatoria, elevada
taxa digestiva, melhor aproveitamento alimentar e, por conseguinte, um crescimento rapido, a
média para uma excelente a agio enzimatica, é de 7,4 o mesmo encontrado no sangue (SA,
2012).

O fosfato-PO,> ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
(p>0,05). Todavia, ultrapassaram os limites recomendados pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), onde de acordo com a resolugdo N° 357/2005 estabelece o limite
méximo de 0,03 mg L™ de fésforo reativo para ambientes lénticos e 0,05 mg L™ para
ambientes intermediarios, com tempo de residéncia de agua de 2 - 40 dias, tornando-se

necessario o tratamento do efluente antes da descarga ou reutilizagdo (BRASIL, 2005).
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O emprego da alimentacédo artificial foi a principal fonte de fosfato no cultivo
importante ressaltar que este elemento é considerado um nutriente essencial para a formagéo
da estrutura Ossea e para 0 metabolismo corporal, portanto, € imprescindivel ter uma
concentracdo adequada deste elemento na racdo para atender a exigéncia nutricional do
animal (DIETERICH et al., 2012).

Amonia é o produto da excre¢do dos peixes apos a assimilacdo de proteinas das
racdes e pode ser toxica, pois € altamente soltvel em agua (MORO et al.,2013). Os niveis de
amoOnia e nitrito entre os tratamentos com (LP) e o controle, ndo apresentaram diferenca
estatistica (p>0,05) e se mantiveram estaveis e de acordo com as condi¢des ideais de cultivo,
ou seja, abaixo de 2,0 mg L™, abaixo de 0,3 mg L™ respectivamente (COELHO et al., 2014).

Quando a concentracéo de amonia supera 0,5 mg L™ é indicado realizar a troca de
agua e aumentar a aeracdo, que também reduz essa quantidade pelo processo de nitrificacdo e
movimentag&o da agua (SA, 2012).

Os valores medios de nitrato entre os tratamentos ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p>0,05), mantendo-se dentro da faixa recomendada para a
aquicultura que é 10,0 mg L™ (BRASIL, 2005). O nitrato é obtido a partir da transformagéo
do nitrito por bactérias do género Nitrobacter, ndo é tdo toxico aos peixes, somente é toxico
em concentracdes elevadas (SA, 2012).

5.3 Desempenho zootécnico

A Figura 8 mostra os alevinos de tilapia do Nilo nas biometrias que foram
realizadas ao final do experimento: (A) Grupo Controle; (B) (LP-Cp 01); (C) (LP-Cp 02); (D)
(LP-Cp 03).

Figura 8- Biometria final do experimento.

Fonte: Autor.
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Os valores referentes ao desempenho zootécnico dos tratamentos com niveis
crescentes do (LP) adicionados na racdo estdo descritos na (Tabela 6). Nao foi observada

diferenca estatistica entre os tratamentos (p>0,05).

Tabela 6 - Parametros zootécnicos dos alevinos de tilapias do Nilo alimentados com niveis crescentes de
(LP) adicionados a ragéo.

TRATAMENTO
PARAMETRO Controle LP-Cp 01 LP-Cp 02 LP-Cp 03
PMI (g peixe™) 3,62+0,88° 3,31+0,68°" 3,10+0,73% 3,14 +0,70 2
PMF(g peixe™) 37,31 45,332 37,66 +6,35° 38,08 +6,76° 40,15+ 5,67
GP (g peixe™) 33,69 + 5,512 34,35+ 5,76° 34,98 +557¢ 37,01 +5,46°
GPD(g dia™) 0,56 + 0,092 0,57 + 0,072 0,58 +0,07% 0,62+ 0,06
CMF (cm) 12,27 + 0,872 12,41+0,95  12,43+0,98° 12,96 + 0,69
CMD (cmdia™) 0,11 + 0,022 0,11 + 0,022 0,11+0,03 0,12 + 0,028
TCE (% dia™) 3,89+ 0,102 4,05 +0,12° 4,18 +0,10° 4,25+ 0,09°

Os valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam diferenga
estatistica significativa (p<0,05). Pardmetros: PMI= Peso médio inicial; PMF= Peso médio final; GP= Ganho
de peso; GPD= Ganho de peso diario; CMF= Crescimento médio final; CMD= Crescimento médio diério;
TCE= Taxa de crescimento especifico.

Melhores resultados para o peso médio final (g peixe™), crescimento médio final
(cm) e crescimento médio diario (cm dia™) foram obtidos nos tratamentos que receberam o
(LP). Os valores para o ganho de peso (g peixe™) e ganho de peso diario (g dia™), ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os tratamentos (p> 0,05). Os melhores
resultados foram encontrados no tratamento (LP-Cp 03), com um acréscimo de 9,85% para o
ganho em peso (g peixe™) e 10,71% no ganho de peso diario (g dia™).

Resultados positivos tém sido relatados com a inclusdo de enzimas nas racdes.
Um desses bons exemplos é com a truta arco iris (Oncorhynchus mykiss), onde foram
alimentadas com 0,1 e 0,2% de complexo enzimatico digestivo exdgeno, apresentando
aumento no ganho de peso, taxa de crescimento e diminuicdo na taxa de mortalidade
(GALECIO et al., 2004).

Em um trabalho com suplementacdo de protease para tambacus, ndo foi observada

diferenca significativa no peso final, assim como no presente estudo (NUNES et al., 2006).
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Soares et al. (2008), em experimento avaliando o efeito da inclusdo de protease
exogena em racdo para tucunaré (Cichla sp.) relataram que a inclusdo de 0,10%, melhorou a
conversdo alimentar, ganho em peso e taxa de crescimento especifico. De maneira similar,
Moura et al. (2012) observaram que a suplementacdo com um complexo enzimatico melhorou
0 peso final e ganho em peso dos animais.

Outro experimento com tilapias do Nilo foi avaliado com niveis crescentes de
inclusdo 0; 0,033; 0,066; e 0,099% de complexo enzimatico contendo (amilase, protease,
celulase, lipase, pectinase, xilanase, B-glucanase e fitase) na racdo, ndo afetou o ganho de
peso, as taxas de sobrevivéncia e de crescimento especifico, mas melhorou a conversdo e a
eficiéncia alimentar, com valores maiores para o nivel de inclusdo de 0,066%.( SIGNOR et al
., 2010).

Adeoye et. al. (2016) ao avaliarem a suplementacao enzimatica (fitase, protease e
carboidrase) de forma unitaria em dietas para tilapia do Nilo, constaram que houve
incremento no peso final e taxa de crescimento especifico, para dietas suplementadas com
fitase ou protease.

A adicdo das enzimas fitase, protease e alfa-amilase na dieta do peixe ornamental
guppy (Poecilia reticulata) proporcionou maior ganho em peso, taxa de crescimento
especifico, e melhor conversdo alimentar, sem que houvesse diferenga em relacdo ao consumo
de racdo (GOMES et. al., 2017).

O fornecimento de dietas com adequado teor de proteina digestivel, alem de
possibilitar o aproveitamento eficiente da fracdo proteica, reduz a producdo de residuos
nitrogenados excretados na agua, que sdo prejudiciais ao peixe e ambiente de criacdo
(HAYASHI et al., 2002; NRC, 2011).

Os valores referentes a taxa de crescimento especifico TCE (% dia™) observadas
no presente estudo, se mostraram mais eficientes nos tratamentos com LP, apresentando
diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle (p<0,05) destacando um acréscimo
de 9,25% (LP-Cp 03); 7,45% (LP-Cp 02) na TCE (% dia™), em relacéo ao controle.

A taxa de crescimento especifico (TCE) esta associada a varios fatores, entre 0s
quais a variacdo ontogenética, a adaptacdo a algum ambiente de cultivo, podendo apresentar
diferentes efeitos para individuos de uma mesma espécie (JUNIOR; ALMEIDA; SOUZA-
FILHO, 2007).

Todas as racOes testadas com os diferentes niveis de (LP) foram aceitas e
ativamente ingeridas pelos peixes, demonstrando sua boa aceitacdo, sem alteragcbes na

palatabilidade e consumo.
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Para os valores de biomassa final (g) e ganho em biomassa (g), ndo foi verificada
diferenga significativa entre os tratamentos (p>0,05), contudo os melhores resultados foram
obtidos no tratamento (LP-Cp 03), com um aumento na biomassa final e ganho em biomassa

de 7,60% e 12,98% respectivamente em relacdo ao controle (Tabela 7).

Tabela 7 - Sobrevivéncia e desempenho produtivo dos alevinos de tilapia do Nilo alimentados com niveis
crescentes de (LP) adicionadas a racéo

TRATAMENTO
PARAMETRO Controle LP-Cp 01 LP-Cp 02 LP-Cp 03
Sobrevivéncia(%) 98,0 + 0,23 98,0 + 0,25° 98,0+0,23*  97,5+0,33
BF (g) 318,24 £29,84° 324,27 +26,85° 330,76 + 28,27* 350,05 + 36,97
GB (g) 282,04 + 28,96 291,17 +£26,17° 299,76 + 27,54* 318,65 + 35,27
IEP 0,57 + 0,04 0,59 +0,02° 0,60 +0,04* 0,65+ 0,04

Os valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam diferenca
estati_stica significativa (p<0,05). BF= Biomassa final; GB= Ganho em biomassa; IEP= Indice de eficiéncia
proteica.

Durante o cultivo a média geral para a sobrevivéncia foi de 97,8%, indicando que
os crescentes niveis de inclusdo do LP nas ragdes nao influenciaram na mortalidade. Néo
houve diferenca estatistica no indice de eficiéncia proteica entre os tratamentos com o LP e 0
controle (p>0,05), entretanto foi observado o melhor desempenho de (14,03%), para o (Lp-Cp
03) em relacdo ao controle. O indice de eficiéncia proteica (IEP) indica quanto da proteina
bruta (PB) da dieta foi convertida em peso corporal (ROSSATO et al, 2014).

Segundo Bomfim et al. (2008), com a diminuicdo do teor de proteina na dieta
houve aumento do indice de eficiéncia proteica (IEP). Esse fato demonstra que o0s
carboidratos, presentes em maior quantidade nas dietas com baixos niveis proteicos foram
capazes de economizar a proteina como fonte energética.

O uso combinado de complexos enzimaticos (contendo fitase, protease e xilanase)
e pro-bioticos, melhorou o peso final, taxa de crescimento especifico, conversao alimentar e
eficiéncia proteica em tilapias juvenis, além de favorecer a absor¢do de nutrientes por
interferir de forma positiva na morfologia intestinal ao aumentar o diametro de

microvilosidades e superficie de absorcéo dos enterdcitos (ADEOYE et al., 2016).
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A eficiéncia de utilizagdo da proteina pelos peixes esta atrelada ndo somente a
qualidade e o nivel 6timo de suplementacdo, mas também & presenca de outros nutrientes que
influenciam sua utilizacdo metabdlica (AZAZA et al., 2009; SA et al., 2014; AZAZA et al.,
2015).

Os valores de CAA (g g™) obtidos no presente estudo ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa (p>0,05) entre os tratamentos com o (LP) e o controle (Grafico 1). Os
valores obtidos foram: 1,71 + 0,19 (Controle); 1,65 = 0,15 (Lp-Cp 01); 1,59 £ 0,12 ( Lp-Cp
02) e 1,48 £ 0,09 (Lp-Cp 03).

Gréfico 1 - Conversdo alimentar aparente de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com niveis crescentes de
(LP) adicionadas a ragéo.
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Fonte: Autor.

A melhor maneira de se avaliar a qualidade de um alimento para peixes €
determinando a conversao alimentar aparente (CAA), que corresponde ao consumo de racao
do animal em um periodo de tempo/ganho de peso (SANTOS, 2007).

A conversdo alimentar varia com a temperatura do ambiente sendo proporcional a
mesma, o tamanho do peixe e a qualidade do alimento fornecido. As conversdes alimentares
mais comuns variam normalmente entre 1,2:1 a 1,8:1, (SANTOS, 2007).

Em um estudo com a utilizacdo de complexo enzimatico nas concentragdes de
0,25; 0,50; 0,75g/kg de racdo com tilapias, (O. niloticus x O. aureus), foram melhores
resultados para o crescimento e conversdo alimentar, indicando que o complexo enzimatico é

benéfico para o crescimento de tilapias (LIN et al., 2007).
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Resultados benéficos tambem foram observados ap6s a suplementagdo com
protease exdgena para juvenis de tucunaré-paca ao nivel de incluséo de 0,10%, apresentando
melhores resultados de ganho de peso, conversdo alimentar e crescimento especifico
(SOARES et al. 2008).

Em dietas para catfish africano (Clarias gariepinus), suplementadas com o
complexo enzimatico composto por, xilanase, pentonases, amilase, hemicelulase, celulase,
pectinases, celubiase e B-glucanase, foi observado que os animais alimentados com racéo
contendo o complexo enzimatico obtiveram melhor conversdo alimentar (P<0,05) quando
suplementadas nos niveis de 0,05% e 0,075% (YILDIRIM; TURAN, 2010).

Moura et al. (2012) em seu experimento com crescentes niveis do complexo
enzimatico SSF em racOGes para tilapias do Nilo. Observaram melhoras gradativas na
conversdo alimentar com a inclusdo do SSF até o maior nivel de inclusdo (150 ppm), ainda
ressaltam que esta melhora ocorre em fungéo da maior biodisponibilidade de nutrientes.

Em um trabalho realizado para avaliar o efeito da inclusdo de diferentes niveis de
um complexo enzimatico SSF, adicionados na forma “on top” em ragdes para tambacu,
composto por seis tratamentos sendo eles: (0, 200, 400, 600, 800, 1000 ppm kg de racdo), foi
observado que inclusao de 600ppm de SSF “on top” proporcionou melhores indices de
conversdo alimentar, todavia ndo foram observadas diferencas (p>0,05), para o peso final,
ganho de peso, comprimento total, biomassa final, ganho em biomassa (PEDREIRA et al.,
2016).

O crescimento dos peixes depende da digestdo e da absorcdo de nutrientes, sendo
a capacidade digestiva definida como a capacidade do animal em secretar enzimas no trato, de
forma a hidrolisar os nutrientes presentes nos alimentos, sendo que os niveis destas enzimas
dependem dos niveis dos nutrientes presentes no alimento ingerido (STECH et al., 2009).

Conforme a intensificacdo na producdo, a busca pela maxima eficiéncia alimentar
tem promovido o uso de aditivos na racdo utilizados para controlar agentes prejudiciais ao
processo digestivo e proporcionar a melhora dos indices zootécnicos (NUNES et al., 2012).

Em estudos de nutricdo é importante considerar também os efeitos da composicao
da dieta sobre as respostas fisiologicas e metabdlicas dos peixes. A compreensdo de como
esses animais utilizam a proteina e 0 que acontece in vivo durante o crescimento é fator
importante ao manejo de criagdo, pois possibilita maximizar a eficiéncia de conversdo do

alimento e reduzir custos (JIN et al., 2015).
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Os valores encontrados para a CAA (g g™) no presente estudo foram melhores
para os tratamentos experimentais com o (LP) em relagcdo ao controle, com destaque para o
(Lp-Cp 03), com um melhor desempenho(13,45%). Mostrando eficiéncia na conversao
alimentar, contribuindo de forma positiva no processo digestivo das dietas.

Eficiéncia alimentar (%) é o ganho de peso médio por peixe no
tratamento/consumo médio de racdo por individuo. Claramente é a eficiéncia dos animais em
converter a ragdo consumida em peso vivo. Com relacdo aos valores medios de eficiéncia
alimentar (%) foi observada diferenca estatistica significativa entre o tratamento (Lp-Cp 03) e
o controle (p<0,05) como descrito no (Gréfico 2).

Os valores obtidos foram de 64,55 + 3,41% (Controle); 66,05 + 3,08 % ( Lp-Cp
01); 66,97 £ 2,76% (Lp-Cp 02); 72,31 £ 1,91% (Lp-Cp 03) , onde foi verificado um
acréscimo de 12,02% na eficiéncia alimentar no tratamento (Lp-Cp 03) em relacdo ao

controle.

Gréfico 2 - Eficiéncia alimentar dos alevinos de tilapia do Nilo alimentados com niveis crescentes de (LP)
adicionadas a racéo.
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Em outras espécies, como o tambaqui, enzimas ou o complexos enzimaticos
exogenos promoveram resultados positivos como relatado por Nunes et al. (2006), avaliando
o efeito no desempenho da adi¢cdo de (0; 0,05; 0,1 e 0,2 g kg) de enzimas (amilase, lipase e
protease) na racdo. Os resultados de ganho de peso, conversdo alimentar aparente e
crescimento especifico dos peixes foram diferentes entre os tratamentos (p<0,05). A amilase
promoveu melhor resultado a 0,05%, ja a lipase a 0,2%, entretanto a protease ndo apresentou
influéncia significativa.

Um estudo conduzido para investigar o efeito da suplementacdo de uma protease
serinica na racdo para O. niloticus com niveis de proteina bruta de 28 e 26% com a adi¢do de
0, 200, 400 mg kg’ demonstrou resultados positivos para o ganho de peso, taxa de
crescimento especifico, taxa de eficiéncia protéica e digestibilidade protéica aparente foram
significativamente aumentados com a suplementacdo enzimatica enquanto a conversao
alimentar diminuiu significativamente. (NAELA et al., 2017).

De acordo com Kubitza (2012), se o produtor trabalhar em todas as fases do
cultivo em busca de eficiéncia alimentar podera ter uma reducao significativa no custo total
na producdo por meio de uma alimentacdo eficiente com melhor aproveitamento proteico da
racdo. O crescimento estd diretamente relacionado a incorporacdo de tecidos proteicos, de
gordura e dsseo, sendo estes influenciados pelo consumo e balanceamento de nutrientes
oriundos da racdo, conforme a capacidade genética de incorporacdo diaria para cada espécie
animal (BOMFIM et al., 2010; NRC, 2011).

Embora o incremento no consumo de proteina (aminoacidos) aumenta a deposicao
de proteina corporal até a capacidade maxima de utilizacdo dos peixes, a eficiéncia de
utilizacdo dos aminoécidos diminui linearmente, tornando-se negativa quando excede a
exigéncia (LEMME, 2013).

No presente trabalho, verificou-se que a inclusdo das proteases do latex de
C.procera (LP) na ragdo, apresentou uma tendéncia positiva no desempenho zootécnico dos
alevinos. A maior concentracdo (300 mg kg ™), do tratamento (Lp-Cp 03) mostrou resultados
melhores para o ganho de peso, ganho de biomassa, biomassa final, conversdo alimentar,
eficiéncia proteica, taxa de crescimento especifico, se mostrando como uma alternativa
promissora para melhorar o desempenho produtivo de tildpias, tornando necessario a

realizacéo de mais estudos.
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5.4 Ensaio de Digestibilidade

Enzimas exdgenas podem ser usadas na alimentacdo de peixes para suplementar a
producdo de enzimas incluindo amilases para melhorar a digestibilidade do amido, proteases
para melhorar a digestibilidade da proteina e lipases para melhorar a digestibilidade lipidica
(LIN et al, 2007; ZHOU et al., 2009).

Né&o foram observadas diferencas significativas nos coeficientes de digestibilidade
aparente da proteina bruta, extrato etéreo e matéria seca dos tratamentos com a inclusdo do
(LP) em relacdo ao controle (p>0,05). Os valores encontrados neste trabalho para os
coeficientes de digestibilidade para a (PB) variaram de 73,82% a 75,46%; (EE) 65,52% a
73,45%; (MS) 71,19% a 72,16% como descrito (Tabela 8).

Tabela 8. Coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da proteina bruta(PB),extrato etéreo(EE) e matéria
seca(MS) dos alevinos de tilapia do Nilo alimentados com niveis crescentes de (LP) adicionadas a ragéo.

TRATAMENTO

CDA PB (%) CDA EE (%) CDA MS (%)
Controle 75,46 + 2,48 73,45 + 2,04 71,01 + 3,74
Lp-Cp 01 74,30 + 2,62° 71,53 + 3,80° 71,19 + 3,78°
Lp-Cp 02 73,82 + 3,507 65,52 + 8,12° 71,46 £ 3,97
Lp-Cp 03 74,84 + 3,31 67,71 + 6,58° 72,16 + 3,61°

Os valores representam as médias + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna representam diferenga
estatistica significativa (p<0,05).

Ogunkoya et al. (2005) observaram a influéncia de um complexo enzimatico
composto por (amilase, xilanase, protease, celulase e a-galactosidase) em dietas para truta
Oncorhynchus mykiss, que aumentaram os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria
seca, proteina bruta, lipidios, fosforo e energia.

Silva et al. (2007) avaliaram a digestibilidade aparente dos nutrientes e energia da
racdo suplementada com enzimas exdgenas (amilase, protease, lipase e celulase) administrada
para juvenis de tambaqui, com quatro niveis de inclusdo; 0; 0,05; 0,1 e 0,15%. Os
pesquisadores observaram um aumento da digestibilidade aparente e energia bruta com
incluséo de 0,05 % de complexo enzimatico digestivo exdgeno (p<0,05).

Oliveira et al. (2007) observaram melhora no coeficiente de digestibilidade
aparente de matéria seca, proteina bruta, energia bruta, amido, célcio e fésforo com a inclusédo
de 0,05% de complexo enzimatico (celulase, protease e amilase).

Em outro estudo, Lin et al. (2007) ndo relataram efeitos positivos sobre os
coeficientes de digestibilidade da proteina bruta, lipidio e energia com a inclusdo de 1,5 g/ kg

de complexo enzimatico,( protease neutra, B-glucanase e xilanase) na dieta de til&pias.
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A acdo enzimatica depende dos tipos de enzimas, o nivel de incluséo nas dietas e a
composigdo da dieta. Os efeitos das enzimas sao geralmente menos pronunciados em dietas
de alta densidade e alta digestibilidade (LIN et al., 2007).

O pH interfere na atividade de enzimas digestivas em outras espécies de peixes
como o tucunaré (Cichla sp.). Apesar de apresentarem habitos alimentares distintos, as tilapias
produzem proteases e a influéncia das variagbes de pH, pode ser estendida a espécie,
constatou-se que a atividade de uma protease exdgena adicionada em niveis crescentes na
dieta de tucunarés juvenis foi maior em pH &cido do que no pH alcalino (SOARES et al.,
2008).

Guimaraes et al. (2009), avaliando a incluséo de (0; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4 g kg™) do
complexo enzimatico Bioenzimaplus (lipase, protease e carboidrase), observaram aumento
linear nos coeficientes de digestibilidade aparente da proteina bruta e extrato etéreo, matéria
seca que variaram de 81,6 a 84,9%; 74,2 a 82,7%; 49,47 a 58,39% respectivamente. A
inclusdo de 0,4 g kg™ do complexo enzimético resultou nos maiores coeficientes de
digestibilidade aparente.

Tachibana et al. (2010) ao avaliarem a suplementacdo com um blend (endo-
xilanase e endo-beta-glucanase), sobre a digestibilidade dos nutrientes e energia do triticale
(um hibrido do trigo com centeio) pela tilapia do Nilo, obtiveram méxima eficiéncia digestiva
com a incluséo de 300 a 450 mg/Kg do complexo.

As enzimas utilizadas na alimentacdo de tilapias podem ser adicionadas de forma
unitaria ou na forma de misturas denominadas de “blends” (quando as enzimas sdo
provenientes de espécies diferentes) ou complexos (as enzimas presentes tem uma mesma
origem) (GOMES et al.,2016).

A inclusdo de complexos enzimaticos, em ragcbes para tilapias possibilita
resultados positivos no desempenho destes animais, permitindo uma utilizacéo eficiente do
amido e proteina (MOURA et al., 2012). Melhora os coeficientes de digestibilidade das
racdes (OLIVEIRA et al., 2007) e contribui para diminuicdo de fatores antinutricionais
presentes em ingredientes de origem vegetal (TACHIBANA et al., 2010).

A suplementacdo com a enzima protease pode melhorar o desempenho produtivo
e a digestibilidade proteica em tilapias. Esta enzima poderia ser usada para reduzir o teor de
proteina da dieta com a manutengdo do desempenho dos peixes (NAELA et al., 2017).
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Na maioria das pesquisas envolvendo a adi¢cdo de enzimas exdgenas em dietas
para peixes, os coeficientes de digestibilidade aparente apresentaram respostas positivas e
crescentes até determinado nivel de inclusdo e, a partir desse ponto, demonstraram tendéncia
de estabilizacdo ou declinio (OLIVEIRA et al., 2007).

A eficiéncia da atuacdo de enzimas digestivas e de absorcdo endogenas sobre seus
respectivos substratos, bem como a capacidade dos peixes em metabolizar os nutrientes, pode
ser fator limitante aos efeitos benéficos da adicdo de enzimas exdgenas as dietas, em virtude
da formacao de fluxos muito intensos de nutrientes e/ou da saturacéo dos sitios de absorcao ao
longo do trato gastrintestinal dos peixes (OLIVEIRA et al., 2007).

Vale destacar que nem sempre € possivel observar respostas positivas com
inclusdo de enzimas. Para uma atuacdo eficiente € indispensavel a presenca do substrato
especifico, a concentracdo apropriada da enzima, a estabilidade enzimatica ao processamento
da racdo e que esta enzima transponha todas as barreiras fisico-quimicas do processo
digestorio (GUIMARAES et al., 2009).

Apesar dos resultados encontrados até o0 momento sugerirem que a inclusdo de
enzimas nas dietas para peixes € uma forma de se aumentar a eficiéncia de utilizacdo dos
ingredientes disponiveis e com menor impacto ambiental. Os resultados disponiveis ndo sdo
conclusivos, justificando a realizagcdo de mais estudos, pois estes trabalhos mostram que as
respostas dependem da espécie utilizada, da dieta, da origem, concentracdo, estabilidade da
enzima e seu uso concomitante ou ndo com outras enzimas (STECH et al., 2009).

Comparar resultados com a suplementacdo de enzimas em dietas para peixes é
bastante complexo, porém, necessario para a compreensdo dos resultados obtidos. Na
literatura hd uma grande variedade de trabalhos com a suplementacdo de enzimas na forma
isolada ou em complexos, com diferentes atividades enzimaticas, adicionadas a dietas
contendo ingredientes diversificados, diversas metodologias, animais com habitos alimentares
e fases de vida distintas (SIGNOR et al., 2013).

Os resultados obtidos no presente estudo, para os coeficientes de digestibilidade
da proteina bruta, lipidios e matéria seca, foram diferentes em relacdo aos diversos trabalhos
ja realizados. Possivelmente, uma resposta para os resultados obtidos, tenha relagdo com os
niveis testados de inclusdo do (LP) que nesse primeiro momento foram inferiores aos demais
trabalhos citados. Também podemos ressaltar a questdo do uso combinado de varias enzimas
entre o0s varios trabalhos ja realizados, que favorecem uma maior digestibilidade sobre os

nutrientes alimentares.
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Todavia a inclusdo das proteases do latex de C. procera (LP) na racdo se mostra
como uma alternativa vidvel para melhorar a digestibilidade, mais estudos sdo necessarios
para se determinar a melhor concentracao, e possivelmente o seu uso combinado com outras

enzimas para uma melhor resposta.

5.5 Composicgao centesimal do filé

As médias da composicao centesimal encontrada nos filés dos alevinos de tilapia
do Nilo do presente estudo (Tabela 9), ndo mostraram diferenca estatistica entre o0s
tratamentos com o (LP) e o controle (p>0,05). Os teores de umidade nos filés apresentaram
valores dentro do encontrado em pescados que varia de 64 a 90% (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2009).

Os teores de cinzas, ou seja, o contéudo mineral ficou dentro da faixa considerada
aceitavel, 1 a 2%, ndo apresentando diferenca estatistica entre os tratamentos (p>0,05) no
experimento. Da mesma forma ndo foi verificada diferenca estatistica para os valores de
lipidios dos tratamentos com (LP) e o controle (p>0,05). Os valores de lipidios apresentaram
percentuais considerados baixos, dentro da faixa (0,5 a 25%), portanto uma vantagem para o
consumo e processamento do filé dessa espécie (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

Tabela 9 - Composicdo centesimal dos filés de alevinos de til&pia do Nilo alimentados com niveis crescentes de
(LP) adicionados a racéo.

TRATAMENTO
PARAMETRO Controle Lp-Cp 01 Lp-Cp 02 Lp-Cp 03
Umidade (%) 81,05+ 0,11° 80,89 +0,13° 80,46 +0,11° 80,57 +0,11°
Lipidios (%) 2,10 +£0,12° 2,05 +0,23° 1,85 +0,27° 1,79 +0,31°
Cinzas (%) 2,05 + 0,09 2,04 £0,13° 2,01 £0,09° 2,00 + 0,03
Proteina Bruta (%) 15,02 + 0,08 14,99 + 0,16° 15,07 £0,04*° 15,19 + 0,11°

Os valores representam as médias + desvio padréo. Letras diferentes na mesma linha representam diferenga
estatistica significativa (p<0,05).

O excesso de lipidios mesmo de excelente qualidade, é atualmente indesejavel,
pois além de afetar as caracteristicas sensoriais da carne, diminui a percentagem de
rendimento de filé devido ao acimulo de gordura no tecido adiposo da cavidade abdominal,
afetando negativamente o valor comercial do peixe (MEURER et al., 2002).
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O pescado deve ser incluso na dieta por ser uma fonte rica em componentes
nutricionais, pois apresenta baixo teor de gordura e alto teor proteico, e que além de atuar
como uma fonte energética sdo ricos em acidos graxos poliinsaturados, como os da familia
0mega 3 (ZUANAZZI et al., 2013).

O musculo do pescado pode conter de 8 a 23% de proteina (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2009). Os valores médios de proteina bruta, observados entre 0s
tratamentos com (LP) e o controle ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
(p>0,05).

Corroborando com os resultados do presente estudo, a suplementacdo enzimaética
exogena em dietas para tilapia do Nilo ndo alterou composicao corporal (LIN et al., 2007;
SOLTAN, 2009), entretanto em um trabalho com uma suplementacéo de 5 ou 7,5 g/kg de um
complexo multi-enzimatico comercial, foi observado o aumento no teor de proteina bruta do
corpo do bagre africano (Clarias gariepinus) (YILDIRIM e TURAN, 2010).

Segundo Boch et al. (2007), a suplementacdo de fitase nas ragdes ndo influenciou
(P>0,01) os conteudos de matéria seca, proteina e lipidios da carcaca de tilapias do Nilo.
Rocha et al. (2008), em seu trabalho com diferentes niveis de suplementacdo enzimatica para
alevinos de jundia (Rhamdia quelem), ndo observaram diferenca significativa nos valores da
matéria seca, matéria mineral e proteina bruta, corroborando com o presente estudo.

Signor et al. (2010), afirmaram que composicao corporal de tilapias, em geral, ndo
sofre efeito da suplementacdo com enzimas exdgenas, ndo foi observado efeito significativo
da suplementacdo enzimatica sobre os teores de umidade, proteina bruta e material mineral.

A suplementacdo com um complexo enzimatico em dietas de kinguios, em
excesso proporcionou aumento no indice de conversdo alimentar, porém, ndo influenciou os
demais parametros zootécnicos e na composicdo de carcaca dos animais (SIGNOR et al.,
2013).

Adeoye et. al. (2016) ao avaliarem a suplementacdo enzimatica (fitase, protease e
carboidrase) de forma unitaria em dietas para tilapia do Nilo, constaram que a composi¢ao
corporal ndo diferiu quanto a proteina, lipideos e cinzas, no entanto, as tilapias alimentadas
com dietas contendo protease apresentaram menor teor de umidade quando comparada a dieta
controle, corroborando com os resultados do presente estudo.

Alguns aditivos utilizados em ragdes possuem a capacidade de promover
mudancas metabolicas que se traduzem em respostas celulares, resultando no aumento da

deposicao proteica e diminuicdo do teor lipidico (FABRICIO, 2013).
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Vale destacar que a composi¢do corporal dos alevinos de tilapias varia quanto ao
tamanho dos peixes, o teor de matéria seca e proteina bruta aumentam conforme aumenta o
peso corporal dos peixes (SOUZA et al., 2013).

A composicdo quimica de um pescado € extremamente variavel e depende de
varios fatores, tais como: espécie, ambiente, época do ano, quantidade e qualidade do
alimento consumido, estagio de maturacdo sexual, idade e parte do corpo analisada (LIMA,;
MUJICA; LIMA, 2012; SOUZA et al., 2015).

Os niveis testados de incluséo do (LP) adicionados a ragcdo no presente estudo néo
apresentaram efeito significativo na composicao corporal dos alevinos de tilapia do Nilo. Os

trabalhos aqui apresentados e ja publicados na area corroboram com o0s nossos resultados.

5.6 Parametros hematologicos
A aplicacdo da hematologia em pesquisas com animais é bem aceita e considerada
como procedimento de rotina em métodos de diagnostico, ndo revelando somente aspectos

patoldgicos, mas também aspectos nutricionais de grande relevancia (ARAUJO et al, 2011).

5.6.1 Eritrograma

No presente estudo néo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos
com o (LP) e o controle (p>0,05). A contagem total de eritrocitos no tratamento (Controle) foi
de 2,11 + 0,21 x10% uL*; 2,16 + 0,22 x10° uL* (Lp-Cp 01); 2,21 + 0,34 x10° uL™* (Lp-Cp 02)
e 2,25 + 0,26 x10° uL* (Lp-Cp 03) como descrito no (Grafico 3).

Gréfico 3 - Namero de eritrocitos totais dos alevinos de tilapia do Nilo alimentados com niveis crescentes de
(LP) adicionadas a ragéo.
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A contagem de globulos vermelhos é quase sempre parte da andlise e este teste
pode ajudar a diagnosticar anemias e outras condi¢Ges que afetam as células vermelhas do
sangue (BUNN, 2011). Os eritrocitos sdo as células dominantes na circulagdo sanguinea da
grande maioria das espécies de peixes (VAZQUEZ; GUERRERO, 2007).

Os resultados da contagem total de eritrocitos encontrados neste estudo estdo
dentro da faixa considerada normal para a espécie, estes valores sdo proximos aos obtidos por
Nagata et al. (2009) que foram (2,0 a 2,7 x10°uL) e por Aradjo et al. (2011) que obtiveram
médias de (1,95 a 2,27 x 10°uL).

Jeronimo et al.(2011) avaliando a influéncia sazonal sobre os parametros
hematolégicos de tilapia do Nilo relataram valores de (1,30 a 2,54 x 10°uL) de eritrécitos no
sangue, sendo proximos dos que foram encontrados neste estudo.

De acordo com Rojas (2011) uma possivel elevacdo na concentracdo de eritrocitos
€ uma resposta a condicdo de hipdxia, fato que ndo foi observado no presente estudo.

O aumento no numero de eritrocitos pode ser uma resposta ao estresse ambiental
de cultivo, desde que as exigéncias nutricionais da espécie ndo sejam devidamente atendidas
(Belo et al.,2014). Segundo Tavares-Dias e Mariano (2015), a elevacdo do nUmero de
eritrocitos no sangue de peixes condiciona 0s animais a terem uma maior oxigenagao no
sangue, além disso, o bagco também contribui para 0 aumento destas células.

Apesar da importancia da hematologia como ferramenta para avaliagdo do quadro
homeostatico em peixes, 0 estudo do sangue como medida estratégica sera bem aceito desde
que consideradas as peculiaridades relacionadas ao estimulo que os peixes sdo submetidos, a
espécie criada, a biologia e ao habito ecoldégico (RANZANI-PAIVA et al., 2013). Sabe-se, no
entanto, que a dieta é fator essencial para o crescimento e manutencdo das funcGes vitais,
como respostas a estressores e defesas imunoldgicas (SANTOS; OBA, 2009).

O hematocrito reflete a proporcdo de eritrocitos no sangue em relacdo a
quantidade de leucdcitos, trombdcitos e plasma sanguineo, se caracterizando por ser um dos
parametros hematologicos mais confidveis, devido a pouca variabilidade e baixa margem de
erros durante a sua determinacdo (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Os valores do hematocrito ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
(p>0,05) entre os tratamentos com 0 (LP) e o controle conforme ilustrado no (Grafico 4). Os
indices obtidos no presente estudo, para o hematdcrito foram de 29,03 = 3,80% para o
(Controle); 30,43 £ 2,08% (Lp-Cp 01); 30,26 = 2,46% (Lp-Cp 02); e 31,53 £ 3,83% para o
(Lp-Cp 03).
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Grafico 4 - Hematdcrito dos alevinos de tilapias do Nilo alimentados com niveis crescentes de (LP) adicionados
a ragéo.
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Os valores encontrados para o hematdcrito no presente estudo se assemelharam
aos resultados obtidos por Bittencourt et al. (2003) que investigou os intervalos de referéncia
para valores hematoldgicos e bioquimicos de tilapias do Nilo cultivadas em sistema semi-
intensivo, que foi de 31,85 + 8,45%.

De acordo com Feldman et al. (2006) néo foi observada reducdo dos valores de
hematocrito em peixes alimentados com dietas com 6leo de linhaga, submetidos ou ndo ao
frio. Os demais valores de hematocrito, para peixes antes e ap0s estimulo pelo frio, com
excecdo do minimo apdés estimulo pelo frio, estdo entre os considerados normais (27 a 37%)
para tilapias saudaveis corroborando com nossos resultados.

Os valores para o hematdcrito encontrados por Silva (2008) variaram entre
25,92% a 28,94%, utilizando vacinacao polivalente por via oral, banho de imersdo e injecéo
intraperitonial de imunoestimulante em tilapias do Nilo.

Fernandes Junior et al. (2010) obtiveram resultados de 21,75 a 34,58%, com a
utilizacdo do cloreto de colina como suplemento na dieta de tilapias do Nilo em taxas de 100,
200, 400, 600, 800, 1.000 e 1.200 mg de colina/kg de racdo. Tais resultados para o
hematocrito corroboram com os valores do presente estudo.

Resultados semelhantes foram obtidos por Ibrahem, Mohamed e Ibrahim (2013)
que observaram o aumento do hematocrito (%) conforme aumentou o nivel de inclusdo da A.
platensis na dieta da tilapia do Nilo (O. niloticus).
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E indispensavel e necessario que os peixes sejam nutridos a partir do
desenvolvimento com estratégias que favorecam a salde e resisténcia organica tornando-0s
aptos a responder aos desafios impostos (TEIXEIRA, 2009).

A hemoglobina no sangue transporta oxigénio dos 6rgaos respiratérios (pulmoes
ou das guelras) e para os tecidos, liberando o oxigénio para queimar nutrientes e fornecer
energia para as fungbes do organismo além de recolher o produto resultante dioxido de
carbono para trazé-lo de volta para os 6rgdos respiratdrios e ser dispensados do organismo
(ETIM et al., 2013). A reducdo da hemoglobina pode significar menor capacidade de
transporte de gases no interior do corpo (ARAUJO et al., 2011).

Ndo foi observada diferenca estatistica significativa na concentracdo de
hemoglobina entre os tratamentos que receberam (LP) e o controle (p>0,05). Os valores
obtidos para a concentracdo de hemoglobina no presente estudo foram os seguintes: 9,85 +
1,21 g dL* (Controle); 10,15 + 0,92 g dL™* (Lp-Cp 01); 10,19 + 1,55 g dL-* (Lp-Cp 02); 10,23
+ 1,45 g dL-! (Lp-Cp 03), (Gréfico 5).

Gréfico 5 - Concentracéo de hemoglobina em alevinos de tilapias do Nilo alimentados com niveis crescentes de
(LP) adicionados a ragdo.
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Fonte: Autor.

Os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com os relatados para
tilapia nilética por Bittencourt et al. (2003), (10,5 g dL™). Os valores para a concentracéo de
hemoglobina foram considerados excelentes, normalmente apresentam valores entre 7,0 e 9,3
g dL? (TAVARES-DIAS; MORAES, 2003).



74

Diversos trabalhos como o de Nagata et al. (2009) encontraram valores de (9,9 a
11,6 g dL™). Hrubec e Smith (2010), com o intervalo encontrado de (5 a 10 g dL-') para
tilapias saudaveis proposto pelos proprios autores, corrobora com os resultados deste estudo.

Ekanem et al. (2012) ao avaliarem amostras de sangue de tilapias encontraram
valores entre (9,8-10,5g dL™), estando nossos resultados em concordancia.

Araljo et al. (2017) ndo registraram diferenca nos teores de hemoglobina ao
submeterem alevinos de tilapia ao estresse pelo frio, encontrando valores proximos aos do
presente estudo.

Rawling, Merrifield e Davies (2009) afirmaram que a concentragdo de
hemoglobina é um dos pardmetros sanguineos de maior confiabilidade na avaliacdo do estado
nutricional em resposta a composicdo da dieta, estando também relacionada com as condicdes
ambientais que pode afetar a sanidade de peixes cultivados. A hemoglobina é frequentemente
utilizada como indicador do estado de saude dos peixes, além de estar envolvida na regulacdo
da funcdo imunoldgica do organismo (ALI et al., 2017).

O volume corpuscular medio (VCM) mede o tamanho das hemaécias sendo
utilizado para diagnosticar a ocorréncia de anemias. Os resultados obtidos neste estudo estao
descritos no (Gréfico 6). Os valores de (VCM) ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
tratamentos com (Lp-Cp) em relacdo ao controle:133,25 + 3,41 fL (Controle); 132,62 + 2,64
fL (Lp-Cp 01); 132,17 + 2,68 fL (Lp-Cp 02); 134,33 + 2,51 fL (Lp-Cp 03).

Graéfico 6 - Volume corpuscular médio (VCM) em alevinos de tilapia do Nilo alimentados com niveis crescentes
de (LP) adicionados a racao.
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Os valores de VCM no presente estudo foram superiores aos valores descritos
para tilapias por Tran-Duy et al. (2008) 111 fL e por Nagata et al. (2009) 106 fL. Signor et al.
(2010) de 125,54 e 125,19 fL. Os valores do presente estudo estdo de acordo com o
demonstrado para tilapias do Nilo saudaveis entre 115 e 183 fL. (HRUBEC; SMITH, 2006).

Valores abaixo de 100 fL podem caracterizar um estado de microcitose, que é a
diminuicdo do volume corpuscular decorrente dos efeitos deletérios do estresse geralmente
relacionada com o aumento do cortisol no sangue (BELO et al, 2014).

Em todos os tratamentos os valores de (VCM), foram superiores a 100 fL (Gréafico
6), 0 que caracteriza 0 bom estado de saude dos animais (FERNANDES JUNIOR et al, 2010;
ARAUJO et al, 2011).

Ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas nos valores de
hemoglobina corpuscular média (HCM) entre os tratamentos com o (LP) e o controle, como
ilustrado no (Gréfico 7). Os valores foram de 44,15 + 1,83 pg (Controle); 44,73 + 3,22 pg
(Lp-Cp 01); 45,72 + 1,51 pg (Lp-Cp 02); 47,02 + 2,29 pg (Lp-Cp 03).

Gréfico 7 - Hemoglobina corpuscular média (HCM) em alevinos de tilapia do Nilo alimentados com niveis
crescentes de (LP) adicionadas a racéo.
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Foi observada diferenca estatistica na concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) entre o tratamento (Lp-Cp 03) e o controle (p< 0,05). Os valores para CHCM
foram de 33,37 + 2,18 g dL™ no (Controle); 33,65 + 1,39 g dL™ (Lp-Cp 01); 34,63 + 0,929
dL? (Lp-Cp 02); 35,57 + 1,25g dL™* (Lp-Cp 03), (Gréafico 8).
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Grafico 8 - Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) em alevinos de tilapia do Nilo
alimentados niveis crescentes de (LP) adicionadas a ragao.
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Os valores de CHCM do presente estudo foram semelhantes aos encontrados por
Bittencourt et al. (2003) (35,2 g dL™); Nagata et al. (2009) (27 a 33 g dL™) para tilapias.

Resultados semelhantes obtidos por Aradjo et al (2011), em tildpias que
receberam suplementacdo de 6leo de girassol e linhaca na racdo, onde o CHCM variou entre
(34,28 a 38,04 g dL™*) corroborando com o presente estudo.

O aumento desses indices hematimétricos ajuda a confirmar a melhor condicéo
hematoldgica dos peixes, o que corresponde a uma melhor distribuicdo de oxigénio nos
tecidos, e uma melhor resposta do sistema imune (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Os valores médios dos indices hematimétricos (VCM, HCM, CHCM) como
descrito na literatura, podem variar por meio da concentracdo de hemoglobina, hematdcrito e
namero de eritrocitos. Estas variacdes podem ser decorrentes do estresse animal provocado
por variacdes ambientais de cultivo ou distarbios nutricionais de dietas com formulagdes
inadequadas a especie (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

5.6.2 Leucograma

O leucograma corresponde a determinacdo e a avaliacdo da série de células
brancas (leucécitos) do sangue. Os valores de leucocitos totais apresentaram diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos com o (LP) e o controle (p<0,05). Apresentando
os seguintes dados: 6,31 + 0,21 x10° uL* (Controle); 6,13 + 0,32 x10% uL™ (Lp-Cp 01); 5,95
+0,27 x10° uL™* (Lp-Cp 02): 6,09 + 0,23 x10° uL™* (Lp-Cp 03), (Tabela 10).
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Tabela 10. Contagem total e diferencial de leucdcitos dos alevinos de tilapia do Nilo alimentados com niveis
crescentes de (LP) adicionadas a racao.

TRATAMENTO
PARAMETRO Controle Lp-Cp 01 Lp-Cp 02 Lp-Cp 03
Leucdcitos totais
(x 10°uL™) 6,31+ 0,21 6,13 +0,32® 5,95+ 0,27° 6,09 + 0,23
Linfdcitos(%) 79,40 + 0,23 79,53 + 0,25° 79,65 +0,23* 80,05+ 0,33°
| Neutrdfilos (%) 17,47 + 0,41° 17,39 + 0,37° 17,13+0,60* 17,00 £ 0,63°
Monacitos (%) 3,15 +0,33° 3,08 +£0,29° 3,02 £0,23° 3,01 £0,33°
Eosindfilos (%) 0,00 0,00 0,00 0,00
Basofilos (%) 0,00 0,00 0,00 0,00

Os valores representam as medias + desvio padréo. Letras diferentes na mesma linha representam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).

Em peixes, a contagem de leucdcitos tem sido utilizada para avaliar a rea¢do do
sistema imunoldgico as infec¢bes parasitarias (ALI; ANSARI, 2012; SANTOS; TAVARES,
2010). O aumento de leucdcitos pode ser observado no inicio de um estresse na maioria das
espécies de peixes, sendo considerado como uma tentativa de recuperar a homeostase em
desequilibrio, enquanto que o decréscimo pode ser atribuido pelo enfraquecimento do sistema
imunoldgico (SILVA; LIMA; BLANCO, 2012).

O numero total de leucdcitos obtidos no presente estudo foram inferiores aos
valores encontrados por Azevedo et al. (2006) 8,2x10°uL™; Martins et al (2008) 15,0x10°uL"
1 superiores aos relatados por Ighwela et al. (2012) 2,9 x 10°uL™; Azevedo et al (2016) 4,7 x
10°uL™ e semelhantes aos encontrados por Tavares-Dias(2003) 6,6 x 10°uL™ para a mesma
espeécie.

Os valores de leucédcitos em teledsteos podem apresentar variagGes
intraespecificas influenciadas por caracteristicas proprias de cada individuo, relacionadas ao
carater migratério dos leucocitos entre a circulacdo e os érgdos leucopoéticos (rim e bago), em
resposta aos estimulos ambientais, (NEGRETE et al., 2009; TAVARES-DIAS et al.,
1999/2000; UEDA et al., 1997). Bem como variacOes interespecifica como sazonalidade,
reproducdo, habito alimentar, necessidades metabolicas de cada espécie (BARROS et al.,
2002; RANZANI-PAIVA et al.,1999; TAVARES-DIAS E MORAES, 2004), presenca de
patdgenos (MARTINS et al., 2004; MARTINS et al., 2008).
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A tildpia do Nilo exibe um marcante comportamento de hierarquia social e,
portanto, alteracGes no numero de leucdcitos circulantes podem ser determinadas em fungéo
dos confrontos aguerridos no ambiente de cultivo, constatado em estudos com tilapia-do-Nilo
frente ao estresse (BARROS et al., 2014; FALCON et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2012).

Com relacdo a contagem diferencial dos leucdcitos, foram encontradas células
semelhantes a outros peixes: linfocitos, neutrofilos, monocitos em maior quantidade e baixa
quantidade ou auséncia eosinofilos e basofilos (Tabela 10). Esses resultados corroboram com
valores encontrados para a tilapia do Nilo (AZEVEDO et al., 2006).

Os valores médios dos linfdcitos (79,40 a 80,05%), ndo apresentaram diferenga
estatistica entre os tratamentos (p>0,05) sendo inferiores aos relatados por Azevedo et al.
(2006) 96%; superiores aos encontrados por Tavares-Dias et al (2000) 78%; Martins et al
(2004) 60%; Ighwela et al. (2012) 52%; e semelhantes a Azevedo et al (2016) 79% para a
tilapia do Nilo.

Os linfocitos atuam no organismo animal como uma das principais estruturas de
defesa, interagindo em um complexo de células e moléculas especificas, que tem por funcao
reconhecer agentes agressores, defender, manter a integridade e a homeostasia do organismo
(NETO et al., 2009). A reducéo do numero de linfécitos pode ser indicio de efeito estressante
aos peixes cultivados (FUJIMOTO et al., 2007).

Os valores médios de neutrofilos ndo apresentaram diferenca estatistica entre 0s
tratamentos (p>0,05), variando de 17,0 a 17,47%, foram superiores aos valores encontrados
por Tavares-Dias et al (2000) 13%; Azevedo et al. (2006) 15%; e inferiores aos valores
relatados por Tavares-Dias (2003) 44%; Martins et al (2004) 40%; Ighwela et al. (2012),
35%; Azevedo et al (2016) 19% em tilapias do Nilo.

Conforme Ranzani-Paiva et al. (2013), os neutrdfilos sdo as principais células
responsaveis pela defesa do organismo contra infeccdes bacterianas, realizando a fagocitose
destes agentes.

O aumento de leucocitos pode ser observado no inicio de um estresse na maioria
das espécies de peixes, sendo considerado como uma tentativa de recuperar a homeostase em
desequilibrio, enquanto que o decréscimo pode ser conferido pelo enfragquecimento do sistema
imunoldgico (SILVA; LIMA; BLANCO, 2012). As tilapias apresentam um maior numero de
linfdcitos e neutréfilos circulantes o que é caracteristico da espécie (AZEVEDO et al., 2016).
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O percentual de mondcitos do presente estudo ndo apresentou diferenca estatistica
entre os tratamentos (p>0,05), variando de 3,01 a 3,15%, os mesmos foram inferiores aos
encontrados por Tavares-Dias et al. (2000) 7,0%; Tavares-Dias (2003) 7,0%; e superiores aos
encontrados por Azevedo et al (2006) e Ighwela et al. (2012), que registraram 2%; Azevedo et
al (2016) 1%.

Os monocitos atuam na reacdo inflamatéria e resposta imunoldgica nas quais
ocorre a fagocitose, sendo de extrema importancia aos mecanismos de defesa do hospedeiro
(SILVA; LIMA; BLANCO, 2012).

De acordo com Thrall et al. (2007), também possuem habilidade citotoxica ndo-
especificas, apresentando um aumento da atividade fagocitica de antigenos bacterianos ou
induzida pela liberacdo de fatores ativadores de macrofagos através da inoculagdo dos
patdgenos mortos ou de seus produtos.

Eosinodfilos e basofilos foram ausentes no presente estudo, diferindo dos valores
relatados por Tavares-Dias et al. (2000) 1%; e Ighwela et al. (2012) 2% e 1%
respectivamente. Os eosinofilos e basofilos sdo escassos ou ausentes em peixes normais
(ROBERTS, 1981; CARVALHO et al., 2006), corroborando com o presente estudo, indicando
que todos os peixes do experimento apresentaram contagens compativeis com um bom estado
de salde, denotando a auséncia de qualquer infeccéo.

O perfil hematoldgico pode ser utilizado para estudar o padrdo normal das células
sanguineas, lesdes em 6rgdos ou tecidos, infeccBes ou alteracBes ambientais devido a uma
maior demanda fisiologica dos individuos as diversas situacdes. Entretanto, muitas variaveis
podem influenciar expressivamente nas caracteristicas hematoldgicas: estado nutricional,
sexo, fase de vida, fisiologia das espécies, manejo, condi¢cdes ambientais, metodologia de
coleta, anticoagulantes utilizados, técnicas aplicadas e execucdo das analises (AZEVEDO et
al., 2016).

No presente estudo os parametros hematol6gicos, indices hematimétricos e
leucocitarios se mantiveram dentro dos valores estabelecidos como normais para a espécie
estudada, os animais mostraram condigdes satisfatorias para o cultivo. Esses dados
demonstram que o0s niveis testados das proteases do latex de C. procera (LP) na ragdo (100 a
300 mg kg™ ) ndo promoveram alteraces na composicao sanguinea e ndo comprometeram a

sanidade dos animais durante o periodo experimental.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo os parametros zootécnicos, ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos experimentais. Contudo foi observada uma tendéncia de
melhora nos tratamentos com o (LP). O nivel de inclusdo de 300 mg kg™ (LP-Cp 03), mostrou
os valores mais expressivos para 0 ganho de peso (9,85%); taxa de crescimento especifico
(9,25%); biomassa final, ganho em biomassa (7,60% e 12,98%); indice de eficiéncia proteica
(14,03%); conversao alimentar (13,45%). Pode-se afirmar que a inclusdo do (LP) na racéo
mostrou padrdes de melhoramento no desempenho zootécnico da espécie estudada.

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da proteina bruta, lipidios e
matéria seca, bem como a composicao corporal dos alevinos ndo apresentaram diferenca entre
os tratamentos para os niveis testados do (LP). A inclusdo de enzimas nem sempre promove
resultados positivos, sendo que 0s mesmos sao dependentes de varios fatores.

Os niveis testados do (LP) ndo promoveram alteracdes no perfil hematolégico dos
alevinos de tilapia do Nilo, se mantendo dentro dos valores considerados normais. Pode-se
afirmar que os peixes mantiveram-se sadios, apresentando condi¢des satisfatorias para o
cultivo durante o periodo experimental.

Dentre os parametros de qualidade de agua, todos se mantiveram dentro dos
limites aceitaveis para a espécie cultivada, com excecdo do fdsforo reativo. Desta forma a
inclusédo das proteases do (LP) na racdo ndo afetou de forma significativa a qualidade de agua.

As proteases do latex de C. procera possuem um consideravel potencial
biotecnoldgico, revelando-se como uma alternativa promissora na melhoria do desempenho
zootécnico e na digestibilidade das racdes. Mais pesquisas devem ser realizadas com o intuito
de testar diferentes niveis, seja de forma individual, e ou combinadas com outras enzimas,
bem com o acréscimo de uma segunda fase experimental levando em consideracdo todo o
ciclo produtivo da tilapia desde a alevinagem até a fase de terminacdo, viabilizando ainda

mais a producao.
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