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RESUMO

Este estudo investigou o potencial das farinhas de folhas de amoreira (FFA) e
ora-pro-nébis (FFO) como ingredientes alternativos em ragdes para peixes. A
pesquisa avaliou a digestibiidade de FFA e FFO para Piaractus
mesopotamicus (Pacu) e os efeitos da FFA no desempenho, saude e qualidade
da agua para Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo). Além disso, analisou a
resposta fisioldgica ao desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila, e ensaios
de toxicidade em microcrustaceos (Dapnhia Magna) e embrido de peixes
zebrafish (Danio rerio). Para o Coeficiente de Digestibilidade aparente (CDA)
foram utilizados 150 juvenis de pacu, durante 104 dias. O método utilizado foi
indireto de coleta parcial de excreta com oxido crémico como marcador inerte.
As dietas foram formuladas com 70% de racao referéncia e 30% do ingrediente
testado. Foram realizadas analises quimico-bromatologicas das fezes, das
racdes e dos ingredientes para valores de proteina bruta (PB), extrato etéreo
(EE), matéria seca (MS), cinzas, FDA (Fibra de Detergente Acido) e FDN (Fibra
de Detergente Neutro), aminoacidos e minerais. Para avaliagdo do
desempenho dos juvenis de tilapia do Nilo foram utilizados 240 individuos,
durante 60 dias. Para avaliar o efeito de diferentes niveis crescentes de
inclusdo de FFA (0, 6, 16 e 24%), foram medidos parametros de desempenho
zootécnico, indices viscerossomaticos (IVS), indice de gordura visceral (IGV) e
indice hepatossomatico (IHS), avaliacdo de composicdo centesimal. Além das
analises hematoldgicas e bioquimicas do sangue. O desafio com A. hydrophila
foi realizado simultaneamente em unidades diferentes, utilizando 6% FFA e
32% FFO. Foram utilizados 60 animais para cada espécie, sendo que os pacus
e as tilapias foram alimentados, respectivamente, durante 45 e 40 dias. Foram
realizadas as mesmas andlises de sangue do ensaio de desempenho para os
pacus, porém, para as tilapias apenas a sobrevivéncia foi observada. Os testes
agudos de toxicologia das plantas foram realizados com organismos testes,
normalmente, utilizados como biomarcadores. Os testes foram realizados em
placas de polietileno de 12 pogos para D. magna durante 48h, e 24 pocos para
embrido de zebrafish em 96h. As conclusdes deste estudo revelaram que a
inclusdo das farinhas de FFA e FFO nas dietas de pacu e tilapia do Nilo

mostrou-se promissora para a digestibilidade. Além disso, a FFA n&o



comprometeu o crescimento das tilapias, resultando em beneficios para a
saude dos animais. As dietas contendo 6% de FFA e 32% de FFO melhoraram
a resposta imunolégica de ambas as espécies frente ao desafio com a bactéria
Aeromonas hydrophila, evidenciando, melhorias na sobrevivéncia. Embora, as
farinhas de FFA e FFO nao terem apresentado valores de CEsp4sn para D.
magna, a ClLso para embrides de zebrafish foi de 562,25 mg/L™" para FFA e
613,74 mg/L"' para FFO, indicando baixa toxicidade para as farinhas. No
entanto, os compostos polifendlicos presentes na composicido das farinhas
podem ter efeitos adversos, principalmente, no desenvolvimento dos embrides

de zebrafish e nas taxas de eclosio.

Palavras-chaves: Aquicultura; Desempenho; Digestibilidade; Ecotoxicologia.



ABSTRACT

This study investigates the potential of mulberry leaf meal (FFA) and ora-pro-
nobis meal (FFO) as alternative ingredients in fish diets. The research
evaluated the digestibility of FFA and FFO for Piaractus mesopotamicus (pacu)
and the effects of FFA on the performance, health, and water quality of
Oreochromis niloticus (Nile tilapia). Additionally, it analyzed the physiological
response to bacterial challenge with Aeromonas hydrophila and conducted
ecotoxicity tests using microcrustaceans (Daphnia magna) and zebrafish
embryos (Danio rerio). For the apparent digestibility coefficient (ADC), 150
juvenile pacu were studied over 104 days using an indirect method of partial
feces collection with chromic oxide as an inert marker. Diets were formulated
with 70% reference feed and 30% of the tested ingredient. Chemical-
bromatological analyses were performed on feces, feeds, and ingredients to
determine crude protein (CP), ether extract (EE), dry matter (DM), ash, acid
detergent fiber (ADF), neutral detergent fiber (NDF), amino acids, and minerals.
For the performance assessment of juvenile Nile tilapia, 240 individuals were
used over 60 days. The study evaluated the effects of increasing levels of FFA
inclusion (0%, 6%, 16%, and 24%) on zootechnical performance parameters,
viscerosomatic index (VSI), visceral fat index (VFI), hepatosomatic index (HSI),
and centesimal composition, along with hematological and blood biochemical
analyses. The challenge with A. hydrophila was conducted simultaneously in
separate units, using 6% FFA and 32% FFO, with 60 individuals for each
species. Feeding lasted 45 days for pacu and 40 days for tilapia. The same
blood analyses performed during the performance trial were applied to pacu,
while survival analysis was conducted for tilapia. The acute toxicity tests for the
plant-based flours used test organisms commonly applied as biomarkers. These
tests were performed using 12-well polyethylene plates for D. magna over 48
hours and 24-well plates for zebrafish embryos over 96 hours. The study
concluded that the inclusion of FFA and FFO flours in pacu and Nile tilapia diets
was promising for digestibility. FFA did not compromise tilapia growth and
provided health benefits for the animals. Diets containing 6% FFA and 32%

FFO improved the immune response of both species against the A. hydrophila



challenge, enhancing survival rates. Although FFA and FFO flours did not yield
EC50-48h values for D. magna, the LC50 for zebrafish embryos was 562.25
mg/L for FFA and 613.74 mg/L for FFO, indicating low toxicity. However, the
polyphenolic compounds in the flours' composition may have adverse effects,

particularly on zebrafish embryo development and hatching rates.

Keywords: Aquaculture; Performance; Digestibility; Ecotoxicology.
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1 INTRODUGAO GERAL

A aquicultura € uma das vertentes do setor agropecuario, que envolve
a criagdo de organismos aquaticos em ambientes controlados (FAO, 2020). A
piscicultura apresentou um crescimento de 3,1% sobre a producao de 2022,
considerando os 10 anos (2014 a 2023) de producao de peixes de cultivos. A
média de crescimento anual é de 5,3% (PEIXE BR, 2024).

O panorama atual exige melhorias nas bases tecnoldgicas da atividade,
afim de, assegurar o aumento do desempenho produtivo para atender as
crescentes demandas de pescado observadas nas ultimas décadas. Dentre elas,
destacam-se as boas praticas de manejo relacionadas a nutricdo, sanidade,
sistemas produtivos e melhoramento genético (BRAZ, 2022).

O crescimento da aquicultura impulsionou a busca por novos
ingredientes de alta qualidade e elevados teores nutricionais os quais, remetem
a necessidade do desenvolvimento de novos estudos sobre as dietas que
apresentem alto desempenho (TURCHINI et al., 2018; CYRINO et al., 2010). O
uso de aditivos, que apresentam efeitos benéficos em relacdo a melhoria da
imunidade e ao aumento da produtividade, devido a melhoria da conversao
alimentar, redugdo da taxa de mortalidade e dos impactos ambientais dos
efluentes tem se destacado nessa tematica (SILVA & GALICIO, 2012).

Em relagdo a importancia comercial de espécies para o cultivo, a tilapia
€ a de maior interesse. A tilapia € uma espécie exdtica que ocupa a terceira
posi¢éo no ranking das mais cultivadas mundialmente (BRAZ, 2022).

A producdo brasileira de tilapia em 2023 foi de 579.080 toneladas,
representando 65,3% do total dos peixes cultivados, demostrando sua
viabilidade econémica e potencial para expansdo em fungdo das excelentes
condigdes para cultivo dessa espécie de peixe no Brasil (PEIXEBR, 2024).

As caracteristicas geneticamente melhoradas da tilapia, como por
exemplo, rapido crescimento e rusticidade, associadas a disponibilidade no
mercado de ragbes comerciais para atendimento das exigéncias nutricionais
para cada fase de crescimento, garantem um pacote tecnoldgico bem definido.
Essas vantagens comparativas com outras espécies de peixes contribuem para

o aumento no rendimento do filé e na qualidade da carne, elevando a demanda



23

do setor de pescado pelos consumidores (MEURER et al., 2002; KUBITZA,
2011; BRAZ, 2022).

O grupo dos peixes redondos (nativos) ocupam o segundo lugar entre
as espécies mais cultivadas no pais (263.479 toneladas), apesar de terem
apresentado um desempenho 1,3% inferior ao ano anterior. Este fato, pode ser
explicado por questdes ambientais adversas, pela falta de programas de
incentivo e apoio ao cultivo dessas espécies, e também pelas diversas
dificuldades observadas nos mercados externo e interno (PEIXEBR, 2024).

Dentre as espécies de peixes nativos que se destacam com um grande
potencial de cultivo (FRANCO et al., 2013) esta o Piaractus mesopotamicus,
conhecido como pacu. Essa espécie € endémica da regido da bacia dos rios
Parana, Paraguai e Uruguai, e tem ampla distribuicdo nas planicies alagadas
do pantanal (URBINATI et al., 2010).

O pacu é uma espécie que apresenta habito alimentar onivoro e menor
exigéncia nutricional relacionada ao percentual de proteina e aminoacidos em
comparagcdo com outras espécies nativas, além disso, aceita d teores maiores
de carboidratos nao estruturais, como por exemplo, o amido na dieta (PIRES et
al., 2021; BOSCOLO et al., 2011; URBINATI et al., 2010).

Nesse sentido, o uso de coeficientes de digestibilidade aparente (CDA)
€ essencial para mensurar o aproveitamento dos ingredientes nas dietas, de
modo possibilitar a formulacdo de dietas mais eficientes e completas do ponto
de vista nutricional. (SILVA et al, 2019; BUZZOLO et al, 2018).
Consequentemente, essas dietas irao contribuir para reduzir os poluentes no
ambiente de criacdo, melhorar as condigbes dos animais, assegurar seu bem-
estar e aumentar a produtividade (BUZZOLO et al., 2018).

Uma das possibilidades para o uso de fontes proteicas para dietas de
organismos aquaticos sao os ingredientes derivados de animais e plantas
terrestres (LUTHADA-RASWISWI et al., 2021). De acordo com Harry (2010), a
farinha de peixe estd caminhando para deixar de ser a principal fonte de
proteina para a fabricacao de rag¢des. Diante disso, uma alternativa promissora
para a elaboragdo de dietas adequadas para cada fase do crescimento de
varias espécies de peixes é a utilizacao de ingredientes alternativos ricos em

proteina (REIG et al., 2013). E importante considerar que a quantidade de
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proteina bruta na dieta varia conforme a espécie e a fase de crescimento, entre
outros aspectos (FRACALOSSI & CYRINO, 2013).

Na busca por alimentos alternativos com potenciais nutricionais, a
amoreira (Morus alba) se destaca pela boa palatabilidade, rica em nutrientes
com alto teor de proteina bruta e grande variedade de acidos graxos, minerais,
vitaminas, fitonutrientes e substancias bioativas (TANG et al., 2022; CHEN et
al., 2021; LIU et al., 2019; CHAN et al., 2016).

A amoreira desempenha um grande papel na produc¢do do bicho-da-seda
(CHAN et al.,, 2016), por ser uma arvore de pequeno porte com folhas de
crescimento rapido. Essa espécie de planta é nativa da Asia porém, é
amplamente cultivada nas regides temperadas e tropicais, incluindo a Ameérica
do Norte (TANG et al., 2022; HE et al., 2018).

De acordo com Gomes et al., (2016) existem poucas informagdes
disponiveis sobre a utilizacdo da folha da amoreira como alimento para peixes.
Estudos realizados por Dias et al., (2022a) com a farinha de folha de amoreira
(FFA) para tilapia do Nilo, apresentaram valores adequados para proteina
digestivel (22%), energia digestivel (1.569 Kcal/Kg) e extrato etéreo (1,25%).
Esses resultados potencializam o uso para inclusdo de folhas de amoreira em
dietas para peixes.

A ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller) € uma planta alimenticia néo-
convencional (PANC), de origem do continente americano, podendo ser
encontrada no Brasil, Bolivia, Venezuela, Panama Cuba e México (MADEIRA
et al., 2016). Suas folhas apresentam um bom teor proteico, e se destaca pela
presenca de aminoacidos essenciais, como por exemplo, a metionina, cistina
(OLIVEIRA et al., 2013), o que faz dessa planta uma boa alternativa para
complementacdo de dietas devido a presenga de micronutrientes (BOTREL et
al., 2019).

Com o crescimento da cadeia produtiva da piscicultura, surge a
necessidade da busca de estratégias nutricionais, como os ingredientes
alternativos. Esses ingredientes devem apresentar um perfil de alta qualidade
nutricional de modo que possam atender as exigéncias nutricionais das
diferentes espécies de peixes de cultivo para garantir um aumento significativo
da viabilidade econdmica, do desempenho produtivo e da mitigagdo dos
efluentes (CYRINO et al., 2010).
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A intensificacdo da producido da piscicultura, acabou levando a uma
maior ocorréncia de enfermidades infecciosas oportunistas, causadas por
patdbgenos bacterianos, como por exemplo, a Aeromonas hydrophila,
resultando em grandes perdas econdmicas para o setor. Além disso, hd uma
caréncia de informacgbes relacionadas ao sistema imune e as respostas
adaptativas da tilapia do Nilo (O. niloticus), impossibilitando a implementacao
de medidas de biosseguranga na producédo (FARIAS et al., 2016).

A busca por ingredientes alternativos para a formulacdo de dietas, tem
gerado uma duvida diante da possibilidade desses ingredientes conterem
substancias toxicas em suas composi¢des, as quais, que poderiam impactar a
comunidade aquatica e, a longo prazo, ocasionar bioacumulagéo.

Esses fatos, remetem sobre a necessidade da realizacdo de estudos de
toxicidade para avaliar o potencial do uso de alguns certos ingredientes para a
fabricacdo e incorporagdo nas racbes para a criagcdo de peixes. Embora,
esses ingredientes possam n&o afetar diretamente um determinado grupo
especifico de consumidores na cadeia alimentar aquatica, por exemplo, fito e

zooplancton, eles poderiam, no entanto, prejudicar grupos mais sensiveis.

2 HIPOTESES

1° A farinha de folha de amoreira (FFA) e a farinha de ora-pro-ndbis
(FFO) apresentardo uma digestibilidade adequada (superior a 50%) para
juvenis da espécie pacu, tornando-as fontes promissoras para compor as
formulagdes de dietas;

2° A inclusao FFA nas dietas de tilapia do Nilo resultara em um
desempenho zootécnico superior, quando comparado as dietas que utilizam
outros ingredientes vegetais alternativos;

3° Juvenis de tilapias do Nilo e pacu, alimentados com FFA e FFO,
podem apresentar uma resposta imunolégica melhor do que os animais
alimentados com dietas comerciais, quando desafiados com Aeromonas
Hydrophila, proporcionando, um aumento na resisténcia as infecgbes

bacterianas;
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4° A dtilizacdo da FFA e FFO na formulacdo de ragbes nao afetara a
composi¢cao da qualidade da agua com relagdo a presenca de substancias

téxicas para o grupo de organismos mais sensiveis da cadeia tréfica aquatica.

3 JUSTIFICATIVA

A utilizacdo das folhas de amoreira e ora-pro-nébis, como ingredientes,
€ boa alternativa para a producdo de racbes para peixes, considerando, a
disponibilidade dessas plantas e seu potencial para a redugdo dos custos de
fabricacdo, assim como, os beneficios socioeconbmicos e nutricionais
associados a esses vegetais.

As folhas de amoreira, tradicionalmente empregadas na produgdo de
casulos para o bicho-da-seda, desempenham um papel significativo na
atividade socioecondmica nas regides do centro-oeste do estado de Sao Paulo
e do norte do Parana. Além disso, constituem uma alternativa proteica para
bovinos e caprinos em areas de restricido de vegetagao rasteira. A relevancia
dessas plantas na producido local ressalta sua importancia como recursos
alimentares e econémicos.

Apesar das folhas de amoreira e ora-pro-ndbis nao atingirem volumes
de produgcdo massiva comparaveis as commodities como soja e milho, suas
caracteristicas de serem facilmente encontradas ou produzidas no meio rural,
as tornam acessiveis para pequenos produtores. Essa acessibilidade é crucial,
e poderia possibilitar a incorporagdo desses ingredientes em ragdes fabricadas
de maneira artesanal para atender as necessidades da criacdo de peixes para
subsisténcia dos pequenos produtores.

A inclusdo dessas plantas na formulagdo de ragdes artesanais poderia
resultar em uma significativa diminuicdo dos custos com alimentagao,
contribuindo, portanto, para aumentar viabilidade econdmica da piscicultura em
pequena escala. Além disso, resultariam na possibilidade de beneficiar as
racbes com propriedades imunoldogicas e fisioldgicas, conferidas pelos
compostos presentes nas folhas de amoreira e ora-pro-nébis, o que poderia

sugerir uma melhora na resposta imunolégica dos peixes aos patégenos.
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Nesse sentido, a justificativa para a incorporacao desses ingredientes
na fabricacdo de ragbes para peixes vai além da simples reducdo de custos,
abrangendo, sobretudo, aspectos relacionados ao amento da sustentabilidade,
seguranca alimentar e dos ganhos potenciais em saude animal.
Adicionalmente, a busca por alternativas para uso de novos ingredientes para a
fabricacdo de racgdes para peixes, como as folhas de amoreira e ora-pro-nobis,
ressalta a importancia de explorar recursos locais e promover praticas mais
acessiveis e integradas na piscicultura, alinhando-as aos objetivos de
desenvolvimento econémico e social has comunidades rurais.

A pesquisa proposta visa avaliar o potencial imunoestimulantes da FFA
e FFO nas ragdes de tilapias do Nilo e pacus com relagdo ao aumento da
resisténcia imunoldgica dos juvenis aos patdgenos oportunistas, utilizando
desafios bacterianos, especialmente com a A. hydrophila, e também avaliar o
impacto desses ingredientes na aquicultura sustentavel e na biodiversidade
aquatica, por meio da determinacdo da concentracido de toxicidade para os

grupos de organismos aquaticos mais sensiveis que compdem a cadeia trofica.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho € avaliar os impactos da incluséo
de FFA e FFO nas ragbes P. mesopotamicus e O. niloticus sobre a a
digestibilidade, o desempenho zootécnico, a saude e toxicidade ambiental das

farinhas.

4.2 Objetivos especificos

> Disponibilizar dados de coeficiente de digestibilidade aparente
(CDA) da FFO para o pacu, e fornece informagdes sobre nutrientes, energia,
minerais e aminoacidos essenciais e ndo essenciais;

»  Avaliar os efeitos da inclusdo da FFA na melhoria de alguns

parametros zootécnicos para juvenis de tilapia do Nilo, incluindo: peso final
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(PF), biomassa (BM), ganho de peso (GP), ganho de peso diario (GPD), ganho
de peso relativo (GPR), ganho de biomassa (GB), conversdao alimentar
aparente (CAA), consumo diario de racdo (CDR), consumo proteina bruta
(CPB), taxa de crescimento especifico (TCE), taxa de eficiéncia proteica (TEP),
eficiéncia proteica (EA), rendimento de carcaca (RC), rendimento de filé (RF),
indice viscerossomatico (IVS), indice hepatossomatico (IHS) e indice de
gordura visceral (IGV);

»  Avaliar os efeitos hematologicos e bioquimicos das dietas de FFA
de juvenis de tilapia do Nilo, incluindo: hemoglobina, hematdcritos, eritrocitos,
leucécitos totais, glicose, cortisol, triglicerideos e colesterol;

»  Avaliar os efeitos hematolégicos e bioquimicos frente ao desafio
com A. hydrophila para Tilapia do Nilo e Pacu submetidos a diferentes
tratamentos (ragcao comercial, controle, FFA e FFO);

»  Avaliar a toxicologia da FFA e FFO em ensaios agudos usando

organismos testes: D. magna e embrides de D. rerio.
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5.1 ESPECIES EM ESTUDO

5.1.1 Oreochromis niloticus — Tilapia do Nilo

Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), pertence a ordem Cichliformes,
da familia Cichlidae, com uma distribuicdo de origem no norte e leste da Africa
(AZEVEDO et al., 2012; CASTAGNOLLI, 1992). Possui caracteristicas visuais
distintas, incluindo coloragcdo acinzentada e corpo comprido lateralmente, com
linhas laterais divididas em dois segmentos, além disso, apresenta espinhos na
nadadeira dorsal (figura 1), que sdo marcantes (MORO et al., 2013), com
habito alimentar planctéfago, e aceitabilidade de ragcao comercial (YANCEY &
MENEZES, 1983).

Opérculo

Espinhos da nadadeira dorsal

Borda posterior do pré-opércula

spinhos da nadadeira caudal| Madadeira anal

Madadeira peitoral - J}
Madadeira pélvica

Comprimento Padrao (CP)

Comprimente Total (CT)

Figura 1. Espécime de juvenil de Oreochromis niloticus e esquema indicando algumas
estruturas morfoldégicas e medidas utilizada neste trabalho como comprimento total (CT) e
comprimento padrao (CP), (Kullander (1986). Fonte: Autoria prépria: Dias, (2024).

A introdugao da tilapia no Brasil teve inicio a partir dos anos de 1950 no
Nordeste. O objetivo foi o povoamento dos reservatorios, quando a piscicultura
foi integrada a globalizagdo da agricultura nos ambientes aquaticos (FIUZA,
2023). A sua introducdo ocorreu em fungdo do reconhecimento do seu

potencial na producdo de alimentos, emergindo como uma nova fronteira
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mundial (FIUZA, 2023). Porém, houve baixo desempenho, nao havendo
continuidade no projeto (MOREIRA et al., 2007).

Em 2005, a Universidade Estadual de Maringd (UEM-CODOPAR),
recebeu as primeiras tilapias geneticamente melhoradas da linhagem GIFT do
inglés (Genetic Improvement of Farmed Tilapias) oriundas da Malasia
(SIEMER, 2021; LI et al., 2006; Gupta et al., 2005). O Brasil foi o primeiro pais
da América a receber os espécimes e marcar o inicio do Programa de
Melhoramento Genético em colaboragdo com o World Fish Center e com apoio
da SEAP - Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca. Esses foram os
primeiros passos na selecdo genética dessa espécie, agora na sua 132
geracao com o nome de Tilamax (LUPCHINSKI JUNIOR et al., 2008).

Devido ao seu potencial, a produgdo de tilapia no Brasil impactou
significativamente varios aspectos da piscicultura e dos ecossistemas
aquaticos (CALDEIRA et al., 2022), principalmente, pelas suas caracteristicas
de rusticidade, adaptabilidade a diversas condicbes ambientais, tolerancia e
crescimento rapido (SANTOS et al.,, 2015; WATANABE et al., 2002). Além da
resisténcia a doencas e estresse, capacidade de reprodugdo em cativeiro,
aceitabilidade de alimento artificial, tolerAncia a alta concentracdo de amonia,
assim como, baixo custo de producdo, com destaque na utilizacdo de apenas
machos no sistema de produgao, visto que apresentam crescimento de 40%
mais rapido do que um lote misto (OFORI et al., 2009; ABD EL-HACK, 2022).
Adicionalmente a essas caracteristicas positivas, possui filés ausentes de
espinhas de “Y” (SOUZA et al., 2004), e carne de alta qualidade (HAYASHI et
al., 2002).

Segundo Furuya (2007), as ragdes para tilapias demandam altos niveis
de proteinas e aminoacidos, elevando os custos de fabricagao devido as fontes
proteicas. As exigéncias nutricionais variam de acordo com o tamanho do
animal, habitos alimentares e qualidade da proteina (Fernandes et al., 2010).
Em geral, as tilapias necessitam entre 30% a 45% de proteina bruta (PB),
enquanto ragdes para frangos e suinos contém menos PB. Entretanto, peixes
utilizam proteinas como fonte de energia, excretando produtos da digestéo
passivamente nas branquias, o que reduz o custo energético (CYRINO et al.,
2005).
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Estudos destacam o estabelecimento bem-sucedido da tilapia nas
aguas brasileiras, levando a introdug¢do de parasitas como helmintos
Monogenea e protozoarios I. Multifiliis, junto as demais espécies de peixes
(CALDEIRA et al., 2022; RIBEIRO et al., 2022).

5.1.2 Piaractus mesopotamicus — Pacu

O Piaractus mesopotamicus (Holmber, 1887), conhecido popularmente
como pacu, e também como pacu-caranha e pacu-guacu, pertencente a ordem
Characiformes e a familia Sereasalmidae. E uma espécie nativa que se
distribui desde a Bacia dos Rios Parana-Paraguai até a do Rio Prata, e tem
maior foco de estudos nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste (URBINATI et
al., 2013).

O pacu é um peixe com o corpo coberto por escamas e coloracao cinza
com tons amarelados na parte inferior da barriga (URBINATI et al., 2013).
Possui um corpo robusto com formato arredondado e dorso alto na regido das
costelas o que possibilita bons cortes para a industria (figura 2). A boca
contem dentes molariformes e mandibula forte capazes de triturar alimentos
mais solidos (MORO et al., 2013). O pacu pertence ao grupo dos peixes
redondos devido as caracteristicas do seu corpo achatado e comprimido nas
laterais (MORO et al., 2013).
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Comprimento Padrao (CP)

Comprimento Total (CT)

Figura 2. Espécime de juvenil de Piaractus mesopotaminus e esquema indicando algumas
estruturas morfologicas e medidas utilizadas neste trabalho, tais como, comprimento total (CT)
e comprimento padrao (CP), (Kullander (1986). Fonte: Autoria prépria: Dias, (2024).

Com relacéao a reprodugdo, o pacu, necessita de aguas lénticas e
depende de correntes fluviais para completar o ciclo de desenvolvimento de
seus Orgaos sexuais e a maturagdo dos gametas (MORO et al., 2013). Em
condicdes de cativeiro, necessita de técnicas de desova artificial, como a
hipofisagéo, para a liberagdo dos gametas (MORO et al., 2013).

A espécie tem a capacidade de alterar seus habitos alimentares
conforme a disponibilidade sazonal de alimentos. O pacu é predominantemente
herbivoro, e prefere frutas, folhas e residuos vegetais, e consegue tolerar altos
niveis de fibra na sua dieta (URBINATI et al., 2013). Além disso, adapta-se
facilmente ao cativeiro, crescendo rapidamente e ganhando peso de forma
significativa. Sua carne branca é de excelente qualidade (BARTLEY, 1998).

Essa espécie € uma opgao atraente para a piscicultura, oferecendo
uma alternativa promissora para suprir a demanda de peixes e cultivo, e se
destaca como uma das espécies de peixes redondos mais utilizadas para a
producao comercial (PEDROZA FILHO et al., 2016).
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5.2 ALIMENTOS ALTERNATIVOS

O maior desafio na producdo animal € obter um produto final de alta
qualidade e competitivo no mercado. Na aquicultura, os altos custos com
alimentacdo podem inviabilizar os negocios, especialmente, para pequenos
produtores devido a dependéncia das commodities agricolas (graos).

Uma solucdo para reduzir os custos na piscicultura é utilizar alimentos
alternativos para a formulagcdo das ragbes a fim de minimizar os impactos
ambientais e, sobretudo, quando o manejo produtivo adotar boas praticas de
cultivo (Pascoal et al., 2006a).

A incorporacdo de alimentos alternativos e regionais na alimentagdo de
peixes enfrenta varios desafios. A Dentre eles, destacam-se a variagdo sazonal
na producao, a distribuicdo desigual das espécies florestais, a falta de sistemas
produtivos estabelecidos para muitas dessas espécies e os precos elevados de
certos produtos durante a safra.

Além disso, ha uma escassez de informacbes sobre a eficiéncia
nutricional e a capacidade de aproveitamento desses produtos pelos peixes.
Essa situacao dificulta o uso desses itens alimentares na formulacao de dietas
balanceadas e de excelente qualidade para a colocagdo mercado (MORO &
RODRIGUES, 2015; FURUYA, 2010). Uma dieta desbalanceada afetara o
crescimento dos peixes e causara prejuizos ao produtor devido aos seus
efeitos negativos sobre os processos bioquimicos e fisioldgicos do animal
(BOSCOLO et al., 2011).

Uma racao de boa qualidade para peixes de cultivo é determinada por
diversos fatores, como por exemplo, a sua composicao nutricional,
digestibilidade, palatabilidade, qualidade fisica, uniformidade do tamanho dos
granulos e processo de moagem (RODRIGUES et al., 2013). Esses aspectos
sd0 essenciais para garantir que a racdo atenda as necessidades nutricionais
especificas das diferentes espécies de peixes cultivadas e maximize seu
desempenho produtivo (FURUYA, 2010).

A selecdo de ingredientes para a fabricagdo de ragdes de boa

qualidade para peixes deve considerar a composicdo nutricional,
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digestibilidade, disponibilidade sazonal e os custos de producdo (RODRIGUES
et al., 2013).

Os ingredientes utilizados para a fabricacdo de ragbes sé&o
classificados em fibrosos (com mais de 18% de fibra bruta na matéria seca),
energéticos (com menos de 20% de proteina e menos de 18% de fibra bruta na
matéria seca, geralmente de origem vegetal), proteicos (com mais de 20% de
proteina na matéria seca, de fontes vegetais ou animais). Além disso, séo
utilizados suplementos vitaminicos e minerais, aditivos como medicamentos,
imunoestimulantes e palatabilizantes, os quais, sdo adicionadas as ragdes sem
funcao nutricional direta (RODRIGUES et al., 2013).

Para aumentar a produtividade na piscicultura é crucial utilizar dietas
balanceadas e adequadas as exigéncias nutricionais das diferentes espécies
de peixes. Nesse sentido, € importante considerar que o alimento natural
disponivel no ambiente podera ndo ser capaz de suprir todas as necessidades
nutricionais da espécie cultivada, sobretudo, porque cada espécie de peixe, em
particular, possui uma exigéncia nutricional especifica para as suas respectivas
fases de desenvolvimento (CYRINO & FRACALOSSI, 2012). Além disso, nos
em sistemas intensivos de produgao de peixes essas diferengas podem levar a
uma reducdo na produtividade e, consequentemente, menor retorno econémico
(FURUYA et al., 2001).

Diante disso, o uso de alimentos alternativos na alimentacdo de peixes
pode resultar em custos de producdo mais baixos sem comprometer a
produtividade, e também podera contribuir para um melhor aproveitamento de

certos subprodutos agroindustriais, como afirmado por Pezzato et al., (2000).

5.2.1 Alimentos alternativos proteicos

As farinhas derivadas de folhas s&o consideradas como uma das
opcdes mais acessiveis de proteina vegetal, e podem ser uma boa solugéo
para amenizar os custos de producédo se forem adequadamente integradas as
dietas de peixes (MATOS et al., 2023; BABALOLA & FAKUNMOJU, 2020).

Desde os trabalhos pioneiros realizados por WEE & WANG (1987) e

NG & WEE (1989) o interesse nesse topico cresceu muito. e Uma quantidade
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significativa de pesquisas foi realizada com o objetivo de explorar o potencial

de diversas plantas incluindo a M. alba (Dias et al., 2022 a, b) e P. aculeata.
52.1.1 Morus alba — Amoreira

Morus alba Linn (1753), conhecida popularmente como amoreira, é
uma planta rustica e perene que faz parte da ordem Urticales e da familia
Moraceae (KURNIATI et al., 2014; MIRANDA et al., 2002),

A amoreira é uma planta ruastica de facil cultivo e excelente
desenvolvimento, mesmo em condi¢gdes de seca prolongada, e é encontrada
em diversos géneros (MIRANDA et al., 2002). Apresenta ramos com coloragao
geralmente marrom-acinzentada, com folhas arredondadas e simples com a
parte espiral semelhante a pequenas pontas (figura 3) (JOLY, 1975;
CRONQUIST, 1981). E comum em regides de clima subtropical e temperado
na Europa, Asia, Africa e América (KURUATI et al., 2014). Apesar de ter
origem na Asia, esta distribuida globalmente (NODA & MARTIN, 2014).

L B e = .r.
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Figura 3. A) Espécime de Morus alba; B) Talos colhidas. Fonte: Autoria prépria: Dias, (2024).

As amoreiras sdao amplamente cultivadas na China, Coreia e Japéao,
principalmente, para a nutricdo das lagartas do bicho-da-seda (Bombyx mori
L.), que se alimentam exclusivamente de suas folhas (OKAMOTO & RODELLA,
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2006; OKAMOTO & RODELLA, 2007). No Brasil, também ¢é utilizada na
sericultura, cuja producdo estd entre os dez maiores do mundo. A maior
concentracao da sua producgéo € no estado do Parana com 89,9% da producao
nacional em 2021, seguida de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul (CIRIO et al.,
2022). Além da sericultura, onde suas folhas sdo convertidas em finos fios de
seda pelos casulos das lagartas, a amoreira branca é utilizada como alimento
volumoso para ruminantes devido a sua composigdo bromatologica (MIRANDA
et al., 2002).

Seu ciclo de colheita dura em média 3 meses podendo variar conforme
a composicdo do solo e o clima da regido, apresentando, portanto, variacdes
na quantidade de biomassa foliar e valores nutricionais. Em regides com
irrigacdo por gotejamento subterrdneo e fertilizacdo de solo pode apresentar
um rendimento foliar de até 10.057,08 Kg/ha/safra (SUDHAKAR et al.,, 2018).
Em um estudo na Coldmbia, em uma area sem irrigacao e falta de fertilizantes,
a producao final foi de 2,5 toneladas/ha de rendimento foliar com 195 pés de
amoreira (FOSECA-LOPEZ et al., 2019).

A folha de amoreira apresenta potencial promissor como componente
benéfico em dietas para tilapia do Nilo. Estudos recentes indicaram que a
farinha de folha de amoreira (FFA) apresentou bons coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA) de proteina, extrato etéreo (EE) e energia, o
que comprova seu potencial como fonte adequada de proteina e energia
digestiveis para tilapia do Nilo (DIAS et al., 2022a). Outros, estudos realizados
com a inclusdo de até 18% de FFA para alevinos de tilapia do Nilo em dietas,
isentas de ingredientes de origem vegetal, ndao apresentaram efeitos
prejudiciais em ganho de peso e conversao alimentar (DIAS, 2019).

Em estudos realizados na Coldmbia com tilapias em fases de
crescimento e engorda (terminacado) foram utilizadas suplementagdes com
folhas frescas de amoreira em 4% nas dietas sem alteragbes nos parametros
zootécnicos (HAHN-VON-HESSBERG et al., 2018). Entretanto, nos estudos
com folhas secas incluidas nas dietas até 15% foram observados efeitos
positivos sobre o rendimento da tildpia do Nilo (CONTRERAS CASTRO, 2012).
Na Indonésia, outros estudos, avaliaram a substituicido de 30% da farinha de

peixe por folhas de amoreiras, e observou-se que com relacdo ao balanco
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energético de juvenis de tilapias, ocorreu uma diminuigcdo no gasto energético e
um aumento significativo no tamanho corporal, comprovando que as dietas
possuiam uma boa palatabilidade e boa qualidade para a espécie estudada
(ASTUTI et al., 2012).

Ademais, ZHOU et al., (2023) demonstraram que a utilizacdo da folha
de amoreira na incorporacdo de dietas para outras espécies de peixes,
empregando 9g/Kg de FFA na suplementacdo para robalo—pintado
(Lateolabrax maculatus), pode aprimorar o desempenho do crescimento, a
capacidade das atividades antioxidantes entéricas, a morfologia intestinal e a
composi¢ao microbiana. Os resultados obtidos indicaram o o uso das folhas de
amoreira promoveram uma melhora na saude intestinal dos animais e a
reducdo de doencgas intestinais

Os resultados obtidos por ADEWUNI & OLA-OLAIMEJI, (2016)
demonstraram que houve um bom crescimento dos animais em fungédo da
utilizacdo de 20% de FFA fermentada na substituicdo da farinha de peixe para
juvenis de bagre-africano (Clarias gariepinus). Em outros estudos
correlacionados a esse tema realizados com juvenis de dourada de Wuchang
(Megalobrama amblycephala) foi utilizado 2,22% da FFA fermentada nas
dietas, resultando na melhoria do desempenho e das repostas antiflamatdrias.
Com4,44% de FFA fermentada ocorreu uma redugdo do conteudo lipidico
plasmatico e melhoria da capacidade antioxidante hepatica (JIANG et al.,
2022). Para juvenis de dourado pompano (Trachinotus ovatus) NING et al.,
(2021) utilizaram 6,0% de folha de amoreira com 1,3% de pré-mistura
multienzimatica e obtiveram melhor desempenho do crescimento
acompanhado do aumento da atividade das enzimas digestivas.Com 4% de
folna de amoreira e a mesma quantidade de pré-mistura multienzimatica foram
observadas melhorias na resisténcia a doengas bacterianas, principalmente,

com Vibrio harveyi

521.2 Pereskia aculeata - Ora-pro-nobis

Pereskia aculeata Miller, conhecida popularmente por ora-pro-nébis

(OPN), e em outras regides como “carne dos pobres”. Pertence a familia
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Cactaceae, e apesar de nao possuir caule fotossintético possui capacidade de
armazenamento de agua e nutrientes em suas folhas (SILVA et al., 2023). Essa
espécie € originaria de regides temperadas e ftropicais das Ameéricas,
especialmente, em climas quentes e secos (CONCEICAO et al., 2014;
CRONQUIST, 1981; JOLY, 1998). Se destaca pelas suas caracteristicas de
adaptabilidade agrondmica e por ser uma planta robusta, perene, suculenta e
espinhosa com habitos variados (figura 4) (TELLES et al., 2016; MADEIRA et
al., 2016; BARROSO, 1978).

Figura 4. A) Espécime Pereskia Aculeata; B) Talos colhidas. Fonte: Autoria propria: Dias,
(2024).

A ora-pro-nébis é uma planta tolerante as condicbes aridas, seu
crescimento vegetativo ocorre durante o ano todo, ndo depende em grande
medida da fertilidade no solo e adapta-se com facilidade a diversos tipos de
solo e condi¢gdes edafoclimaticas (TELLES et al., 2016; MADEIRA et al.,
2016).Pode produzir 5.759 Kg de proteinas (folhas) por hectare ao longo de 24
meses, quando cultivada em alta densidade (cerca de 10 plantas por m?)., e
apresenta boa produtividade quando comparada com as médias de produgao
dos principais grdos comerciais como soja (Glycine max) e milho (Zea mays),

respectivamente, de 1.154 Kg e 514,7 kg por hectare por ano (SOUZA et al.,
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2020). Essa espécie € considerada como uma hortalica ndo convencional
(PANC) devido ao seu alto teor de proteina e minerais (TAKEITI et al., 2009).

A folha de P. Aculeata é considerada uma grande fonte alternativa de
proteinas, minerais e vitaminas (TAKEITI et al., 2009). e é muito utilizada como
alimento na culinaria brasileira, principalmente, por sua boa aceitacdo e seus
valores nutricionais (PORTO et al., 2021; MARIUTTI et al., 2021; DE OLIVEIRA
et al., 2019). Também é muito valorizada como ingrediente para a industria
alimenticia para enriquecer o valor nutricional de diversos produtos em virtude
da viabilidade de utilizagdo das suas folhas de diversas formas, tais como,
farinha, “In natura” ou extrato. (SILVA et al., 2023).

LIMA JUNIOR et al., (2013), encontraram teores de proteina que
variaram entre 20 a 30%, e teores de minerais, como por exemplo, ferro e
calcio superiores a outros vegetais como brocolis (Brassica oleracea var.
italica) e espinafre (Spinacea oleracea), além da presenca de compostos
fitoquimicos (MACIEL et al., 2021). De acordo com (SOUZA et al., 2016;
AGOSTINI-COSTA et al., 2012) a ora-pro-nébis contem compostos com
propriedades antiflamatérias, antifungicas e antioxidantes.

Estudos realizados por MACEDO et al., (2023). Com extrato de folha
de ora-pro-nébis (OPN) comprovaram a sua atividade antibacteriana contra
bactérias gram-positivas, principalmente, a Staphylococcus aureus. Foram
utilizou 1,56 mg/ML ', e identificados 53 compostos no extrato, incluindo,
acidos organicos, acidos graxos, fendlicos e outras substancias com atividades
antimicrobianas. Os resultados obtidos indicam que OPN possui valores
nutricionais adequados para alimentagdo animal, sobretudo, para algumas
espécies como frangos, suinos e ratos que apresentaram bons resultados para
desempenho (SILVA et al., 2018; SOUZA et al., 2015; AVELAR et al., 2013).

O uso de farinha de folhas de ora-pro-nébis (FFO) na alimentagédo de
peixes promoveu melhorias nos parédmetros de desempenho zootécnico de
tilapias (O. niloticus), quando foi utilizada entre 4 a 6% assim como, contribuiu
para o aumento da quantidade de proteina corporal e da atividade enzimatica
no metabolismo de aminoacidos (ORO, 2019). Em outro estudo, conduzido por
KOVALSKI et al., (2022) foram adicionadas 15% de FFO resultando na

melhoria das respostas antioxidantes da tilapia do Nilo no aumento da
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resisténcia ao estresse durante o transporte. RETCHESKI, (2022), observaram
que a inclusdo da FOPN em dietas para alevinos de tilapia do Nilo, nas
concentragcdes entre 10 a 15%, promoveu um aumento das atividades
enzimaticas digestivas para carboidratos, lipideos e proteina, nao alterando as

analises do perfil bioquimico

5.3 COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDADE APARENTE (CDA)

A avaliacdo da digestibilidade de ingredientes para elaboragdo de
formulagdes de dietas para peixes é essencial para melhorar a eficiéncia
alimentar desses animais e, consequentemente, seu desempenho (TEIXEIRA
et al, 2009). A avaliacdo da digestibilidade ira identificar quais sao os
ingredientes que sao absorvidos e utilizados adequadamente fornecidos na
dieta, além de ajudar a identificar e evitar a presenca de fatores antinutricionais
que possam interferir na absor¢do. Essa avaliagdo ira assegurar que a
substituicdo ou inclusdo de ingredientes ndo comprometa o crescimento e
desempenho dos peixes (SOUZA et al.,, 2013; BOSCOLO et al., 2012;
ABIMORAD et al., 2009; SOARES et al., 2001).

A digestibilidade é um coeficiente que indica a diferenca entre a
quantidade de nutrientes, ou energia contida no alimento, e a quantidade
excretada nas fezes (NRC, 2011). A variagdo na digestibilidade esta
relacionada com os componentes antinutricionais. Os alimentos com teores
nutricionais semelhantes podem ter diferentes capacidades de aproveitamento
digestivel, devido as diferengas nas suas respectivas composi¢des quimicas e
solubilidades, assim como, variam entre as diferentes espécies (FRACALOSSI
& CYRINO, 2013; NRC, 2011; FURUYA et al., 2010; PEZZATO et al., 2004).
Para a determinac&o da digestibilidade de nutrientes e energia em dietas para
peixes ha dois métodos principais: o direto e o indireto (NOSE, 1966). O
método direto é a coleta total das fezes e o controle rigoroso do consumo de
alimentos (YOUNG et al., 1991; KABIR et al., 1998). Embora, esse método seja
mais preciso, € o menos utilizado na pratica devido as dificuldades para a
coleta de fezes no ambiente aquatico (TEIXEIRA et al., 2009; BONFIM &

LANNA, 2004). O método indireto utiliza marcadores inertes, como o o6xido
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cromico (Cr203), para estimar a digestibilidade sem a necessidade de coleta
total de fezes, bastando apenas a coleta parcial (YOUNG et al., 1991; KABIR et
al., 1998). E o método mais utilizado e pratico para estimar os CDAs em
estudos de longo prazo, e para a avaliagdo de varios ingredientes (TEIXEIRA
et al,, 2009; BONFIM & LANNA, 2004). A utilizacdo de marcadores deve ser
feita com ingredientes indigestiveis no método indireto, visto que, ndo sao
absorvidos pelo organismo dos animais. O uso de marcadores indigestiveis
nao interferira no metabolismo digestivo e também ira evitar que alguns fatores
como a espécie, a composicdo da dieta e as condicdes ambientais nao
influenciem os resultados da digestibilidade (RODRIGUES & FERNANDES,
2006; BONFIM & LANNA, 2004).

5.4 DESEMPENHO ZOOTENICO

Para monitorar o crescimento dos animais & essencial saber o numero
total de peixes em cada viveiro ou tanque-rede, além do peso médio (PM) e
comprimento total (CT), o qual é determinado por meio do procedimento de
biometria. Para isso, deve-se coletar uma amostra representativa, geralmente,
cerca de 10% da populacao total dos peixes no ambiente de cultivo. Em
seguida, é feitaa contagem, medi¢cao e pesagem dos peixes para determinar o
peso médio e o CT. A biometria deve ser feita, preferencialmente, apds 24h de
jejum, no periodo da manha e fazer o possivel para realizar um manejo rapido
e cuidadoso para evitar estresse e mortalidades (OLIVEIRA et al., 2007;
PEREIRA, 2012). Para realizar o acompanhamento de desempenho
zootécnico, € recomendavel fazer a biometria a cada 15 ou 30 dias de cultivo.
Esse procedimento ird ndo so avaliar o ganho de peso dos pesos, como
também, servira para realizar ajustes adequados no fornecimento diario da
quantidade de racéo (OLIVEIRA et al., 2007).

5.5 HEMATOLOGIA E BIOQUIMICA SANGUINEA

A hematologia se refere ao estudo detalhado do sangue e ao conjunto

de informagdes relacionadas a ele, incluindo, a analise dos parametros
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hematolégicos em situagbes basais e alteradas (RANZANI-PAIVA et al., 2013).
Os parémetros hematolégicos sado utilizados para controle de patologias
associadas ao estresse, além de, averiguar o estado fisioldgico dos peixes
(TAVARES-DIAS et al., 2008).

Por meio da coleta de sangue é possivel realizar varios exames, tais
como, hematologicos e bioquimicos os quais, servirdo fazer o correto
diagnéstico do estado de saude do animal (RANZANI-PAIVA et al., 2013). A
hematologia é uma ferramenta essencial para a analise da saude dos peixes, e
indica com precisdo as mudangas nos padrées hematologicos, e também os
disturbios morfolégicos das células sanguineas. O uso dessa ferramenta é
fundamental para fornecer informacbes para servir de base para a elaboracao
de diagnésticos e prognosticos sobre a saude dos peixes. Além disso, alguns
parametros hematoldgicos sao utilizados como indicadores biolégicos para
monitoramento de bem-estar dos peixes (SILVA et al., 2012).

O hemograma consiste em uma série de andlises utilizadas para
identificar a quantidade e o tipo de células presentes no sangue, o volume
ocupado pelos eritrocitos e a presenca das populagcbes de leucécitos e
trombdcitos, o quais, podem ser divididos em trés partes principais:
eritrograma, leucograma e trombo grama (RANZANI-PAIVA et al., 2013). O
eritrograma inclui a contagem de eritrécitos, a determinagdo do hematdcrito e
da concentracdo de hemoglobina, além dos calculos de indices como VCM
(volume corpuscular médio) e CHCM (concentragdo de hemoglobina
corpuscular média) (RANZANI-PAIVA et al., 2013). O leucograma abrange a
contagem absoluta e relativa dos leucécitos totais e diferenciais, enquanto, a
ultima parte o trombo grama se concentra na contagem de trombdcitos totais
(RANZANI-PAIVA et al., 2013).

A anadlise da composi¢cdao bioquimica do sangue reflete o equilibrio na
absorgcdo, excrecdo e metabolismo dos nutrientes nos tecidos dos peixes
(LEITE, 2018). Um desequilibrio pode resultar na redugdo do desempenho
zootécnico dos animais (GONZALEZ, 2000). A avaliagao dos constituintes dos
parametros bioquimicos no plasma e/ou soro é essencial para detectar e
diagnosticar alteragdes no equilibrio metabdlico durante o cultivo dos peixes

(PAVLIDIS et al., 2007). Para a avaliacéo da fisiologia relacionada ao estado
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nutricional dos peixes tem sido utilizado alguns parametros bioquimicos, tais
como, glicose, triglicerideos, colesterol, proteina total e ureia (KAVITHA et al.,
2012).

5.6 PATOGENOS EMERGENTES NA PISCICULTURA

Os patégenos que afetam a saude dos peixes representam um desafio
significativo para a aquicultura em todo o mundo. As infeccbes bacterianas e
fungicas, estdo muitas vezes relacionadas a baixa qualidade da agua e a
fatores ambientais, os quais, favorecem a contaminacdo desses animais e,
consequentemente, podem levar a mortalidades massivas dos peixes
(GOWHAR et al., 2020). Os surtos de doencas nas pisciculturas sdo grandes
causadores de perdas econdbmicas (GENG et al.,, 2014; TAVARES-DIAS &
MARTINS, 2017), as quais, representam um obstaculo para o desenvolvimento
desta atividade (ASSANE, 2018).

Entre os principais patégenos emergentes nas pisciculturas comerciais,
as bactérias tém se destacado nas ultimas duas décadas, ndo apenas pelos
prejuizos econOmicos, mas também pelo fato de algumas espécies
apresentarem potencial zoonético (NAWAZ et al., 2008; NOGA, 2010). Diante
disso, a proliferacdo das doencgas bacterianas nas pisciculturas tem crescido
consideravelmente devido ao aumento da producdo de pescado nacional
(ASSANE, 2018). Uma das formas para reduzir e controlar esse problema tem
isso a utilizacdo de antibidticos e quimioterapicos. No entanto, o uso
inadequado desses produtos pode ser prejudicial ao meio ambiente, além de
favorecer a resisténcia das bactérias a esses medicamentos, principalmente,
porque muitas vezes nao se tem certeza qual patégeno esta contaminando os
animais e, ainda, porque muitas vezes estao associados a mais de um tipo de
microrganismo (FARIA et al., 2018; ANDRADE-PORTO et al., 2017; JULINTA
et al., 2017).
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5.6.1 Aeromonose — género Aeromonas

A aeromonose, também conhecida como septicemia hemorragica, é
uma infeccdo bacteriana provocada por bactérias do género Aeromonas
(STANIER, 1943). Essas bactérias sdo amplamente distribuidas em ambientes
aquaticos e se adaptam a temperaturas com uma variacdo de 5°C a 37°C
(KOZINSKA, 2007). Sua forma pode ser bacilos ou cocobacilos com um
tamanho respectivo de 0,3-1,0 pm largura X 1,5-3,5 pm comprimento
(BRENNER et al.,, 2005), e também pode ser encontrada na forma de
bastonetes (KOZINSKA, 2007). Sdo Gram-negativas, anaerobicas facultativas
(BULLER, 2014; KOZINSKA, 2007) e, geralmente, estdo presentes na
superficie do corpo e nas branquias dos peixes (KOZINSKA 2007).

O género Aeromonas passou por diversas alteragdes taxondmicas nas
ultimas décadas, de modo que a sua caracterizagao € feita através de testes
bioquimicos e moleculares (AUSTIN & AUSTIN, 2016; JANDA & ABBOTT,
2010; SAADREVA et al., 2006). As principais espécies patogénicas para peixes
incluem: Aeromonas hydrophila; Aeromona caviae; Aeromonas veronii,
Aeromonas bestiarum e Aeromonas Sobria, as quais, juntas sao conhecidas
como ‘“septicemia por aeromonas moveis”’, devido a sua motilidade
proporcionada por flagelos polares e laterais (FIGUEIREDO & LEAL, 2008).

Os sinais clinicos de infeccdo variam desde lesbes superficiais ou
profundas na pele até quadros tipicos de septicemia. Essas lesdes podem se
apresentar como hemorragia e necrose da pele e das nadadeiras, evoluindo
para ulceras, as quais, geralmente acometem o tecido muscular (FIGUEIREDO
& LEAL, 2008; PAVANELLI et al., 2002). Em infecgdes sistémicas, sao
observados exoftalmia, abdémen distendido com liquido serosanguinolento e
petéquias hemorragicas nas visceras (AUSTIN & AUSTIN, 2016; NOGA, 2010;
FIGUEIREDO & LEAL, 2008; PAVANELLI et al., 2002). Seu tratamento envolve
a administracdo de antibiodticos, sendo a oxitetraciclina a mais utilizada nas

pisciculturas brasileiras, ou produtos homeopaticos na ragao (SINDAN, 2018).
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5.7 ECOTOXICOLOGIA E TESTES DE TOXICIDADE EM
ORGANISMOS AQUATICOS

A poluicdo aquatica é um problema global preocupante, especialmente,
para os ecossistemas de agua doce (RIBEIRO et al., 2022). Uma grande
variedade de compostos quimicos, provenientes de diferentes fontes, podem
exercer efeitos toxicos sobre os organismos aquaticos (BRUDLER et al., 2019).
O termo ecotoxicologia foi proposto pela primeira vez em 1969 em
Estocolmo durante a reunido do Comité do Conselho Internacional de Unides
Cientificas (ICSU), (TRUHAUT, 1977). Toxicologia foi definida como a ciéncia
que investiga os impactos das substancias naturais ou sintéticas nos
organismos vivos, nas populagdes e comunidades, sejam elas de animais ou
plantas, tanto em ambientes terrestres quanto aquaticos, e a interagdo dessas
substancias com o meio onde esses organismos habitam (ZAGATTO &
BERTOLETTI, 2008; ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006).

Os testes ecotoxicolédgicos, ou bioensaios, sao utilizados para avaliar e
monitorar a qualidade da agua. Os termos metodolégicos para a padronizagao
dos testes foram estabelecidos em 1975, para toxicidade aguda de peixes, pelo
Comité Técnico de Qualidade das Aguas da International Organization for
Standardization — 1SO. A partir deste momento, foram desenvolvidos varios
métodos de testes para toxicidade aguda e crdnica, com periodo de duragao
curta (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006). Na Europa os protocolos de testes de
toxicidade de organismos aquaticos s&do estabelecidos pela Organization for
Economic Cooperation and Development — OECD, para cada organismo teste
ha um protocolo especifico (OECD, 2017).

No Brasil, os testes de toxicidade foram estabelecidos pela Associagao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), com base na I[SO. Para utilizar
diferentes organismos, como por exemplo, a Daphnia sp. (ABNT 12713,
2004a), peixes (ABNT 15088, 2004b), e a partir destas normas foram propostos
diferentes métodos para facilitar a execucdo dos testes e suas respectivas
analises (QUEIROZ & SILVA, 2021). Por um periodo longo de tempo, os
ensaios para toxicologia ambiental utilizavam microcosmos para compreender
os impactos téxicos agudos (QUEIROZ & SILVA, 2021). Para isso, eram
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utilizados os ensaios agudos e as relagdes dose-resposta para determinar as
concentracoes efetivas e letais (BOONE & JAMES, 2005). Essa abordagem
nao levava em conta os possiveis impactos crdnicos, resultantes de uma
exposicdo ao longo prazo em baixas concentragdes das substancias
analisadas. Entretanto, atualmente, sao utilizados diversos métodos de
avaliagdo para averiguar corretamente os efeitos agudos em um periodo curto
de tempo de exposigdo, avaliando imobilidade ou mortalidade entre outros
fatores fisioldgicos, assim como, os possiveis efeitos crénicos a longo prazo,
relacionados ao crescimento, desenvolvimento e comportamento (QUEIROZ &
SILVA, 2021).

Com relacdo a legislagdo brasileira referente aos ensaios
ecotoxicologicos Resolugdo n° 357/2005 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), se refere aos padrdes de langamento de efluentes, os
quais, ndo devem prejudicar os organismos aquaticos que habitam nos rios que
receberdo estes efluentes. Porém, a formulagdo de leis mais rigorosas é
estabelecida de acordo com as normas e entendimentos de cada estado
brasileiro, ou seja, os estados ficam livres para estabelecer seus proprios
limites de toxicidade (MAGALHAES & FERRAO FILHO, 2008).

5.7.1 Ensaio de toxicidade aguda

E um teste que avalia a resposta rapida e severa em organismos
aquaticos em um intervalo de tempo de 0 a 96 horas, para se manifestar sobre
o estimulo (substancia) analisada (RAND & PETROCELLI, 1985). O objetivo é
determinar a Concentracdo Letal Média (CLsp) ou também chamada de
Concentragéo Efetiva Média (CEso), ou seja, a concentragao da substancia
toxica que proporcionou a mortalidade ou imobilidade, correspondente a 50%
do total de organismos testados, em um determinado intervalo de tempo de
exposicdo (MAGALHAES & FERRAO FILHO, 2008).

A escolha do organismo-teste geralmente utiliza alguns critérios de
selegdo como abundéancia e disponibilidade, sua biologia, fisiologia, habitos
alimentares, sensibilidade, facilidade de cultivo em laboratério, entre outros
fatores (RAND & PEROCELLI, 1995). Porém uma unica espécie de organismo
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nao pode representar integralmente os impactos causados em determinados
ecossistemas, visto que, ndo existe apenas uma, e sim diversas espécies de
organismos, portanto, existe a necessidade de realizar com mais de um
organismo-teste o ensaio de toxicidade (BAUN et al., 1999).

A literatura recomenda no minimo trés espécies de diferentes niveis na
cadeia tréfica, a fim de representar uma comunidade de organismos em um
ecossistema, por conseguinte, os resultados obtidos serdo mais precisos e
eficazes, sobre o efeito toxico da substancia testada. Essa estratégia assegura
uma probabilidade maior de detectacdo de uma resposta téxica em diferentes
organismos, devido as suas sensibilidades ndo serem semelhantes (BAUN et
al., 1999). Os testes com peixes e dafinideos sdo os principais métodos de
teste de controle ambiental (SANDBACKA et al., 2000). A D. magna e D. Rerio
podem ser empregados em conjunto como um sistema de alerta em situagdes
de contaminagcdo aguda, como por exemplo, derramamentos acidentais,
despejos de efluentes de pisciculturas e industrias de pescado (MAGALHAES
& FERRAO FILHO, 2008).

5711 Daphnia magna — Microcrustaceo

A D. Magna (Straus, 1820), é uma espécie de microcrustaceo
zooplancténico de agua doce, pertence a ordem Cladocera e € conhecida
popularmente como pulga d’agua (figura 5) (ANTUNES & CASTRO, 2017;
COSTA et al., 2008). Essa denominagdo é atribuida a Daphiniadevido ao
movimento das suas antenas, que dao a aparéncia de estarem se movendo em
pequenos saltos (BARROSO, 2009), (ANTUNES & CASTRO, 2017; COSTA et
al., 2008).
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Figura 5. Espécime de Daphnia magna adulta. Fonte: Autoria prépria: Dias, (2024).

A Daphinia € comumente utilizada em ensaios de toxicidade de
ambientes poluidos (MATSUMOTO et al., 2009). Possuem uma posigao
intermediaria na cadeia tréfica como consumidores primarios, o que faz com
que o seu papel seja de grande relevancia no ecossistema aquatico (SANTOS
et al., 2017).

Os microcrustaceos sao amplamente encontrados nos corpos d’agua,
onde se alimentam de algas, bactérias e matéria organica particulada em
suspensao através do processo de filtragdo (BRENTANO, 2006). Também,
servem como fonte de alimento para os consumidores secundarios da cadeia
trofica, como os peixes e outros animais (SARMA & NANDINI, 2006). Além
disso, eles exigem pouca manutengdo em laboratério, sdo faceis de cultivar,
por apresentar uma rapida taxa de crescimento e sdo sensiveis a varias
classes de substédncias (SARMA & NANDINI, 2006; ZAGATTO &
BERTOLETTI, 2006).

571.2 Danio rerio — Zebrafish

O D. Rerio (Hamilton, 1822), é comumente conhecido como zebrafish,
peixe-zebra (SPENCE et al., 1943) ou paulistinha (BERTOLETTI, 2009), devido
ao seu padrdo de cores escuras e claras alternadas em listras horizontais
(figura 6), (SPENCE et al., 1943). Pertence a familia dos peixes de agua doce
Cyprinidae (NELSON, 1994), originario do sul da Asia com ampla distribuicdo
em parte da india, Nepal, Paquistao (BHAT, 2003).
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Figura 6. Espécie adulta de Danio rerio. Fonte: Autoria prépria: Dias, (2024).

E um modelo de organismo versatil amplamente utilizado em varios
campos de pesquisa toxicolégicas, devido as suas caracteristicas morfolégicas
(KACHANOV et al.,, 2023; CELEBI et al, 2023), as quais, oferecem
informagbdes sobre a suscetibilidade a poluentes ambientais e aos riscos de

substancias toxicas existentes no ambiente aquatico (CELEBI et al., 2023).
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6.1 INTRODUGCAO

Em 2023, a produgdo nacional de peixes nativos, incluindo o pacu,
correspondeu a 29,7% da producéo total de peixes de cultivo (PEIXEBR,
2024).

O pacu (Piaractus mesopotamicus), é encontrado nas bacias dos rios
Parana, Paraguai e Uruguai, e tem grande importdncia econdémica nas
planicies alagadas do Pantanal. Possui boa capacidade de se adaptar a
diferentes condicbes ambientais, e se destaca das demais espécies de peixes
cultivadas pela sua demanda nutricional Unica, especialmente, por carboidratos
nao estruturais, (URBINATI et al., 2010).

A utilizagdo de ingredientes alternativos esta despertando um grande
interesse na formulagdo de dietas para peixes. Nesse sentido, é essencial
realizar testes de digestibilidade e disponibilidade para avaliar sua verdadeira
eficacia nutricional absorcao pelo sistema digestivo dos peixes, e também para
verificadr se nado interferem negativamente nasaude e no crescimento dos
animais (SILVA et al., 2019; BUZZOLO et al., 2018).

A FFA (farinha de folha de amoreira) s&0 uma opg¢ao promissora como
ingrediente na composigado das dietas para peixes. A FFA é rica em nutrientes,
incluindo proteinas, acidos graxos, minerais, vitaminas e fitonutrientes, e
contribui para aumentar as taxas de crescimento. (TANG et al., 2022; CHEN et
al., 2021; LIU et al., 2019; CHAN et al., 2016).

A FFO (farinha de folha de ora-pro-nébis) também é uma excelente
fonte alternativa de proteinas, minerais e vitaminas (TAKEITI et al., 2009). Suas
folhas contem teores de proteina de 20 a 30% dependendo da composi¢cao do
solo e da regiao (LIMA JUNIOR et al., 2013). Também, contém compostos
fotoquimicos com propriedades anti-flamatérias (MACIEL et al., 2021; SOUZA
et al., 2016; AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

No contexto da aquicultura moderna, onde a eficiéncia e a
sustentabilidade sao prioridades, determinar a digestibilidade e disponibilidade
desses ingredientes é fundamental. A determinacdo desses coeficientes néo

apenas promove o crescimento saudavel e a qualidade da carne, assim como,
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reduz o desperdicio de alimentos e os impactos ambientais associados a
producao intensiva de peixes (MITHUNKUMAR et al., 2023).

Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi determinar o CDA
(Coeficiente de digestibilidade aparente) dos nutrientes de FFA e FFO, energia
e disponibilidade de aminoacidos essenciais € nao essenciais, para definir a
quantidade digestivel para pacus, e contribuir com informacbdes técnico
cientificas para futuros estudos de substituicdo ou inclusdo de ingredientes

tradicionais.

6.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de  Tecnologia em
Aquicultura (LATAq) da Universidade Federal do Parana (UFPR), Campus
Avancado de Jandaia do Sul/PR. O experimento teve duracdo de 104 dias, e

foram utilizados um total de 150 juvenis de pacu, com peso médio de 30 + 3,5g.

Os peixes foram adquiridos de uma piscicultura comercial parceira do

Laboratério. Todos os procedimentos adotados neste estudo seguiram os
Principios Eticos de Experimentacdo Animal e foram devidamente aprovados
pela Comissdo de FEtica e Uso de Animais (CEUA) da UFPR do Setor
Palotina/PR, conforme protocolo n® 15/2022 (anexos ).

A estrutura experimental foi composta por trés tanques circulares de
polietileno com capacidade de 1.000L cada, conectados a um biofiltro circular
de fibra de vidro com capacidade de 2.000L. Os tanques foram subdivididos em
trés gaiolas, cada uma, capaz de conter 50 animais, integrando um sistema
fechado de recirculacdo de agua. No biofiltro, foram colocadas macréfitas
(Eichhornia crassipes), em aproximadamente 35% da area do biofiltro, com o
objetivo de remover material organico, especialmente, nitrogénio e fdsforo
(LOPEZ-DOVAL et al., 2016),

Os parametros de qualidade da agua, como temperatura e oxigénio
dissolvido, foram monitorados diariamente, tanto pela manha (7h:00min)
quanto a tarde (16h:00min). Para essas medi¢cdes foram utilizados um
termémetro de coluna de mercurio e um oximetro digital (marca Alfakit®). Os

valores médios obtidos foram de 22,9 £ 1,5°C e 23,7 £ 1,1°C para temperatura,
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e de 7,02 + 0,89 mg/L" e 6,67 + 1,04 mg/L" para oxigénio dissolvido. Além
disso, demais parametros como pH e amoénia (NHs) foram medidos uma vez por
semana, com o auxilio de um kit colorimétrico (marca Alfakit®). As seguintes
medias foram obtidas 7,34 + 0,27 para pH e 0,002 + 0,003 mg/L™" para NHa.
Todos os parametros monitorados durante o periodo experimental estavam
dentro da zona de conforto para o cultivo de pacu (URBINATI et al., 2010).

A determinacdo dos CDA dos nutrientes e energia das farinhas de
folhas de amoreira e ora-pro-nobis, foi realizada pelo método indireto de coleta
parcial de excretas. O oxido crémico (Cr.O3) na concentragdo de 0,1% foi
utilizado como o marcador inerte (HONORATO et al., 2012; TEIXEIRA et al.,
2009), O oxido crédmico é um dos marcadores mais empregados em estudos de
nutricdo de peixes com uma ragao pratica como referéncia e uma ragao teste
(DIAS et al., 2022).

As ragbes-teste foram compostas por 70% da ragao-referéncia e 30% do
alimento a ser testado constituido por folhas de ora-pro-ndbis (P. Aculeata) e
folhas de amoreira (M. Alba). Foram corrigidas apenas a quantidade de
suplementos minerais, vitaminicos e sal. Para a fabricacdo da racio-referéncia
e das ragdes-teste (Tabela 1), os componentes e os alimentos testados foram
secos em estufa de ventilagdo forgcada por 72h a 60°C. Em seguida, foram
moidos em um triturador tipo martelo em peneira de 0,5 mm e, posteriormente,
misturados de acordo com a sua formulagdo e finalmente peletizadas. Essa
pratica de processamento dos ingredientes das racbes experimentais, bem
como, a sua fabricagdo foram feitas seguindo a metodologia utilizada por
Meurer et al., (2003).

A peletizacdo foi realizada em uma peletizadora experimental pelo
umedecimento prévio da mistura com agua a temperatura de cerca de 60°C.
Apbs a peletizagdo, as ragdes foram quebradas utilizando um saco plastico,
onde foram colocadas e chacoalhadas até apresentar didmetros adequados ao
tamanho da boca dos animais. Posteriormente, foram secas em uma estufa de
ventilagao forgada por 24h a 55 °C, e apds a secagem foram armazenadas em
sacos plasticos escuros (para ndao haver oxidagéo por conta de luz) e mantidas

em refrigeragéo até o momento da sua utilizagéo.
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Tabela 1. Composigéo percentual das dietas: Ref. (Referéncia), FFA

Farinha de folha de amoreira) e FFO (Farinha de folha de ora-pro-nébis).

Alimento Ref. FFA FFO
Farelo de Soja 58,51 40,96 40,96
Milho 34,52 24,16 24,16
Fosfato Bicalcico 2,80 2,30 2,30
Oleo de Soja 2,40 1,68 1,68
Premix’ 1,00 1,00 1,00
CR203 0,10 0,10 0,10
Sal comum 0,10 0,10 0,10
Calcario 0,10 0,10 0,10
B.H.T. 0,01 0,01 0,01
FFA 0,00 29,52 0,00
FFO 0,00 0,00 29,52
Total 100,00 100,00 100,00

"Premix: Suplemento vitaminico e mineral para peixes composto por Acido félico - 1200,00
mg/Kg; Acido pantotémico - 10,00g/Kg; B.H.T. - 8.000,00mg/Kg; Biotina - 200,00mg/Kg;
Cobalto 80,00mg/Kg; Cobre - 3.500,00mg/Kg; Ferro - 20,00g/Kg; Inositol - 25,00g/Kg; lodo -
160,00mg/Kg; Manganés - 10,00g/Kg; Niacina - 20,00g/Kg; Selénio - 100,00mg/Kg; Vitamina A
- 2.400.000,00UL/Kg; Vitamina B1 - 4.000,00mg/Kg; Vitamina B12 - 8,000mcg/Kg; Vitamina B2
- 4.000,00mg/Kg; Vitamina B6 - 3.500,00mg/Kg; Vitamina D3 - 600.000,00Ul/Kg; Vitamina E -
30.000,00 UI/Kg; Vitamina K3 - 3.000,00mg/Kg; Zinco - 24,00g/Kg. Fonte: PX PEIXES COCARI
S/COL (Lote: 2023).

O ensaio de alimentacdo e coleta de fezes teve uma duracao total de
56 dias, com um periodo de jejum de 48 horas, durante a troca de rag¢des. O
manejo adotado para a coleta das fezes foi realizado por meio da distribuicao
dos peixes em gaiolas instaladas dentro do tanque de alimentacdo. Os peixes
permaneceram nesse tanque durante todo o periodo de adaptacdo e
alimentagdo. As cubas de coleta de fezes foram utilizadas apenas durante o
periodo de coleta, a qual, foi feita somente durante a tarde e a noite (7h),
segundo a metodologia utilizada por Dias et al., (2021).

O periodo de adaptacao para cada racao foi de cinco dias (DEGANI et
al., 1997). Durante esse periodo 0s peixes permaneceram sempre na caixa de
alimentacgao e arracoados a vontade, trés vezes ao dia, duas vezes pela manha

e uma a tarde. O tanque de alimentacdo foi sifonado uma vez ao dia para
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retirada de fezes e restos de racido. Esse processo foi feito apds a retirada das
gaiolas para as cubas de coleta de fezes, utilizando a mesma agua do tanque
de alimentagcdo para encher as cubas de coleta de fezes, totalizando uma
renovacao de 80% de agua. Apos o periodo de adaptacéo, iniciou-se o periodo
de coleta de fezes.

No periodo de coleta de fezes os peixes foram mantidos durante o dia
nas gaiolas dentro do tanque de alimentagdo, onde foram alimentados as
8h30min, 11h30min e 15h00min. Apds 20 minutos da ultima refeicdo, as
gaiolas foram transferidas para suas respectivas, cubas de coleta. Apds a
retirada das gaiolas, as valvulas das cubas coletoras foram fechadas para
desconectar os copos coletores de fezes e acondicionamento das fezes em
recipientes plasticos. Para esse procedimento sempre foi tomado o cuidado de
retirar as escamas antes das amostras serem guardadas sob refrigeracao até
as analises quimicas. A agua das cubas nao foi renovada. As cubas totalmente
esvaziadas e lavadas entre as coletas.

A coleta de fezes foi feita pelo periodo necessario até a obtencdo da
quantidade de fezes adequada para as analises. Antes de reiniciar o processo
com outra ragdo, os peixes passaram um dia em jejum, e novamente foram
mantidos por cinco dias para adaptacdo com a nova ragao, e inicio das novas
coletas de fezes (DEGANI et al, 1997). A utilizagdo de gaiolas para o
acondicionamento dos peixes foi feita com o objetivo de evitar a possibilidade
de eles ingerirem excretas ou ragao lixiviada do fundo dos tanques e das cubas
de coletas de fezes.

Para a realizagdo das analises os ingredientes e as rac¢des foram
moidos. As fezes foram descongeladas, secas em estufa de ventilagdo forgada
a 55 °C por 24h, em seguida, peneiradas para retirada de escamas, moidas, e
armazenadas em embalagens plasticas para analise posterior, conforme
metodologia utilizada por Dias et al, (2021). As analises quimico-
bromatoldgicas das fezes, ragbes e ingredientes para avaliagédo dos valores de
energia bruta foram determinados por meio de uma bomba calorimétrica no
Laboratério de Biogeoquimica Ambiental da empresa EMBRAPA Meio

Ambiente em Jaguariuna/SP.
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As analises do perfil de aminoacidos foram realizadas utilizando a
metodologia de White et al., (1986), para triptofano Lucas & Sotelo (1980) no
Laboratério CBO — Analises Laboratoriais em Valinhos/SP. A determinacdo de
proteina bruta (PB) foi feita pelo método de Kjeldahl; extrato etéreo (EE) pelo
método de Goldfish; matéria seca (MS) pelo método de peso constante, cinzas,
FDA (Fibra de Detergente Acido) e FDN (Fibra de Detergente Neutro) pelo
método de lavagens, no LATAg do Campus de Jandaia do Sul/lUFPR,
utilizando a metodologia de acordo com AOAC (2019).

A abertura das amostras para a quantificacdo de o6xido de cromo
(Cr203) foi realizada por meio de uma solugdo acida, conforme descrito por
Bremer Neto et al., (2003). As quantificacbes do 6xido crdmico (CR203) foram
feitas através da metodologia descrita por Bremer Neto et al., (2003), por leitura
em espectrofotobmetro de absor¢cdo atébmica (KIMURA & MILLER, 1957), no
Laboratério de Solos da Universidade Estadual de Maringa - UEM/PR.

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes,
energia bruta e aminoacidos foram calculados de acordo com as diretrizes do

NRC (2011), com as seguintes equacoes:

DTd=1 -1/
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Em que Dtd, a digestibilidade total da dieta referéncia e da dieta teste

(%); Dand, a digestibilidade aparente dos nutrientes nas dietas referéncias e
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testes (%); Id, o indicador na dieta; If, o indicador nas fezes; Nf, o nutriente nas
fezes; Nd, o nutriente na dieta; Dams, a digestibilidade aparente da matéria
seca do ingrediente; Didtes, a digestibilidade total da dieta teste; dref, a dieta
referéncia; Dtdref, a digestibilidade total da dieta referéncia; Daning, a
digestibilidade aparente do nutriente do ingrediente; Dandtes, a digestibilidade
do nutriente da dieta teste, Dandref, a digestibilidade do nutriente da dieta

referéncia.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para a composicao bromatolégica dos nutrientes
e energia da FFA e FFO (Tabela 2) revelaram algumas variagbes em relagéo
aos dados encontrados na literatura até o momento. Para a FFA, os teores de
PB, EE e MS encontrados foram similares aos valores reportados por Vu et al.,
(2011) e Dias et al., (2022), porém, inferiores aos resultados de Al-Kirshi et al.,
(2013) e Wang et al., (2017).

Em contrapartida, os valores de cinzas e fibras ndo foram
disponibilizados na literatura consultada. Para a FFO, observou-se que os
teores de PB e EE se aproximaram dos valores relatados por Daniel (2022),
enquanto, os teores de MS e cinzas ndo foram mencionados nos estudos
anteriores. Além disso, a FFO apresentou uma quantidade significativamente
maior de fibra bruta (FB), comparada com os estudos de Takeiti et al., (2009) e
Sommer et al.,, (2022), indicando uma possivel variagdo na composi¢ao
bromatoldgica dessa matéria-prima de acordo com o local de cultivo e método
de processamento.

Os resultados obtidos para a composicdo mineral e de aminoacidos
das Farinhas de Folha de Amoreira (FFA) e Folha de Ora-pro-Noébis (FFO)
também revelaram algumas variagdes em relacdo aos dados disponiveis na
literatura até o momento. No caso da FFA, os teores minerais, como Fe, Zn,
Mg, Mn, Ca, K e P (tabela 3), mostraram variacbes em relacdo aos estudos
anteriores.

Enquanto alguns estudos, como Okamoto & Rodella (2006) e Vu et al.,

(2011), relataram teores dentro de uma faixa especifica, outros estudos
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realizados por Dias et al., (2022), apresentaram resultados discrepantes. Isso
pode ser atribuido a diferentes fatores, como variagbes sazonais, métodos de
cultivo e processamento das folhas.

Quanto ao perfil de aminoacidos da FFA, os resultados obtidos também
variaram em relacdo a literatura, com algumas semelhangas em aminoacidos
como histidina, arginina e leucina, conforme observado em estudos anteriores
(AL-KIRSHI et al., 2009; ASTUTI et al., 2012).

No caso da FFO, os teores minerais e de aminoacidos também
apresentaram variagdes em relacdo aos estudos prévios. Enquanto alguns
estudos, realizados por Rocha et al., (2008), reportaram teores dentro de uma
faixa especifica para minerais como Fe, Zn e Mg, outros, como Sommer et al.,
(2022), apresentaram resultados diferentes. Essas variacbes podem ser
atribuidas a diferentes condi¢gdes de cultivo e métodos de processamento das
folhas.

Quanto ao perfil de aminoacidos da FFO (Tabela 5), os resultados
obtidos também divergem em relacdo aos estudos anteriores, com algumas
semelhancas em aminoacidos como histidina, arginina e leucina, conforme
observado em estudos realizados por Takeiti et al., (2009) e Silveira et al.,
(2020). Essas variagdes destacam a importancia da realizacdo de mais
pesquisas para obtencdo de uma compreensdo mais abrangente da
composi¢ao nutricional desses ingredientes.

Os resultados apresentados nas Tabelas 8 e 9 fornecem uma visao
abrangente da composi¢cao bromatoldgica e do perfil de aminoacidos das dietas
de referéncia (Ref.) e das dietas de teste, incluindo FFA (Teste 1), FFO (Teste
2) para o pacu. Em relacdo a composigdo bromatoldgica, os resultados da
Tabela 8 revelam variagdes nos teores de nutrientes, energia e minerais entre
as diferentes dietas. Notavelmente, as dietas de teste apresentam variagbes na
PB, EE, FDN, FDA e minerais em comparacdo com a dieta de referéncia. Por
exemplo, as dietas de teste 1 e 3 mostram redugdo na PB em relacdo a
referéncia, enquanto, a dieta de teste 4 apresenta um aumento significativo no
teor de EE. Além disso, os teores de minerais como Fe, Zn, Mg, Mn, Ca, Ke P
variaram entre as diferentes dietas, refletindo a diversidade de ingredientes

utilizados na formulacao das dietas de teste.
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Por outro lado, os resultados apresentados na Tabela 9 destacam o
perfil de aminoacidos essenciais e nao essenciais nas diferentes dietas.
Observa-se que os teores de aminoacidos variaram entre as dietas de teste e a
dieta de referéncia. Por exemplo, as dietas de teste 1 e 3 mostraram reducao
em alguns aminoacidos essenciais, como histidina, arginina e treonina, em
comparagao com a referéncia. Além disso, os teores de aminoacidos nao
essenciais também variaram entre as dietas, refletindo a composicao
especifica dos ingredientes utilizados em cada dieta experimental.

Esses resultados ressaltam a importancia de uma formulacdo precisa
das dietas para atender as necessidades nutricionais dos peixes utilizados na
piscicultura. Como afirmado por CASTRO et al., (2021) "A formulagdo precisa
das dietas é crucial para garantir um desempenho nutricional adequado dos
peixes em cultivo", o que reforga a importadncia de compreender e ajustar a
composicao das dietas de acordo com as caracteristicas nutricionais dos
ingredientes utilizados.

Os resultados dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) estao
representados na tabela 10, e também dos nutrientes, energia e aminoacidos
essenciais e ndo essenciais dos ingredientes testados, os quais, revelaram
diferengas entre a FFA, FFO. A FFO apresentou o maior CDA de PB (64,91%)
seguida pela FFA (50,52%). Isso sugere que a FFO é uma fonte de proteina
mais facilmente digerivel para o pacu em comparagdo com a FFA. A FFA
apresentou o maior coeficiente de digestibilidade de extrato etéreo (76,72%),
seguido FFO (32,78%). Isso indica que a FFA é uma fonte de lipidios mais
facilmente digerivel em comparagcdo com a FFO. Além disso, estudos
anteriores mostraram que a PB na folha de moringa foi bem digerida por robalo
e pacu (81% e 75%), sugerindo uma alta digestibilidade para esses nutrientes
em outras espécies de peixes (CHO & KAUSHIK, 1990).

Os valores de MS e cinzas apresentaram variagdes minimas entre os
ingredientes, com valores relativamente altos de digestibilidade para todas as
fontes. Os valores de EB encontrados sado consistentemente altos para todos
0s ingredientes, com pouca variagdo entre eles. Isso é condizente com os
resultados anteriores que demostraram alta digestibilidade de energia para

diferentes fontes de alimentos para peixes (UCHOI et al., 2018).
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Quanto aos aminoacidos, a FFO apresentou valores mais altos para a
maioria dos aminoacidos essenciais em comparagao com a FFA, com excecgao
de metionina. Os aminoacidos ndo essenciais tendem a variar mais entre os
ingredientes. Os dados sugerem que a FFO pode ser uma fonte mais eficiente
de proteina bruta para o pacu em comparagao com a FFA. Para extrato etéreo,
a FFA mostrou uma digestibilidade relativamente alta, enquanto a FFO
apresentou valores mais baixos.

Os resultados obtidos ressaltam a importancia de considerar nao
apenas os CDA dos nutrientes e energia, mas também, o perfil de aminoacidos
disponiveis ao formular dietas para peixes, visando otimizar o crescimento e a

saude dos animais.



Tabela 2. Composi¢cdo bromatoldgica dos nutrientes e energia da FFA e FFO.

Farinha de Folhas de Amoreira

Literatura PB (%) EE (%) MS (%) Cinzas Fibra (%) FDN FDA EB (Kcal/Kg)
(%) (%) (%)

Okamoto & Rodella (2006) 21,62 - - 8,06 - - - -

Vu et al., (2011) 22,30 3,5 - 13,6 - - - -

Al-Kirshi et al., (2013) 29,80 5,57 9,25 11,81 - - - 4,203

Wang et al., (2017) 18,81 1,67 - - - - - 4,940

Dias et al., (2022) 2425 2,15 94,81 11,31 - - - 3,985

Autoria propria: Dias, (2024) 20,84 2,44 92,85 7,66 - 35,8 14,22 4,050
Farinha de Folhas de Ora-pro-Noébis

Rocha et al., (2008) 2293 3,64 3,47 19,33 13,52 - - -

Takeiti et al., (2009) 28,40 4,10 - 16,10 39,10 - - -

Fidélix et al., (2010) 20,36* 5,38 - 15,27* 61,67* - - -

Botrel et al., (2020) 18,50 4,49* - 20,52* 34,18* - - 22,62*

Daniel (2022) 23,25 4,40 - 20,26 11,36 - - 22,96*

Sommer et al., (2022) 16,14 5,53 95,28 14,59 57,16 - - 121,70*

Autoria propria: Dias, (2024) 21,22 2,71 5,55 7,75 - 44,0 11,72 3360,00

*Amostra In natura da folha de ora-pro-nébis analisada em g 100g".



Tabela 3. Composicdo de minerais das FFA e FFO

79

Farinha de Folhas de Amoreira- FFA

Literatura Fe' (mg/Kg) Zn?(mg/Kg) Mg®(mg/Kg) Mn%mg/Kg) Ca®(mg/Kg) K®(mg/Kg P7(mg/Kg)

Autoria propria: Dias, (2024) 0,98 0,17 15,1 0,43 83,13 4,83 0,90

Farinha de Folhas de ora-pro-Nébis — FFO

Fe' (mg/Kg) Zn?(mg/Kg) Mg3(mg/Kg) Mn%mg/Kg) Ca®(mg/Kg) K°&(mg/Kg P’(mg/Kg)
TAKEITI et al., (2009) 0,01 0,03 1,9 0,05 3,42 1,63 0,16
Oliveira et al., (2013) 0,01 0,1 0,68 0,003 2,16 3,74 0,45
Almeida et al., (2014) 0,02 0,01 0,59 0,04 1,35 3,92 0,32
Souza et al., (2016) 0,02 0,004 0,71 - 4,65 3,64 0,47
Oliveira et al., (2019) 0,02 0,006 1,27 0,02 6,49 3,28 0,34
Botrel et al., (2020) 0,01 0,003 0,09 0,01 0,27 0,32 0,02
Silveira et al., (2020) 0,02 0,01 0,94 - 4,10 443 0,18
Autoria propria: Dias, (2024) 0,55 0,12 17,79 0,56 36,66 4,09 0,35

Fe: Ferro; 2Zn: Zinco; 3Mg: Magnésio;

4Mn: Manganés; °Ca: Calcio; ®K: Potassio; "P: Fosforo.
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Tabela 4. Composigéo do perfil de aminoacidos da FFA (%).

Aminoacidos Al-Kirshi et al., Astuti et al., Wang et al., Autoria propria:
(2009) (2012) (2017) Dias, (2024)
Histidina 0,69 0,92 0,35 0,31
Arginina 1,80 1,86 0,89 0,81
Treonina 1,31 1,39 0,79 059
Valina 1,76 1,47 0,62 0,75
Metionina 0,52 - 0,36 0,17
Isoleucina 1,43 1,22 0,74 0,59
Leucina 2,58 2,46 1,45 1,14
Fenilalanina 1,94 - 0,92 0,77
Lisina 1,88 1,84 1,11 0,87
Triptofano 0,27 0,54 0,26 0,47
Acido Aspartico 3,06 - 1,77 0,88
Acido Glutamico 3,33 - 1,92 1,44
Serina 1,22 - 0,80 0,64
Glicina 1,57 - 0,99 0,73
Alanina 1,54 - 1,09 0,85
Prolina 1,30 - 0,88 0,66
Tirosina 0,82 - 0,62 0,53
Cistina 0,30 - 0,30 0,12
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Tabela 5. Composicao do perfil de aminoacidos da FFO.

Aminoacidos Takeiti et al., Botrel et al., Silveira et al., Autoria propria:
(2009) (2019) (2020) Dias, (2024)
Histidina 0,59¢ 241¢ 2449 0,40 %
Arginina 1,44 g 548 g - 0,89 %
Treonina 1,00 g 3,759 39 0,63 %
Valina - 4,099 4,69 g 0,88 %
Metionina 0,23 g 0,42 g - 0,12 %
Isoleucina 1,07 g 321¢ 3,699 0,70 %
Leucina 2,00g 6,19 ¢ 6,99 1,17 %
Fenilalanina 1,27 g 4,63 g - 0,82 %
Lisina 143 g 4,26 g 4,69 g 0,80 %
Triptofano 552¢ 144 g 219 0,39 %
Acido Aspartico 1,719 6,42 g - 1,24 %
Acido Glutamico 267¢g 9,39 ¢ - 2,3 %
Serina 1,00 g 3,94 ¢ - 0,59 %
Glicina 1,319 539¢ - 0,90 %
Alanina 1,36 g - - 0,84 %
Prolina 1,19 ¢ 4,78 g - 0,76 %
Tirosina 1,219 3,19¢ - 0,67 %
Cistina 0,35¢ - - 0,17 %
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Tabela 6. Composicdo bromatolégica de nutrientes, energia e minerais analisada das dietas: Ref. e Teste 1 — FFA, Teste 2 — FFO

para o pacu.

Nutrientes

PB% EE% FDN% FDA% MS% Cinza% EB Kcal/lKg
Ref. 33 3,21 14,93 5,42 92,49 8,83 4320,00
Teste1 27 461 33,62 8,10 92,10 8,30 4210,00
Teste 2 29 342 31,79 7,52 93,20 8,21 4120,00

Minerais Mg/Kg

Fe Zn Mg Mn Ca K P
Ref. 212 0,75 7,36 1,01 37,3 4,50 139,37
Teste1 1,03 063 7,92 1,14 45,64 34,73 91,13
Teste2 179 0,79 1512 1,67 49,88 47,73 116,39
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Tabela 7. Composi¢cao bromatolégica do perfil de aminoacidos analisada das dietas: Ref. e Teste 1 — FFA, Teste 2 — FFO para o

pacu.
Aminoacidos Essenciais
Histidina  Arginina  Treonina  Valina Metionina Isoleucina Leucina Fenilalanina Lisina  Triptofano
Ref. 0,88 2,05 1,11 1,32 0,37 1,22 2,36 1,51 1,68 045
Teste 1 0,66 1,73 0,91 1,14 0,25 1,02 1,90 1,28 1,33 0,36
Teste 2 0,76 1,92 1,07 1,35 0,28 1,25 2,08 1,35 1,49 044
Aminoacidos Nao-essenciais
Acido Acido Serina Licina Alanina Prolina Tirosina Cistina
Aspartico  Glutamico
Ref. 2,95 5,37 1,51 1,26 1,47 1,58 1,09 0,42
Teste1 2,09 3,98 1,19 1,09 1,24 1,30 0,85 0,29
Teste 2 2,71 4,59 1,26 1,20 1,32 1,39 0,99 0,34




84

Tabela 8. Coeficiente de digestibilidade e disponibilidade aparente dos nutrientes e energia e do perfil de aminoacidos da

FFA, FFO para o pacu.

Nutrientes e Energia

Ingredientes PB % EE % MS % Cinza% EB Kcal/Kg
FA 50,52 76,72 65,70 74,62 63,56
FO 64,91 32,78 62,71 74,68 65,89
Aminoacidos Essenciais
Histidina  Arginina Treonina Valina Metionina Isoleucina  Leucina Fenilalanina Lisina  Triptofano
FA 31,01 64,38 51,27 48,15 4,90 42,40 50,19 51,97 40,45 57,43
FO 67,47 79,25 68,56 71,00 24,44 68,73 68,17 69,81 72,30 67,15
Aminoacidos Nao-essenciais
Acido Acido Serina  Glicina  Alanina Prolina Tirosina Cistina
Aspartico Glutamico
FA 50,89 46,49 45,46 26,70 49,75 44,90 38,81 40,00
FO 68,80 69,21 70,08 64,93 74,83 73,45 62,22 47,65
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Tabela 9. Valores digestiveis e disponiveis de nutrientes e energia de FFA, FFO para o pacu.

Ingredientes Nutrientes e Energia
PB % EE % MS % Cinza % Energia
Kcal/Kg
FA 10,53 1,87 61,01 5,72 2574,00
FO 13,77 0,89 59,92 5,79 2392,00
Aminoacidos Essenciais
Histidina  Arginina  Treonina  Valina Metionina Isoleucina  Leucina Fenilalanina Lisina  Triptofano
FA 0,10 0,52 0,30 0,36 0,01 0,25 0,57 0,40 0,35 0,27
FO 0,27 0,71 0,43 0,62 0,03 0,48 0,80 0,57 0,58 0,26
Aminoacidos Nao-essenciais
Acido Acido Serina Glicina Alanina Prolina Tirosina Cistina
Aspartico  Glutamico
FA 0,45 0,67 0,29 0,19 0,42 0,30 0,21 0,05
FO 0,85 1,59 0,41 0,58 0,63 0,56 0,42 0,08
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6.4 CONCLUSAO

Conclui-se que a FFA e FFO apresentam um CDA para nutrientes e energia,
e um coeficiente de disponibilidade de aminoacidos essenciais e nao essenciais,
adequados como fontes de proteina para utilizagao em trabalhos futuros para

melhoria do desempenho de Pacus.
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7 CAPITULO Il

EFEITO DA INCLUSAO DE FARINHA DE FOLHAS DE AMOREIRA NAS DIETAS
DE JUVENIS DE TILAPIA DO NILO
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7.1 INTRODUGCAO

Com o crescimento acelerado da aquicultura brasileira e da disponibilidade
de varios tipos de matérias-primas para formulagdes de dietas, somadas as
crescentes oportunidades de mercado muitastecnologias inovadoras vem sendo
desenvolvido para a cadeia produtiva da piscicultura (LIMA et al., 2015). Os avancos
nos conhecimentos sobre nutricio e manejo alimentar tem contribuido para
intensificar a expansdao dos sistemas intensivos de producdo e promovendo o
crescimento do setor ao longo das ultimas décadas (PEDROZA FILHO et al., 2020;
PINTO et al., 2017).

Nesse panorama, a tilapia do Nilo (Orechromis niloticus) se destaca entre
as diversas espécies para o cultivo com uma representatividade na produgao
nacional de 579.080 toneladas em 2023, ou seja, 65,3% da produgédo total
(PEIXEBR, 2024).

A tilapia do Nilo se destaca entre as espécies de cultivo devido as suas
caracteristicas zootécnicas como resisténcia elevada, crescimento acelerado,
rusticidade, 6tima adaptacdo a dietas artificiais, além da grande aceitagdo da sua
carne pelos consumidores de peixes (ABD-EL-HACK, 2022; SANTOS et al., 2015;
OFORI et al., 2009; HAYASHI et al., 2002; WATANABE et al., 2002).

O farelo de soja € uma das principais fontes de proteina vegetal nas dietas
para peixes, especialmente, para espécies onivoras. A soja € uma Commodity e seu
preco € altamente influenciado pela demanda global do mercado. Em geral, sua
exportacdo é mais vantajosa em alguns periodos do que a comercializagao interna o
que interfere diretamente nos custos de fabricagdo das racdes (AZEVEDO et al.,
2017).

O custo das ragoes representa um dos principais desafios para a produgao
de peixes. Algumas commodities, como por exemplo, soja, milho e farinha de peixe
tendem a encarecer o custo de fabricagcido das ragdes. Consequentemente, essa
situagdo tem influenciando na busca por ingredientes alternativos e mais
econdmicos que possam ser usados na fabricagdo de ragbes para peixes (LIMA et
al., 2022).

Diante disso, é preciso considerar que o uso de ingredientes alternativos

deve contribuir para proporcionar um resultado igual ou melhor do desempenho dos
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animais em comparagdo com as ragdes comerciais. Assim, o fornecimento de
ragbes balanceadas fabricadas com ingredientes alternativos (LIMA et al., 2022),
pode contribuir diretamente para a reducdo do custo final das dietas (LIMA et al.,
2023), e também para minimizar os impactos ambientais (MITHUNKUMAR et al.,
2023).

A farinha de folha de amoreira (FFA) vem sendo estudada como alimento
volumoso para ruminantes (MIRANDA et al., 2002), e também como possivel
ingrediente proteico em funcdo do potencial dos seus componentes nutricionais
(TANG et al., 2022; CHEN et al., 2021; LIU et al., 2019; CHAN et al., 2016), Esses
fatos, vem sendo comprovados por meio de trabalhos executados para com algumas
espécies de peixes, principalmente, as tilapias (DIAS et al., 2022a; DIAS, 2019).
Nese contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da inclusao
da FFA sobre os parametros de desempenho zootécnico e das alteragbes

hematologicas em juvenis de tilapia do Nilo.

7.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Aquicultura e Ecotoxicologia
Aquatica da Embrapa Meio Ambiente, situada na cidade de Jaguariuna/SP. A
duragdo do experimento foi de 60 dias e utilizou-se 240 juvenis de tilapia do Nilo,
com peso médio de 10,71 £ 7,92 g, comprimento total (CT) médio de 7,75 £+ 1,5cm e
comprimento padrao (CP) médio de 6,20 + 1,3 cm.

As racoes foram produzidas no LATAq do Campus Avangado de Jandaia do
Sul/PR da UFPR. Todos os procedimentos adotados neste experimento seguiram os
Principios Eticos da Experimentagdo Animal e foram aprovados pela CEUA da
EMBRAPA Meio Ambiente, conforme registro n® 002/2022 (anexos Il) e pela CEUA
da UFPR do Setor Palotina/PR, conforme protocolo n°® 15/2022 (anexos 1).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com controle e 3
tratamentos (8, 16 e 24%) e 4 repeticdes. O sistema experimental utilizado foi
constituido por 4 linhas com 4 aquarios cada uma delas. Para a distribuicéo
aleatéria dos tratamentos nos aquarios foi realizado um sorteio para definicdo das
linhas correspondentes aos tratamentos, respectivamente, linha 1: controle, linha 2:

8%, linha 3: 16% e linha 4: 24%, totalizando 16 aquarios com capacidade de 300L.
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Todos os aquarios foram conectados a 4 médulos para filiragem e aquecimento da
agua, formados por duas caixas de polietiieno com capacidade de 1.000L(Figura 7).
O aquecimento e controle da temperatura da agua foi feito, respectivamente, por
uma resisténcia elétrica de 3,000W e um termostato digital. A circulacdo da agua
dos 4 linhas de aquarios foi feita com 4 bombas elétricas com vazao igual a 10.000

litros/hora.

; o e
Figura 7. Estrutura fisica do sistema modular de aquarios utilizados nos ensaios: A) linhas 1, 2 (atras
da linha 1), e linha 3 aquarios da parte de baixo utilizados como “tanques de cultivo”, aquarios da
parte de cima usados para a recirculagdo de agua do sistema; B) Linha 3 e 4; C) Sistema de caixas
das linhas para filtragado e recirculagdo da agua do sistema (biofiltros), da esquerda para a direita
correspondem as linhas 1, 2, 3 e 4, as caixas maiores do meio (capacidade de 1.000L), reservatorios

do sistema. Fonte: Autoria propria: Dias, (2024).

No interior das caixas de polietiieno de 1.000 litros foram montados os
biofiltros compostos por trés caixas de plastico empilhadas uma em cima da outra.
Todas as caixas de plastico foram preenchidas com 50% dos seus respectivos
volumes totais com 10% de argilas expandidas (figura 8) e 20% de ceramicas
porosas (figura 8). Na parte superior das caixas foi fixada uma bandeja de plastico
com o fundo perfurado e recoberto com uma manta acrilica (Perlon) para filtragem
da agua do sistema (Figura 8). A manta acrilica foi sendo substituida por uma nova

conforme a necessidade. Essa substituicdo era sempre feita quando havia um
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acumulo excessivo de restos de racao e fezes, e também quando era observado que

a agua apresentava dificuldades para passar através da manta acrilica.

Figura 8. Material filtrante utilizado nas caixas de plastico empilhadas dentro do biofiltro: A) Argila
expandida e varios tipos de ceramicas porosas utilizadas nos biofiltros do sistema; B) manta acrilica

(Perlon). Fonte: Autoria propria: Dias, (2024).

As racdes foram elaboradas de acordo com as exigéncias nutricionais da
espécie (NRC, 2011). A racado controle (0% de FFA) tendo como fonte de proteina
principal o farelo de soja e milho. Para esse experimento foram utilizados um
controle e 3 niveis crescentes de inclusédo de FFA (8; 16 e 24%), os quais, tem-se
conhecimento que até 20% nao afetam o desempenho dos animais, segundo Dias et
al., (2022). As racdes foram formuladas em parceria com o LATAg/UFPR com base
nos nutrientes digestiveis, sendo isoprotéicas 30% (Proteina digestivel) e
isoenergéticas 3.000Kcal (Energia digestivel), conforme recomendado pelo NRC

(2011). Foram fabricadas com a base de farelo de soja, milho, 6leo de soja, fosfato

bicalcico (CaHPO4), calcario calcitico, sal, pré-mistura vitaminica-mineral (PREMIX),

conforme descrito na tabela 10.
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Tabela 10. Composicéo quimica calculada e analisada das dietas experimentais com

niveis crescentes da FFA para juvenis de tilapia do Nilo.

Ingredientes

Farinha de Folhas de amoreira — FFA

Controle 8% 16% 24%
Farelo de soja 59,72 56,93 54,26 51,60
Milho moido 36,63 29,60 21,93 14,24
FFA 0,00 8,00 16,00 24,00
Oleo de soja 0,00 2,07 4,33 6,60
Premix’ 0,20 0,20 0,20 0,20
Fosfato bicalcico 2,24 2,40 2,56 2,75
Calcario 1,09 0,67 0,59 0,49
BHT 0,01 0,01 0,01 0,01
Sal comum 0,10 0,10 0,10 0,10
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Nutrientes % Composicao Calculadas
Acido linoleico 1,16 2,12 3,17 4,23
Amido 30,35 25,60 20,46 15,31
Calcio 1,13 1,00 1,00 1,00
Energia Bruta? 3911,48 4033,36 4152,25 4271,05
Energia Digestivel? 3000,00 3000,00 3000,00 3000,00
Fésforo total 0,82 0,82 0,82 0,82
Gordura 2,47 4,38 6,45 8,53
Proteina Digestivel 30,00 30,00 30,00 30,00
Proteina Bruta 32,03 31,71 31,38 31,06
Matéria Seca 93,53 93,52 93,51 93,50
Cinzas 7,35 7,75 8,49 9,24
Lisina Total 1,77 1,75 1,72 1,70
Metionina Total 0,42 0,41 0,39 0,38

Composicao analisada

Matéria seca 96,74 97,16 95,79 96,34
Cinzas 6,58 6,90 7,44 8,11
Proteina Bruta 30 30 30 30
Extrato étereo 1,74 3,57 5,86 8,67
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"Premix: Suplemento vitaminico e mineral para peixes composto por Acido félico - 1200,00 mg/Kg;
Acido pantotémico - 10,00g/Kg; B.H.T. - 8.000,00mg/Kg; Biotina - 200,00mg/Kg; Cobalto 80,00mg/Kg;
Cobre - 3.500,00mg/Kg; Ferro - 20,00g/Kg; Inositol - 25,00g/Kg; lodo - 160,00mg/Kg; Manganés -
10,00g/Kg; Niacina - 20,00g/Kg; Selénio - 100,00mg/Kg; Vitamina A - 2.400.000,00UL/Kg; Vitamina
B1 - 4.000,00mg/Kg; Vitamina B12 - 8,000mcg/Kg; Vitamina B2 - 4.000,00mg/Kg; Vitamina B6 -
3.500,00mg/Kg; Vitamina D3 - 600.000,00Ul/Kg; Vitamina E - 30.000,00 Ul/Kg; Vitamina K3 -
3.000,00mg/Kg; Zinco - 24,00g/Kg. Fonte: PX PEIXES COCARI S/COL (Lote: 2023). 2Kcal/Kg.

Para a fabricacdo das ragdes os ingredientes foram pesados e misturados, e
apos a homogeneizagdo adicionou-se cerca de 4.200 ml de agua para 8kg a
temperatura de 55°C. Posteriormente as ragdes foram peneiradas 2 vezes para
obtencdo de uma melhor homogeneizagcdo. Apds esse procedimento, as misturas
foram peletizadas em uma peletizadora de massa e moedor (marca gastromaq
Emc20/10 Inox) com a capacidade de 20kg/h. os granulos da ragdo foram
fracionados em um saco plastico e chacoalhados até apresentarem didmetros
médios e pequenos, até estarem adequados ao tamanho da boca dos animais.

Apds o processo de peletizacdo as racbes foram secas em estufa de
ventilagao forgada por 24 h, e em seguida embaladas em sacos plasticos escuros e
armazenadas sob refrigeragdo até a sua utilizagdo, conforme a metodologia
proposta por Dias (2019) e Meurer et al., (2003). As ragdes foram analisadas quanto
aos valores de proteina bruta, gordura, matéria seca e cinzas (Tabela 10), de acordo
com a metodologia da AOAC, (2019) no laboratério de Nutricdo do LATAg/UFPR.

O manejo adotado para distribuicdo dos peixes nos aquarios foi por lote de 5
em 5 animais para evitar estresse e agilizar o trabalho, durante o periodo da manha.
Apo6s serem distribuidos aleatoriamente, coletou-se 48 peixes, correspondendo a
uma porcao de 20% do numero total de animais utilizados no experimento. Para
realizacdo da biometria foram feitas a pesagem e as medicbes de CT e CP dos
peixes, conforme descrito por Pereira (2012) e Oliveira et al., (2007). Vale destacar,
algumas metodologias indicam uma porgéo de 10% do numero total de animais.

O arragoamento foi baseado no peso vivo dos animais na proporgéo de 10 a
12%, e foi realizado trés vezes ao dia, as 9h, 12h e 16h. A cada dois dias foram
feitas sifonagem com auxilio de uma mangueira flexivel de borracha transparente
para retirada de restos de ragdo e excretas de fezes acumuladas no fundo dos
aquarios.

Os parametros da qualidade da agua medidos durante o experimento

incluiram a temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade. Esses parametros
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foram monitorados diariamente com o auxilio de uma sonda multipardmetros digital
(marca Horiba), modelo U-52. Adicionalmente, as concentragbes de amdnia (NH3),
nitrito (NO2-") e dureza total foram avaliadas a cada trés dias, utilizando Kits
colorimétricos Labcon Teste (Aménia Téxica Agua Doce; Nitrito NO2 e Dureza Total
GH). Para a analise de nitrato (NO3"), foi utilizado o kit colorimétrico SERA Fur
Naturgerechte Aquarien (NOs Test). Essa frequéncia de analise permitiu um
acompanhamento detalhado para manter um monitoramento regular da qualidade da
agua longo do experimento.

No inicio do periodo experimental, 30% dos peixes foram anestesiados com
eugenol (extrato de cravo) na proporgao de 135 mg/L, pesados em balanga digital e
medidos com auxilio de um paquimetro manual conforme a metodologia de
biometria de Pereira (2012) e Oliveira et al., (2007). Ao final do periodo experimental
os peixes foram mantidos em jejum por 24h e, posteriormente, foram efetuadas as
medidas individuais de cada peixe de acordo com os distintos tratamentos
distribuidos nas unidades experimentais.

As seguintes varaveis foram determinadas para a avaliacdo dos parametros
zootécnicos: Biomassa (BM); Ganho de Peso (GP) e sobrevivéncia (S), através das
férmulas (BEZERRA & MELO, 2014).

BM = peso inicial xn? de animais = g

GP = peso final — peso inicial = g

(n? final de animais = 100)
g — — s
bl D . . . . . - ‘-y-u
n? inicial de animais

O Ganho de Peso Diario (GPD); Conversao Alimentar Aparente (CAA); Taxa
de Eficiéncia Proteica (TEP), (SA & FRACALOSSI, 2002).

(BM final — BM inicial)
GPD = 112 e anioais
n® dias gxpecimenio

= g/animal /dia
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CAA = Quantidade de racio (g)

ganho de peso (g)

anho de peso (g
TEp— ° " n .fF’,.
proteina consumida (g)

Para os calculos de Ganho de Peso Relativo (GPR); a Taxa de Crescimento
Especifico (TCE); a Eficiéncia Alimentar (EA); o Consumo Diario de Racédo (CDR); e
o Consumo de Proteina Bruta (CPB), (Santos et al., 2010).

(peso final — peso iniciall (g)

GPR = 100 x B4

peso inicial (g)

(pesn final — peso inicial) (g) _

TCE=100x

, , %
dias de experimento

r—— Ry
Quantidade de ragio I:g:_

= 0

EA= 100 x %o

hRassainal — peso inicial)(g)

CPD =
peso inicial (g)

Para os calculos de rendimentos (R) de carcaga (apenas remocgado das
visceras) e filé foram executados por meio da férmula indicada por (SILVA et al.,
2015).

R (peso da (g) = 100) _

. o
peso do animal inteire (g)

Para a avaliagdo da composi¢cao centesimal corporal foram utilizados trés
peixes de cada aquario coletados de maneira aleatéria, os quais, foram
armazenados inteiros em freezer no laboratério. Os demais peixes foram utilizados

para mensuragcao do indice viscerossomatico (IVS), o indice de gordura visceral
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(IGV) e o indice hepatossomatico (IHS) e, posteriormente, filetados para a avaliagao
da composic¢ao centesimal.

Para calcular os indices foram utilizadas as seguintes formulas (MORAES,
2018).

peso das viceras (g)
IVs =100 x g = %

peso finaldo animal_(gj B

LGV = 100 peso da gordura visceral (g)

peso final do animal (g) ’

peso do figado (g)

IHS = 100x =104

peso final do animal (g) B

As amostras de peixes inteiros e filés foram moidas em processador até
obter uma mistura homogénea e, posteriormente, secas em estufa de recirculagéo
forcada a 55°C em um periodo de 72h. Em seguida, foram realizadas as analises de
composi¢ao bromatoldgica para a determinacédo de proteina bruta (PB) pelo método
de Kjeldahl; extrato etéreo (EE) pelo método de Soxhlet; matéria seca (MS) pelo
método de peso constante e cinzas, no laboratério de Nutricdo do LATAQ/UFPR,
seguindo a metodologia indicada por AOAC (2019).

As coletas sanguineas foram realizadas por puncdo do vaso caudal, com
auxilio de seringas de 3mL e agulhas hipodérmicas 0,80x25 mm contendo EDTA
(3%). Para analises hematolégicas e bioquimicas aproveitou-se a coleta de 12
individuos de cada tratamento experimental, ou seja, foram utilizados trés peixes de
cada aquario.

A partir das amostras sanguineas foram determinados o0s seguintes
parametros: hematdcrito (Htc) utilizando o método do microhematdcrito (RANZANI-
PAIVA et al., 2013; GOLDENFARB et al., 1971), e o teor de proteinas plasmaticas
totais (PPT), utilizando o plasma do mesmo capilar do microhematdcrito por meio da
quebra do capilar, e inserindo o plasma em refratbmetro portatil, conforme proposto

na metodologia de Satake et al., (2009).
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A dosagem da hemoglobina (Hb) foi realizada utilizando o método de reagcao
de cor com o Kit Hemoglobina (marca Labutes, lote: 202101), expresso em g/dL""
seguido do uso de um padrdao para hemoglobina (marca Labutes, lote: 202202). As
leituras foram feitas em um espectrofotbmetro a 540 nm, de acordo com as
instrugdes do fabricante do kit. A contagem de eritrdcitos totais (RBC), foi feita com
uma camara de Neubauer apods diluicdo em solugcao de formol-citrato expressa em
(x108/uL™"); os leucocitos totais (células L") por meio de esfregago sanguineos
através da contagem total de células; o volume corpuscular médio (VCM); e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), através de calculos, os
quais, foram feitos de acordo com a metodologia descrita por Ranzani-Paiva et al.,
(2013).

Htcx 10

VCM = =
n? de RBC (2-‘.]_06)

fL

'tasa de Hb x 100 -1
CHCM = =gdL
Htc

A concentragdo de glicose (mg/dL™") foi determinada por aparelho medidor
de glicose portatil (marca ACCU-CHEK Perfoma), utilizando-se uma gota de sangue
em fitas de glicemia para leitura. Para a determinacdo da concentragdo colesterol
(mg/dL") foi utilizado um kit comercial padrdo COLESTEROL LIQUIFORM (marca
Labutes, lote: 202105) acompanhado de leitura em espectrofotdbmetro a 500 nm,
conforme descrito nas instrugées do kit. Para Triglicerideos (mg/dL™") foi utilizado um
kit comercial padrdo TRIGLICERIDES GOD-PAP Liquid Stable (marca Laborlab,
lote: 2001355790) seguido de leitura em espectrofotdbmetro a 505 nm, de acordo
com as especificagdes do kit. Para Cortisol (ng/mL) foi utilizado um kit comercial
ELISA (marca ELISA THAT perform/DRG Products, lote: 43K012), e posterior leitura
em espectrofotdmetro a 450 nm, conforme as instru¢cées do fabricante.

Para a realizagdo das analises estatisticas utilizou-se o delineamento em
blocos ao acaso, sendo que, para cada pardmetro testado, foi avaliada a
normalidade e homocedasticidade, utilizando os testes de Shapiro-wilk e Bartlett,

respectivamente. Para identificagdo e remocao de outliers, foi usado o residuo
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estudentizado internalizado com o limite de 2 desvios padrdo, sendo que as
unidades experimentais foram removidas de forma unitaria para aquelas que
excediam o limite previsto de * 2 desvios padroes.

A analise de variancia de cada parametro foi testada pelo modelo estatistico
de Fisher com probabilidade de p<0,05, e para aquelas significativas, foi performado
um teste de comparagdo de média (Tukey) com a mesma probabilidade de
significancia. Paralelo ao teste de média, também foram testados os
comportamentos dos dados na forma de uma regressdo, sendo testado o
comportamento linear e quadratico, ambos com graus de significancia de 5%.

Para aqueles parametros contendo regressao estatisticamente significativa,
foram apresentados juntamente ao valor de P real, a equagdo que representa o
modelo obtido e seus respectivos coeficientes de determinagdo (R?). Todas as
andlises estatisticas descritas acima foram realizadas utilizando o software R Studio
4.3.1.

7.3RESULTADOS E DISCUSSAO

Os seguintes parametros fisico-quimicos de qualidade de agua foram
avaliados durante o experimento realizado com juvenis de tildpia do Nilo (O.
niloticus) submetidos a dietas crescentes com inclusdo de FFA temperatura,
oxigénio dissolvido, pH e condutividade. O monitoramento e avaliacdo desses
parametros demostrou que houve uma variagcdo pequena dos valores medidos ao
longo do periodo experimental entre o controle e diferentes tratamentos (Figura 9),
entretanto, estas variagbes nado apresentaram diferengas significativas entre as
linhas do sistema experimental.

A aménia (NHs), nitrito (NO2), nitrato (N O3’) e dureza total (CaCOsg
apresentaram, respectivamente, os seguintes valores médios gerais, 0,04 £ 0,01
mg/L", 1,0 £ 0,6 mg/L™", 21 + 10,6 mg/L"' e 50 mg/L"' CaCQs, para o controle e os
tratamentos, ndo apresentando variagdes e diferengas significativas, corroborando
com os achados descritos por Sa (2012) e Kubitza (2011) para a piscicultura. E, se
mantendo dentro dos padrdes adequados para cultivo de peixes (ANDRADE et al.,
2017; BOYD et al., 1998).
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Figura 9. Variacdo da temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade durante o periodo

experimental.

Os valores medidos para a temperatura da agua dos aquarios e as
concentragdes encontradas para os demais parametros fisico-quimicos monitorados
durante o periodo experimental, foram similares aos encontrados na literatura, os
quais, garantem um ambiente adequado e uma zona de conforto propicia para o
cultivo e bem estar da maioria das espécies de peixes tropicais desenvolvimento
(LIMA et al., 2022; SOUSA et al., 2021; KUBITZA 2011). Além disso, os valores
encontrados estdo apropriados ao serem comparados com os padrdes de qualidade
de agua estabelecidos para sistemas de cultivo de peixes em alta densidade, como
nos sistemas semi-intensivos e intensivos (SA, 2012).

Os valores médios dos parédmetros zootécnicos, tais como, peso final,
biomassa, ganho de peso, ganho de peso diario, ganho de peso relativo, conversao
alimentar apresente, rendimento de carcaga, rendimento de filé, taxa de crescimento
especifico, taxa de eficiéncia proteica, eficiéncia alimentar, consumo diario de racéo,

consumo de proteina bruta e sobrevivéncia dos juvenis de tilapia do Nilo, submetidos
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as dietas contendo niveis crescentes de inclusdo de FFA, estdo apresentados na
Tabela 11.

Esses parametros ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre o
controle e os tratamentos com a inclusdo de FFA, como também, n&o houve

mortalidade durante o ensaio, apresentando sobrevivéncia de 100% dos animais.

Tabela 11. Parametros zootécnicos de juvenis de tilapia do Nilo alimentadas com

dietas crescentes, contendo FFA.

Tratamentos com ainclusao da FFA

Parametros EPM" Pvalor
Controle 8% 16% 24%

Pesoinicial 10,71 +7,92g 10,71+7,92g 10,71 17,929 10,71 +£7,92g
Peso Final 68,9 +4,72g 62,2 +4,72g 66,9 +4,72g 67,7 +4,72g 1,52 0,453

BM' 1,10Kg 1,00Kg 1,07Kg 1,09Kg 0,02 0,518
GP? 1,10g 0,989 1,059 1,07g 0,03 0,441
GPD? 0,02g/peixe/dia  0,02g/peixe/dia 0,02g/peixe/dia 0,02g/peixe/dia 0,002 0,426
GPR* 0,54% 0,51% 0,53% 0,53% 0,01 0,737
CAAS 2,22 2,52 2,37 2,27 0,06 0,334
RCS 82,9% 80,5% 79,4% 79,5% 0,97 0,578
RF7? 26,1% 23,0% 251% 24,8% 0,11 0,228
TCE® 0,90% 0,75% 0,75% 0,75% 0,02 0,523
TEP® 0,04 0,03 0,04 0,04 0,003 0,556
EA'0 0,06% 0,06% 0,06% 0,06% 0,002 0,627
CDR? 2,72 2,99 2,82 2,79 0,06 0,489
CPB' 8,97 8,86 8,97 8,93 0,09 0,981
S 100% 100% 100% 100%

'BM: Biomassa; 2GP: Ganho de Peso; 3GPD: “Ganho de Peso Diario; “GPR: Ganho de Peso Relativo;
5CAA Conversao Alimentar Aparente; °*RC: Rendimento de carcaga; ’RF: Rendimento de Filé; 8TCE:
Taxa de Crescimento Especifico; °TEP: Taxa de Eficiéncia Proteica; °EA: Eficiéncia Alimentar;
"CDR: Consumo Diario de Ragao; '2CPB: Consumo de Proteina Bruta e '®S: Sobrevivéncia. “EPM:
Erro Padrao da Média.

Apesar de nao haver nenhuma diferenga significativa (Tabela 11) no uso da
FFA referente aos pardmetros de desempenho dos animais, também néao
apresentou diferenga, ou seja, podendo ser utilizadas na alimentacao sem afetar
negativamente o crescimento das tilapias do Nilo. Esses resultados potencializam
seu uso como um ingrediente para inclusdo nas ragdes de tilapia, visto que a

literatura relata estudos com potencial para substituicdo da farinha de peixes nas
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dietas (TANG et al., 2021; MONDAL et al., 2015; SHEIKHLAR et al., 2014; KAVIRAJ
et al., 2013).

A busca por alimentos alternativos visa melhorar a eficiéncia, além de
minimizar os custos gerados na fabricacdo de dietas balanceadas e adequadas as
exigéncias nutricionais das espécies de peixes utilizadas na piscicultura (SANTOS et
al., 2015). Segundo Meurer et al., (2000) a busca por ingredientes alternativos
fornece subsidios para a producdo de dietas mais baratas, mas que permanegam
com a mesma qualidade nutricional, assegurando um desempenho equivalente as
dietas formulas com ingredientes convencionais.

A inclusdo de dois niveis de FFA e FFA fermentada (2,22% e 4,44%) como
suplemento de dietas para juvenis de dourada de Wuchang (Megalobrama
amblycephala) demostrou um efeito no desempenho do crescimento dos animais,
entretanto, a FFA fermentada com 2,22% aumentou GP e TCE, e também a
sobrevivéncia (JIANG et al., 2022).

Em estudos com peixes carnivoros a FFA tem demostrando resultados
promissores. Em dietas associadas com farinha de peixe com 4%, demostrou
melhora no crescimento de peixes achigad (Micropterus salmoides), e a FFA com a
mesma porcentagem, associada a ragbes com 75% de semente de algodao,
apresentou melhora no crescimento e na EA. Além de diminuir a inflamagao
intestinal causada pela semente de algod&o, proporcionando uma reversdo sobre os
efeitos negativos gerados na barreira intestinal, (YANG et al., 2024).

O uso de 50g/kg de FFA em dietas para peixes achiga contribuiu para um
potencial aumento na TCE e TEP, entretanto, CAA e a ingestdo diaria média nao
apresentaram diferengas significativas. Todavia, quando associada a dietas com alto
teor de amido a capacidade de GP e crescimento (XV et al., 2021), foi semelhante a
outros relatos com outras espécies de peixes (YANG et al., 2024; XU et al., 2017; LI
et al., 2014; MONDAL et al., 2012).

Em uma analise comparativa entre a inclusdo de FFA e do extrato, com o
peixe achiga, foi verificado qual a melhor forma para ser incluido em dietas quando
comparado ao GP e TCE. O tratamento com a FFA foi melhor que o extrato (WEI et
al., 2023). Porém, quando comparado a estudos utilizando 8% de folhas de
amoreiras fermentadas, foi relatado efeito inibidor no crescimento em ratos (XU et
al., 2017), como também, foi relatado para a tilapia do Nilo (CHEN et al., 2015).
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Em investigagcdes com 10% de extrato da folha de amoreira em comparagao
com 10% FFA em dietas para tilapia do Nilo, demostrou-se que o extrato foi melhor,
pois apresentou melhoria no desempenho de crescimento de tilapias do Nilo com
relacdo aos seguintes parametros: Peso Final, GP, TCE, TEP, EA e fator de
condicdo, além da qualidade da carne, como também, houve um aumento
significativo nas atividade antioxidantes e de fosfatase, sendo assim, adequados
para uso como aditivos na proporcdo de 10% de extrato para farinha nas dietas para
tilapias (TANG et al., 2021).

Em razdo de dois componentes bioativos principais, os polissacarideos e os
polifendis na folha de amoreira, expressam maiores teores no extrato, e no meétodo
aquoso maior teor de polissacarideos, € no etandlico os de polifendis (TANG et al.,
2021). Os polissacarideos exercem multiplas atividades bioldgicas, entre elas,
antidiabética, antitumorais, anti-inflamatoérias, imunoestimulantes, antioxidantes,
entre outras (HE et al, 2018). Os polifendis demostram capacidades de
imunomodular o sistema imunolégico em condi¢des de inflamacao cronica, além de,
terem acdo antioxidante e anti-inflamatéria (OLIVEIRO et al., 2018). Esses
compostos sao usados frequentemente como indicador quimico das propriedades
antioxidantes de ervas (GANZON et al., 2018).

A utilizacdo do extrato da FFA apresenta beneficios melhores do que a
farinha, além disso, menores fatores antinutricionais (CHEN et al., 2023; TANG et
al., 2021; HUANG et al., 2020). Foi relatado por CHEN et al., (2023) que pequenas
concentragdes crescentes de FFA (1,0 a 7,0 g/Kg) em dietas para Kinguio
(Carassius auratus) apresentaram sobrevivéncia similar a do presente estudo, como
sobrevivéncia de 100% dos peixes. Estudos com robalo asiatico (Lateolabrax
maculatus) utilizando extrato de 9g/Kg de FFA nas dietas, obtiveram um aumento
significativo no GP, TCE, no CDR e uma sobrevivéncia de 100%, porém, ndo houve
um efeito significativo no fator de condi¢gdo, todavia foi notada uma tendéncia
crescente neste parametro (ZHOU et al., 2023a). Com a carpa-prussiana prateada
(Carassius auratus gibelio) o extrato de FFA foi avaliado em niveis graduais (15, 30,
60, 90 e 120 g/Kg) na dieta para avaliar pardmetros zootécnicos, tais como, peso
final, GP, TCE, EA e ingestdo de ragdes. Esses parametros apresentaram um

aumento e foi recomendado o uso de 46,9 Kg (LI et al., 2020).
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Nao ha evidéncias para explicagdo como a FFA funciona no metabolismo de
peixes para aumentar a taxa de crescimento, além do seu efeito depender da
quantidade da folha e quanto a espécie alvo (LI et al., 2013; LI et al., 2012). Estudos
de XV et al., (2021), demostraram que o efeito da FFA no crescimento esta
relacionado a formulacao basica das dietas utilizadas.

A farinha de folhas de moringa (Moringa oleifera) e leucena (Leucaena
leucocephala) substituindo 30% de farelo de soja em dietas para tildpia do Nilo,
apresentaram um GP (0,54g e 0,529g) inferior ao obtido neste estudo (Tabela 11)
para a FFA, entretanto, os valores para CAA foram superiores (1,80 e 1,86),
demonstrando resultados melhores do que a FFA (KASIGA et al., 2014). Entretanto,
no estudo realizado por Hussein (2017), a farinha de folha de moringa nao
apresentou diferenga significativa no desempenho de crescimento de tilapia do Nilo.
Segundo MAHMOUD et al., (2022) utilizando o extrato de 1 e 2g/Kg apresentou
valores de GP semelhantes ao encontro para a FFA, porém, o TCE e a CAA foram
superiores, e a ingestado de ragado exibiu valores semelhantes aos obtidos para TCE
com o uso FFA.

Ao comparar os resultados obtidos (tabela 11) com a inclusdo de 5% da
farinha de folha de mandioca desidratada para tilapia do Nilo em estudos realizados
por SANTOS et al., (2015), o GP foi superior e equivalente ao dobro quando
comparado a FFA (Tabela 11), entretanto, com o aumento dos niveis de inclusdo da
farinha de folha de mandioca desidratada obteve uma CAA semelhante a FFA.

ZENG et al.,, (2021) avaliaram quatro tipos de farinha de folhagens, quais
sejam, a moringa (M. oleifera); amora branca (Folium mori); amoreira-do-papel
(Broussoetia papyrifera) e cadamba (Neolamarckia cadamba) na inclusdo de 30%
em dietas para tilapia do Nilo. Os quatro tipos de folhas apresentaram efeito
significativo benéfico no crescimento, na utilizacao da dieta e, consequentemente, na
digestibilidade, coincidindo com resultados semelhantes aos encontrados no
presente trabalho (tabela 11). Para CAA, entretanto, ZENG et al., (2021) sugerem
que as folhas de moringa, amora branca e amoreira-do-papel podem ser usadas
como novos ingredientes alternativos nas dietas de tilapias sem influenciar
negativamente o crescimento e microbiota intestinal desta espécie, enquanto, a folha
de cadamba influenciou negativamente a composi¢cdo da microbiota desse peixe e,

assim, ndo pode ser recomendada para uso em sua dieta.
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A CAA e EA do presente trabalho (Tabela 11) com a FFA foi maior em
relacdo a farinha de folha de inhame (Colocasia esculenta) submetida a inclusdo de
20% na dieta para tildpia do Nilo, o que demostra uma possivel necessidade de
suplementacido de aminoacidos nas dietas, principalmente, teores de histidina,
metionina e lisina, o que pode ter influenciado na absor¢gdo dos nutrientes (EL-
TAWIL et al., 2020).

SAEPHOOM et al., (20211) também sugeriram a inclusdo de 0,1% de
enzimas digestivas exdgenas nas dietas com ingredientes a base de folhas de
plantas para realizar a quebra de fibras, consequentemente, melhorando a utilizacao
dos nutrientes e o desempenho dos animais (EL-TAWIL et al, 2020). A
suplementacdo com estas enzimas reduz a excre¢ao de nutrientes a base de folhas,
influenciando significativamente na melhora da digestibilidade (CASTILLO & GATLIN
(2015). Isso porque, a planta contém uma certa quantidade elevadas de residuos de
fibras dietéticas, o que afeta na nutricio dos peixes em decorréncia dos varios
efeitos antinutricionais (DALSGAARD et al., 2016).

Os valores de rendimento de carcaga com a FFA foram adequados, porque
a carcaga representa 62,6% em média do peso dos peixes (CONTRERAS-
GUZMAN, 1994). Portanto, avaliar o rendimento das carcagas € crucial para
aprimorar a eficiéncia dos sistemas de cultivo, entretanto, a eficacia dessa avaliagao
€ maior quando se consideram outros pardmetros, ao mesmo tempo, para
caracterizar e determinar o crescimento e desenvolvimento dos animais (SILVA et
al., 2009). Todavia, ha uma divergéncia quanto a esse rendimento com relagcdo a
influéncia no crescimento, visto que o tamanho, sexo e a linhagem podem ser
elementos importantes para a variagdo do rendimento de carcaga (LUSTOSA-NETO
et al., 2016). Nesse sentido, manejo a nivel de mecanizagcdo, ou o método de
filetagem e a habilidade do filetador sdo fundamentais para a obtengcdo de melhores
resultados (RASMUSSEN & OSTENFELD, 2000).

De acordo com MORANDI & CAETANO-FILHO (2015), ao realizar a
filetagem manualmente, é possivel obter um rendimento de até 38% de filés sem
pele, enquanto, ao usar uma filetadora mecanica, o rendimento cai para 29% a 31%.
O presente trabalho apresentou rendimentos inferiores aos da média industrial,
podendo ser explicado porque o manejo de filetagem e a habilidade do filetador

acabaram comprometendo este rendimento.
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Os valores médios dos indices corporais dos juvenis de tilapia do Nilo
submetidos a niveis crescentes de inclusdo de FFA nas dietas estdo apresentados
na tabela 12, o quais, ndo apresentaram diferencas significativas entre o controle e

os tratamentos com a inclusdo de FFA.

Tabela 12. Parametros dos indices corporais de juvenis de tilapia do Nilo

submetidos a dietas crescentes com inclusdo de FFA.

fndices Tratamentos com ainclusao da FFA
EPM* Pvalor

Controle 8% 16% 24%
IvVS? 17,0% 19,4% 20,6% 20,5% 0,13 0,578
IHS? 1,30% 1,27% 1,87% 1,67% 0,11 0,125
IGV3 1,62% 1,57% 1,82% 1,65% 0,13 0,929

IVS: indice Viscerossomatico; 2IHS: Indice Hepatossomatico e 3IGV: indice de Gordura
Visceral. *EPM: Erro Padrdo da Média.

Para peixes achigd (M. salmoides), a suplementagdo na dieta com 50 g/Kg
apresentou IHS maior em comparacdo com as dietas isentas de FFA, além de
melhoras no conteudo do figado (XV et al., 2021). Utilizando 2,22% e 4,44% de FFA
e FFA fermentada, respectivamente, para (M. amblycephala) o IHS foi maior nos
peixes que receberam dietas com 2,22% de FFA fermentada quando comparados
aos que receberam somente FFA (JIANG et al., 2022).

Em pesquisas realizadas para comparagdo entre a farinha e o extrato da
folna de amoreira com o M. salmoides, ambos os ingredientes incorporados nas
dietas diminuiu o IHS, com valores semelhantes ao presente trabalho (Tabela 12)
obtidos com os juvenis de tilapia do Nilo (WEI et al., 2023). Esses resultados
fundamentam a hipétese que a folha de amoreira exerce atividades inibitérias sobre
o acumulo de triglicerideos no figado dos peixes, assim como, suprimem o
anabolismo e lipideos, consequentemente, realizam a oxidagdo de acidos graxos,
resultando na redugdo da sintese de ftriglicerideos no figado (LI et al., 2018;
TSUDUKI et al., 2013).

Em estudos verificando os efeitos do extrato da FFA para robalo asiatico (L.
maculatus) houve beneficios nas fungbes hepaticas quando se utilizou 9g/Kg nas
dietas, obtendo uma melhora na digestdo dos ingredientes da dieta.
Consequentemente, o metabolismo dos mesmos, além de um aumento nas

atividades de enzimas digestivas, metabdlicas e antioxidantes do figado,
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proporcionaram melhorias na imunidade do figado, além de regulacdo de niveis de
expressao de genes do processo metabdlico deste 6rgao (ZHOU et al., 2023b).

A utilizacdo de farinha de folhas de leguminosas como guandu e amendoim
apresentaram um IHS semelhante ao presente estudo (Tabela 12) com valores
respectivos 1,71% e 1,82%, (CHAKRABARTY & BAG, 2013). No entanto, a farinha
da folha de mandioca desidratada ao aumentar seus niveis de incluséo (5%, 10% e
15%), apresentou um aumento no IHS das tilapias o Nilo, devido a presenca de
compostos antinutricionais em sua composicao (SANTOS et al., 2015), ao contrario
da FFA que nao apresentou compostos antinutricionais.

Segundo ZENG et al., (2021) utilizando quatro tipos de farinha de folhagens
lenhosas (M. oleifera - moringa; F. mori — amora branca; B. Papyrifera — amoreira-
do-papel e N. Cadamba - cadamba) na inclusdao de 30% em dietas para tilapia do
Nilo, as farinhas de moringa e cadamba apresentaram, valores similares aos
encontrados no presente estudo (Tabela 12) para controle, tratamento com 8% e
24% de FFA, reforgando a hipotese de LI et al., 2018; TSUDUKI et al., (2013) sobre
a capacidade de inibir o acumulo de triglicerideos, corroborando, portanto, a sintese
de lipideos no figado e promovendo a oxidag&o de acidos graxos.

A razado para aumento no IHS é devido a falta de acido graxo essencial (DU
et al., 2005). Com a ingestdo insuficiente de gordura os peixes apresentam um
crescimento metabdlico desordenado, enquanto, a ingestdo excessiva de gordura,
resulta em menor resisténcia a doengas (TOCHER et al., 2002). A tilapia do Nilo
necessita de 5% de lipideos em sua dieta (CHOU & SHIAU, 1996), observou-se
variagao gradual de aumento na composi¢cdo de lipideos nas dietas (Tabela 10)
desses peixes.

Os valores de IVS e IGV podem ser influenciados por fontes e suplentes de
lipideos na dieta. A digestibilidade quando desequilibrada em termos de acidos
graxos leva a uma deposigéo de lipideos (BABALOLA et al., 2011), isso pode causar
o acumulo anormal de ftriglicerideos (HUNT et al., 2018), o qual ndo foi observado
nos valores determinados do presente trabalho. A FFA influenciou na diminuigédo do
acumulo de gordura nos indices viscerossomaticos, hepatossomaticos e viscerais.

Os valores médios de composigdo centesimal quimica corporal, carcaga e
filé dos juvenis de tilapia do Nilo alimentados com niveis crescentes de inclusdo de

FFA estdo apresentados na tabela 13, a qual, mostra que o MS, PB, EE e cinzas
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nao apresentaram diferengas significativas quando comparados ao controle com os
tratamentos usando a inclusdo de FFA, bem como, para a composicdo centesimal

corporal, carcaga e rendimento do filé.

Tabela 13. Composigédo quimica centesimal corporal, carcaga e filé dos juvenis de

tilapia do Nilo submetidos as dietas crescentes com a FFA.

Tratamentos com ainclusao de FFA

Parametros EPM*  Pvalor
Controle 8% 16% 24%
Peixe inteiro
MS! 26,3% 26,6% 25,6% 25,1% 0,51 0,781
Cinzas 8,38% 8,40% 8,40% 7,83% 0,16 0,580
PB2 4,82% 5,33% 5,36% 5,49% 0,23 0,789
EE3 15,7% 16,0% 13,9% 16,2% 0,50 0,391
Carcaga
MS! 13,9% 13,7% 13,2% 13,6% 0,14 0,291
Cinzas 1,65% 1,66% 1,68% 1,67% 0,01 0,699
PB2 5,69% 6,45% 5,98% 6,43% 0,22 0,583
EE3 6,37% 6,42% 5,96% 6,05% 0,18 0,790
Filé
Ms? 21,9% 21,5% 23,9% 22,4% 0,50 0,379
Cinzas 8,29% 8,11% 8,26% 8,28% 0,05 0,988
PB? 8,57% 11,2% 10,3% 10,9% 0,87 0,746
EE3 6,70% 7,16% 7,11% 6,71% 0,25 0,885

MS: Matéria Seca; 2PB: Proteina Bruta; SEE: Extrato Etéreo. “EPM: Erro Padrao da Média.

Estudos com C. auratus gibelio alimentados com niveis crescentes de
extrato da FFA (15,30,60, 90 e 120 g/Kg nao apresentaram diferengas significativas
na composi¢cao centesimal de carcagca para MS, PB, EE e cinzas entre o controle e
os niveis e tais niveis de FFA. Entretanto, comparando com os valores de EE e
cinzas do presente estudo (tabela 13) com tilapia do Nilo esses foram superiores, e
menores para PB e MS na carcaga (LI et al., 2020).

Os valores de composicdo centesimal para filé (tabela 13) foram
semelhantes em estudos de CHAKRABARTY & BAG (2013) para MS (24,89%) para
farinha de folha da leguminoso guandu, e inferiores aos encontrados para a farinha
de folha de amendoim de 27,23% e PB para ambas farinhas, respectivamente,

(13,39% e 14,74%). Para EE foram superiores para ambas as farinhas (5,53% e



112

6,56%) e para cinzas (5,35% e 5,07%), demostrando uma concentragdo maior de
lipideos na musculatura da tilapia do Nilo, quando utilizados na inclusdo de FFA nas
dietas.

Os valores médios para composi¢cao de minerais da carcacga e filé centesimal
de juvenis de tilapia do Nilo, submetidos as dietas com niveis de inclusao crescentes
de FFA estdo apresentados na tabela 14. A composicdo mineral de Ca, Mg, K, Fe,
Mn, e Zn na carcaca e no filé ndo apresentaram diferencas significativas dentre os

minerais avaliados no presente trabalho para juvenis de tilapia do Nilo.

Tabela 14. Composigdo dos minerais na carcacga e filé dos juvenis de tilapia do Nilo

submetidos as dietas crescentes com FFA.

Tratamentos com a inclusao

Parametros de FFA EPM?  Pvalor
Controle 8% 16% 24%
Carcaga
Ca'mg/Kg 43911 40511 40718 42705 1627 0,886
Mg?mg/Kg 1132 1146 1139 1123 24,9 0,992
K3mg/Kg 5407 5795 5631 5756 72,3 0,231
Fe* mg/Kg 32,5 32,6 34,1 35,7 0,87 0,555
Mn%mg/Kg 2,95 2,77 2,48 3,03 0,15 0,636
Zn®mg/Kg 51,5 48,8 471 48,7 0,81 0,293
Filé
Ca'mg/Kg 1655 1379 1517 1375 104 0,786
Mg?mg/Kg 1334 1368 1314 1298 12,3 0,207
K3mg/Kg 14559 13839 13500 13144 278 0,341
Fe* mg/Kg 19,6 40,6 20,8 21,8 4,37 0,288
Mn5mg/Kg 0,502 0,799 0,475 0,615 0,07 0,353
Zn®mg/Kg 17,5 18,8 17,3 16,8 0,34 0,187

'Ca: Calcio; 2Mg: Magnésio; 3K: Potassio; “Fe: Ferro, Mn: Manganés e 6Zn: Zinco. "EPM: Erro Padrao
Médio.

Os valores de composi¢cdo mineral no filé (Tabela 14) da tilapia do Nilo
apresentaram um aumento ao serem comparados com os obtidos por CLEMENT &
LOVELL (1994) com dietas comerciais para os seguintes minerais: Ca, Mg, Mn, K e
Zn, da mesma forma, para os estudos com dietas isentas de ingredientes de origem
animal, principalmente, a farinha de peixe. Entretanto para a composi¢do na carcacga

(Tabela 14) foi inferior com relagdo ao Ca, semelhantes ao Mg, e superiores ao K e
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Zn, além do presente trabalho encontrar valores de Mn, que nao foram obtidos por
GONZALES & BROWN (2006). Os valores médios dos parametros hematoldgicos
dos juvenis de tilapias do Nilo submetidos a niveis crescentes de inclusdo da FFA
estdo apresentados na tabela 15. Esses parametros ndo apresentaram diferencas

significativas entre o controle e os tratamentos experimentais.

Tabela 15. Parametros hematolégicos dos juvenis de tilapia do Nilo submetidos as

dietas crescentes com FFA.

Tratamentos com ainclusao da FFA

Parametros EPM?  Pvalor
Controle 8% 16% 24%

Hct' (%) 28,3 29,1 29,1 30,4 0,49 0,534

Hg? (g/dL-") 78 7,7 7,8 76 0,29 0,994

RBC3 (x108 uL-") 1,9 1,8 1,7 1,9 0,08 0,562

VCM* (fL) 152 164 156 169 6,56 0,808

CHCM? (g/dL-") 27,7 26,8 26,9 25,1 1,04 0,847

Leucdcitos® (células uL-')  353.201 435.305 418.669 432.536 300.99 0,758

"Hct: Hematocrito; 2Hg: Hemoglobina; 2RBC: Eritrocitos; 4VCM: Volume Corpuscular Médio e SCHCM:
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. SEPM: Erro Padrao Médio.

Em estudos utilizando o extrato de folha de amoreira em niveis crescentes
(15, 30, 60, 90 e 120g/Kg) para C. auratus gibelio, foi observado um efeito na
reducéo dos parametros hematolégicos de RBC e VCM (LI et al., 2020). Porém,
houve uma similaridade nos valores e Hct e RBC quando comparados com os do
presente estudo com tilapia do Nilo.

O extrato da folha de moringa (M. oleifera) foi utilizado na suplementagéao de
dietas com 1 e 2g/Kg para tilapia do Nilo, apresentaram valores semelhantes para
Hg, e superiores para RBC e leucdcitos suplementados com FFA (MAHMOUD et al.,
2022). Os valores médios dos parametros bioquimicos do sangue dos juvenis de
tilapias do Nilo alimentados com dietas contendo diferentes niveis de FFA sao
apresentados na tabela 16. Os peixes alimentados com 24% apresentaram menores
niveis de glicemia do que aqueles alimentados com a dieta controle, enquanto, os
tratamentos 8% e 16% foram similares ao controle. Nenhuma diferenca significativa
foi encontrada para PPT, Triglicerideos, Colesterol e Cortisol entre o controle e os

tratamentos.
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Tabela 16. Parametros bioquimicos do sangue de juvenis de tilapia do Nilo

alimentadas com dietas contento diferentes niveis de FFA.

Tratamentos com a inclusao

Parametros da FFA EPM?  Pvalor
Controle 8% 16% 24%

PPT! (g/dL™) 4,19 4,27 4,05 4,16 0,08 0,793

Triglicerideos (mg/dL™") 98,9 112 101 82,4 6,12 0,379

Colesterol (mg/dL™") 92,4 85,1 71,0 83,3 4,14 0,335

Glicose (mg/dL™") 49,0a 442ab 43,6ab 33,5b 1,82 0,017*

Cortisol (ng/mL) 1,62 1,81 1,61 1,79 005 0,246

'PPT: Proteina Plasmatica Total. 2EPM: Erro Padrao Médio. *Médias na mesma linha seguidas de
letras distintas sao diferentes (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Em estudos com M. salmoides, a suplementagédo da dieta com 50 Kg de FFA
reduziu os niveis de glicose, triglicerideos e colesterol, interferindo no metabolismo
da glicose e, portanto, reduzindo o conteudo de glicogénio no figado dos peixes (XV
et al.,, 2021). Porém, outros estudos com tilapia do Nilo relataram resultados
similares (SHEN et al., 2016). A administracdo da FFA em suplementacédo de dietas,
apresentou atividade no papel de modulacdo do metabolismo da glicose, além de
exibir efeitos de regulacdo dos lipideos, ocasionando eliminacdo do acumulo de
lipideos no figado, como também, reduziu os triglicerideos e o colesterol plasmatico
em peixes (XV et al., 2021; TSUDUKI et al., 2013). Em razédo da regulagdo das
enzimas hepaticas com a suplementacdo de FFA pode ocorrer inibigdo na sintese de
lipideos e, assim, promover a degradacdo destes, resultando na diminuigdo de
triglicerideos e colesterol plasmatico (LI et al., 2018; TSUDUKI et al., 2013).

Em estudos com juvenis de M. amblycephala, foi verificado que a utilizagao
da FFA, em comparacdo com a folha fermentada, ambas apresentaram uma
diminuicdo no colesterol, principalmente, nos tratamentos com 4,44% (JIANG et al.,
2022). No entanto, alguns estudos demostraram que a utilizagdo das folhas néao
fermentadas aumenta mais o potencial do que a fermentada, principalmente, no
requisito de utilizagdo como aditivo funcional em dietas para peixes. Além de nao
perder suas propriedades em algumas atividades bioldgicas (YANG et al., 2024; JIANG
et al., 2022; TANG et al., 2021).

Em um outro estudo foi verificado a comparagéao entre a farinha e o extrato

de folhas de amoreira em dietas para M. salmoides, ambos os tratamentos
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apresentaram niveis menores de glicemia, cujos resultados foram semelhantes aos
encontrados pelo presente trabalho (tabela 16) para a tilapia do Nilo. Além de
valores menores para triglicerideos e colesterol (WEI et al., 2023). No entanto, nos
estudos de SHEN et al., (2016), o extrato apresentou um impacto hiperglicémico
para a tilapia do Nilo.

Em estudos com a farinha de folha de moringa (M. oleifera) para tilapia do
Nilo, houve uma reducdo nos niveis de glicose, colesterol e ftriglicerideos de acordo
com o aumento na inclusdo da farinha gradativamente (2,4 a 6g/Kg), cujos valores
sao compativeis aos niveis obtidos pelo presente trabalho para FFA.

Os valores de PPT obtidos pelo presente estudo (Tabela 16) foram
semelhantes aos encontrados para o extrato de farinha de folha de inhame (C.
esculenta), quando suplementados com 20% nas dietas de tildapia do Nilo,
(ADESHINA et al., 2021b).

7.4CONCLUSOES

O uso da FFA para juvenis de tilapia do Nilo ndo apresentou influéncias
significativas nos parametros zootécnicos, principalmente, com relagédo ao GP, TCE
e EA e sugerem que houve uma melhoria na diminuicdo do acumulo de gordura para
os indices de rendimento corporal, além de, apresentarem niveis baixos de glicose,
cortisol, triglicerideos e colesterol. Portanto, € recomendada a utilizagdo do menor
nivel (6%) da FFA para inclusdo em dietas, por ndo apresentarem uma diferenga

entres os niveis.
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8 CAPITULO IV

EFEITO NOS iNDICES HEMATOLOGICOS DE JUVENIS DE PACU SUBMETIDOS
A DIFERENTES TIPOS DE DIETAS APOS DESAFIO COM Aeromonas hydrophila
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8.1 INTRODUGAO

Em 2023, a producdo nacional de peixes nativos, incluindo o pacu (P.
Mesopotamis), correspondeu a 29,7% da producédo total de peixes de cultivo
(PEIXEBR, 2024). O pacu é uma espécie neotropical amplamente distribuida na
bacia o rio da Prata (MASTROCHIRICO-FILHO et al., 2019; URBINATI et al., 2013).
E uma espécie de peixe onivoro muito valorizada pelapiscicultura intensiva devido as
seguintes caracteristicas zootécnicas, crescimento rapido, baixo custo nos habitos
alimentares e resisténcia a disturbios ambientais, além de excelente aproveitamento
de nutrientes (VOLKOFF et al., 2017; URBINATI et al, 2013; URBINATI &
GONCALVEZ, 2005). Por essas razdes, o pacu contribui significativamente para
producdo de espécies nativas de peixes na América do Sul (VALLADAO et al.,
2016).

Embora a aquicultura esteja crescendo em paises em desenvolvimento, a
falta de medidas de controle sanitario € um fator limitante para a atividade
(MASTROCHIRICO-FILHO et al., 2019). As praticas comuns adotadas nas
pisciculturas, como densidade de estocagem altas, procedimentos frequentes de
manejos, problemas de qualidade de agua, causam muitos surtos de doencgas,
resultando em perdas significativas na producdo (LEUNG & BATES, 2013; JANSEN
et al., 2012).

Uma das bactérias gram-negativas oportunistas que causam grandes perdas
econdmicas na piscicultura globalmente € a A. hydrophila (MU et al., 2010;
CRUMLISH et al., 2010; HARIKRISHNAN & BALASUNDARAM, 2005; CAMUS et al.,
1998). No Brasil causam mortalidades de 20-30% da producdo e, embora, faltem
dados precisos grande parte desses problemas é devido a falta de controle sanitario
(MASTROCHIRICO-FILHO, 2019). Além de estar associada a sindrome ulcerativa
epizootia, seus efeitos ainda causam restricdo das nadadeiras (NILENSEN et al.,
2001). Essa infeccao também causa perda de apetite e natagao letargica ou erratica
(CONTE, 2004). Além de apresentar riscos a seguranca alimentar, pois, esta ligada
a doencas humanas como gastroenterite, septicemia e doencas de pele (IGBINOSA
et al., 2012).

No Brasil, € comum usar antibiéticos como oxitetraciclina e florfenicol para

tratar doengas bacterianas nas pisciculturas (MONTEIRO et al.,, 2018). O uso
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frequente desses antibidticos pode poluir o ambiente aquatico e gerar residuos na
carne. O uso excessivo de forma inadequada destes antibiéticos tem favorecido o
surgimento de cepas resistentes em espécies nativas, incluindo o pacu (CABELLO,
2006; MONTEIRO et al., 2018, BELEM-COSTA & CYRINO, 2006). Embora a
vacinacao contra A. hydrophila tenha apresentado altas taxas de sobrevivéncia em
peixes vacinados, a pratica é considerada demorada, trabalhosa e estressante para
os animais (POOBALANE et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2008).

A amoreira (M. alba), é amplamente estudada por seu potencial
antibacteriano, devido a fotoquimicos como taninos, alcaloides e flavonoides
(BATIHA et al., 2023). Pesquisas revelaram que suas folhas e extratos inibem
bactérias patogénicas, evidenciando suas propriedades antibacterianas e
antiprotozoarias, principalmente, contra Ichthyophthirius multifilis em peixes (FU et
al., 2014). Esses resultados destacam a importancia da amoreira como um recurso
natural relevante para combater patégenos em ambientes aquaticos.

A ora-pro-nébis (P. aculeata) também tem se destacado pelas suas
propriedades antimicrobianas, comprovando o seu potencial na avicultura e na
piscicultura (MEZALIRA et al., 2023, MACEDO et al., 2023). A ora-pro-nobis é uma
planta rica em compostos bioativos, proteinas, carboidratos, minerais e vitaminas em
suas folhas (SILVA et al., 2023; TAKEITI et al., 2009). Estudos indicam sua eficacia
contra bactérias como Escheriachia coli e Samonella spp., (MEZALIRA et al., 2023),
e Staphylococcus aureus (MACEDO et al., 2023). Suas propriedades podem ajudar
nos desafios bacterianos na piscicultura.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os parametros
hematolégicos, os sinais clinicos e a sobrevivéncia de pacus (P. Mesopotamis)
desafiados com A. hydrophila, alimentados com diferentes tipos de dietas. As dietas
foram comparadas para determinar a mais eficaz entre a dieta comercial; o controle
(isenta de ingrediente de origem animal); a dieta com incluséo de 6% de FFA e 32%
de FFO.
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8.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no mesmo local mencionado no item 6.2, com
duracdo de 47 dias, e foram utilizados60 juvenis de Pacu (P. Mesopotamis). Os
seguintes resultados foram obtidos com a biometria inicial, peso médio de 13,54 +
3,7 g, CT médio 9,1 £+ 1,4 cm e CP médio de 6,7 £ 1,1 cm. Os peixes foram
adquiridos de uma piscicultura cadastrada na CEUA da Embrapa, e a cepa TR3 da
bactéria de A. hydrophila foi doada e manipulada pela Colecao de Culturas de
Microrganismos de Importancia Agricola e Ambiental (CMAA) da Embrapa Meio
Ambiente. Todos os procedimentos desse estudo seguiram os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal e foram aprovados pela CEUA da EMBRAPA Meio
Ambiente, conforme registro n® 003/2023 (anexos lll). As dietas foram fabricadas no
Latag/UFPR campus avancado de Jandaia do Sul/PR.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com 4
tratamentos (comercial, controle, FFO e FFA). Os peixes foram considerados como
repeticoes e foram distribuidos em um sistema de recirculacdo fechada. Esse
sistema era composto por 4 linhas independes compostas por duas caixas de agua
de polietileno com capacidade de 1.000L cada uma. No interior das caixas foram
instalados tanques-rede para estocagem dos peixes durante o periodo experimental.
Uma caixa com capacidade de 300L foi conectada as 4 linhas para servir como um
biofiltro e recirculacao da agua (Figura 10).

Para a distribuicdo dos tratamentos entre 4 linhas do sistema de recirculagao
de agua foi realizado um sorteio, conforme as seguintes linhas: 1: comercial; 2:
controle; 3: FFO e 4: FFA.
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Figura 10. Estrutura experimental, composta por quatro linhas, com dois tanques de polietileno de
1.000 litros, dois tanques-rede e um biofiltro. Fonte: Autoria propria: Dias, (2024).

No interior dos biofiltros foram instaladas trés caixas de plastico empilhadas
da mesma forma descrita no capitulo Il no item 6.5.2. Na primeira das trés caixas de
plastico foram colocados sacos de nylon com 500g de carvao ativado para melhorar

o processo de filtracdo da agua do sistema de recirculagéo (Figura 11)

Figura 11. Saco de nylon com aproximadamente 500g de carvéo ativado. Fonte: Autoria propria:
Dias, (2024).
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A composicao das dietas controle, FFA e FFO esta detalhada na Tabela 17.
A formulacdo e a fabricacdo dessas dietas seguiram a metodologia descrita no
Capitulo 11, item 6.5.3. Além disso, foi utilizada uma ragdo comercial comprada em
uma loja agropecuaria localizada na cidade de Jaguaritna/SP. As racgdes
experimentais foram compostas pelos seguintes ingredientes: milho, farelo de gluten
de milho, farelo de trigo, 6leo de soja, farinha de carnes e ossos de bovinos, farinha
de pena hidrolisada, farinha de sangue, calcario calcitico, sulfato de ferro, sulfato de
cobre, monéxido de manganés, oxido de zinco, iodato de calcio, vitamina D3,
vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, Vitamina B5, vitamina BG6,
vitamina 12, BHT, BHA, com PB 32%, EE 5%.

Tabela 17. Composicao quimica calculada e analisada das dietas

experimentais controle, 8% FFA e 32% FFO, submetidas a juvenis de pacu.

Ingredientes Dietas experimentais
Controle 8% FFA 32% FFO
Farelo de soja 50,65 56,93 58,70
Milho moido 45,07 29,60 2,12
FFA 0,00 8,00 0,00
FFO 0,00 0,00 32,00
Oleo de soja 0,75 2,07 3,64
Premix’ 0,50 0,20 0,50
Fosfato bicalcico 2,25 2,40 2,40
Calcario 0,67 0,67 0,52
BHT 0,01 0,01 0,01
Sal comum 0,10 0,10 0,10
Adsorvente de micotoxinas 0,01 0,01 0,01
Total 100,00 100,00 100,00
Nutrientes % Composicao Calculada
Acido linoleico 1,60 212 2,46
Amido 31,31 25,60 7,86
Calcio 1,00 1,00 1,00
Energia Bruta? 3964,33 4033,36  4068,07

Energia Digestivel? 3000,00 3000,00 3000,00
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Fosforo total 0,80 0,82 0,80
Gordura 3,26 4,38 5,57
Proteina Digestivel 24,65 30,00 24,65
Proteina Bruta 27,42 31,71 32,99
Matéria Seca 91,92 93,52 92,24
Cinzas 3,53 7,75 3,53
Lisina Total 1,59 1,75 1,71
Metionina Total 0,40 0,41 0,37

"Premix: Suplemento vitaminico e mineral para peixes composto por Acido félico - 1200,00 mg/Kg;
Acido pantotémico - 10,00g/Kg; B.H.T. - 8.000,00mg/Kg; Biotina - 200,00mg/Kg; Cobalto 80,00mg/Kg;
Cobre - 3.500,00mg/Kg; Ferro - 20,00g/Kg; Inositol - 25,00g/Kg; lodo - 160,00mg/Kg; Manganés -
10,00g/Kg; Niacina - 20,00g/Kg; Selénio - 100,00mg/Kg; Vitamina A - 2.400.000,00UL/Kg; Vitamina
B1 - 4.000,00mg/Kg; Vitamina B12 - 8,000mcg/Kg; Vitamina B2 - 4.000,00mg/Kg; Vitamina B6 -
3.500,00mg/Kg; Vitamina D3 - 600.000,00Ul/Kg; Vitamina E - 30.000,00 Ul/Kg; Vitamina K3 -
3.000,00mg/Kg; Zinco - 24,00g/Kg. Fonte: PX PEIXES COCARI S/COL (Lote: 2023). 2Kcal/Kg.

O manejo de distribuicdo da racdo e o arragoamento adotados foram
conduzidos conforme mencionado no Capitulo Il, item 6.5.4, no entanto, a sifonagem
foi realizada a cada trés dias. O monitoramento da qualidade da agua foi realizado
conforme descrito no Capitulo I, item 6.5.5.

A cepa TR3 foi cultivada em placa de petri com meio sélido TSA (Tryptic Soy
Agar), incubada a 30°C por 24 h, depois replicada em meio liquido TSB (Trypticase
Soy Broth) em erlenmeyer de 25mL nas mesmas condi¢gdes sob agitagdo a 80 rpm.
Apods 24h foi transferida para tubos falcon de 50 mL, centrifugados a 7.000 rpm por
12 min, em seguida, foi descartado o sobrenadante e incluida uma solugcéo salina
0,9% sobre o precipitado homogeneizado e novamente centrifugado a 7.000 rpm por
12 min Esse procedimento foi realizado mais duas vezes para ter certeza que nao
havia mais conteudo do meio de cultura, sendo que na ultima centrifugada o
sobrenadante ndo foi descartado dos tubos falcon. Apdés homogeneizacdo da
solugédo (cepa TR3 + salina 0,9%) contida nos tubos falcon, foi feito o ajuste da
concentracao da solugdo com leitura em espectrofotdmetro na curva de 600 nm com
DO 0,0517 de absorbancia, correspondente a 2,04 x 10" UFC/ml™".

Apdés 45 dias de alimentacdo dos juvenis de pacu submetidos aos 4
tratamentos (controle, comercial, 8% FFA e 32% FFO) os peixes foram submetidos
ao desafio com a cepa TR3. Para isso, foram coletados todos peixes dos quatros

tratamentos e anestesiados com eugenol a 135 mg/L. Foi feita pesagem individual
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de cada peixe de forma aleatéria para a determinagcdo da solugcdo de inoculagio.
Foram utilizados 0,25 mL da solugéo de inoculacdo (cepa TR3 + salina 0,9%) para
cada 10g de peso de cada um dos peixes seguindo metodologia indicada SILVA et
al., (2012). Essa metodologia foi adaptada para as condi¢oes experimentais do

laboratério, e a inoculagao foi feita por meio de injecao na regido intraperitoneal com

auxilio de uma seringa de 1 mL e agulha hipodérmica de 13 X 0,45 mm (Figura 11).
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Figura 12. Exemplar de juvenil de pacu (P. mesopotamicus) recebendo a inje¢do com inoculagédo da

solugéo (cepa TR3 + salina 0,9%) na regido intraperitoneal. Fonte: Autoria prépria: Dias, (2024).

Apdés 46h da inoculagdo da solugcdo (cepa TR3 + salina 0,9%), foram
coletados 12 animais de cada tanque para a coleta sanguinea e analises, conforme
as metodologias descritas no item 6.5.7. Além disso, foi observada a letalidade e os
sinais clinicos caracteristicos de bacterioses nos peixes durante todo o experimento.
Os sinais comuns encontrados nos peixes desafiados com A. hydrophila foram a
necrose das nadadeiras e ulceras no tegumento, além de, septicemia hemorragica
(RALNNAN e KAWAI, 2000). Os sinais clinicos foram comparados entre os
tratamentos usados.

As analises estatisticas foram realizadas conforme descrito no Capitulo I,
item 6.2.8, e foram complementadas por uma analise multivariada, incluindo a
analise de componentes principais (PCA) para reduzir a dimensionalidade dos dados

e identificar os principais pontos de varidncia. Em seguida, foi feita uma analise de
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clusters nos dados transformados pela PCA. Entretanto, a regressdo mencionada no
Capitulo I, item 6.2.8, nao foi aplicada, pois € uma analise adequada quando os
tratamentos representam niveis crescentes de uma variavel continua. No presente
estudo, os tratamentos consistiram de tratamentos distintos. Todas as analises

foram realizadas utilizando o software R Studio 4.3.1.

8.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os Parametros de qualidade da agua monitorados diariamente como a
temperatura, oxigénio dissolvido, pH, condutividade, estdo apresentados na figura 8.
Os demais parametros de qualidade de agua, como por exemplo, nitrito (NO2),
nitrato (No3) e amdnia, foram monitorados a cada trés dias. Os resultados obtidos
estdo apresentados na figura 9 e ndo demostraram diferencgas significativas.

Embora tenha ocorrido variagcbes em todos os parametros ao longo do
experimento, nao foram observados impactos negativos no desempenho dos
animais. Todos os parametros de qualidade de agua permaneceram dentro da faixa
de conforto térmico da espécie durante todo o periodo experimental (CUNHA, 2017).

As variagdes de nitrito, nitrato e amonia observadas no inicio do experimento
apresentaram valores elevados, os quais, estariam atribuidos a falta de bactérias
anaerdbicas redutoras, indicando que os biofiltros ndo estavam adequadamente
maturados com a presenca de bactérias redutoras no inicio do estudo (SIPAUBA-
TARVARES, 1994). Além disso, essas variagbes podem ter sido causadas pelas
trocas de agua, bem como, pelo acumulo de ions provenientes de residuos de
excretas dos animais e das ragbes nas caixas de polietileno (RAFIEE & SAAD, 2005;
ITUASSU et al., 2004).
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Figura 13. Parametros fisico-quimicos de qualidade de agua, temperatura, oxigénio dissolvido, pH e

condutividade medidos nas linhas do sistema de recirculagdo, correspondentes aos tratamentos

durante o periodo experimental.
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Figura 14. Parametros fisico-quimicos de qualidade de agua, nitrito, nitrato e aménia medidos nas
linhas do sistema de recirculagao, correspondentes aos tratamentos durante o periodo experimental

Observou-se que houve uma notavel alteracdo na coloragdo dos peixes

alimentados com as dietas FFA e FFO, especialmente, na regido inferior do

7

abdémen, a qual, geralmente é amarela. Foi observado que a coloracdo dessa

regidao se tornou mais intensa em comparacdo aos peixes dos grupos controle e
comercial (Figura 15A e B).
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Figura 15. E icus coletados apds alimentagdo com as dietas
experimentais. A) grupo comerC|aI e controle com coloragédo mais clara, principalmente, na regido
inferior da coloragdo amarelo Proximo a nadadeira peitoral e pélvica; B) grupos de FFA (farinha de
folha e amoreira) e FFO (farinha de folha de ora-pro-nébis), com coloragéo mais intensa nas regies
inferiores. Fonte: Autoria propria: Dias, (2024).

Apds o desafio bacteriano com a A. hydrophila na concentragdo de 2,04 x
10” UFC/ml", foram observados sinais clinicos de aeromonose na aparéncia externa
dos peixes, tais como, alteragbes macroscépicas de hemorragia cutdneas na boca,
hifema, opérculo e nadadeiras (Figura 16 A, B, C, D, E, F, G, H), o que resultou na

mortalidade dos grupos alimentados com as dietas controle e comercial.

Figura 16. Sinais clinicos de aeromonose com alteragdes macroscopicas de hemorragia cuténeas, A:
Boca; B: Hifema; C: Nadadeira peitoral; E: Nadadeira pélvica; F: Nadadeira Dorsal; G: Nadadeira
anal e H: Nadadeira caudal. Fonte: Autoria propria: Dias, (2024).

O efeito da coloragdo mais intensa também foi observado no plasma que
apresentou uma tonalidade amarela mais forte nos peixes submetidos as dietas com
inclusdo de FFA e FFO, em comparagdo com o0s peixes do grupo controle e
comercial, que exibiram uma coloragdo amarela mais clara, como ilustrado na figura

17.
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Figura 17. Tubos capilares de micro-hematrocito apds centrifugagdo, separagdo do plasma,
leucécitos e hemacias, diferengas na coloragéo do plasma entre as dietas, A: Comercial; B: FFO; C:
Controle e D: FFA. Fonte: Autoria propria: Dias, (2024).

Os resultados obtidos no presente trabalho para os parametros
hematolégicos estdo apresentados na tabela 18. As dietas demostraram ter um
impacto significativo em varios parametros, o que pode refletir a eficacia das dietas
na modulagdo da resposta ao desafio patogénico, visto que, houve apenas
mortalidade de 10% no controle e na dieta comercial. Entretanto, as dietas com FFA
e FFO apresentaram uma sobrevivéncia de 100% dos animais submetidos ao

desafio.
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Tabela 18. Parametros hematoldgicos de juvenis de pacu submetidos ao desafio com

A. hidrophila alimentados durante 45 dias com quatro tipos diferentes de dietas.

Dietas diferentes EPM’  Pvalor

Parametros
Comercial Controle FFA FFO

Hb' (g/dL") 7,42 6,89 7,21 7,27 0,10 0,25
Htc? (%) 25,7a 20,6b 23,7a 23,6a 0,46 <0,001
VCMS (fL) 161a 124b 127 a 122b 435 0,002
CHCM#* (g/dL™") 29,1b 33,9a 30,6ab 31,4ab 0,59 0,030
RBC?® (x10° uL-") 1,65 1,67 1,88 1,92 0,04 0,060

Leucdcitos totais (células uL')  166949b 181927b  244155a 177912b 7759  <0,001

'Hg: Hemoglobina; ?Htc: Hematdcrito; 3VCM: Volume Corpuscular Médio; “CHCM: Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média e °*RBC: Eritrdcitos. SEPM: Erro Padrdo Médio. *Médias na mesma
linha seguidas de letras distintas sao diferentes (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Os valores de VCM, HCM e CHCM apresentaram diminuicdo devido a
infeccdo bacteriana, com diferengas significativas entre as dietas. Os valores de
CHCM foram semelhantes aos estudos com tambaqui (Colossoma macropomum)
submetidos a inclusdo com 6leo de hortela-pimenta (Mentha piperita) nas
concentragdes de 0,5% (RIBEIRO et al., 2016).

A concentracdo de Hb variou entre as dietas, apresentado a maior
concentracao nos animais submetidos a dieta comercial, e a menor concentracao foi
com a dieta controle. Nao houve diferenga significativa entre as dietas, apenas
alteragdes de valores (Tabela 18). Entretanto, os valores de VCM obtidos por esse
estudo para as dietas e FFA, FFO e controle permaneceram préximos, porém, para
o tratamento com a dieta comercial houve um aumento com uma diferenca
significativa entre as dietas. Este resultado pode ser considerado como um efeito
positivo das dietas, devido aos pardmetros hematopoiéticos, geralmente,
apresentarem elevacdo sob estresse causados pela inoculacdo da bactéria, o que
interfere no fornecimento de energia para superar as condigcdes de estresse geradas
(TORT, 2011).

As dietas comercial, FFA e FFO apresentaram os maiores valores de
hematocrito (Tabela 18). Os resultados obtidos que houve um aumento das
hemacias dos peixes alimentandos com as dietas experimentais de FFA e FFO. Os
valores obtidos apresentaram diferenca significativa ao serem comparados com a

dieta controle (isenta de ingrediente de origem animal).
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Conforme observado no presente estudo, o nimero de RBC e a
hemoglobina, indicam uma condicdo de estresse desencadeada pelo desafio
bacteriano, entretanto, os valores de RBC n&o apresentaram diferenca significativa
entre as dietas (tabela 18). Ao comparar os resultados obtidos com os estudos
realizados por NURJANNAH et al.,, (2013) com o extrato da folha de graviola
(Annona muricata) para carpas comuns (Cyprinus carpio) submetidas ao desafio
com A. hidrophila, constatou-se resultados inferiores aos obtidos no presente
trabalho. Indicadores do eritrograma, também podem ser considerados como sinais
de estresse, tais como, o numero de RBC e a concentracdo de hemoglobina. Eles
indicam a capacidade do sangue de transportar oxigénio para os tecidos, refletindo a
demanda energética dos peixes em situacdes de estresse (HOUSTON, 1997).

Os resultados obtidos para os parametros bioquimicos do sangue, indicaram
que as dietas influenciaram significativamente, indicando que as dietas
apresentaram efeitos nas respostas fisiolégicas dos peixes apds desafio com
bactérias (Tabela 19),

Tabela 19. Parametros bioquimicos do sangue de juvenis de pacu submetidos ao

desafio com A. hidrophila ap6s alimentagao por 45 dias com diferentes dietas.

Dietas diferentes EPM4  Pvalor

Parametros
Comercial Controle FFA FFO

PPT' (g/dL™") 5,62 3,0b 3,8a 3,4ab 0,46 <0,001
Triglicerideos (mg/dL")  161c 172bc 242a 188b 5,69 <0,001
Colesterol (mg/dL™") 1272 86,2¢c 96,6bc  97,8b 2,68 <0,001
Glicose (mg/dL™") 63,3b 81,4a 84,2a 60,5b 2,45 <0,001
Cortisol (ng/mL) 1,652 1,31b 1,26b 1,782 0,050 <0,001

'PPT: Proteina Plasmatica Total. 2EPM: Erro Padrao Médio. *Médias na mesma linha seguidas de
letras distintas sao diferentes (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Os niveis de colesterol plasmatico, em geral, podem aumentar apds desafio
bacteriano, porém, houve um aumento significativo apenas nos peixes do grupo do
tratamento com dieta comercial, o que sugere que as dietas com FFA e FFO
apresentam imunoestimulantes em suas composi¢cdes. Esses compostos poderiam
estar proporcionando um efeito protetor ao tecido hepatico dos peixes, evitando,
assim o desenvolvimento de dislipidemia grave (RIBEIRO et al., 2016). Os niveis de

triglicerideos plasmatico apresentaram uma diferenga significativa entre as dietas,
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apesar das diferencas os valores nao foram altos, mostrando que as dietas
apresentam uma reducao de lipideos totais.

Os valores de PPT variaram significativamente entre as dietas. A dieta
comercial apresentou o maior valor (5,6 g/dL"") e o menor valor foi observada no
controle (3,0 g/dL"), de modo que, esses resultados demonstram que as diferengas
foram altamente significativas (Tabela 19). Entretanto, os resultados obtidos para a
dieta com FFA para PPT, apresentaram resultados semelhantes aos obtidos por
TAKAHASHI et al.,, (2016), quando testou o levamisol para pacu submetidos ao
desafio com A. hydrophila.

Os valores obtidos para glicose apresentaram diferenca significativa entre a
FFO e os tratamentos restantes. Em estudo desenvolvido por XV et al., (2021)
utilizando 5% de FFA em dietas ricas de amido, foi observada uma reducdo em sua
concentracdo no sangue de Micropterus salmoides. Estudos com FFA sugerem
desempenho fundamental na regulagdo do metabolismo da glicose e na fungédo da
insulina (SHEN et al., 2016; LIU et al., 2015; LU et al, 2012). Contudo, o
mecanismo pelo qual a FFA exerce sua acgado anti-hiperglicémica ainda nao foi
totalmente esclarecido. O que se tem conhecimento até o momento é que ndo ha
estudos descrevendo o isolamento de compostos bioativos da FFA em peixes (XV et
al., 2021).

Os valores da concentracdo de cortisol apresentaram uma variagcao
significativa entre as dietas, com valores mais altos para dieta comercial e FFO ao
serem comparados com o controle e FFA (Tabela 19). Essas variagdes dos niveis de
glicose e cortisol no sangue sao principais sinais de estresse devido as alteragbes
no ambiente ou na alimentagcdo dos animais. Em condi¢gdes normais, o cortisol &
responsavel pela regulacado de diversos processos fisioldgicos nos animais, além de
facilitar as rapidas adaptagcées do organismo em resposta ao estresse submetido
aos peixes (MOMMSEN et al., 1999).

O estresse estimula varios componentes energéticos do metabolismo,
aumentando a absorcdo de oxigénio e, consequentemente, promovendo a
gliconeogénese e inibindo a sintese de glicogénio no organismo dos animais
(ALMARRI et al., 2023). Além disso, o cortisol desempenha um papel crucial, tanto
no metabolismo aerébico quanto no anaerdbico (TORT & KOUMOUNDOUROS,
2010).
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Na aquicultura, os animais sado frequentemente expostos a agentes
estressores devido, principalmente, as densidades elevadas de estocagens, entre
outros fatores. Para minimizar esses efeitos € necessario adotar praticas de manejo
eficazes, além de, realizar avaliacbes dos niveis de estresse dos peixes com base
nos niveis de glicose e cortisol (SOPINKA et al., 2016; BARTON, 2000;
ROBERTSON et al., 1987).

A exposicdo a um estressor e a infecgdo bacteriana elevam as
concentracbes de glicose e cortisol, aumentam a atividade respiratéria dos
leucocitos e o numero de neutrofilos, além de diminuir o numero de mondcitos
(SOARES et al., 2017). Em contrapartida, apds o estresse e a inoculagao bacteriana,
dietas que incluiram farinhas de folhas impediram a elevacao do cortisol plasmatico,
especialmente, a FFA que resultou em um aumento significativo na contagem total
de leucocitos, em comparagdo com as outras dietas.

Os resultados apresentados na figura 10, exibem a quantidade de variagdes
indicadas pelos primeiros setes componentes principais, entretanto, nota-se que o
primeiro componente principal indica um pouco mais de 40% da variancia, o
segundo cerca de 20% de variagdo, e 0os componentes subsequentes indicam

quantidades progressivamente menores de variancia.
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Figura 18. Variagdo na porcentagem dos componentes bioquimicos do sangue de juvenis de pacu
submetidos ao desafio com bactéria apds alimentagcéo de 45 dias com diferentes tipos de dietas.
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Na Figura 18, os resultados obtidos no cluster plot, indicam que a
Dimensao1 é capaz de explicar 98,1% da variancia total dos dados, enquanto, a
Dimenséo 2 explica 1,3% apenas. Isso significa que a maior parte da variagdo nos
dados pode ser explicada pela dimenséo 1.

Os clusters (Figura 19) sdo agrupados em quatro clusters distintos (1 —
comercial; 2 — 32% FFO; 3 — Controle e 4 — 6% FFA), o que representa que o0s
grupos observados sao de caracteristicas semelhantes, principalmente, 1 e o 4, que
apresentam uma interacdo grande, entretanto, o 3 interage com os quatros clusters.
Todavia, o 2 ndo demostra uma interacdo com o 1 e 4, assim, esta analise
demonstra como as observagdoes foram agrupadas com base nos dois primeiros

componentes principais (Figura 18).

Chssiter pioi

Figura 19. Distribuicdo dos resultados em duas dimensodes principais demostrando a dispersao entre
os diferentes clusters identificados. Cada ponto no grafico representa uma observagao, e a cor e o
formato dos pontos indicam qual cluster (1 — comercial; 2 — 32% FFO; 3 — Controle e 4 — 6% FFA) a

observagéo.

Segundo os estudos realizados por ASSIS & URBINATI (2020), a utilizagao
de plantas como aditivos em dietas apresenta melhoria na imunidade inata,
demostrando que seu uso em forma de extratos na suplementagcdo das dietas para

peixes pode proporcionar uma redugao a resposta do estresse.
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8.4 CONCLUSOES

Os pacus alimentados com 6% FFA e 32% FFO, apresentaram coloragéo
corporal mais intensa, principalmente, na coloragcdo amarela. Para ambos 0 ensaio
a taxa de sobrevivéncia foi superior quando comparada com as dietas comercial e
controle.

Para os juvenis de pacu, as dietas com 6% FFA e 32% FFO, proporcionaram
uma sobrevivéncia de 100%, demostrando sua eficacia na modulacido da resposta
ao desafio bacteriano com A. hydrophila. No entanto, a dieta com 32% FFO
apresentou um desempenho superior para a maioria dos parametros hematolégicos
e bioquimicos do sangue, indicando sua capacidade de reduzir o estresse fisiolégico

dos animais e proporcionando um aumento na imunidade dos peixes.
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9 CAPITULO V

EFEITO NA RESPOSTA IMUNOLOGICA DE DIFERENTES DIETAS APOS
DESAFIO COM Aeromonas hydrophila PARA TILAPIA DO NILO
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9.1 INTRODUGAO

O setor da aquicultura no Brasil vem crescendo e a tilapia se destaca com
uma das principais espécies cultivadas, mostrando sua importancia no cenario do
agronegocio brasileiro (FLORES, 2020). A producao de tilapia no Brasil tem uma
importancia econémica significativa e seu cultivo € um empreendimento lucrativo
(NOSKOSKI et al.,, 2023; SIQUEIRA et al., 2021). Além disso, a demanda do
consumo de filés de tilapia tem sido promissor devido a preferéncia dos
consumidores por filés frescos em relagédo aos congelados (FLORES, 2020).

A A. hydrophila € uma bactéria gram-negativa que causa grandes prejuizos
na piscicultura global (MU et al., 2010; CRUMLISH et al., 2010; HARIKRISHNAN &
BALASUNDARAM, 2005; CAMUS et al., 1998). e pode causar mortalidades de 20-
30%. No Brasil devido a falta de controle sanitario (MU et al., 2010;
MASTROCHIRICO-FILHO et al., 2019), e também em outros paises, a A. hydrophila
€ identificada como grande ameaca devido a ocorréncia de altas mortalidades de
peixes e perdas econdbmicas (ELSAYED et al., 2024). A A. hydrophila estd associada
a problemas como sindrome ulcerativa epizootica (NILENSEN et al., 2001) e
natagdo erratica (CONTE, 2004), além de, representar riscos a saude humana,
causando gastroenterite (IGBINOSA et al., 2012)

No Brasil, o tratamento das doencgas bacterianas nas pisciculturas,
geralmente, envolve o0 uso de antibidticos como oxitetraciclina e florfenicol
(MONTEIRO et al., 2018). O uso excessivo desses antibidticos pode poluir o
ambiente aquatico e deixar residuos na carne, além disso, contribuem para o
surgimento de cepas resistentes (CABELLO, 2006; MONTEIRO et al., 2018). Apesar
da vacinagdo contra A. hydrophila ter demonstrado altas taxas de sobrevivéncia,
essa pratica € considerada demorada, trabalhosa e estressante para os peixes
(POOBALANE et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2008).

Varios estudos investigaram o uso de diferentes folhas em dietas para tilapia
do Nilo a fim de aumentar sua imunidade e resisténcia contra desafios bacterianos
(PARICHAT & PONGSAK, 2024).

Um exemplo é a utilizagdo da amoreira (Morus alba) que tem demonstrado
um grande potencial antibactérias devido aos seus compostos fitoquimicos
(BATILHA et al., 2023), e segundo FU et al., (2014), foi verificado seu efeito positivo
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frente a bactérias patogénicas e antiprotozoarios em peixes. Esses resultados
comprovam que a amoreira € um grande recurso natural para o combate de
patdgenos emergentes em pisciculturas.

A ora-pro-nébis (Pereskia aculeata) também ¢é reconhecida pelo seu
potencial antimicrobiano na piscicultura (MACEDO et al, 2023). Em estudos
realizados por MEZALIRA et al., (2023), verificou-se a sua eficacia contra bactérias
gram-negativas. A ora-pro-ndbis € uma planta com excelentes propriedades para
ser utilizada nos desafios bacterianos da piscicultura.

Objetivo deste estudo foi examinar a glicose, os sinais clinicos e a taxa de
sobrevivéncia de tilapias do Nilo (O. niloticus) alimentadas com diferentes tipos de
dietas submetida ao desafio com o patégeno A. hyrophila, e também ao estresse
causado pela troca de ambiente apds a inoculacdo. As dietas foram avaliadas para
identificar a mais eficaz entre a dieta comercial; a dieta de controle (livre de
ingredientes de origem animal); e a dieta com inclusdo de 6% de FFA e 32% de
FFO.

9.2 MATERIAL E METODOS

A manipulagéo da cepa da bactéria A. hydrophila e o registro na CEUA estéao
descritos no capitulo anterior, item 7.2. O experimento teve duragdo de 42 dias, e
foram utilizados 60 juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus), com peso médio de 41,64
t+ 5,60g. Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo CEUA da
EMBRAPA Meio Ambiente, conforme protocolo 003/2023 (Anexo lII).

O delineamento experimental foi inteiramente atualizado, com 4 tratamentos
(comercial; controle; FFO e FFA), onde cada peixe foi considerado como uma
repeticdo. O sistema de recirculagdo de agua utilizado esta descrito no Capitulo I,
item 7.2.2.

Apods a inoculagdo da solugdo (cepa da bactéria A. hydrophila + solugcéo
salina 0,9%), os peixes foram distribuidos de acordo com os seus respectivos
tratamentos da seguinte forma: Linha 1. o primeiro e segundo aquario
correspondiam ao tanque 1; o terceiro e o quarto aquario ao tanque 2; linha 2: o

mesmo padrao foi seguido, porém, correspondendo aos tanques 3 e 4. A distribuicao
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dos peixes nos aquarios definida por sorteio. A estrutura experimental utilizada esta
descrita no Capitulo Il, item 6.5.2.

A formulagdo e a fabricacdo das dietas controle, FFA e FFO seguiram a
metodologia descrita no Capitulo Il, item 6.5.3. Além disso, foi utilizada uma ragao
comercial comprada em uma loja agropecuaria localizada na cidade de
Jaguariuna/SP. A formulacdo das dietas experimentais esta descrita no item 7.2.3
deste capitulo.

O manejo de distribuicdo da racdo e o arracoamento adotados foram
conduzidos conforme mencionado no Capitulo I, item 6.5.4, com a diferenga de que
a sifonagem foi realizada a cada trés dias. Os procedimentos de monitoramento da
qualidade da agua seguiram o método descrito no Capitulo I, item 6.5.5. O preparo
da bactéria para inoculagcao e o procedimento de inoculagdo estido detalhados no
capitulo Ill, item 7.2.6. A inoculagdo foi realizada por meio de injecdo na regido

intraperitoneal com o uso de uma seringa (Figura 15).

Figura 20. Espécime de juvenil de tilapia do Nilo recebendo a inje¢ao com inoculagéo da solugao
(cepa TR3 + salina 0,9%) na regido intraperitoneal. Fonte: Autoria prépria: Dias, (2024).
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A avaliacdo do experimento foi realizada exclusivamente com base nos

critérios de sobrevivéncia dos animais.

9.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros utilizados para o monitoramento da qualidade de agua foram
0s mesmos do ensaio com pacu, uma vez que, os ensaios foram realizados
simultaneamente, embora, em tanques-redes diferentes. Os dados resultados
obtidos estdo apresentados nas figuras 13 e 14 no capitulo anterior, item 8.3.

Os seguintes parametros fisico-quimicos de qualidade da agua,
temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade permaneceram dentro dos
limites de conforto térmico e bem-estar animal para ambas as espécies (ZENI et al.,
2016; KUBITZA, 2011; KUBITZA 2000). Apesar de um aumento na condutividade
nao foram observadas alteragdes no comportamento dos peixes. Provavelmente, o
aumento da condutividade pode estar associado tanto as trocas de agua, quanto ao
acumulo de ions provenientes de residuos de racao e excretas dos peixes (RAFIEE
& SAAD, 2005; ITUASSU et al, 2004). No entanto, a tilapia € uma espécie mais
resistente em relacdo a outras espécies de cultivo.

As concentragdes de NO2 , N3~ e NH apesar de terem apresentado alguns
picos no inicio do ensaio, ndao chegaram a afetar o desempenho dos animais,
permanecendo, estaveis e dentro da faixa de conforto para a tilapia (SIPAUBA-
TAVARES, 1995). . Esse procedimento foi feito até o biofiltro atingir a maturagéao
adequada, permitindo, assim o pleno desenvolvimento das bactérias nitrificantes e,
consequentemente, a normalizacdo dos niveis desses compostos (BOYD et al.,
1998)

Apbs a exposicdo ao desafio bacteriano com a A. hydrophila, em uma
concentracdo de 2,04 x 10” UFC/ml', observou-se mortalidades em todos os
tratamentos. No entanto, os grupos alimentados com FFA e FFO mostraram uma
sobrevivéncia significativamente maior em comparagao aos grupos alimentados com
a dieta comercial e o grupo controle, respectivamente de 66,7%, 40%, 13,3% e
26,7%, O estresse ao qual os peixes foram submetidos, pode ter influenciado a

sobrevivéncia, pois foram submetidos a dois estresses simultaneos, quais sejam, a
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inoculagdo e a mudanca de ambiente, favorecendo a queda na imunidade dos
animais, e a proliferagdo das bactérias nos seus organismos.

Estudos com extrato da folha de amoreira comparados com 10% FFA nas
dietas, evidenciaram melhor efeito do extrato no desempenho da tilapia, e um
aumento significativo nas atividades antioxidantes e fosfatase acida no soro (TANG
et al., 2021). Esta atividade € um bioindicador relacionado com atividade enzimatica
de peixes (NICHOLSON & LAM, 2005; VIARENGO & CANESI, 2003), além do
aumento das expressdes de citocinas imunolégicas (TANG et al., 2021).

O extrato da folha de amoreira apresenta maiores teores de dois
componentes bioativos principais, os polissacarideos e os polifendis (TANG et al.,
2021). Os polissacarideos desempenham varias atividades bioldgicas como, por
exemplo, antidiabética, antitumorais, anti-inflamatérias, imunoestimulantes e
antioxidantes (HE et al., 2018). E os polifendis exibem capacidades de modular o
sistema imunoldogico em situagdes de inflamagdes cronicas, além de, possuirem
acdo antioxidante e anti-inflamatdria (OLIVEIRO et al., 2018).

A utilizacdo do extrato da folha de ora-pro-nébis esta relacionada as
propriedades anti-inflamatérias (NOGUEIRA SILVA et al.,, 2023). Em estudos
realizados por PINTO et al., (2015), verificou-se sua eficacia em testes com varios
agentes toxicos apresentando uma redugdo significativa dos processos
inflamatdrios. Esse efeito analgésico foi atribuido aos compostos presentes no
extrato da ora-pro-nébis como os alcaloides e a quercetina. Estudos com o extrato
da folha da fruta-do-conde (Annona squamosa), demonstraram uma sobrevivéncia
maior das tilapias do Nilo devido a presenca de uma variedade de compostos
fitoquimicos como alcaloides, flavonoides, fendlicos, os quais, influenciam o aumento
da imunidade dos animais (KALYANI et al., 2019). Os compostos fendlicos, sao
elementos-chaves nos mecanismos de acdo antimicrobiana, pois interferem nos
processos metabdlicos das bactérias (CHANDRA et al., 2017).

O uso da folha fermentada de acéacia-branca (Moringa oleifera) incluida na
ragao de tilapias do Nilo, e submetidas ao desafio com A. hydrophila apresentou
uma maior taxa de sobrevivéncia, demostrando uma melhora na resisténcia dos
peixes contra infecgbes bacterianas, decorrentes da atividade imunoestimulante
(NASSAR et al.,, 2024). Resultados obtidos por RANZANI-PAIVA et al., (2024),

utilizando a suplementacdo de algas marinhas nas dietas demonstraram melhora na
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taxa de sobrevivéncia de tilapias submetidas a desafios com A. hydrophila. Nesse
estudo foi confirmada a preservacdo do figado dos animais, fato fundamental para
regular o sistema imunolégico inato durante respostas a infecgdes e inflamagdes.

Portanto, as melhorias na taxa de sobrevivéncia criam um ambiente
favoravel para que os peixes resistam e superem surtos de infecgbes causadas por
agentes etiolégicos oportunistas (LIN et al., 2019; CASTRO et al., 2014; BELO et al.,
2014). Além disso, a suplementacdo nas dietas tem demonstrado potencial como
imunoestimulantes, contribuindo para o aumento da taxa de sobrevivéncia e
aprimorando a imunidade inespecifica dos animais, proporcionando, assim uma
protecao mais eficaz (RANZANI-PAIVA et al., 2024).

9.4 CONCLUSOES

No caso da tilapia, apesar de todos os tratamentos apresentarem
mortalidade apés o desafio bacteriano com A. hydrophila, os tratamentos com a
inclusdo de FFA e FFO na dieta resultaram em melhor desempenho. No entanto, a
dieta com 32% FFO proporcionou os melhores resultados de sobrevivéncia.
Portanto, recomenda-se o uso da inclusdo de 32% FFO, tanto para pacu quanto
para tilapia do Nilo, por apresentarem melhores resultados com relagdo a resposta
imunologica e a sobrevivéncia ao desafio bacteriano, superando as dietas
comerciais e controle.

A suplementagao de dietas com ingredientes a base de folhas, utilizando 6%
FFA e 32% FFO, mostrou-se promissora para melhorar a saude do pacu e da tilapia

do Nilo, principalmente, em situagdes de contaminac&o por patdbgenos bacterianos.
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10 CAPITULO VI

TESTE AGUDO DE TOXICOLOGIA DA FARINHA DE FOLHAS DE
AMOREIRA E ORA-PRO-NOBIS PARA ORGANISMOS AQUATICOS
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10.1 INTRODUGAO

O crescimento do setor aquicola tem impulsionado a busca por ingredientes
alternativos para compor as dietas, os quais, eventualmente podem gerar impactos
significativos nos ecossistemas aquatico. O acumulo de residuos das ragdes e os
efluentes dos viveiros de producdo de peixes podem contribuir para desequilibrios
ambientais e perda da biodiversidade, afetando, especialmente, os
macroinvertebrados bentdnicos (HENRY-SILVA & CAMARGO, 2008; MORENO &
CALLISTO, 2006).

Diante deste cenario, o monitoramento dos ambientes aquaticos ¢é
necessario para avaliar sua extensao de poluicdo com o auxilio de bioindicadores
ambientais. Os bioindicadores sao eficazes para identificar e monitorar os impactos
gerados nas comunidades biolégicas, causados pelos efluentes ou substancias
contaminantes presentes na composicdo das ragdes (GOULART & CALLISTO,
2003).

Os estudos de ecotoxicologia, normalmente, abrangem diversas classes de
organismos de diferentes niveis tréficos, os quais, permitem obter uma viséo
abrangente dos possiveis impactos que uma substancia em andlise pode gerar ao
meio ambiente aquatico (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008). Os organismos
aquaticos podem entrar em contato com substancias quimicas presentes na agua,
muitas vezes, originadas de residuos de ragdes e efluentes dos viveiros de producao
de peixes. Esses poluentes, quando ndo metabolizados ou eliminados, podem se
acumular nos tecidos dos organismos, caracterizando o processo de bioacumulagao.
Esse acumulo, por sua vez, pode ser transferido para niveis superiores da cadeia
trofica, intensificando o fendbmeno da biomagnificagdo (BAPTISTA et al., 2001).

A Daphnia magna (Crustacea, Cladocera), € um microcrustaceo de agua
doce amplamente utilizado em ensaios ecotoxicolégicos devido a sua alta
sensibilidade a diferentes tipos de substancias contaminantes, facilidade de criagao
e manejo, ciclo de vida curto, e outras caracteristicas favoraveis (BOWNIK, 2017;
FERREIRA et al., 2008). Além disso, a D. magna atua como consumidor primario na
cadeia alimentar aquatica (KUHL et al., 2022; ABNT, 2016).

O Danio rerio, conhecido como zebrafish, ou paulistinha, € uma espécie

tropical oriunda da india e Paquist&o, introduzida em varias partes do mundo (ABNT,
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2011). Atuam como consumidores secundarios na cadeia alimentar. Além, do seu
DNA apresentar cerca de 70% similaridade ao do ser humano (ZHANG et al., 2003).

O ensaio de toxicidade aguda para D. magna utiliza o método de
imobilizacdo aguda, no qual, a toxicidade é avaliada com base na observagdo da
imobilizacdo dos organismos apds 48h de exposicdo a substancia testada
(MAGGLIN et al., 2020). Esse método permite determinar concentracdo efetiva
média (CE), ou seja, a concentragdo mediana que provoca a imobilizacdo de 50%
dos individuos (MIODUSKI, 2014). Em contraste, para peixes utiliza-se a CLsg, que é
a concentragdo mediana responsavel pela mortalidade de 50% dos individuos
testados (MIODUSKI, 2014; ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008). Compreender a
toxicidade de um ingrediente é fundamental para avaliar seu impacto temporario
potencial sobre a comunidade aquatica. Esse conhecimento também possibilita a
definicdo de limites seguros para a preservacdo dos ecossistemas aquaticos
(ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006).

A Morus alba, conhecida como amoreira, € amplamente utilizada na
medicina chinesa por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
hipoglicemiantes (PEREIRA et al., 2013). Estudos com o seu extrato demostraram
efeitos bioldgicos benéficos, atribuidos a presenca de alcaloides (KIMURA et al.,
2004), compostos fendlicos (HAVSTEEN, 2002), flavonoides, terpenos e taninos
(PEREIRA et al., 2010). No entanto, at¢é o momento, ndo foram realizados ensaios
de toxicidade em ambientes aquaticos envolvendo a amoreira.

A Pereskia aculeata, conhecida como ora-pro-ndbis, € uma planta
alimenticia ndo convencional (BOTREL et al, 2020). A ora-pro-nébis apresentou
toxicidade para larvas de zophobas morio (tenébrio gigante), em concentragdo de
até 200 pyg/mL (SILVA et al., 2024).

Com base nessas informagdes, este estudo visa determinar a CEso para D.
magna, ainda nao investigada. Portanto, o objetivo deste trabalho foi determinar a
concentragdo CEsop.4sh € Clso-gsh para a D. magna e o D. rerio com o uso da farinha

de folhas de amoreira e ora-pro-nobis.
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10.2 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido no Laboratério de Ecotoxicologia e Aquicultura da
Embrapa Meio Ambiente de Jaguariuna/SP, para os testes com D. magna, nao
houve necessidade de requerer a aprovagao prévia do comité de ética, conforme a
legislacdo vigente, por se tratar de organismos invertebrados. No entanto, os testes
com embrido de zebrafish necessitaram e aprovacao previa de acordo como
protocolo 003/2023 (Anexo llI).

Foram testadas 10 concentragdes (0; 0,01; 0,1; 1; 10; 100; 180; 324; 583,2 e
1049,7) para FFA e FFO. Foi utilizado o meio de cultura especifico para D. magna
(dgua reconstituida), conforme a metodologia descrita por JONSSON & MAIA
(1999). O meio de cultura foi composto pelas seguintes solugdes:

Solugao 1: 14,6 g cloreto de calcio dihidratado e 1,000 mL agua de osmose
reversa.

Solugdo 2: 0,37g cloreto de potassio, 7,4g sulfato de magnésio
heptahidratado e 1,000 mL agua de osmose reversa.

Solucdo A: 5,0g EDTA dissédico dihidratado; 1,991g sulfato ferroso, 5,72g
acido bdrico, 0,721g cloreto de manganés tetrahidratado, 0,304g cloreto de estréncio
hexahidratado, 0,037g brometo de potassio, 0,109 molibdato de ambnio
tetrahidratado, 0483 g sulfato de cobre pentahidratado, 0,020g cloreto de cobalto
hexahidratado, 0,0065g iodeto de potassio, 0,00438g selenito de sddio e 1,000 mL
agua de osmose reversa.

Solucdo B: 0,122g silicato de sddio, 0,0273g nitrato de sddio, 0,0143g
fosfato de potassio monobasico, 0,0184g fosfato de potassio dibasico e 1,000 mL de
agua osmose reversa.

Solugéo C (armazenada em geladeira): 0,075g tiamina, 0,00075g biotina e
1,000 mL agua de osmose reversa.

Para preparar a solugédo foram usados 2,000 mL de agua reconstituida. E
necessario misturar 20 mL da solugdo 1, 20 mL da solugéo 2, 1,0 mL da solugéo A,
20 mL da solugéo B e 2,0 mL da solugdo C. O preparo do meio do embridao (E3M)
seguiu a metodologia descrita por NORAZHAR et al., (2022), constituido de 15 mM

cloreto de sédio, 0,5 mM cloreto de potassio, 1 mM cloreto de calcio, 1 mM sulfato
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de magnésio, 0,15 mM fosfato monopotassico, 0,05 mM fosfato de sdédio, 0,7 mM
bicarbonato de sddio, pH 7,0.

As concentragcdes foram obtidas por meio de diluicdbes da FFA e FFO,
partindo de 209,9mg de cada farinha, dissolvidas em um baldo volumétrico de 200
mL contendo agua reconstituida, seguida por novas diluicbes até a obtencido de
todas as concentragdes desejadas.

O bioensaio foi realizado para a FFA e FFO, seguindo as normas e
recomendacbes estabelecidas pela OECD 202 - Guidelines for the Testing of
Chemicals, (2004) para D. magna e para zebrafish foi OECD 236 (2013), utilizando
embrides de zebrafish (3h pos-fertilizacdo — hpf).

As concentragbes foram utilizadas em placa de poliestireno contento 12
pocos por placa, sendo cada pogo preenchido com 5mL de meio de cultivo (agua
reconstituida. Em cada pogo, foram inseridos dois neonatos de D. magna,
totalizando 24 organismos por concentragdo-teste. Para o teste com embrido foi
colocado um individuo por poco em placas de poliestireno composta por 24 pocos,
totalizando 24 individuos, com cada poco preenchido com 2mL de E3M contendo as
concentragdes-testes.

A exposicao a concentragdo para D. magna teve duracao de 48h, onde foram
mantidas a uma temperatura de 22 + 2°C. Durante o ensaio, sob iluminagéo
constante, ndo houve adicdo de alimentos, apenas, antes das coletas dos neonatos,
assim como, nao houve troca do meio de cultura. A exposicdo dos embrides foi feita
durante um periodo de 96h, com um fotoperiodo de 14h de luz e 10h de escuridao, a
26+ 0,2 °C, em uma incubadora BOD com fotoperiodo (SL-224, Solab®), seguindo a
metodologia de VALLIM, (2019).

A avaliagdo dos neonatos de D. magna foi realizada com o auxilio de um
equipamento de contagem de col6nias. A imobilidade foi registrada visualmente a
cada 24h durante um periodo total de 48h de exposigcido, através de uma ligeira
agitacdo das placas e contabilizagdo dos organismos imoveis em cada pogo da
placa (CASTRO et al., 2018). Para os embrides e larvas foi realizada a cada 24h
com um estereomicroscopio, registrando-se as ocorréncias de malformacdes e/ou
mortalidade (VALLIM, 2019).

A concentracdo média efetiva (CEso4sn), € a concentragdo letal mediana

(CLso-96n) ou seja, aquela que atingiu 50% de imobilidade/morte nos organismos



165

durante o ensaio, foi determinada com o intervalo de confianca de 95% utilizando o
modulo de Analise Probit, juntamente com a ANOVA one-way, no Softwre
Statgraphics Centurion XVII, versdao 1.17.04, (STATGRAPHICS19 CENTURION,
2022).

10.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esses organismos D. magna e D. rerio sdo amplamente utilizados em
ensaios toxicologicos devido ao seu pequeno tamanho e alta sensibilidade a varias
substancias toxicas (GUTIERREZ et al., 2012).

A farinhas de FFA e FFO nao apresentaram uma relacdo dose-efeito, o que
€ um fator essencial para a avaliagdo do risco ambiental das substancias testadas
(COSTA et al, 2008). A auséncia dessa relagdo é significativa porque permite
determinar a toxicidade aguda das substéncias com base na imobilidade da D.
magma, espécie selecionada como bioindicador ambiental. Esse parametro é
utilizado devido ao pequeno tamanho dos organismos, o que dificulta a avaliagado
precisa de suas condigbes, como a confirmagdo de mortalidades (SHAW &
CHADWICK, 1998).

Com isso, os resultados sugerem que o valor de CEsp-4sh € superior a 100
mg/L". De acordo com a classificagdo da USEPA - United States Environmental
Protection Agency (2002), o resultado obtido classifica os materiais testados como
“praticamente nao toxicos”. Apesar de uma imobilidade de 20-30% ter sido
observada no controle (0,0 mg/L"'), sendo que as maiores concentragdes
apresentaram um percentual de efeito inferior ao do controle, reforcando a baixa
toxicidade. Nesse caso, a determinacdo da CEsp-4sh ndo se faz necessaria, uma vez
que, o nivel de toxicidade aguda é extremamente baixo e nao foi observado neste
ensaio (LU, 1996).

Estudos realizados por OLIVEIRA et al., (2015) com o extrato de FFA em
microcrustaceo Artemia salina, ndo detectaram toxicidade em nenhuma das
concentracdes testadas, sugerindo que esse extrato ndo representa riscos de
toxicidade para o ambiente aquatico. Por outro lado, estudos com a FFO envolvendo
larva de tenébrio gigante (Z. Morio) demostraram efeitos anti-inflamatoérios
significativos, isso indica que, embora a FFO possa ndo ser extremamente toxica,

ela pode influenciar os processos biolégicos em organismos aquaticos (SILVA et al.,
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2024). A presenca de compostos fitoquimicos, como fitoesterois e fendlicos na FFO,
pode contribuir para essa atividade biolégica, embora, os dados especificos sobre
toxicidade aquatica ainda sejam limitados (SOUZA et al., 2016).

Além disso, estudos com extrato de folhas de mucura (Petiveria alliacea) da
Amazonia peruana mostraram que tanto o extrato hexanico, quanto o etandlico e o
aquoso, apresentaram, respectivamente, uma CEso de 26,9; 230,6 e 657,9 mg/L™,
(BRACHO-PEREZ et al., 2024). Os percentuais minimos de imobilidade foram
observados, principalmente, no extrato aquoso demostrando a possibilidade de seu
uso sustentavel com impacto ambiental minimo (BRACHO-PEREZ et al., 2024).

No Brasil, a realizagdo de andlises de toxicidade ¢é exigida por
regulamentacbes ambientais, embora, existam poucas normas especificas sobre a
toxicidade de substancias. As mais relevantes, sdo a Resolucdo CONAMA -
Conselho Nacional do Meio Ambiente 357/05 e a Lei Federal de Recursos Hidricos
9.433/97, as quais, sdao as principais referéncias para controle de substancias
téxicas no pais (BRASIL, 1997; CONAMA, 2005).

De acordo com a Resolugcdo do CONAMA 357/05, que trata da classificacéo
dos corpos d’agua e estabelece diretrizes ambientais, o Art. 7° define que “as
substancias, especificadas ou ndo na Resolugdo, ndo podem conferir as aguas
caracteristicas que provoquem efeitos letais, alteragbes comportamentais,
reprodutivas ou fisiologicas nos organismos aquaticos” (CONAMA, 2005). No
capitulo IV, que aborda as condigdes e padrées para o lancamento de efluentes, o
Art. 34°, §§ 1 e 2, estabelece que “os efluentes ndo devem causar ou ter potencial
de causar efeitos téxicos nos organismos aquaticos do corpo receptor (CONAMA,
2005).

Além destas regulamentagdes, existem oOrgdos responsaveis pelo
desenvolvimento de protocolos de testes de toxicidade. A Associacao Brasileira de
Normas Técnicas — ABNT (ABNT, 2009), desempenha um papel fundamental na
criacao desses protocolos. No estado de Sdo Paulo, a Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental — CETESB (CETESB, 1994), também estabelece padroes
para a realizagéo de testes de toxicidade.

Os resultados deste estudo indicam que, de acordo com a OECD (2013) a
FFA e FFO, podem ser classificadas como nao téxicas com base nos altos valores
de Clso: 562,25 mg/L"' para FFA e 613,74 mg/L"' para FFO. Esses valores
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demonstram a relagdo entre as concentragcdes de FFA e FFO e o tempo como
variavel resposta (Grafico 15: A e B), com intervalos de confiangca adequados. No
entanto, concentragdes superiores a 100 mg/L™" revelaram efeitos adversos agudos
no desenvolvimento embrionario dos embrides, atribuidos a decantacao das farinhas
que comprometeu a oxigenagao das larvas apds a eclosao.

Estudos prévios, como o de NORAZHAR et al., (2022) com o extrato de
folhnas de asas de borboleta (Christia vespertilionis), foi observada uma CLso de
419,84 pug/mL-". No entanto, os autores relataram que altas concentragdes do extrato
resultaram em retardamento na eclosao, o0 que, por sua vez, afetou o crescimento
dos embrides. Esse retardo na eclosdo pode ser causado por anomalias no
desenvolvimento embrionario, o que prejudica a capacidade de rompimento do
corion (MURUGESU et al., 2019).
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Figura 21. Regressao linear ajustada com limites de confianga de 95% para a relagdo entre a
concentracédo de FFA (A) e FFO (B) e o desenvolvimento dos embrides de zebrafish.

Embora, as plantas sejam uma fonte rica de compostos com propriedades
farmacoldgicas, € importante considerar que os fitoquimicos presentes podem atuar
como toxinas em potencial para animais em altas concentragbes (CHANDRA et al.,
2012).

Os efeitos adversos observados nos embrides expostos a elevadas
concentragdes das farinhas das folhas de amoreira e OPN podem ser atribuidos a
sua composigao fitoquimica, como também, foi observado com o extrato de folhas
de C. vespetrtilionis também (NORAZHAR et al., 2022). A presencga de altos niveis de
compostos polifendlicos, como flavonoides e fendlicos, foi identificada (NORAZHAR
et al., 2021).
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Pesquisas recentes destacam que, embora, os compostos polifendlicos
sejam conhecidos por seus beneficios farmacolégicas, indicam que a ingestdo de
grandes quantidades de alimentos ricos nestes compostos pode desencadear efeitos
adversos devido as suas agdes pré-oxidantes (MARTIN & APPEL, 2009). Em vez de
apresentar apenas atividades antioxidantes, as concentragcbes elevadas desses
compostos podem aumentar o estresse oxidativo no nivel celular, elevando assim o
risco de desenvolvimento de doencas (NORAZHAR et al., 2022).

ISMAIL et al. (2017) demonstraram que embrides de zebrafish expostos a
extratos aquosos ricos em compostos fendlicos de canela (Cinnamon zeylanicum) e
eugenia (Eugenia polyantha) apresentaram toxicidade significativa apés 48 hpf,
evidenciada por uma reducdo na taxa de sobrevivéncia, deformidades nos érgaos,
irregularidades nos batimentos cardiacos e atraso no processo de eclosdo. A FFO
em larvas de tenébrio gigante (Z. Morio) relevaram efeitos de toxicidade, impactando
0s processos bioldgicos desses organismos (SILVA et al., 2024). Assim como, nos
extratos de folhas de C. vespertilionis, C. zeylanicum e E. Polyantha, a FFA e FFO
também contém compostos fendlicos entre seus principais fitoquimicos.

Por fim, os estudos com FFA em embrido de zebrafish revelaram toxicidade
em concentragdes elevadas, impactando o desenvolvimento dos embrides. Esses
resultados destacam a necessidade de identificar quais sdo os componentes téxicos
que podem ter contribuido para esses efeitos no desenvolvimento dos organismos
(HA et al., 2021).



169

10.4 CONCLUSOES

Conclui-se que as farinhas de FFA e FFO nao apresentam toxicidade para
microcrustaceos com base na auséncia de efeito adverso observado para D. magna.
A FFA e FFO apresentaram valores para ClLsy de 562,25 mg/L"' e 613,74
mg/L", respectivamente, sugerindo que essas farinhas nido sdo altamente tdxicas.
No entanto, concentracdes superiores a 100mg/L podem causar efeitos significativos
no desenvolvimento dos embrides, incluindo o atraso na eclosdo e comprometimento
da oxigenagéao das larvas.
Esses resultados destacam a necessidade de investigar mais
detalhadamente a composicao fitoquimica e os mecanismos de toxicidade, pois os
compostos polifendlicos presentes em altas concentragdes podem induzir efeitos

pro-oxidantes adversos.
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11 CONSIDERAGOES FINAIS

Os dados obtidos no presente estudo sugerem que a inclusao das farinhas
de FFA e FFO nas dietas de pacu e tilapia do Nilo apresentam perspectivas
promissoras para a digestibilidade, desempenho zootécnico e a saude dos peixes. A
FFA e a FFO demostraram uma digestibilidade adequada e n&o impactaram
negativamente o crescimento, apresentando beneficios para a saude dos juvenis de
ambas as espécies.

As dietas contendo 6% de FFA e 32% de FFO melhoraram a resposta
imunolégica dos peixes ao desafio com a bactéria A. hydrophila, evidenciando
melhorias na sobrevivéncia, especialmente, com a inclusdo de FFO nas dietas para
ambas as espécies.

Apesar de os valores de CE50-48h e CL50 sugerirem baixa toxicidade para
FFA e FFO, os compostos polifendlicos presentes na composicdo das farinhas
podem conter efeitos adversos, principalmente, no desenvolvimento dos embrides
de zebrafish e nas eclosbes. Esses resultados destacam a necessidade de
avaliacbes mais aprofundadas da composicdo fitoquimica e dos mecanismos de
toxicidade para garantir a segurangca ambiental, e a eficacia dessas farinhas como
um aditivo em dietas para peixes. Assim, a utilizacdo de FFA e FFO, nas
concentracdes recomendadas deste estudo, mostra-se uma estratégia viavel para
melhorar a saude os peixes, promovendo, ao mesmo tempo, a sustentabilidade e a

reducdo de custos na produgao de racgdes.
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Anexo |. Certificado e aprovacdo da Comissado de Etica no Uso de Animais do Setor Palotina
da UFPR (CEUA/Palotina).

Ministéric da Educagio %
Universidade Federsl do Parmna i H
Setor Malotina

Comessio de Etica no Uso de Animais

Certificado

Certificamos que o Protocolo n® 1512022 referante ao projeto de pesquisa Avaliagio de cinco
Ingredientes Alternatives para o Pacu (Piaractus mesopotamicus), sob responsabilidade da Prof.
Fabic Meurer, estd de acordo com os Principios Elicos da Experimentagio Animal, adotado pelo
Consaelho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (COMCEA) e fol APROVADO pela Comissio
de Etica no Uso de Animais do Setor Palotina da UFPR (CEUA/Palotina) em 06/07/2022,

O Docente responsavel pelo envio do formuldrio deve estar ciente de que deve:
# informar qualquer intercoméncia. efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo;
« informar sobre a necessidade de modificages ou emaendas ao protocolo que foi descrito e aprovado,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e apresentando justificativas claras

Palatina, 06 de julho de 2022

Certificate

Cerfify that the Protocol n. 152022 megarding the resesrch project Evaluation of Five Alternative
Ingredients for Pacu (Piaractus mesopotamicus) of Fébio Meurer is according fo the Ethical Principles
of Animal Expenmentation adopled by the National Council for Animal Experiments Control (CONCEA)
and was APPROVED by the Ethics Committee on Animal Use of the UFPR — Setor Palotina (CEUA /
Palotina) in July 06, 2022,

Palotina, July 06, 2022.

Prof. Geraldo Camilo Alberton
Coordenador/Coordinator
CEUA/Palotina - UFFR
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Anexo lI. Certificado e aprovagéo da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Embrapa Meio Ambiente.

0/~
Meio Ambiente
M.CEUA CNPMA No 003/2022
Jaguaritina, 10 de maio de 2022.
Marcia Mayumi Ishikawa
Embrapa Meio Ambiente

AUTORIZAGAO PARA A REALIZAGAO DE ATIVIDADES DE ENSINO OU DE
PESQUISA CIENTIFICA

Cartificamos que a proposta intitulada ~Estudo do efeito do uso da farinha da
folha da amoreira (Morus alba) na dieta da tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) no
desempenho, saide e qualidade da agua”, registrada com o n® 002/2022, sob a
responsabilidade de Mércia Mayumi Ishikawa que envolve a produgio, manutengio
ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) enconfra-se de acordo com
os precailos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pels Conselho Macional de
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) da Embrapa Meio Ambiente, em reunidio de 09/05/2022.

Finalidade _ { JEnsino _(X}Pesquisa cientifica
| Vigéncia da autorizacdo 01/08/2022 a 31/12/2024
Espécie/linhagem/raca Oreochromis niloticus
N de animals 260
Peso/idade 160 animals com 15g e 40 com 200 8
Sexo Machos
Piscicultura Polettini

aoii L

Coordenadora da CEUA Secretario da CEUA
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Anexo . Certificado e aprovacdo da Comissado de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Embrapa Meio Ambiente.

Enpe

Meio Ambiente

M.CEUA.CNPMA No 1/2024
Jaguariuna, 15 de abril de 2024,

Marcia Mayumi Ishikawa
Embrapa Meio Ambiente

AUTORIZACAO PARA A REALIZACAO DE ATIVIDADES DE ENSINO OU DE
PESQUISA CIENTIFICA

Certificamos que a proposta intitulada “Estudo da fannha de folhas na dieta
de peixe: amoreira para tilapia do Nilo (Oreochromis nilolicus) e de ora-pro-nobis
para pacu (Piaractus mesopotamicus), registrada com o n® 003/2023, sob a
responsabilidade de Marcia Mayumi Ishikawa que envolve a produgio, manulengo
ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Veriebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) encontra-se de acordo com
05 preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008. do Decreto n®6.899. de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho MNacional de
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) da Embrapa Meio Ambiente, em 12/054/2024.

Finalidade ( JEnsino (X)Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizacao 0972023 a 12/2024

Espécie/linhagem/raca Oreochromis nilaticus; Piaracutus
mesopotamicus; e Danio rerio

N° de animais 220; 440; 50, 25 e 480

Peso/ldade 15 158 4a 12 meses

Sexo macho; macho; macho, fémea e embriies

Origem Piscicultura comercial, biotério LAE

\]M*—O’ e @‘U § et

Coordenadora da CEUA Secretario da CEUA




Anexo IV. Dispensa da Comisséo de Etica no Uso de Animais CEUA/Unicamp.

7
o Comissdo de Etica no Uso de Anlmais -~
i CEUA/Unicamp i
Ee STE A TR
INFORMAGAO

A Comisso de Ebcs no Uso de Animals da UNICAMP -
CEUA/UMNICAMP — asclarece que ndo ha necessidade de submelsr o projeta
de pesguss “Estudo da farinha de folhes nas distes de pelies: amoroirm
para tilipia do Nilo {Dreschromis niloticus) o do ora pro nobls para pacu
{Piaractus mesopotamicus)”, de responsabiidade da Profa. Dra. Mdrca
Maysmni lshikawa e da executora Patricia da Siva Dias. pare andlise desta
COMESES0.

Justifica-se por =8 betar de expesmenios com Hipias (Oeecchroms
niloticus) que serd cxeculsds nos recintos da Embrapa Melo Amblanie,
looaitada em Jaguarilna-5F (protoosio W™ 022022 aprovado pela CEUA da
Embrapa Meip Ambsenie) e esperimanios oom  pacus  (Piarachs
masopolEmicys) que serd exscutado nos recintios do Campus de Jandaia do
Sul da UFPR {protocolo N® 15/2022 sprovedo pela CEUA da UFPR/Paiotina).
Para asle projeio, ndo havera manpulagio n vivo na Unicamp.

Campinas. 15 de julha de 2022

Prol. Or. Wagner José Favaro Rosangela dos Sanios
Prosidante Secretiria Exvecuiiva
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Anexo V. Declaracao de direitos autorais.

Declaracao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
Estudo da farinha de folhas nas dietas de peixes: amoreira para tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) e de ora-pro-nobis para pacu (Piaractus mesopotamicus),
nao infringem os dispositivos da Lei n.° 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer
editora.

Campinas, 17 de dezembro de 2024

Assinatura * ‘gﬁk@ ;

Nome do(a) autor(a): Patricia da Silva Dias
RG n.” 12.833.681-8

ks ‘r“..-..-:‘ ™  3indoee
Assinatura :
Nome do(a) orientador(a): Marcia Mayumi Ishikawa

RG n.” 20.150.125-9
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