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RESUMO

Foram realizados dois trabalhnos para avaliar a utilizacdo de
mananoligossacarideo (MOS) em dietas para larvas e juvenis de tilapias do Nilo nas
fases de larva e juvenil sobre o desempenho e morfologia intestinal. No primeiro
trabalho, larvas de tildpias do Nilo (n=1500, P=0,01g *+ 0,001g), foram distribuidas
aleatoriamente em 30 tanques de 100 litros cada, durante 30 dias. Os peixes foram
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado, sendo seis tratamentos com
cinco repeticdes. A dieta controle foi elaborada para conter aproximadamente 35% de
proteina bruta e 3100 kcal de ED/kg com o MOS incluido na proporgéo de 0; 0,15, 0,30,
0,45, 0,60 e 0,75% da dieta. No segundo trabalho, foram utilizados 224 peixes, com
peso vivo inicial médio de aproximadamente 25g. Os peixes foram distribuidos em um
delineamento em blocos ao acaso, sendo considerado como bloco cada tanque de 1000
L com 16 gaiolas de 0,12 m* cada, com uma gaiola de cada tratamento. Os tanques
foram mantidos em sistema de recirculacdo (10 L/minuto/tanque) de agua com aeragao
suplementar e biofiltro, alimentados manualmente, quatro vezes por dia, durante 53
dias. Foi utilizada dieta controle com 28,5% de proteina bruta e 2855 kcal de energia
digestivel/kg sem MOS, sendo adicionado MOS nas proporcdes de 1, 2 e 3% da dieta
controle. Os coeficientes de digestibilidade foram determinados pelo método de Guelph



Xiv

modificado e o 6xido de cromo foi utilizado como indicador. No primeiro trabalho, com
0 aumento nos niveis de inclusdo de MOS nas dietas, foi observado aumento linear
sobre o comprimento do intestino, altura das vilosidades intestinais e densidade dos
vilos. Ndo houve diferenca para composi¢do corporal, ganho em peso, peso final,
comprimento final, fator de condigdo e sobrevivéncia e nimero de células caliciformes
do intestino das larvas. Foi observado efeito quadratico a converséo alimentar em que 0
melhor resultado foi estimado com 0,34% de MOS, respectivamente. No segundo
trabalho, ndo foi observado efeito dos niveis de inclusdo de MOS sobre o consumo,
indice hepatossomatico, sobrevivéncia, umidade e cinzas na corporal, coeficientes de
digestibilidade aparente da materia seca, energia bruta, proteina bruta, extrato etéreo e
disponibilidade das cinzas, densidade de vilos e nimero de células caliciformes por
vilo. Os melhores resultados de consumo, conversdo alimentar, taxa de eficiéncia
proteéica, e teores de proteina e extrato etéreo na carcaca foram obtidos em peixes que
consumiram a dieta com 1% de MOS. Concluiu-se que o melhor nivel de inclusdo de
MOS em dietas para larvas e juvenis de tilapias do Nilo é de 0,34% e 1%,

respectivamente.

Palavras-chave: desempenho, digestibilidade, morfologia intestinal, peixe, prebiotico
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ABSTRACT

Two works were carried out to evaluate mannanoligosaccharides (MOS)
inclusion in Nile tilapia (larvae and juveniles) on performance and gut morphology. In
the first work, Nile tilapia larvae (n = 1500, P = 0.01 £ 0.,001g) were randomly
distributed in 30 tanks of 100 liters each, for 30 days. The fish were distributed in a
randomized block design with six treatments and with five replicates. The control diet
was elaborated to contain approximately 35% of crude protein and 3,100 kcal DE/kg
and MOS was included at 0, 0.15, 0.30, 0.45, 0.60 and 0.75% of diet. In the second
work a total of, 224 fish with an average initial weight of approximately 25 g were
distributed in a randomized blocks design, as block was considered each tank of 1,000 L
with four cages (0.12 m® each), with one cage from each treatment. A recirculation
systems (10 L/minute/tank) with supplemental aeration and a biofilter was used. The
fish were fed manually, four times a day byfor 53 days. A control diet with 28.5% crude
protein and 2855 kcal of digestible energy/kg was used and MOS was included at 1, 2
and 3% of the control diet. The apparent digestibility coefficients were determined by
modified Guelph method using chromic oxide as inert indicator. In the first work, a
linear increase on the intestine length, intestinal villous height and villi density was
observed according to the dietary MOS inclusion. No differences of dietary MOS on
body composition, weight gain, weight final, final length, condition factor, survival and
number of goblet cells of the gut of the larvae were observed. A quadratic effect on feed

conversion ratio was observed with according to the MOS inclusion and the best value
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was estimated with 0.34%, respectively. In the second work, no effects of MOS on feed
intake, hepatossomatic index, survival, body moisture and ash, apparent digestibility
coefficients of dry matter, gross energy, crude protein, ether extract and ash availability
and number of goblet cells per villus were observed. The best values of feed intake, feed
conversion ratio, protein efficiency ratio, and body composition were observed in fish
fed with 1% of dietary MOS. It was concluded that 0,34% and 1% of dietary MOS is

adequate for Nile tilapia, larvae and juveniles, respectively.

Key words: performance, digestibility, intestinal morphology, fish, prebiotic.



CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS



INTRODUCAO

1. Introducéo Geral

A aquicultura brasileira tem crescido acima da média mundial desde 1995. Nos
anos de 2003 e 2004, o crescimento foi de 21,1% ao ano enquanto a aquicultura
mundial cresceu aproximadamente 9,5% no periodo de 1991 a 2004 (Ostrensky et al.,
2008).

A tilapia -do -Nnilo (Oreochromis niloticus) tem sido a espécie de peixe mais
criada no Brasil, pelo conhecimento da sua reproducdo, programas de melhoramento
genético e adaptacdo. Por outro lado, faltam informagdes referentes a nutricdo,
principalmente sobre a utilizacdo de aditivos que possam contribuir para a melhoria do
desempenho e da saude dos peixes.

O Brasil, atualmente ¢ o maior produtor de tildpias da América do Sul e,
globalmente, estd entre os dez maiores (FAO, 2006). No Parand, conforme dados
estatisticos da Secretaria Especial da Aquiiicultura e Pesca/SEAP (2008) a producao de
tilapia em 2005 foi de aproximadamente 12 mil toneladas. Embora o Parana seja o
maior produtor de tilapias no Sul do Brasil (2° em ambito nacional) o Estado do Ceara
produziu naquele mesmo ano 16,8 toneladas de tilapia, necessitando o Parand aprimorar
técnicas de nutricdo e manejo desta espécie. Com relacdo a nutricdo, existem restricdes
do uso de alguns promotores de crescimento em dietas para animais, principalmente os
antibidticos e quimioterapicos, que podem causar grandes impactos ambientais, quando
sdo consideradas as criagdes aquiiicolas (Silva & Nornberg, 2003). Para evitar ou
diminuir o uso de antibidticos e quimioterapicos em dietas para peixes, 0s piscicultores
e fabricantes de ragdes tém buscado alternativas, para melhorar o desempenho
zootécnico e a saude dos peixes com a utilizagdo de prebidticos e probioticos.

O prebidtico mananoligossacarideo (MOS), ¢ um produto originado da parede
celular de levedura, que tem na sua composic¢ao cerca de 40% de B-glucanos, 40% de a.-
mananos, 28% de proteinas, 7% de lipideos, 3% de substincias inorganicas e 2% de
hexosaminas e quitina (SAF Agri, 2004). A utilizagdo de leveduras e subprodutos tem
demonstrado efeitos positivos sobre o desempenho produtivo de peixes (Sakai, 1999;

Ortufio et al. 2002; Li & Gatlin, 2003, 2004; Hisano et al., 2004, 2008).



Schwarz et al. (2005) utilizaram niveis crescentes de mananoligossacarideo na
alimentacdo de pdos-larva de robalo-peva (Centropomus paralellus), nos niveis de 0,1,
0,2 e 0,3% de MOS/ton de racdo. Os peixes tratados com MOS apresentaram menor
estresse comportamental durante o manejo diario quando comparados com os animais
ndo tratados, sendo isto mais evidente com a utilizagdo de 0,3%. Houve diferenga
estatistica entre os tratamentos, sendo que 0,3% resultou em melhores taxas no ganho
em peso, comprimento e altura do peixe, quando comparado com os outros tratamentos.
Apresentou, também, uma homogeneidade de lote, o que ¢ de suma importancia em
criagdes intensivas.

No entanto, como existem limita¢des na inclusao de valores elevados de levedura
desidratada em dietas para organismos aquaticos, quer seja para o processamento ou
pela presenga de fatores antinutricionais, tem-se optado pela utilizagdo de MOS, que
atua como imunoestimulante, melhorando a resposta produtiva dos animais em periodo
de estresse.

Parece haver evidéncias que teores maiores de MOS podem vir a ser testados, para
obtencdo de resultados interessantes em criagdes intensivas de alevinos de peixes tanto
marinhos quanto de aguas interiores (Schwarz et al., 2005). Para isto existe a
necessidade de conhecer o modo de acdo do mananoligossacarideo em dietas para larvas

e juvenis de tildpias do Nilo.



2. Revisao de Literatura

2.1. Tilapia -do -Nnilo

As tilapias sdo peixes da familia Cichlidae (Moreira et al., 2001) nativas da
Africa, e encontram-se difundidas globalmente. A maioria das espécies, possuem as
caracteristicas desejaveis em peixes destinados a exploracdo comercial, adaptabilidade
as condi¢des ambientais, boa conversao alimentar, rapido ganho em peso, e carne com
alto valor nutricional e comercial. Existem cerca de 77 espécies de tildpias, e
basicamente trés géneros de tilapias sdo de maior importancia, sendo a espécie
Oreochromis niloticus, conhecida como tilapia -do -Nnilo, a mais produzida no Brasil.

As tilapia -do -Nnilo passou a ser a espécie mais cultivada no Brasil a partir de
2002. Em 2004 a sua producdo representou 26% do total produzido pela aquiiicultura
nacional, considerando que o pais respondeu por 64% da producdo total da espécie e
67% em receitas geradas pelo cultivo da mesma, na América do Sul em 2004, seguido
pela Colombia com uma produgdo de 26% (Ostrensky et al., 2008). No Brasil, em 1996
foi introduzida a linhagem Tailandesa que apresenta maior crescimento que a linhagem
anteriormente utilizada e em 2002 foi introduzida uma nova linhagem de tildpia do
Nilo, da empresa GenoMar. A GenoMar Supreme® Tilapia, ¢ uma linhagem

amplamente difundida em diversos paises (Zimmermann & Fitzsimmons, 2004).

2.2. Prebioticos

A utilizagdo de pré-nutrientes na nutrigdo de peixes parece ser uma alternativa
interessante, principalmente porda sua composi¢ao nao causar danos ao meio ambiente
e apresentar boa biosseguranga, sendo de facil incorpora¢do durante o processamento de
racdes e pelas respostas positivas de desempenho zootécnico (Hisano et al., 2004).

De acordo com a Instru¢do Normativa n° 13/2004 do MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) os prebidticos sdo aditivos zootécnicos, sendo
considerados ingredientes que ndo sdo digeridos pelas enzimas digestivas do
hospedeiro, mas que sdo fermentados pela flora bacteriana do trato digestorio
originando substincias que estimulam seletivamente o crescimento e/ou atividade de
bactérias banéficas e inibem a colonizagdo de bactérias patogenas ou indesejaveis.

Os prebioticos sdo compostos biologicamente seguros a sailde humana e animal,

justificando a sua utilizagdo em substituicao a alguns farmacos veterinarios usados na



prevengdo de alteragdes do trato digestorio e/ou como promotor de crescimento (Silva
& Noenberg, 2003). Alguns agucares absorviveis ou ndo, fibras, dalcoois de agtlicares e
oligossacarideos estdo dentro deste conceito de prebidticos (Gibson & Roberfroid,
1995; Silva, 2000; Junqueira, 2001). Por outro lado, um produto para ser considerado
prebidtico ndo pode ser hidrolisado ou absorvido no intestino delgado, sendo um
substrato seletivo para um determinado grupo de bactérias comensais benéficas, capaz
de alterar positivamente a microbiota intestinal e a induzir efeitos luminais ou
sistémicos que sejam benéficos ao hospedeiro. A maioria dos oligossacarideos ndo
digestiveis teém sido utilizadaos como prebidticos, devido a sua seletividade
fermentativa (Silva & Noenberg, 2003).

Os oligossacarideos, cadeias curtas de polissacarideos, compostos de trés a dez
acucares simples ligados entre si, sdo os ingredientes que satisfazem a esses
requerimentos com eficiéncia. Para Bacila (2003) os oligossacarideos, possuem de dois
até 10 unidades de monossacarideos. As cadeias de oligossacarideos sdo processadas no
complexo de Golgi nas células intestinais produtoras de muco, nas células caliciformes,
que teriam ligagdo com este processo de liberacdo de muco intestinal (Alberts et al.
2004; Junqueira & Carneiro, 2005). Esta possibilidade pode indicar que algumas
particulas de oligossacarideos, provindas dos prebidticos possam ser absorvidas no trato
gastrointestinal.

As caracteristicas gerais dos prebioticos, segundo Gibson e Roberfroid (1995) nao
devem ser metabolizados ou absorvidos durante a sua passagem pelo trato digestivo
superior e servirem como substrato a uma ou mais bactérias intestinais, benéficas (estas
serdo estimuladas a crescer e /ou tornarem-se metabolicamente ativas). Além de
possuirem a capacidade de alterar a microbiota intestinal de maneira favoravel a saude
do hospedeiro, induzindo efeitos benéficos, sist€émicos na luz intestinal do hospedeiro.

Os prebidticos atuam estimulando o crescimento de diversas bactérias intestinais
benéficas, cujos metabolitos atuam também na redu¢do do pH, além de diminuirem os
sitios de aderéncia, imobilizando e reduzindo a capacidade de fixa¢do de algumas
bactérias patogénicas na mucosa intestinal (Silva, 2000).

O mananoligossacarideos (MOS), de acordo com Abraham & Beachey (1985) e
Firon et al. (1987) sdo derivados de glucomanoproteinas oriundas da parede celular de
leveduras. O modo de a¢do dos MOS ¢ a adsor¢do de agentes patdgenos, bloqueando a
sua colonizagdo. As bactérias patogénicas colonizam o trato gastrintestinal ligando-se

aos agucares manose na superficie do intestino. Ao fornecer uma rede de manose no



complexo manano, os patogenos ligam-se a rede e sdo expelidos do sistema. Também
foi demonstrado que além dos coliformes, a salmonela e os clostridios podem ser
removidos desta forma (Feeding Times, 1998), sendo promissor em dietas para animais
domésticos (Sisak, 1994; Zennoh, 1995; Vander Beke, 1997 ¢ Newman, 2000).

A parede celular representa de 15 a 30% da matéria seca total da levedura (Hough,
1990 e Rose, 1993) e possuem cerca de 40% de B-glucanos, 40% de o-mananos, 28%
de proteinas, 7% de lipideos, 3% de substancias inorganicas e 2% de hexosaminas e
quitina. O glucano representa o componente estrutural mais abundante e se localiza na
parte interna da parede, enquanto o manano se localiza-se na parte externa (Hough,
1990).

O glucano ¢ altamente ramificado com moléculas de glicose com ligagdes 3 1-3 ¢
B 1-6. A cadeia principal ¢ composta por unidades de glicose com ligacdo 3 1-6 ¢ a
cadeia lateral por ligagdes 3 1-3. O manano também contém ramifica¢cdes com a cadeia
principal composta por ligagdes o0 1-6 e o 1-4, e algumas cadeias laterais ligadas por a
1-3, e que podem estar complexados com treonina e serina das cadeias polipeptidicas
(Spring, 2000).

A utilizacdo destes polissacarideos melhora a saude de peixes (Robertsen et al.,
1994; Sakai, 1999), considerando que o MOS atua sobre o sistema imunologico e na
prevencao da coloniza¢do de bactérias patogénicas no trato gastrintestinal do animal
(Spring, 2000; Staykov et al., 2005; Staykov et al., 2007), melhorando o desempenho de
peixes (Zou & Li, 2004; Culjak et al., 2006; Staykov et al., 2007). Além disso, melhora
a utilizacdo de alguns nutrientes (Hisano et al., 2005) e, consequiientemente, o
desempenho produtivo dos mesmos (Schwarz et al., 2002; Li & Gatilin III, 2003;
Schwarz et al., 2005), havendo poucas informagdes das acdes desses prebidticos sobre a
morfologia intestinal de peixes.

Li & Gatilin III (2003) afirmaram que o prebidtico além de melhorar a
digestibilidade dos ingredientes da dieta funcionam como promotores de crescimento, e
também como imunoestimulantes, melhorando as condi¢des do trato digestorio, sendo
este um novo conceito na aquiiicultura. Zhou & Li (2004) que trabalharam com
dosagens de MOS em juvenis de carpas (Cyprinus carpio Var. Jian) obtiveram os
melhores resultados de desempenho com a dosagem de 0,24% de inclusdo de MOS na
dieta. Schwarz et al. (2005) utilizaram dosagens crescentes de MOS na alimentagdo de

robalo-peva (Centropomus paralellus) nas dosagens de 0,1% , 0,2% ¢ 0,3% nas dietas.



Por meio de analise descritiva, os autores citaram que os peixes que receberam a dieta
com MOS apresentaram menor estresse comportamental durante o manejo diario,
quando comparados com os peixes que receberam a dieta sem MOS, sendo isto mais
evidente nos peixes que consumiram a dieta com 0,3% de MOS, que apresentaram 0s
melhores resultados de ganho em peso e uniformidade de lote.

Hisano et al. (2006) avaliaram levedura integra (2%), levedura autolisada (2%),
parede celular (0,3%) e uma dieta controle em dietas para alevinos de tildpia do Nilo e
constataram que a inclusdo de levedura integra, a autolisada e a parede celular resultou
em melhora na conversdo alimentar dos peixes, sendo observado maior consumo ¢ taxa
de eficiéncia proteéica pelos peixes que receberam dieta com levedura autolisada. Além
disso, os autores demonstraram que a inclusdo de parede celular de levedura nas
proporgdes de 0,1; 0,2; e 0,3% e levedura integra e autolisada nas dosagens de 1, 2 ¢ 3%
ndo alteraram os padrdes de tilapia do Nilo, demonstrando que podem ser utilizados
com seguranga para comporem dietas para esta espécie.

Staykov et al. (2007) estudaram os efeitos do MOS em dietas de trutas
(Oncorhynchus mykiss) com peso inicial de 30 g, criadas em tanques rede e concluiram
que a agdo do MOS melhorou o desempenho e a resposta imunoldgica dos peixes.

Hisano et al. (2008) citaram que a parede celular apresenta proteina de baixa
digestibilidade. Porém quando sdo considerados os polissacarideos que constituem a
parede celular, a digestibilidade da fracdo proteéica pode beneficiar a populagdo de
bactérias probioticas, além de influenciar na melhora do sistema imunologico de peixes

e camardes, sugerindo seu uso como alimento funcional.

2.3. Morfologia Intestinal

Os peixes possuem uma grande variedade de habito alimentar, podendo ser
herbivoros, carnivoros ou omnivoros, planctofagos, detritivoros, iliofagos e microfagos.
Porém esta classificagdo pode apresentar sobreposicdo, pois um peixe pode ser
planctéfago e micréfago, ou detritivoro e iliofago. Os peixes apresentam diversas
adaptacdes do sistema digestorio conforme a especializagdo necessaria para ingerir,
digerir e absorver os diferentes tipos de alimentos. Com relagdo ao intestino, que
normalmente ¢ um longo tubo com pregas tendo como fun¢do complementar a digestao

iniciada no estdbmago e absorver nutrientes, dgua e ions, podendo apresentar cecos



pildricos, que sdo projegoes digitiformes da regido proximal, sendo uma adaptagdo para
aumentar a area do intestino proximal, mais desenvolvidos em peixes carnivoros e
reduzidos ou ausentes nos herbivoros. Em teledsteos, na primeira por¢ao do intestino,
ocorre a absor¢ao de nutrientes como os monossacarideos, aminoéacidos e acidos graxos
e na segunda por¢ao ¢ responsavel pela entrada de macromoléculas por pinocitose
(Baldisseroto, 2002).

O trato gastro-intestinalgastrointestinal de peixes compreende um 6rgdo tubular
que inicia na boca e termina no anus, dividindo-se em trés seguimentos a considerar o
intestino anterior, médio e anal. O tamanho do trato gastro-intestinalgastrointestinal dos
peixes ¢ de 0,2 a 2,5 vezes o comprimento do corpo, nos peixes carnivoros. Nos
onivoros ¢ de 0,6 a 8,0 vezes e nos herbivoros ¢ de 08 a 15,0 vezes o tamanho do corpo
(Poli et al, 2004).

De acordo com Wheater & Burkitt (1994) quatro fatores importantes combinam-se
para proporcionar uma maior area de superficie intestinal:

a) O intestino delgado ¢ extremamente longo;

b) A mucosa e submucosa sdo dispostas em pregas circulares denominadas
plicas circulares ou valvula de Kerckring, que sdo particularmente
numerosas no jejuno;

¢) Ha extensos microvilos na superficie luminal dos enterécitos, que sdo as
células cilindricas que recobrem as vilosidades e as criptas, estas células
sdo responsaveis pelo processo de digestao e absor¢ao.

Fischer da Silva (2001), Macari & Maiorka (2000), Komm (1978) citaram que em
aves, quanto maior o tamanho da vilosidade intestinal, maior ¢ a capacidade que o
animal possui para a absor¢ao de alimentos.

Para Junqueira & Carneiro (2005) a camada muscular da mucosa localiza-se
imediatamente sob as criptas da mucosa e separa a mucosa da submucosa. A submucosa
vascular estende-se para as plicas circulares e forma o seu centro. As tunicas circular
interna e longitudinal externa da camada muscular sdo responsaveis pela atividade
peristaltica continua do intestino delgado. A fung¢do do intestino delgado ¢ o movimento
ritmico dos vilos, devido a contracao das células musculares lisas presentes no eixo dos
vilos, contraindo-se varias vezes por minuto, bombeando o comprimento dos capilares
linfaticos na dire¢do dos vasos linfaticos do mesentério. Esta contragdo do intestino ¢
formada por eixos de inervagdo: i) intrinseco que ¢é constituido pelos neuronios que

formam o plexo nervoso mioentérico, localizado entre as subcamadas muscular externa



e interna e o plexo submucoso, localizado na submucosa, sendo responsaveis pelas
contrag¢des intestinais que ocorrem na auséncia da inervagdo extrinseca. ii) extrinseca ¢
formada por fibras colinérgicas do parassimpatico que estimulam a atividade do
musculo liso intestinal e por fibras adrenergéticas do simpatico que atenuam a atividade
desta musculatura.

Vilos ou vilosidades intestinais sdo invaginagdes da mucosa que se projetam na
luz do intestino delgado, seu comprimento segundo Junqueira & Carneiro (2005) varia
de 0,5 a 1,5mm. Entre os pontos de inser¢ao dos vilos da mucosa observam-se orificios
onde desembocam as criptas, que na sua profundidade aparecem aas células
enterodocrinas, responsaveis pelo produto de secregao (Komm, 1978), incluindo a
secretina, somatostatina, enteroglucagon e serotonina (Wheater & Burkitt, 1994),
produtoras de albumina bactericida (Wilsch, 1999) além da reposi¢do dos enterdcitos,
que sdo responsaveis pela digestdo e absor¢ao em aves (Ito, 1994).

Wheater & Burkitt (1994) citaram que os processos de absorc¢ao sdo totalmente
dependentes dos mecanismos que ocorrem na mucosa intestinal, assim a integridade das
células que compdem a mucosa intestinal ¢ de fundamental importancia para a absor¢ao
de nutrientes.

Os enterdcitos sdo as principais células com capacidade para transportar
monodmeros para o interior da célula e para a corrente sanguiiinea, através da membrana
baso lateral. A maturagdo do enterdcito ocorre durante o processo de migragao da cripta
para a ponta do vilo, sendo dependente de estimulos para sua diferenciagdo. O niimero e
tamanho dos vilos dependem do ntimero de células que o compde, assim quanto maior o
numero de células, maior o tamanho do vilo. Entre as fendas intercelulares dos
enterdcitos encontram-se os linfocitos, onde desempenham um papel importante na
defesa imunoldgica do trato (Wheater & Burkitt, 1994).

A existéncia da fimbria (glicocalix) dos microvilos do enterocito ¢ muito
proeminente, confere protecao contra autodigestdo e atua como o local para absor¢ao de
enzimas digestivas pancreaticas. Outra fun¢do das fimbrias estd associada a presencga de
receptores que sdo capazes de ligar-se a bactérias patogénicas e ndo patogénicas, e neste
sentido manter a sanidade da mucosa intestinal (Butolo, 2001; Macari & Maiorka, 2000;

Wheater & Burkitt, 1994).
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2.4. Reversao Sexual

A reversdo sexual ¢ uma pratica utilizada em tilapicultura, que tem como objetivo
a produgio de progénie 100% machos de tilapias. E um processo em que larvas recém -
eclodidas, ou seja, possuindo tecidos ainda indiferenciados das gonadas das fémeas se
convertam em tecido testicular (Mardini et al., 2005).

A alta capacidade de reproducgdo precoce e constante da tilapia do Nilo resulta na
superpopulacdo, sendo evidente uma maior competigdo pelo alimento e
consequiientemente um crescimento insuficiente e sem uniformidade do lote (Sanches
& Hayashi, 1999; Moreira et al., 2001).

Pinto et al.(2007) citaram que apesar do potencial da explora¢do em sistema de
criagdo em escala industrial, a produtividade de tilapias poderia ser aumentada,
principalmente, devido aa baixa disponibilidade de alevinos monosexo de boa
qualidade, sendo dessa forma interessante a produgdo de percentagens maiores de
alevinos machos. Portanto, a utilizagdo de tildpias apresenta-se mais vantajosa quando
sdo utilizadas populagdes de monosexo masculinas, uma vez que os machos de tilapias
apresentam maior crescimento que as fémeas.

No periodo de reversao sexual as larvas utilizadas sdao as que t€ém até uma semana
de vida e comprimento ndo superior a 8§ mm. A temperatura da dgua devera ser ao redor
de 25 a 28°C. O periodo de tratamento com hormonio na racao ¢ de 25 a 30 dias e nesta
fase ocorrem muitas mortalidades.

A técnica da reversdo sexual mais utilizada consiste no preparo de dieta com a
adicdo de 60 gramas do hormonio 17a-metiltestosterona em um litro de lcool etilico a
95% (Popma & Green, 1990; Guerrero III & Guerrero, 1997; Moreira et al., 2001; Pinto
et al., 2007). A utilizagdo desta técnica é essencial para uma atividade economicamente
vidvel (Bombardelli et al., 2004). Com esta técnica, ou seja, com todos os individuos
revertidos a machos, hé possibilidade de aumento na homogeneidade do lote, bem como

evitar a reproducado de tildpias nos tanques ou em tanques redes de terminagao.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a inclusdo de mananoligossacarideo (MOS) em dietas de larvas no periodo
de reversdo sexual e juvenis de tilapias do Nilo sobre o desempenho produtivo,
composi¢do quimica da carcaga, pardmetros morfométricos da mucosa intestinal,

coeficientes de digestibilidade da energia e nutrientes.



CAPITULO 2

Mananoligossacarideo em dietas para larvas de tilapias do Nilo no

periodo de reversao sexual
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Mananoligossacarideo em dietas para larvas de tilapias do Nilo no

periodo de reversdo sexual

RESUMO - Este experimento foi realizado no Laboratorio de Nutricdo de
Peixes da Faculdade Estadual de Filosofia, Ciéncias e Letras de Paranagua/FAFIPAR,
objetivando avaliar niveis crescentes de mananoligossacarideo (MOS) na dieta de larvas
de tilapias do Nilo (linhagem Supreme®) na fase de reversdo sexual durante 30 dias.
Larvas de tilapia do Nilo (n=1500, P=0,01g + 0,001g), foram distribuidas
aleatoriamente em 30 tanques de 100 litros cada. Os peixes foram distribuidos em um
delincamento inteiramente casualizado, composto por seis tratamentos e cinco
repeticoes. A dieta controle (isenta de MOS) foi elaborada para conter
aproximadamente 35% de proteina bruta e 3100 kcal de ED/kg. Os demais tratamentos
foram suplementados com 0,15, 0,30, 0,45, 0,60 ¢ 0,75% de MOS em substitui¢do ao
milho da dieta controle. Com o aumento nos niveis de inclusdo de MOS nas dietas, foi
observado aumento linear sobre o comprimento do intestino, altura das vilosidades
intestinais e densidade dos vilos. Nao houve diferenca para composi¢do corporal, ganho
em peso, peso final, comprimento final, fator de condi¢do e sobrevivéncia e nimero de
células caliciformes do intestino das larvas. Foi observado efeito quadratico a conversao
alimentar em que os melhores resultados forami estimados com 0,34% de MOS,
respectivamente. Concluiu-se que a utilizagdo de MOS em dieta para larvas de tilapia -
do N-nilo melhora a conversao alimentar, aumento do comprimento do intestino, altura
das vilosidades e densidade de vilos intestinal, sendo que a inclusao de 0,34% de MOS

¢ adequada em dietas para larvas de tilédpias do Nilo.

Palavras-chave: desempenho, prebidtico, mucosa intestinal, peixe.
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Mannanoligosaccharides in diets for Nile tilapia during the sexual reversion period

ABSTRACT - This experiment was conducted in the Laboratory of Fish
Nutrition of the Faculty State of Philosophy, Sciences and Letters of
Paranagud/FAFIPAR, to evaluate increasing levels of mannanoligosaccharides (MOS).
Nile tilapia larvae during the sex reversal were used. Nile tilapia larvae (n = 1500, p =
0.01 £ 0.,001g), were randomly distributed in 30 tanks of 100 liters each, for 30 days.
The fish were distributed in a randomized design with six treatments and with five
replicates. The control diet was elaborated to contain approximately 35% of crude
protein and 3,100 kcal DE/kg and MOS was included at 0, 0.15, 0.30, 0.45, 0.60 or
0.75% of diet. A linear increase on the intestine length, intestinal villous height and villi
density was observed with according to the dietary MOS inclusion. No differences of
dietary MOS on body composition, weight gain, weight final, final length, condition
factor, survival and number of goblet cells of the gut of the larvaec were observed. A
quadratic effect on feed conversion ratio was observed with according to the MOS
inclusion and the best value was estimated with 0.34%, respectively. It was concluded
that dietary MOS improves feed conversion and increase the length, villi height and
density of intestinal villi and 0.34% of dietary MOS is adequate to be included in Nile

tilapia larvae diets.

Key words: performance, prebiotic, intestinal morphology, fish.
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Introducgéo

No Brasil, a tilapia -do N-nilo (Oreochromis niloticus) ¢ a espécie exodtica mais
criada em tanques rede. No ano de 2004 a sua producao foi de 26% do total produzido
na aquiiicultura nacional, sendo que 64% da producdo e 67% da receita foi gerada pela
tilapia produzida na América do Sul em 2004 (Ostrensky et al., 2008).

A reversdo sexual ¢ uma pratica utilizada na aquiiicultura que tem como objetivo a
produgdo de progénie 100% machos, com o objetivo da maior uniformidade de lote,
além das facilidades de manejo e alimentagdo. Para isso, o hormoénio 170 -
metiltestosterona ¢ adicionado na dieta, para induzir a formagdo do tecido gonadal
masculino (Moreira et al., 2001).

O mananoligossacarideo (MOS), proveniente da parede celular da levedura
Sacharomyces cerevisiae, tem sido utilizado em dietas com o objetivo de melhorar a
conversao alimentar, a integridade da mucosa intestinal e a satide dos peixes, resultando
em melhor ganho econdmico, sendo este um novo conceito na aquiiicultura (Li & Gatlin
I11, 2004).

O MOS ¢ um prebiodtico, possuindo na sua composi¢do quimica cerca de 40% de
B-glucanos, 40% de a-mananos, 28% de proteinas, 7% de lipideos, 3% de substancias
inorganicas e 2% de hexosaminas e quitina. O glucano representa o componente
estrutural mais abundante e se localiza na parte interna da parede, enquanto o manano se
localiza na parte externa (Hough, 1990).

A utilizacdo destes polissacarideos melhora a saude de peixes (Robertsen et al.,
1994; Sakai, 1999), atuando sobre o sistema imunoldgico e na prevencdo da
colonizacdo de bactérias patogénicas no trato gastrintestinal do animal (Spring, 2001).
Além disso, melhora a utilizagdo de alguns nutrientes (Hisano, 2005) e,

consequiientemente, o desempenho produtivo dos mesmos (Li & Gatilin III, 2003;



21

Schwarz et al., 2005), havendo poucas informagdes sobre as agdes desses prebidticos
sobre a morfologia intestinal de peixes, especialmente durante a inducao da reversao de
sexo de tilapias, periodo em que a taxa de mortalidade ¢ alta.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar niveis crescentes de
MOS em dietas de larvas de tilapia no periodo de reversao sexual, sobre o desempenho
produtivo, comprimento intestinal, morfolometria das vilosidades intestinais e contagem

das células caliciformes.

Material e Métodos

Larvas de tilapia do Nilo (n=1500; P = 0.01 + 0,001 g), oriundas da piscicultura
Aquabel — Rolandia-PR, foram distribuidas aleatoriamente em 30 tanques de 100 litros
cada, no Laboratorio de Nutrigdo de Peixes da Faculdade Estadual de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Paranagud/FAFIPAR, de novembro a dezembro de 2007, durante
30 dias.

Os peixes foram distribuidos em um experimento inteiramente casualizado, com
seis tratamentos e cinco repeti¢des, sendo considerado como unidade experimental cada
tanque de 100 L com 50 larvas.

A dieta controle foi elaborada para conter aproximadamente 35% de proteina
bruta, 3124 kcal de ED/kg (Tabela 1), de forma a atender as exigéncias recomendadas
pelo NRC (1993), para as tilapias. Como prebidtico, o MOS utilizado foi o produto
comercial SAF-Mannan® contendo 23% de B-glucano e 21% de a-mananos, 28% PB,
1% P, 95% MS, 20% gordura e 4% de cinzas, sendo o produto comercial incluido na
proporgao de 0; 0,15, 0,30, 0,45, 0,60 e 0,75% da dieta, em substituicao ao milho.

Todos os alimentos foram moidos em moinho martelo com peneira contendo

orificios de 0,5 mm de diametro. Apds adicdo e homogeneizagdo dos ingredientes, foi
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feita a inclusdo de hormdnio masculinizante. O hormoénio 17a — metiltestosterona foi
diluido na propor¢dao de 60 mg em 400 ml de alcool 90°, e adicionado a dieta, sendo
secado por 12 horas em temperatura ambiente, conforme recomendagdo de Hayashi
(1995).

A dieta total foi distribuida, inicialmente, em seis refei¢cdes, as 08:00, 11:00,
14:00, 17:00, 20:00 e 23:00 horas. Posteriormente, apdés uma semana, as larvas
receberam quatro refeigdes as 8:00, 12:00, 18:00 e 23:00 horas, por meio de
arragoamento manual até saciedade aparente.

Diariamente, os tanques foram sifonados para a retirada das fezes, sendo mantida
a renovacao de 10% do volume total de dgua de cada tanque. A temperatura foi
mensurada diariamente pela manha as 8:00 horas e no periodo da noite as 23:00 horas.
O pH, nitrito, amodnia e oxigénio dissolvido para acompanhamento de qualidade da agua
dos peixes foram medidos a cada trés dias, por Kit digital portatil. O oxigénio
dissolvido foi mantido entre 4,0 a 6,0 mg/L por meio de pedra porosa acoplada a um

soprador e, sendo a temperatura mantida entre 26 a 30°C por aquecedores de 80 Watts.
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Tabela 1.Composicao percentual e calculada (matéria natural) da dieta controle.

Ingrediente (%)
Farelo de soja 50,00
Milho em grao 27,30
Farelo de trigo 9,20
Farinha de peixe 8,00
Fosfato bicéalcico 1,50
Oleo de soja 2,90
DL-metionina 0,16
L-treonina 0,18
Suplemento mineral vitaminico' 0,50
BHT 0,02
Sal comum 0,24
TOTAL 100,00
Matéria seca (%)’ 92,53
Energia digestivel (kcal/kg) 3124
Proteina bruta (%) 35,00
Fibra bruta (%)* 4,26
Extrato etéreo (%) 5,38
Calcio (%)* 1,20
Fosforo disponivel (%) 0,65

'Suplemento Mineral Vitaminico: Composigdo por kg: Vit. A=1200.000UI; vit. D3=200.000UI; vit.
E=12.000 mg; vit. K3=2.400 mg; vit. B1=4.800 mg; vit. B2=4.800 mg; vit. B6=4.000 mg; vit. B12=4.800
mg; acido folico= 1.200 mg; pantotenato de Ca=12.000 mg; vitamina C=48.000 mg; biotina=48 mg;
colina=65.000 mg; niacina=24.000 mg; Cu=600 mg; Fe=10.000 mg; Cu= 600 mg; Mg= 4.000 mg;
Zn=6.000mg; =20 mg; Co=2 mg e Se=20 mg. A adi¢do de MOS foi realizada por meio da substitui¢cdo

do milho.
? De acordo com Pezzato et al. (2002).
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Ao final do experimento, em cada unidade experimental, trés peixes foram
retirados ao acaso, abatidos pela seccdo medular, pesados, medidos o comprimento
corporal e do intestino, sendo retirada a por¢do média, para as andlises das vilosidades
intestinais de cada tratamento, totalizando 90 peixes abatidos e 15 por tratamento para
esta analise.

No preparo do tecido para a analise microscopica, a por¢do média dos intestinos
coletados ficouaram emergidos no periodo de 24 horas em solugdo fixadora de alfaque
(85% de alcool 85°, 10% de formaldeido e 5% de 4cido acético glacial), e o material foi
transferido para a solugdo em alcool 70% por mais 24 horas.

O processamento das laminas histologicas foi realizado no Laboratorio de
Histotécnica Animal da Universidade Estadual de Maringd, conforme procedimento de
rotina, sendo submetido a desidratagdo, por tratamento com alcool em concentragdes
crescentes (70 a 100%). As amostras foram entdo diafanizadas e incluidas em parafina
histoldgica. Os cortes foram realizados com sete micrémetros de espessura, cortados no
sentido longitudinal, semis-seriados e corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e outro
conjunto de laminas coradas pelo processo de histoquimica Schiff o PAS (do inglés
Periodic acid-Schiff) por este reativo ter afinidade com as moléculas de glicogénio e
proteoglicanas, presentes em células produtoras de muco, como as caliciformes para a
sua melhor visualizacao.

Cada lamina histologica, continha cerca de 12 porcdes de tecido, para analise. As
imagens das laminas histolégicas foram capturadas com o auxilio de microscopio 6tico
acoplado a uma camara de captura de imagem, com computador contendo placa de TV
ao sistema analisador de imagens Leica (Image-Pro Plus versao 4.5.0.27).

Para as laminas histologicas analisadas, foram escolhidos pelo critério de
integridade seis tecidos por lamina e por peixe. Foram medidas cinco vilosidades por
tecido obtido por campo de captura de imagem, totalizando a leitura de 450 vilos por

tratamento. Em seguida, foi realizada a captura de imagens por meio do ‘“software”
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Ipwin32.ex/image-Pro Plus, para a mensuragdo da altura das vilosidades, em
micrometro e contagem de células caliciformes por vilo, em aumento de 40X. A
densidade de vilos foi contada, de acordo com o campo de captura, ou seja, foram
contadas todas as vilosidades contidas no campo de captura de imagem.

Todos os peixes foram pesados em balancga analitica (0,0001 g) no inicio e no final
do experimento, sendo o comprimento total obtido por meio de paquimetro digital
eletronico, com calibragdo e precisao.

A taxa de eficiéncia proteéica foi calculada de acordo com a expressdo descrita
por Jauncey & Ross (1982). A composi¢do quimica da carcaga foi obtida utilizando-se
todos os peixes de cada unidade experimental com visceras e escamas, excluindo-se os
peixes utilizados para analise histologica. As analises bromatologicas foram realizadas
conforme Silva & Queiroz (2002) no Laboratério de Nutricdo Animal/LANA na
Universidade Estadual de Maringd/UEM.

As analises quimicas das dietas, carcacas foram analisadas no Laboratorio de
Anadlise de Alimentos do Departamento de Alimentos da Universidade Estadual de
Maringa — UEM, seguindo a-se metodologia citada por Silva & Queiroz (2006).

O modelo estatistico utilizado foi:

Yij = b + ba(hi-h) + b2 (hi-h)* + g;

Em que:

Yij = observacdo referente ao tanque j, em que se utilizara o nivel de mananoligossacarideo
L)’O = constante;

b, = -coeficiente linear de regressdo da variavel Y, em funcdo do nivel de
mananoligossacarideo i;

h; = porcentagem de nivel de mananoligossacarideo ; sendoi=1,2,3,4,5,6¢ei;=0,i, =
0,15,i3=10,30, i = 0,45, i = 0,60 is = 0,75 de mananoligossacarideo.

h = média da porcentagem do nivel de mananoligossacarideo; e
ejj= erro aleatorio associado a cada observagéao.
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Os dados foram submetidos as andlises de varidncia e regressao poligonal, por
intermédio do programa SAEG (Sistemas de Andlises Estatisticas e Genéticas) (UFV,
2000).

Resultados e Discussao

Os valores dos parametros fisico-quimicos da agua dos tanques, foram de 19 a
31°C, oxigénio dissolvido de 4,0 a 6,0mg/l, pH entre 6 a 7,5, amonia com valor médio
de 0,25mg/l e nitrato 0,50mg/l, sendo que estes valores ndo diferiram entre os
tratamentos. A variacdo dos parametros da qualidade da dgua se deu em virtude de
alteragdes bruscas climaticas que ocorreram durante o periodo experimental.

Os valores médios de peso inicial, peso final, comprimento final, ganho de peso
diario, fator de condig@o e sobrevivéncia das larvas de tilapia do Nilo, alimentadas com
dietas contendo niveis crescentes de MOS, estdo apresentados na Tabela 2.

Nao foram observadas diferengas (P>0,05) para peso final, ganho em peso,
comprimento final, consumo de ragdo e taxa de sobrevivéncia para as larvas de tilapia
do Nilo na fase de reversio sexual, e alimentadas com dietas contendo diferentes niveis

de MOS.
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Tabela 2 — Desempenho de larvas de tilapia do Nilo, na fase de reversao, alimentadas

com dietas com niveis crescentes de mananoligossacarideo

Variavel Mananoligossacarideo (%)

0 0,15 030 045 060 075 CV'
Peso inicial (mg) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
Peso final (mg) 0,70 0,69 0,75 0,72 0,69 0,80 15,19
Ganho em peso (mg) 0,70 0,69 0,74 0,72 0,68 0,80 15,31
Comprimento Inicial (mm) 0,07 0,07 0,07 0,07 007 0,07 5,59
Comprimento final (mm) 34,26 34,15 35,26 34,89 33,12 35,88 13,47
Conversio alimentar” 223 1,60 1,50 1,65 1,82 1,49 11,91
Taxa de sobrevivéncia 61,50 69,60 72,00 63,00 68,80 62,50 10,17

' Coeficiente de variagio
2 Efeito quadratico (P<0,05): conversao alimentar = (Y=2,1687-0,0403X + 0,0588X? R?=0,91).

Para a taxa de sobrevivéncia, considerando a variagao de temperatura que ocorreu
durante o experimento (22 a 31°C), os valores obtidos sdo importantes, pois um dos
problemas enfrentados pelas empresas de larviculturas e das pisciculturas sdo as altas
taxas de mortalidade que ocorrem no inicio do povoamento dos tanques, devido entre
outros fatores a variagdo da temperatura,é considerandao-se um constante desafio que
ocorre em condig¢des praticas.

De acordo com Tachibana et al. (2004), os valores de mortalidade obtidos no
presente experimento sao considerados comuns durante a fase de reversdo sexual, em
producdes comerciais. Os dados de sobrevivéncia obtidos no presente estudo
aproximaram-se dos valores encontrados por Maracanas (1997) que observou taxa de
sobrevivéncia de tilapia do Nilo da linhagem tailandesa no valor de 62,50%,
aproximando-se também dos valores encontrados por Vera Cruz & Mair (1994) com a
taxa de 69%, para larvas de tilapias do Nilo.

Foi observado efeito quadratico (P<0,05) na conversdao alimentar, em que a

melhor conversio foi estimada com 0,34% de MOS.
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O melhor resultado de conversdao alimentar provavelmente estddo relacionados
com o melhor aproveitamento das dietas em funcdo do tempo de transito,
digestibilidade e absor¢ao dos nutrientes da dieta. Além disso, destaca-se a agdo destes
polissacarideos em melhorar a satide dos peixes (Robetsen et al., 1994; Sakai, 1999),
atuando sobre o sistema imunologico e na prevencdo da colonizacdo de bactérias
patogénicas no trato gastrointestinal do animal (Spring, 2001). Também melhora a
utilizagdo de alguns nutrientes (Hisano, 2005) e, consequiientemente, o desempenho
produtivo dos mesmos (Li & Gatilin III, 2003; Schwarz et al., 2005).

Nao houve diferenga (P>0,05) para a composi¢ao quimica da carcaca de larvas de
tilapia do Nilo, na fase de reversao sexual para os teores de umidade, proteina, extrato

etéreo, cinzas, calcio e fosforo (Tabela 3).

Tabela 3 - Composi¢ao quimica da carcaga de larvas de tildpia do Nilo na fase de
reversdo, alimentadas com dietas com niveis crescentes de

mananoligossacarideo (matéria natural).

Mananoligossacarideo (%)

Variavel 0 0,15 0,30 0,45 0,60 0,75 cV'
Umidade 82,99 8259 8297 8290 83,16 82,22 1,26
Proteina 10,58 10,69 10,57 10,67 10,51 10,99 2,09
Extrato etéreo 8,51 8,10 8,25 8,40 8,40 7,54 8,43
Cinzas 2,47 2,68 2,67 2,54 2,58 2,82 2,73
Caalcio 0,80 0,81 0,69 0,76 0,76 0,86 11,55
Fosforo 0,51 0,63 0,55 0,61 0,60 0,51 9,22

I - T~
Coeficiente de variagdo

Com o aumento nos niveis de inclusdo de MOS nas dietas foi observado efeito
quadratico sobre os dados da altura de vilosidades intestinais, e efeito linear para
densidade de vilos e comprimento de intestino, ndo havendo diferenca significativa para

o numero de células caliciformes (Tabela 4).
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Tabela 4 — Parametros morfométricos da por¢ao média do intestino e comprimento do
intestino de larvas de tildpias do Nilo alimentadas com dietas em niveis

crescentes de mananoligossacarideo.

Mananoligossacarideo (%)

Parametro 0 0,15 0,30 045 060 0,75 CV'
Altura do vilo (um)* 37,53 44,69 41,37 43,30 49,83 47,95 16,18
Densidades de vilo? 7,60 8,13 9,00 9,55 9,61 935 17,62
Células caliciformes/vilo 6,34 7,64 8,01 7,67 7,19 843 15,49
Comprimento intestino total 97,84 126,37 127,7 129,25 138,41 139,08 16,52
(mm)

' Coeficiente de variagio
2 Efeito linear: altura de vilos = Y=39,1370 + 13,1030X: R?=0,68; densidade de vilos =Y=7,872 +
2,71324X: R*=0,80; comprimento de intestino= Y=108,306 + 47,9577X. R*= 0,73

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com os trabalhos de Iji et al.
(2001), Maiorka et al (2001) e Schwarz et al. (2002) que testaram o uso de
mananoligossacarideo na dieta de frangos de corte, obtendo valores significativos para
altura de vilosidades.

Loddi (2003) avaliou o efeito da adicdo de MOS e acidificante organico sobre o
desempenho e desenvolvimento da mucosa do intestino delgado de aves, observou que a
suplementagdo com o MOS melhorou a conversdo alimentar e aumentou a altura e
perimetro de vilos, e que adicdo de MOS associado ou ndo a acidificantes organicos nao
influenciou a densidade de vilos em nenhuma por¢ao do intestino delgado. Por outro
lado, os dados deste experimento revelaram que o MOS teve influéncia positiva na
densidade de vilos e o comprimento do intestino, obtendo assim uma mucosa com
maior integridade.

No presente trabalho, os efeitos de MOS sobre os pardmetros de comprimento do
intestino e altura de vilosidades podem ser explicados pela reducdo da colonizagdo de

bactérias, porquepois atua inibindo a aderéncia destas ao enterdcito, por meio da ligagao
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com o glicocalix. A exclusdo competitiva, também tem como principio a aderéncia de
bactérias ndo patogénicas, a sitios de ligacao dos enterdcitos (glicocalix) nos diferentes
segmentos do trato gastrointestinalgastro intestinal (Furlan, 2005).

Porém, conforme Gibson & Roberfroid, (1995) os prebidticos, em geral, nao
devem ser hidrolisados ou absorvidos no intestino delgado, e normalmente atuam como
um substrato seletivo para um determinado grupo de bactérias comensais benéficoas,
sendo capaz de alterar de forma benéfica a microbiota intestinal . Isto leva a concluir,
que uma vez o trato estandoesteja em condi¢des saudaveis, a integridade da mucosa
intestinal, tem melhores condi¢gdes de desenvolvimento e “performance”, resultando em
uma mucosa com vilos integros, de tamanho e densidade maiores, resultando no
incremento do comprimento intestinal.

Os oligossacarideos, presentes nos prebioticos, possuem de duas até 10 unidades
de monossacarideos (Bacila, 2003). As cadeias de oligossacarideos sdo processadas no
complexo de Golgi, nas células intestinais produtoras de muco (células caliciformes)
teriam ligacdo com este processo de liberacdo de muco intestinal (Alberts et al., 2004;
Junqueira & Carneiro, 2005). Esta possibilidade pode vir a ser um indicio de que
algumas particulas de oligossacarideos, provindas dos prebidticos, possam ser
absorvidas no trato gastrointestinal.

Outro fator de consideravel relevancia, € que os agucares presentes no MOS, t€em
ligacdo com a formagao e constituicdo com o citoesqueleto celular, conforme Alberts et
al. (2004). E estas por sua vez, podem ter alguma influéncia na composi¢ao do tecido
gastrointestinal, melhorando a sua morfologia.

Esta ligagdo pode interferir na integridade da mucosa, principalmente dos
enterocitos, na sua borda escova ou nas microvilosidades, o que confere a capacidade

desta célula absortiva, resultar maior eficiéncia. Considerando ainda que o
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posicionamento, conforme Furlan (2005) do glicocdlix ndo apenas atua como um
sistema de aderéncia da bactéria ao enterocito, mas que pode armazenar e concentrar as
enzimas digestivas produzidas pelas bactérias, que atuariam sobre a mucosa, intestinal.

Junqueira & Carneiro (2005) citaram que, quanto maior o tamanho da vilosidade
intestinal, maior ¢ a capacidade que o animal possui para a absor¢ao de alimentos. Isto
vem ao encontro com os resultados obtidos, pois os tratamentos que tiveram MOS na
sua composi¢do resultaram no aumento da vilosidade intestinal, densidade de vilos e no
comprimento do intestino. Culminando com isso uma maior area de absorcdo de
nutrientes, confirmando assim os resultados de conversao alimentar, principalmente por
ndo ter havido diferenca significativa no consumo de ragdo e ganho em peso.

Com relagdo aa contagem do numero de células caliciformes os resultados obtidos
no presente estudo revelaram algumas consideracdes de grande relevancia,
considerando que a principal fun¢do das células caliciformes ¢ a produc¢ao de muco, que
¢ constituido por glicoproteinas intensamente hidrofilicas, cuja fun¢do principal ¢
proteger e lubrificar o revestimento do intestino (Junqueira & Carneiro, 2004). Quando
um epitélio intestinal apresenta grande nimero de células caliciformes, isto pode ser um
indicativo de um processo de agressdo causado por bactérias, fungos, toxinas entre
outros. Foi observado neste estudo que embora nao haja diferenga significativa entre os
tratamentos para o numero de células caliciformes (P>0,05), estas ndo aumentaram a
sua quantidade em relagdo ao aumento da altura das vilosidades intestinais. Este fato
pode ser um indicativo que uma vez a vilosidade estando em estado de integridade, e
aliado a acdo do MOS em atuar na reducdo de colonizagdo por bactérias
enteropatogénicas, o trato gastrointestinal intestinal pode estar em equilibrio, ndo
necessitando para isso de um “tunover” celular, para a regeneragdo ou integridade do

tubo digestorio de peixes.
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A integridade da mucosa intestinal pode ser visualizada na Figura 1, onde sdo
apresentadas as imagens da por¢do média do intestino de tilapias, apds o periodo de

reversdo sexual, observando a densidade de vilos e altura das vilosidades intestinais das

larvas tratadas com MOS na dieta.

Figura 1: Imagem de microscopio otico acoplado ao sistema analisador de imagens Leica (Image-Pro Plus
versdo 4.5.0.27). Observar as diferengas da densidade de vilos e da integridade do tecido intestinal. A 0%,
B 0,15%, C 0,30%, D 0,45%, E 0,60%, F 0,70% de MOS na dieta. AV= altura de vilosidae; CA= células
caliciformes; V= vilosidades. Coloracdo: P.A.S. Barra 100um.
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Os dados do presente estudo demonstraram a agdo prebidtica do MOS em
dietas para larvas de tilapias do Nilo, durante o periodo de reversdo sexual. A acdo do
MOS sobre a morfometria intestinal e possivelmente por outros mecanismos,
contribuem para uma melhor satde intestinal, propiciando melhor utilizacdo dos

nutrientes e consequiientemente o desempenho produtivo dos peixes.

Conclusodes

A utilizacdo de 0,34% de MOS ¢ recomendado em dietas para larvas de tilapias do
Nilo para o desempenho produtivo, podendo o prebidtico ser incluido em até 0,75% da
dieta, sem prejuizos sobre a conversao alimentar, resultando em melhorias nas

caracteristicas morfométricas do intestino.
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Mananoligossacarideo em dietas para juvenis de tilapias do Nilo
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Mananoligossacarideo em dietas para juvenis de tilapias do Nilo

RESUMO - O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a inclusao
de mananoligossacarideo (MOS) em dietas para juvenis de tilapias do Nilo. Foram
utilizados 224 peixes, com peso vivo inicial médio de aproximadamente 25g. Os peixes
foram distribuidos em um delineamento em blocos ao acaso, sendo considerado como
bloco cada tanque de 1000 L com 16 gaiolas de 0,12 m® cada, com uma gaiola de cada
tratamento. Os tanques foram mantidos em sistema de recirculacio (10
L/minuto/tanque) de 4gua com aeracdo suplementar e biofiltro, alimentados
manualmente, quatro vezes por dia, durante 53 dias. Foi utilizada dieta controle com
28,5% de proteina bruta e 2855 kcal de energia digestivel/kg sem MOS para as demais
dietas. Foi adicionado MOS nas proporgdes de 1, 2 ou 3% em substituicdo ao milho da
dieta controle. Os coeficientes de digestibilidade foram determinados pelo método de
Guelph modificado e o 6xido de cromo foi utilizado como indicador. Nao foi observado
efeito dos niveis de inclusao de MOS sobre o consumo, indice hepatossomatico,
sobrevivéncia, umidade e cinzas na corporal, coeficientes de digestibilidade aparente da
materia seca, energia bruta, proteina bruta, extrato etéreo e disponibilidade das cinzas,
densidade de vilos e nimero de células caliciformes por vilo. Os melhores resultados de
consumo, conversao alimentar, taxa de eficiéncia proteéica, e teores de proteina e
extrato etéreo na carcaga foram obtidos em peixes que consumiram a dieta com 1% de
MOS. Concluiu-se que o a inclusdo de até¢ 1% de MOS ¢ adequada em dietas para

juvenis de tilapias do Nilo.

Palavras-chave: desempenho, prebiotico, mucosa intestinal, peixe.
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Mannanoligosaccharides in diets for Nile tilapia, juveniles

ABSTRACT - This study was carried out to assess the inclusion of
mannanoligosaccharides (MOS) in diets for Nile tilapia juveniles. Two-hundred and
twenty fish with an average initial weight of approximately 25g were used, distributed
in a randomized blocks design, as block was considered each tank of 1,000 L with four
cages (0.12 m3 each), with one cage from each treatment. A recirculation systems (10
L/minute/tank) with supplemental aeration and a biofilter was used. The fish were fed
manually, four times a day byfor 53 days. A control diet with 28.5% of crude protein
and 2855 kcal of digestible energy/kg was used and MOS was included at 1, 2 or 3% of
the control diet. The apparent digestibility coefficients were determined by modified
Guelph method using chromic oxide as inert indicator. No effects of MOS on feed
intake, hepatossomatic index, survival, body moisture and ash, apparent digestibility
coefficients of dry matter, gross energy, crude protein, ether extract and ash availability
and number of goblet cells per villus were observed. The best values of feed intake, feed
conversion ratio, protein efficiency ratio, and body composition were observed in fish
fed with 1% of dietary MOS. It was concluded that 1% of dietary MOS is adequate for

Nile tilapia, juveniles.

Key words: performance, prebiotic, intestinal morphology, fish.
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Introducgéo

No Brasil, a tilapia do Nilo-do-nilo (Oreochromis niloticus) ¢ a espécie de peixe
mais criada em sistema intensivo. Em fun¢do do rapido crescimento, boa conversao
alimentar e carne com caracteristicas sensoriais desejaveis, sendo possivel a
comercializacdo de filés sem espinhos intramusculares, o que facilita sua
comercializacdo nos mercados interno e externo.

A restricdo ao uso de antibidticos € quimioterapicos na nutricdo animal, como
promotores de crescimento, ocorre em fung¢do da possivel resisténcia cruzada de
patégenos em seres humanos, e alternativas nutricionais estratégicas sdo necessarias
para suprir esta necessidade (Mountzouris et al., 2006). Para isso, tem-se preconizado o
uso de promotores de crescimento alternativos na nutricdo animal, que nao
proporcionarem residuos na carcaga e ao ambiente. Entre estes promotores, os
probidticos, prebidticos, simbiodticos e nutracéuticos téem sido estudados.

O mananoligossacarideo (MOS) ¢ um prebiotico, derivado da parede celular da
levedura Saccharomyces cerevisiae que possui cerca de 40% de B-glucanos, 40% de o-
mananos, 28% de proteinas, 7% de lipideos, 3% de substincias inorganicas e 2% de
hexosaminas e quitina. O glucano ¢ mais abundante e fica localizado se localiza na
parte interna da parede, enquanto o manano fica se localiza na parte externa (Hough,
1990). Um dos modos de a¢do do MOS, ¢ a adsor¢do de agentes patdgenos que podem
colonizar o trato gastrintestinal ligando-se aos aglicares manose na superficie do
intestino. Ao fornecer uma rede de manose no complexo manano, os patégenos ligam-
se a rede e sdo expelidos do sistema (Feeding Times, 1998).

O MOS pode melhorar a satde de peixes (Robertsen et al., 1994; Sakai, 1999),
considerando a sua acdo no sistema imunoldgico e na prevencdo da colonizagdo de

bactérias patogénicas no trato digestivo (Staykov et al., 2005; Staykov et al., 2007),
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melhorando o desempenho de peixes (Zou & Li, 2004; Culjak et al., 2006; Staykov et
al., 2007).

Em robalo-peva (Centropomus paralellus) 0,3% de MOS na dieta apresentou
melhores resultados no ganho em peso, comprimento, altura do peixe, homogeneidade
de lote e menor estresse comportamental durante o manejo didrio (Schwarz et al., 2005).
Hisano et al. (2006) observaram em tilapias um maior perimetro das vilosidades
intestinais, sem altera¢do nos padrdoes hematoldgicos, em peixes que receberam dietas
com parede celular de levedura de cana de agticar. Os resultados obtidos por estes
autores demonstraram haver possibilidade de melhores efeitos com a inclusdo de niveis
superiores a 0,3% dos componentes de parede celular.

Na criag@o intensiva, os peixes sdo submetidos ao estresse constante pelas altas
taxas de densidade preconizadaos, sendo importante a utilizagdo de compostos que
possam contribuir para a satde dos peixes, € que irdo refletir de forma direta ou indireta
sobre o desempenho produtivo.

Resultados positivos também foram obtidos por Staykov et al. (2007) que
estudaram os efeitos do MOS em dieta de trutas (Oncorhynchus mykiss) em tanques
rede, concluindo que a agdo do MOS melhorou o crescimento, taxa de sobrevivéncia e
imunidade dos peixes.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar dietas contendo 0, 1, 2
e 3% de MOS sobre o desempenho produtivo, coeficientes de digestibilidade aparente
da energia e nutrientes e da mucosa intestinal de juvenis de tilapia do Nilo.

Material e Métodos
Juvenis de tilapia do Nilo (n=224; P=23,0 1,5 g), originados da Piscicultura

Aquabel — Rolandia-PR, foram distribuidos aleatoriamente em 16 gaiolas de 0,12 m’
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cada, no Laboratorio de Aquiiicultura — DBI/Nupelia/UEM, de fevereiro de 2006 a abril
de 2006, durante 53 dias.

Os peixes foram distribuidos em um experimento em blocos ao acaso, sendo
considerado como bloco cada tanque de 1000 L com quatro gaiolas (0,12m? cada) com
uma repeticdo de cada tratamento. Os tanques foram mantidos em um sistema de
recirculagdo continuo de agua (10 L/minuto), aeracdo complementar por meio de um
soprador de forma a manter os valores de oxigénio entre 5 a 6 mg/L.

A dieta controle foi elaborada para conter aproximadamente 28% de proteina
bruta, 2900 kcal de ED/kg (Tabela 1), de forma a atender as exigéncias recomendadas
pelo NRC (1993), para a espécie. Como prebidtico, o MOS utilizado foi o produto
comercial (SAF-Mannan®) contendo 23% de B-glucano e 21% de a-mananos, 28% de
proteinas, 7% de lipideos, 3% de substancias inorganicas e 2% de hexosaminas e
quitina, sendo o produto comercial incluido na propor¢ao de 0; 1; 2; e 3% da dieta.

Todos os alimentos foram moidos em moinho martelo, com peneira de 0,5 mm, de
forma a se obter granulos com didmetro igual ou inferior a 0,50 mm. Apds adi¢do e
homogeneizagido dos ingredientes, foi adicionada dgua (52°C) na propor¢do de 30%
sobre o peso seco da dieta, sendo as dietas granuladas em moedor de carne e

desidratadas em estufa de ventilagao for¢ada por 12 horas.



Tabela 1 - Composicao percentual na dieta controle.
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Ingrediente (%)
Farelo de soja 50,00
Milho em grao 27,30
Farelo de trigo 9,20
Farinha de peixe 55% 8,00
Fosfato bicalcico 1,50
Oleo de soja 2,90
DL-metionina 0,16
L-treonina 0,18
Suplemento mineral vitaminico' 0,50
BHT 0,02
Sal comum 0,24
TOTAL 100,00
Matéria seca (%)~ 90,643
Energia digestivel (kcal/kg) 2855
Proteina bruta (%) 28,51
Fibra bruta (%)* 4,26
Extrato etéreo (%) 3,68
Calcio (%)* 1,20
Fosforo disponivel (%)’ 0,65

Suplemento Mineral Vitaminico: Composi¢do por kg: Vit. A=1200.000UI; vit. D3=200.000UI; vit.

E=12.000 mg; vit. K3=2.400 mg; vit. B1=4.800 mg; vit. B2=4.800 mg; vit. B6=4.000 mg; vit.
B12=4.800 mg; acido folico= 1.200 mg; pantotenato de Ca=12.000 mg; vitamina C=48.000 mg;
biotina=48 mg; colina=65.000 mg; niacina=24.000 mg; Cu=600 mg; Fe=10.000 mg; Cu= 600 mg; Mg=
4.000 mg; Zn=6.000mg; [=20 mg; Co=2 mg ¢ Se=20 mg. A adi¢do de MOS foi realizada por meio da

substitui¢do do milho.

2 Valores determinados no Laboratorio de Anélise de Alimentos e Nutri¢io Animal — DZO/UEM

* De acordo com Furuya et al. (2001)

A dieta total foi distribuida em trés refei¢des, asas 8h, 14h e 17 horas, por meio de

arragoamento manual até saciedade aparente.

Ao longo de todo o experimento foram mensurados os parametros de temperatura,

pH e oxigénio dissolvido da agua dos tanques, por meio de Kit digital portatil. O

oxigénio dissolvido foi mantido entre 4 a 6 mg/L por meio de pedra porosa acoplada a
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um soprador e, sendo a temperatura mantida entre 28 a 30°C por meio de aquecedores
de 200 Watts e termostato. Todos os peixes foram pesados em balanga semianaliti semi-
analitica (0,001 g) no inicio e no final do experimento.ca

Em cada unidade experimental, ap6s um jejum de 12 horas, trés peixes foram
retirados ao acaso, emergidos em solugdo anestésica de Eugenol: 300mg/L (Vidal et al.,
2008), pesados, medidos e abatidos pela sec¢do medular e retirados a por¢ao média do
intestino, para as analises da mucosa intestinal de cada tratamento, totalizando 48 peixes
abatidos, sendo 12 por tratamento. Os peixes para esta analise ficaram cerca de doze
horas em jejum.

Ap0s 24 horas de permanéncia em solucdo de “Bouin”, o material foi lavado em
alcool 70% até a retirada do acido picrico e, em seguida, submetido a desidratagdo, por
tratamento com alcool em concentragdes crescentes (70 a 100,0%). As amostras foram
entdo diafanizadas e incluidas em parafina histoldgica. Os cortes transversais, com sete
micrometros de espessura, semisseriados semi-seriados, foram corados com
Hematoxilina ¢ Eosina (HE) e outros cortes na mesma propor¢ao foram corados pela
citoquimica com o acido periddico de Schiff o PAS (do inglés Periodic acid-Schiff) por
este reativo ter afinidade com as moléculas de glicogénio e proteoglicanas, presentes em
células produtoras de muco, como as caliciformes. As laminas histologicas foram
analisadas com o auxilio de microscopio Otico acoplado ao sistema analisador de
imagens Leica (Image-Pro Plus versdo 4.5.0.27).

Foram analisados dez cortes por lamina histologica, onde foram escolhidos, pelo
critério de nitidez e integridade do corte, trés tecidos por lamina histoldgica e medidas
trés vilosidades, totalizando a leitura de 108 vilos por tratamento. Em seguida, foi
realizado no Laboratério de Metrologia da Universidade Tecnologica Federal do

Parana/Curitiba a captura de imagens por meio do “software” Ipwin32.ex/image-Pro
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Plus, para a mensuracao da altura das vilosidades, em micrometro e contagem de células
caliciformes por vilo medido (do inicio do vilo, regido da cripta ao apice da vilosidade)
em aumento de 40X.

A composi¢ao quimica da carcaga foi obtida utilizando-se oito peixes de cada
unidade experimental. O indice hepatossomatico foi calculado da razao entre o peso do

figado o peso vivo do peixe, de acordo com a expressao:

IHS = E.IOO
PV

Em que:

IHS = indice hepatossomatico-somatico;
PF = peso do figado (9);

PV = peso vivo (g).

A taxa de eficiéncia proteéica foi calculada de acordo com a expressdo descrita
por Jauncey & Ross (1982):

TEP = P
PC

Em que:

TEP = taxa de eficiéncia protéica (%);
GP = ganho em peso (g);

PC = proteina consumida (g).

Para a determinag¢do dos coeficientes de digestibilidade aparente, as dietas

utilizadas no experimento de desempenho foram moidas e, como indicador, foi

adicionado 0,1% de 6xido de cromo (Cr,0.)" ). Em seguida foi adicionada agua (52 °C;

30% peso seco da dieta) para posterior granulacdo em moinho de carne elétrico e
secagem em estufa de ventilagio for¢ada (52 °C) durante 12 horas.

Para a coleta de fezes de cada dieta, 22 peixes (25 £ 8 g) foram distribuidos em
dois tanques de digestibilidade de 200L cada, sendo a coleta de fezes realizada

diariamente as as oito e 17 horas, durante cinco dias para formar um “pool” de amostras
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de cada tanque tipo funil, que foi considerado como repeticao. Para a troca de dieta foi
estabelecido intervalo de cinco dias para adaptagao dos peixes a nova dieta. O material
coletado foi desidratado em estufa de ventilagdo forcada a temperatura de 55 °C durante
48 horas. Apds secagem, o material foi moido em moinho bola, identificado e
armazenado em refrigerador para posterior analise.

Os coeficientes de digestibilidade da energia e nutrientes das dietas foram

determinados de acordo com a expressao descrita por Nose (1960):

0 %N
CDA=100—|100] 2% |[ 72N
%I, [ %N,

Em que:

CDa = coeficiente de digestibilidade aparente (%);

%Iy e %l = % Indicador na dieta e nas fezes, respectivamente;
%N; e % Ny = % de nutriente nas fezes e na dieta, respectivamente.

As analises quimicas das dietas, carcagas e fezes foram analisadas no Laboratdrio
de Andlise de Alimentos do Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de
Maringa —UEM, seguindo -sea metodologia citada por Silva & Queiroz (2006).

Para as andlises estatisticas dois métodos foram utilizados o teste de Dunett e de
regressao poligonal, sendo que para o este de Dunett o modelo estatistico utilizado foi:

Yii=bo+Si+ejj

Em que:

Yij=observagéo referente ao tanque j, em que se utilizara o nivel MOS;
b,=constante

Si=efeito da suplementa¢do na dieta i; sendo i=niveis 0, 1, 2 e 3%
ej=erro aleatdrio associado a cada observagéo
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A analise por regressao poligonal, o modelo estatistico utilizado foi:

Yij = bo + by(hi-h) + b2 (hi-h) + g

Em que:

Y;j = observag&o referente ao tanque j, em que se utilizara o nivel MOS i;

b, = constante;

b, = coeficiente linear de regressao da variavel Y, em funcédo do nivel de MOS i;

h; = porcentagem de nivel de MOS; sendoi=1,2,3,4¢ei;=0,i,=1,i3=2¢€ i, = 3% de MOS.

h = média da porcentagem do nivel de MOS; e
ej; = erro aleatdrio associado a cada observagéo.

Os dados foram submetidos as analises pelo teste de Dunett utilizando o programa

Statistix.

Resultados e Discussao

Nao houve mortalidade durante o periodo experimental, e ndo foi observado
efeito (P>0,05) dos niveis de inclusdo de MOS sobre o ganho de peso, consumo
alimentar, indice hepatossomatico e rendimento de carcaga. A utilizagdo de MOS
influenciou o consumo, conversdo alimentar e taxa de eficiéncia proteéica dos peixes

(Tabela 2).
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Tabela 2 — Desempenho de juvenis de tildpias do Nilo alimentados com dietas

contendo niveis crescentes de mananoligossacarideo (MOS).

Mananoligossacarideo (%)

Variavel Controle 1 2 3 cV'
Peso inicial (g) 23,96 24,25 23,65 2383 1,73
Ganho em peso (g) 62,61 67,38 66,85 60,90 5,38
Consumo alimentar (g/peixe) 92,14 90,51 93,44 91,52 4,23
Conversdo alimentar’ 1,472 1,35°  1,40% 1,51% 3,21
Taxa de eficiéncia proteéica’ 2,43° 2,66  2,56%° 238" 330
Rendimento de carcaca 86,63 86,04 86,59 86,31 1,31
ndice hepatossomatico 2,72 2,54 3,02 3,52 21,9

' Coeficiente de variagio.
? Letras distintas na mesma linha, indicam diferengas pelo teste de Dunett (P>0,05) entre as médias dos
tratamentos e grupo controle.

Os resultados de ganho em peso obtidos pelos peixes que receberam dietas
suplementadas com o MOS, de acordo com o teste de Dunett (P>0,05) corroboram com
os encontrados por Hisano et al. (2005), que ndo observaram diferengas sobre o ganho
em peso de juvenis de tilapias alimentados com dietas sem e com 0,1, 0,2 ¢ 0,3% de
inclusdo de componentes da parede celular de levedura de cana que apresenta
composicdo similar ao do MOS.

Por outro lado, o teste de regressao poligonal obtido por este estudo mostrou um
efeito quadratico para o ganho de peso, conversao alimentar e taxa de eficiéncia
proteéica, corroborando com Zou & Li, (2004), Culjak et al. (2006) e Staykov et al.
(2007), que trabalharam com carpa (Cyprinus carpio Var. Jiam), carpa (Cyprinus carpio
L) e truta arco iris (Oncorhynchus mykiss) respectivamente. Estes autores trabalharam
com a dosagem aproximada de 0,2% de MOS na dieta e obtiveram valores
significativos no desempenho produtivo, para os peixes tratados com MOS na dieta.

As respostas de conversdo alimentar e taxa de efici€ncia proteéica obtidas pelos

peixes que receberam as dietas com o MOS, encontradas nesta pesquisa, podem estar
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relacionados com os efeitos benéficos dos componentes da parede celular sobre uma
menor taxa de passagem da dieta conforme Dabrowski et al. (1980), possibilitando
melhor digestdo e absor¢ao dos nutrientes. Também deve ser considerado que os PNAs
(polissacarideos ndo amilaceos), sendo que os B-glucanos sdo polimeros lineares de
glicose e 0s a-mananos sdo constituidos de polimeros de glicose e manose, podendo
aumentar a viscosidade do bolo alimentar, diminuindo a velocidade de transito e
consequiiéntemente de consumo, pois a formacao de gel pode dificultar a digestao.
Além da menor taxa de passagem da dieta a utilizagdo da proteina obtida pelos peixes,
pode estar relacionada pelo fato do MOS possuir na sua composi¢ao quimica proteinas,
entre outras substancias que poderiam ter contribuido para uma maior eficiéncia
proteéica. A adicdo de MOS resulta em melhora na saude dos peixes (Robertsen et al.,
1994; Sakai, 1999), considerando sua ag¢do sobre o sistema imunologico € na prevengao
da colonizac¢ao de bactérias patogénicas no trato gastrintestinal do animal (Spring, 2001;
Staykov et al., 2005; Staykov et al., 2007), resultando em melhoria do desempenho de
peixes ( Li & Gatilin III, 2003; Zou & Li, 2004; Schwarz et al., 2005; Culjak et
al.,2006; Estaykov et al., 2007) melhoria da digestibilidade de alguns nutrientes (Hisano
et al., 2005).

Nao foi observado efeito (P>0,05) dos niveis de inclusdo de MOS sobre os teores
de umidade, extrato etéreo e cinzas da carcaca. Por outro lado, a inclusao de MOS
resultou em efeito quadratico e significancia pelo teste de Dunett (P<0,05) sobre o
conteudo de proteina e extrato etéreo na carcaca dos peixes alimentados com MOS

(tabela 3).
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Tabela 3 - Composi¢do quimica da carcaga de juvenis de tilapias do Nilo alimentados

com dietas sem e com mananoligossacarideo (matéria natural).

Mananoligossacarideo (%)

Variavel 0 1 2 3 %
Umidade 70,01 70,91 70,18 72,03 0,74
Proteina’ 16,73% 15,77°° 1621%°  14,74° 2,28
Extrato etéreo” 10,18° 9,38" 9,21° 9,05° 3,67
Cinzas 3,21 2,91 3,07 2,99 8,47

' Coeficiente de variacio.
? Letras distintas na mesma linha, indicam diferencas pelo teste de Dunett (P<0,05).

No presente estudo, o menor contetdo de gordura corporal em peixes que
receberam dietas com MOS parece ter pouca relacdo com o contetido de proteina da
carcaca em detrimento a deposicao de gordura.

Também, nao foi observado efeito (P>0,05) da inclusao de MOS sobre os
coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, energia bruta e cinzas. A
inclusdo de MOS resultou em efeito (P<0,05) sobre o coeficiente de digestibidade

aparente da proteina, porém sem efeito pelo teste de Dunett (Tabela 4).

Tabela 4 — Coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca, energia
bruta, proteina bruta e cinzas de juvenis de tilapias do Nilo alimentados com

dietas sem e com mananoligossacarideo.

Mananoligossacarideo (%)

CDA (%) 0 1 2 3 CV'(%)
Matéria seca 63,80 63,62 63,56 63,52 0,37
Energia bruta 78,20 76,28 76,08 77,35 1,35
Proteina bruta 85,57 88,17 90,41 86,96 1,20
Cinzas 72,99 78,46 78,86 75,14 8,69

' Coeficiente de variagio
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Contrariamente ao obtido no presente trabalho, Hisano et al. (2005) observaram
efeito linear crescente da inclusdo de parede celular de levedura sobre o coeficiente de
digestibilidade aparente dos minerais. No presente estudo, o elevado coeficiente de
variagdo, de 8,69%, em relacdo ao observado no trabalho do autor anteriormente citado,
de 5,28%, pode ter contribuido para as diferengas quanto ao resultado da andlise
estatistica da adicdo de componentes de parede celular sobre o aproveitamento da fracao
dos minerais da dieta.

Os piores resultados sobre o ganho em peso, conversdo alimentar, taxa de
eficiéncia prote€ica, baixa retengdo de proteina na carcaga e coeficiente de
digestibilidade da proteina em peixes alimentados com o valor de 3% da inclusdo de
MOS na dieta, podem estar relacionadas ao fato da levedura que originou o MOS ter
apresentado uma parede celular bastante espessa, podendo representar até¢ 30% da MS
total, que sdo relativamente resistentes a degradacdo enzimatica no trato gastrintestinal,
o que teria prejudicado a eficiéncia de utilizagdo das dietas. A baixa digestibilidade da
parede celular da levedura (34,7%) foi determinada por Hisano et al. (2005), para
juvenis de tildpias do Nilo. Além disso, os resultados negativos podem estar
relacionados com o aumento da viscosidade das dietas que dificultam o acesso das
enzimas digestivas aos nutrientes o que piora a digestibilidade da proteina, conforme
observado na tabela acima (se fosse pela presenga de PNA a digestibilidade da energia,
dos minerais e da gordura também seriam prejudicados).

Com o aumento nos niveis de inclusdo de MOS nas dietas foi observado
significancia sobre a altura das vilosidades intestinais (vilos) e nenhuma pelo teste de

Dunett, como descritos na Tabela 5.
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Tabela 5- Altura das vilos, dencidade de vilos e numero de células caliciformes/vilo do

intestino de juvenis de tilapias do Nilo alimentados com dietas sem e com

mananoligossacarideo.
Mananoligossacarideo (%)
Parametro 0 1 2 3 %
Altura do vilo (um)” 313,53 344,54 345,08 352,76 11,82
Densidade de vilos 7,75 8,43 8,37 8,96 10,15
Células caliciformes/vilo 16,25 16,87 17,42 17,13 20,31

' Coeficiente de variagio

Os resultados do presente estudo mostram que embora pelo teste de Dunett ndo
apresentar diferencas significativas para os parametros de morfometria da mucosa
intestinal, o nimero de células caliciformes foram proporcionais a altura de vilosidades
intestinais. As células caliciformes, de acordo com Macari et al. (2002) tem a funcao de
produ¢do de muco e sdo secretoras de glicoproteinas. Estas por sua vez, t€em uma
longa porcao polissacaridica, que as torna hidrofilicas e viscosas. A principal fun¢do
destas glicoproteinas ¢ ao de proteger o epitélio intestinal da acdo de enzimas digestivas
e efeitos abrasivos da digesta, bem como atuar como uma barreira protetora para
patdgenos intestinais.

Por meio deste estudo, pode ser considerado que estas células estariam mais ativas
ou em maior quantidade na presenga de patogenos, sugerindo que durante a fase
experimental pouco desafio ocorreu.

Hisano et al. (2006) concluiram que a parede celular de levedura nas propor¢des
de 0,1; 0,2; e 0,3% na dieta de tilapias, confrontando com levedura integra e autolisada,
proporcionou maior perimetro das vilosidades intestinais. Embora ndo fosse mensurado
neste trabalho o perimetro e sim a altura dos vilos, podendo ser este um indicativo da
acdo benéfica do MOS na mucosa intestinal de tilapias. O efeito linear nas alturas das

vilosidades intestinais conforme ¢ aumentado a dosagem de MOS, melhora a conversdao
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alimentar independente de outras respostas de desempenho. Porém algum fator
antinutricional ou de desbalanceamento devem ter ocorrido, conforme ja discutido
anteriormente principalmente para o tratamento com a inclusdo de 3% de MOS na dieta.

Em estudo com frango de corte, Iji et al. (2001) observaram que a suplementacao
de diferentes niveis de MOS (0,0; 0,1; 0,3; 0,5%), resultou em aumento no
comprimento do jejuno dos animais alimentados com 0,5% do produto comercial,
quando comparado aos dos demais tratamentos. No entanto, os autores constataram que
nao houve influéncia dos diferentes niveis de suplementacdo em relagdo aos indices
morfométricos de profundidade de cripta, comprimento e area superficial das
vilosidades, no jejuno e ileo.

Maiorka et al. (2001) realizaram experimento com frangos de corte, utilizando
prebioticos, probidticos e simbidtios na dieta de frangos de corte, sendo que os
resultados mostraram que o tratamento que utilizou prebidtico, houve aumento das
vilosidades intestinais. Schwarz et al. (2002) em experimento com frangos de corte,
encontraram maior altura de vilosidade, e menor profundidade de cripta para os
tratamentos que continham mananoligossacarideo e saponina (Quilaya saponaria
Molina) na dieta.

Os polissacarideos presentes na parede celular, também podem ter influenciado
positivamente a microbiota intestinal. No entanto, o modo de atuacdo sobre o trato
digestorio e sua digestdo e absor¢ao ainda sdo poucos conhecidos em peixes e ndo ha
relatos de efeitos prebidticos e modulacdo do crescimento e fixacdo de bactérias
probidticas, que poderiam beneficiar o animal e proporcionar melhor equilibrio da
microbiota intestinal (Hisano et al., 2005).

Por outro lado Silva (2000), em estudo realizado com aves, citou que o modo de

acdo dos prebidticos, € atuar alimentando e estimulando o crescimento de diversas
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bactérias intestinais benéficas, cujos metabdlicos atuam, também, reduzindo o pH
através do aumento da quantidade de 4cidos organicos presentes nos cecos, os acidos
graxos acético, butirico e propionico, que diminuem o pH intestinal, além de
diminuirem os sitios de aderéncia, imobilizando e reduzindo a capacidade de fixacao de
algumas bactérias patogé€nicas na mucosa intestinal. A integridade e uniformidade dos
vilos sdo de grande relevancia, devendo ser considerado o numero e altura dos vilos,
sendo importante uma densidade compativel com a altura, entendendo que deve existir
um limite de crescimento maximo das vilosidades, ao ser considerado a area da luz
intestinal, espago este fundamental para a passagem do alimento, favorecendo também a
mobilidade intestinal, e produ¢do de muco.

De acordo com Randall et al. (2000) para a maioria dos vertebrados, a taxa de
absorcao ¢ geralmente proporcional a area da superficie da membrana apical das células
que revestem o epitélio, esse grande aumento da area superficial aumenta a absorcao de
substancias digeridas no meio liquido intestinal.

O aumento da altura das vilosidades intestinais pode favorecer a absorcao de
nutrientes da dieta, melhorando a taxa de conversdo alimentar, ou seja, em tilapias ¢
possivel afirmar que quanto maior a altura das vilosidades, observando sempre a
densidade dos vilos, maior area de absor¢do da digesta ocorrera, € como consequiiéncia
a menor taxa de conversdo alimentar. Também pode ser observado um incremento dos
vasos internos dos vilos apresentados bem como a integridade da mucosa intestinal na

figura 2.



Figura 2. Em A 0%; B 1%, C 2%, D 3% de mananoligossacarideo (MOS) na dieta. Observar a
integridade da altura das vilosidades intestinais em B, C e D. Destacando as vilosidades (VC) em B,
muscular da mucosa (M), e célula caliciforme (Ca) em C. Coloragdo PAS. Barra 200p.

Com a intensificacdo na criagdo e a utilizacao de linhagens mais produtivas, o uso
de prebidticos tem sido preconizadoa em dietas para peixes objetivando melhorias no
desempenho produtivo e na satde dos peixes. De acordo com os dados obtidos no
presente trabalho, observou-se que a inclusdo de MOS em dietas para juvenis de tilapia

do Nilo favoreceu a conversdo alimentar.
Concluséo

A inclusdo de 1% de mananoligossacarideo ¢ adequada em dietas para juvenis de

tilapias do Nilo.
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CONSIDERACOES FINAIS

As barreiras comerciais impostas pela comunidade Europeéia com relagdo a uso
de antimicrobianos na dieta de animais t€ém interferido na comercializagcdo de carnes
para estes paises. Com relacdo ao peixe, como a tilapia do Nilo, espécie mais criada
globalmente, as barreiras ainda sdo maiores, pois a 4gua ndo pode ser contaminada por
antibidticos, o que resultaria em um impacto ambiental.

O mananoligossacarideo (MOS) ¢ um prebidtico oriundo da parede celular de
leveduras amplamente utilizado geralmente como imunoestimulante e melhorador de
desempenho para animais.

A utilizacdo de MOS na dieta de tildpias do Nilo resulta em melhora das
caracteristicas da mucosa intestinal, em larvas apds e ou durante o periodo de reversao
sexual deste peixe, aumentando a altura das vilosidades intestinais, comprimento do
intestino e com isso melhorando as taxas de conversdo alimentar. Parece haver
evidéncias de uma maior eficiéncia do uso do MOS nas primeiras semanas de vida de
tilapias do Nilo, visto que para os juvenis, a significancia dos pardmetros morfométricos
da mucosa intestinal foram menos evidentes, quando comparados com os resultados na
fase de reversdo sexual.

E possivel que outros mecanismos relacionados aos efeitos do MOS sobre a
populagdo microbiana, sobre a taxa de passagem e no sistema imunologico dos peixes
contribuam para os resultados positivos do MOS.

O MOS pode ser adicionado como prebidtico em dietas para larvas e juvenis de
tilapias do Nilo para melhoria da conversdo alimentar, sendo necessario considerar a

analise econdmica da sua inclusao, bem como os efeitos sobre condi¢des de desafio.
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