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RESUMO

Uma das espécies de peixe mais produzidas na aquicultura brasileira e mundial ¢ a
tilapia do Nilo. Dentre os desafios da piscicultura, encontra-se a producdo de animais de
qualidade. Para isso, um dos fatores de alta relevancia ¢ a questdo nutricional dos animais e o
seu equilibrio fisiologico. Com isso buscamos encontrar compostos nao convencionais que
possam ser utilizados na alimentacdo dos peixes. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito da inclusdo da farinha de Pereskia aculeata na dieta de Oreochromis niloticus sobre a
atividade das enzimas digestivas e perfil bioquimico dos animais. O experimento foi
desenvolvido na Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus Laranjeiras do Sul,
Parand, Brasil. Os animais foram divididos em quatro grupos, sendo eles controle (T0), T1, T2
e T3, os quais continham, respectivamente, 0, 5, 10 e 15 % de farinha de ora-pro-nobis na
formulagdo. Avaliou-se as atividades das enzimas digestivas lipase, amilase, sacarase, maltase,
tripsina e quimotripsina e os niveis plasmaticos de glicose, colesterol e triacilglicerdis. No
processo digestivo a inclusdo da farinha de P. aculeata na atividade das proteases houve
aumento significativo na atividade da quimotripsina (5, 10 e 15 %) e na tripsina (15 %), o
mesmo ocorreu com a lipase (15%). Ja as enzimas de digestao de carboidratos a enzima sacarase
ndo teve interferéncia da farinha de ora-pro-ndbis por outro lado a amilase (10 e 15 %) e a
maltase (15 %) houve um aumento. J4 as andlises sanguineas ndo tiveram altera¢do na atividade
da glicose, colesterol e triacilglicerdis. A substituicdo alimentar de farinha de ora-pro-nobis (P.
aculeata) na dieta de O. niloticus, melhorou a capacidade digestiva dos animais e sem alteragdes
no perfil bioquimico

Palavras-chave: ora-pro-nobis, tildpia, enzimas digestivas e perfil bioquimico
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1. INTRODUCAO

Dentre as espécies de peixes mais cultivadas no mundo esta a tilapia (Oreochromis
niloticus, Linnaeus 1758) em terceiro lugar, ficando apenas atras das carpas Ctenopharyngodon
idellus (carpa capim) e Hypophthalmichthys molitrix (carpa prateada), segundo o relatorio The
State of World Fisheries and Aquaculture (FAO, 2020). As expectativas mostram que o cultivo
desse animal serd um dos principais contribuintes para o crescimento mais rapido da aquicultura
mundial nos proximos anos. A tilapia do Nilo € a espécie de peixe mais produzida na aquicultura
brasileira e nos ultimos dez anos apresentou um aumento de mais de 200% na sua producao no
pais (EMBRAPA, 2019). Esse fato esté relacionado as condigdes favoraveis do cultivo dessa
espécie. A tilapia apresenta um rapido crescimento, resisténcia a doengas, ciclo de produgao
curto, rusticidade ao manejo e uma boa aceitabilidade de sua carne pelos consumidores
(BHUJEL, 2000; KUBITZA, 2000).

A espécie possui cultivos em grande parte dos paises, em regides tropicais e
subtropicais. Dados da Associagdo Brasileira de Piscicultura (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DE PISCICULTURA, 2021), trazem a informacao de que o Brasil atingiu a quarta posi¢do no
ranking dos produtores de tilapia em 2021, com uma estimativa de producao de 520 mil/ t/ano.
O estado do Parand ¢ o maior produtor nacional, com a espécie representando 90% da
piscicultura do estado (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PISCICULTURA, 2021). A
evolucgdo da atividade se deve aos desenvolvimentos tecnologicos, que permitiu um aumento
nas densidades de estocagem, elevando os cultivos.

Na aquicultura intensiva, nota-se que a criagdo ocorre em ambientes artificiais e
controlados, com o sucesso da producdo dependendo das boas praticas de manejo € manutengao
das instalagdes, bem como na oferta de uma dieta adequada. Uma melhor resisténcia e
desempenho das espécies sujeitas a criacdo intensiva, como a tildpia do Nilo, estdo entre os
maiores desafios da piscicultura, sendo que um dos fatores para o sucesso na criagdo depende
de dietas de alta qualidade, que além de conter um adequado teor de nutrientes essenciais,
contenham aditivos para auxiliar na manuten¢ao da satide animal favorecendo o crescimento
(LARA-FLORES et al., 2003). Se o alimento oferecido ndo possuir uma boa assimilagdo pelo
animal o mesmo ird apresentar um baixo desempenho. Assim se torna necessario avaliar a
qualidade e quantidade do alimento oferecido, que ¢ fundamental para o bom desenvolvimento
da piscicultura e a rentabilidade da produgdo. Pesquisas na area nutricional de tilapias, e demais
espécies, deveriam buscar por recursos localmente disponiveis, baratos e ndo convencionais

que possam ser usualmente utilizados no preparo das ragdes (EL-SAYED, 2004).
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Pensando nas atuais condi¢des de producdo utilizadas na piscicultura intensiva, os
peixes podem ser submetidos a diferentes condi¢cdes que causam estresse, por exemplo altas
densidades, manejos de criagdo e transporte, praticas habituais do produtor e que podem afetar
negativamente os animais. Considerando-se que organismos saudaveis apresentem melhor
desempenho contra as adversidades e o estado nutricional dos mesmos estd diretamente
relacionado ao seu equilibrio homeostatico, dietas acessiveis € com bons niveis nutricionais sao
necessarias para o bom desempenho dos animais (LARA-FLORES et al., 2003).

Alguns aditivos como quimioterapicos e antibioticos sao adicionados as dietas como
promotores de crescimento e na prevencao de infecgdes, porém o uso dessas substancias causa
impressao negativa em diversos paises seja pela contaminagao ambiental ou pela possibilidade
da presenca de residuos na carne (TAVARES-DIAS et al., 2009). Diversos trabalhos tém
buscado a aplicacdo de leveduras, oligossacarideos, vitaminas, enzimas, extratos e farinhas de
fonte vegetal e animal em ragdes, avaliando pardmetros de desempenho zootécnico,
composi¢ao corporal e resisténcia dos animais em diferentes fases de desenvolvimento, com
resultados bastante promissores (EL SAYED, TACON, 1997; STEIN, KILL, 2006; GABRIEL,
2019).

Na busca por “aditivos promotores de crescimento” e recursos proteicos nao
convencionais, deve-se focar em fontes que possuam potencial econOmico e estejam
disponiveis localmente. Neste contexto, pode-se sugerir a aplica¢ao da farinha de ora-pro-nobis,
Pereskia aculeata na dieta de tilapias do Nilo. Esta ¢ uma planta amplamente distribuida no
territorio brasileiro e de acordo com Almeida et al. (2014), contém altos niveis nutricionais,
possuindo elevadas concentragdes de proteina em sua composicdo € também minerais,
vitaminas e compostos fendlicos. Considerando a sua composi¢do, 0 uso na nutri¢do animal
pode trazer bons resultados quando incorporada a dieta de tilapias, também no desempenho e
resisténcia. Além disso, considerando o volume de produgdo, pequenas porcentagens de
substituicdo das fontes convencionais de proteina podem apresentar grandes impactos

econdOmicos, tanto em termos de custos com ragao quanto em termos de rendimento de pescado.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Diante disto, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar a farinha de ora-pro-ndbis como
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substitui¢do alimentar na dieta de tilapias e sua influéncia sobre a atividade das enzimas

digestivas e perfil bioquimico dos animais.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito da inclusdo da farinha de ora-pro-nobis na dieta de tilapias do Nilo
(O.niloticus) na atividade das enzimas digestivas amilase e lipase em intestino.

Avaliar o efeito da inclusdo da farinha de ora-pro-ndbis na dieta de tilapias do Nilo
(O.niloticus) na atividade das enzimas digestivas tripsina e quimotripsina em intestino.

Avaliar o efeito da inclusdo da farinha de ora-pro-nobis na dieta de tilapias do Nilo
(O.niloticus) na atividade das enzimas digestivas maltase e sacarase em intestino.

Avaliar o efeito da inclusdo da farinha de ora-pro-ndbis na dieta de tilapias do Nilo

(O.niloticus) nos niveis plasmaticos de glicose, colesterol e triacilglicerois.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segundo a FAO (2020) a piscicultura mundial em 2018 atingiu 54,2 milhdes de
toneladas de peixes e, uma das espécies de peixes de dgua doce mais criada no mundo, ¢ a
tilapia (O. niloticus), ficando em terceira colocagao no ranking mundial. De acordo com dados
da FAO (2020), a producdo desta espécie de peixe em 2018 foi de aproximadamente 4,52
milhdes de toneladas.

A tilapia (O. niloticus, Linnaeus, 1.758) pertencente a familia Cichlidae, ¢ originaria
do continente africano sendo cultivada no mundo todo devido as suas caracteristicas
zootécnicas. E uma espécie onivora que aceita varios tipos de alimento e apresenta rapido
crescimento, grande rusticidade, facil manejo, alto indice de rendimento de carcaga e carne de
otima qualidade (CONTE, 2002; JU, CHEN, LIAO, 2014; LI et al., 2013). Por ser uma espécie
originaria de clima tropical, com uma faixa de conforto térmico em torno de 26 °C - 28 °C,
possibilitou a expansdo da criagdo para muitas regides do Brasil sendo que a produgdo
comercial é realizada em sistemas semi-intensivos, intensivos e super-intensivos. E uma espécie
com excelente versatilidade adaptativa, confere 6timos resultados nos mais diversos meios de
cultivos, tais como viveiros escavados, tanques-rede e sistemas de recirculagdo de agua
(KUBITZA, 2011). No Brasil, ela foi introduzida durante a década de 70, inicialmente no
Nordeste do pais e posteriormente a espécie se difundiu rapidamente pelo territério brasileiro

(MACIEL, 2015).
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Em cultivos intensivos, com enfoque comercial, os animais estardo submetidos a um
ambiente artificial que foi projetado a fim de simular as condi¢des ambientais necessarias ao
bom desenvolvimento dos mesmos, diversos fatores assim passam a influenciar o bom
desempenho de uma producao (KHATTABY, 2020). Entre os fatores que impactam o sucesso
da criacdo, a nutricdo dos animais ¢ um dos mais significativos. Na aquicultura a nutri¢do ¢ de
dificil compreensao, devido a grande relagdo com fatores ambientais e endogenos, abordagens
e alimentos utilizados (FURUYA, 2013). Na atualidade as pesquisas tem dado enfoque a
componentes na alimentagao que possam suprir os requerimentos nutricionais dos animais € ao
mesmo tempo sejam economicamente acessiveis, ou, por ingredientes que permitam uma
melhoria na composi¢do corporal dos animais, possibilitando uma producao lucrativa. As
tilapias, assim como os demais animais, necessitam de uma ingestdo adequada de nutrientes
para que possam se desenvolver adequadamente, como proteinas, minerais, vitaminas, acidos
graxos e carboidratos (SANTOS, 2007; JAUNCEY, 2000).

No que tange ao comportamento metabolico, o conjunto de enzimas relacionadas ao
metabolismo de acucares, gorduras e proteinas nos peixes ¢ bastante distinto e as respostas a
mudangas na dieta ou no ambiente podem ser extremamente variaveis dentre as inumeras
espécies de peixes (SEIXAS-FILHO, 2004; NELSON, COX, 2014). A principal fonte de
energia para os peixes teledsteos € o metabolismo proteico, que possui trés fontes de
aminoacidos (aa) sendo elas, a via dietética, a quebra de proteina corporal e a biossintese de aa
ndo essenciais. Apos o processo digestorio das proteinas, os aminoacidos sdo absorvidos e
transportados pelo sangue até os sitios de utilizacdo onde sdo metabolizados ou usados para
sintese de proteinas ou compostos nitrogenados. Assim, a composicao de aa livres ou presentes
nos tecidos varia de acordo com a composi¢ao proteica da alimentacdo e com o periodo com
alimentagao e jejum (JURS, BASTROP, 1995).

Além das proteinas, outra fonte de energia para os peixes ¢ o metabolismo de
carboidratos e lipideos. O fornecimento adequado destes componentes na dieta permite aos
animais utiliza-los como precursores para sintese de outras moléculas ou como fonte de energia,
desta forma poupando os aminodcidos do metabolismo energético e direcionando os mesmos
para a sintese de proteinas e outros compostos nitrogenados, indispensaveis para o crescimento
e saude dos animais durante o cultivo (SEIXAS-FILHO, 2004).

Considerando o aproveitamento maximo dos nutrientes fornecidos nas racdes, o
processo digestorio nos peixes desempenha papel essencial. O conhecimento das enzimas
digestivas em um organismo ajuda a determinar a capacidade digestiva do mesmo, o que por

sua vez auxilia a sele¢do de ingredientes a serem incluidos na dieta. Além disso, a melhor/maior
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atividade das enzimas digestivas reflete-se na maior absor¢ao de nutrientes e disponibilidade
dos mesmos para o metabolismo celular (SEIXAS-FILHO, 2004; NELSON, COX, 2014).

Em termos de enzimas digestivas, as proteases sao responsaveis pela digestdo de
proteinas dos alimentos ingeridos. Dentre as proteases de maior importancia encontram-se a
tripsina, a quimotripsina e as aminopeptidases (SEIXAS-FILHO, 2004; NELSON, COX,
2014). A tripsina e a quimotripsina sdo endoproteases, ou seja, quebram as ligagdes peptidicas
dentro da proteina, enquanto as aminopeptidases sao exoproteases atuando em residuos de
aminoacidos na posi¢ao N-terminal da proteina (NELSON, COX, 2014). Essas enzimas sao
liberadas pelo pancreas, na por¢ao inicial do intestino e cecos piloricos e sdo ativadas no
intestino pela enteroquinase, que converte o zimogénio pancreatico tripsinogénio em tripsina
pela remogao de um hexapeptidio N-terminal, como ocorre nos vertebrados superiores. A
tripsina converte outras moléculas de tripsinogénio em tripsina e desencadeia uma cascata de
atividade proteolitica, pois a tripsina € o ativador comum de todos os zimogénios pancreaticos.
Apobs a digestdo, a absor¢do dos aminoacidos livres, que ocorre na membrana apical do
enterdcito, ¢ realizada através de transportadores especificos dependentes de Na®, de
transportadores ndo-dependentes de Na" e por difusdo (SEIXAS-FILHO, 2004).

Dentre as diversas espécies vegetais que podem apresentar potencial para uso como
suplementos dietéticos destaca-se a Ora-pro-nobis, Pereskia spp., uma Planta Alimenticia Nao
Convencional (PANC) (TAKEITTI et al., 2009). A ora-pro-nobis, que em latim significa “rogai
por nos”, pertence ao reino Plantae, classe Magnoliopsida, ordem Caryophyllales, familia
Cactaceae e género Pereskia. Deste grupo de 17 espécies, as folhas de Pereskia aculeata se
destacam pelo alto teor de proteinas, fibras alimentares, minerais, vitaminas € compostos
bioativos (ALMEIDA et al., 2014; TAKEITI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013). Esta ¢ uma
espécie pouco explorada da flora nacional que se apresenta como uma alternativa alimentar e
de renda além de uma opcio de diversificagio cultural. E uma planta originaria dos trépicos,
encontrada em grande parte do territorio nacional, da Bahia ao Rio Grande do Sul.

A sua baixa toxicidade ¢ alta concentracdo de nutrientes a caracteriza como uma boa
planta para utilizacdo humana e animal (ALMEIDA et al., 2014). No estudo de Almeida et al.
(2014) os autores encontraram teor de 28,99 % de proteinas totais na farinha das folhas de P.
aculeata, além de apresentar teores elevados de ferro, calcio e potassio. Além de representar
uma fonte interessante de proteinas e minerais, as folhas da ora-pro-ndbis também possuem
uma boa diversidade de compostos bioativos considerados em sua grande maioria metabolitos
secundarios, como compostos fenolicos, flavonoides e acido ascorbico (PINTO et al., 2012;

ALMEIDA et al., 2014; SOUSA et al., 2014). Estudos recentes t€ém identificado o potencial
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antioxidante das folhas da ora-pro-nobis (SOUSA et al., 2014; SOUZA et al., 2016; MORAES
et al., 2020) e correlacionado esta acdo com a presenca dos compostos fenolicos. O interesse
nas espécies do género Pereskia vem crescendo nos ultimos anos devido a sua composi¢ao
quimica e potencial de utilizagdo, em especial, na alimentagdo humana e animal, além de ser
uma planta de facil cultivo, adaptavel a diversos solos e com baixo custo de produ¢do. Relatos
na literatura abordam a inclusdo desta planta na dieta de outras espécies como camundongos,
frangos e leitdes onde demonstram que ¢ possivel o desenvolvimento e aplicagdo de estratégias
que facam uso da farinha de P. aculeata como fonte nutricional na alimentagdo animal com
bons resultados de desempenho (AVELAR et al., 2013; SOUZA et al., 2015; NASCIMENTO,
2018; SILVA et al., 2018).

Observando as informagdes obtidas na literatura para a composi¢do bromatologica da
P. aculeata acredita-se que a suplementagao alimentar com ora-pro-nébis na dieta de tilapias
do Nilo possa melhorar a condicdo metabdlica contribuindo para o bem-estar animal. Além
disso, exercer efeitos positivos no desempenho zootécnico atuando como promotor de

crescimento e se tornar uma opg¢ao de fonte proteica alternativa no cultivo de tilapias.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local e instalacoes

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratérios de Experimentacdo Animal,
Bioquimica e Genética e em estufas pertencentes a Universidade Federal da Fronteira Sul -

UFFS, campus Laranjeiras do Sul, Parana (Figura 1).

Figura 1- Localiza¢do da Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS, campus
Laranjeiras do Sul, Parana.

SAD PAULD

Ll:-n-:lrm; i

PARANA

Urﬂiversid"alde Federal CUri.tiba .
da Fronteireli sul (UFFS...

Fonte: Google Maps.
Localizag@o no ponto branco a Universidade Federal da Fronteira Sul, campus: Laranjeiras do Sul-PR.
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A agua utilizada foi oriunda do abastecimento da prépria universidade. A fim de
garantir a qualidade e visando a economia da 4gua do meio ambiente, foi utilizado o processo
de recirculagdo com biofiltros em fluxo continuo, utilizando bomba com capacidade de vazao
média de 200 L/h. O biofiltro foi montado em caixa d"agua com capacidade para 500 L (Figura
3). No interior do biofiltro foram inseridas pedras britadas. O biofiltro ainda contou com aeragao
continua e aquecedor com termostato, visando a manutencdo de boas taxas de oxigénio
dissolvido (OD) e temperatura da dgua constante. Fizeram parte da estrutura do experimento
16 caixas d'agua com capacidade para 150 L cada, com um volume de 4gua de 90 L (Figura 3).
Diariamente foi coletada e registrada a temperatura da d4gua bem como semanalmente foram
mensurados as varidveis de qualidade de dgua: amonia, nitrito, alcalinidade, dureza, pH e
oxigenio dissolvido (OD) no sistema de cultivo, para assim manter os pardmetros do ambiente

para que nao tivesse intervencao no experimento.

Figura 3 — Imagem do sistema utilizado para o experimento.

Fonte: Oro,2019.

4.2. Preparo das racoes

A farinha de P. aculeata foi obtida de uma agroindustria nomeada Eco-Alimentos
localizada na cidade de Palmeira — Parand (no ponto branco da figura 3) que fica

aproximadamente 80 Km de Curitiba - Parana.
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Figura 3 — Localiza¢dao de Palmeira — Parana.

SAD PAULD

Londrina |

PARANA
o Palmeira

-fn.-

Fonte: Google Maps.
Localizagdo no ponto branco Palmeira — Parana.

Os demais ingredientes foram obtidos do comércio local e foram elaboradas quatro
formulagdes de racdes, contendo 0, 5, 10 e 15 % de inclusdo de farinha de ora-pro-nobis,
nomeados os tratamentos como TC (tratamento controle), T1 (5 %), T2 (10 %) e T3 (15 %). As
racdes foram formuladas para possuirem 32 % de proteina bruta, energia bruta em 3100 kcal,
extrato etéreo em 6 % de minimo, fibra bruta em maximo de 5 %, carboidratos em 40 % como

limite maximo.

Tabela 1 — Formulagdo das rag¢des para tilapias do Nilo (O. niloticus) com inclusao da

farinha de ora-pro-nobis.

TC T1 T2 T3
Farinha de peixe 30 25 25 21
Farelo de soja 25 27 24 26
Farelo de trigo 17 17 17 17
Farinha de milho 21 19 17 14
Ora pro nobis 0 5 10 15
Oleo de peixe 1 1 1 1
Oleo de soja 4 4 4 4
Premix de vit./min.” 2 2 2 2

Os valores estdo em %; * Nutridrink Protein, Danone.

Os ingredientes foram pesados, adicionados a um recipiente para a homogeneizagao,
posteriormente foi inserido agua a 30 °C para facilitar a peletizagdo e a secagem ocorreu em

estufa a 32 °C por um periodo de 12 horas. Os valores de inclusdo da farinha de ora-pro-ndbis
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para a formulagdo das ra¢des foram escolhidos analisando trabalho prévio realizado por Oro
(2019), onde houve a suplementacdo alimentar das tilapias contendo uma ragao comercial onde
foi incluso diferentes concentracdes de farinha das folhas de P. aculeata, ¢ de acordo Avelar et
al. (2013), que utilizou a farinha da planta na suplementacao mineral de leitdes na fase de creche
e em Silva ef al. (2018), que procurou relacionar o uso da farinha na dieta com o rendimento de

carcaga de frangos.

4.3. Estudo in vivo

Para a realizacdo do experimento o projeto foi aprovado no CEUA/UFFS (Comissao
de Etica no Uso de Animais, da Universidade Federal da Fronteira Sul) sob o numero
2545170619. Os animais utilizados no experimento foram provenientes de piscicultura
comercial. Ao chegarem as instalagcdes da universidade, os juvenis de tilapia foram submetidos
a banho em solucdo salina para profilaxia e em seguida transferidos e aclimatados ao sistema
de recirculagdo onde o experimento foi realizado.

O procedimento experimental foi realizado utilizando quatro tratamentos com trés
repeti¢des cada, dispostos de forma completamente aleatoria. Os animais foram divididos em
diferentes grupos, controle e tratados: o grupo controle (TC) recebeu racao balanceada baseada
sem adi¢do de farinha de ora-pro-nobis; o grupo de tratamento 1 (T1) recebeu ragdo balanceada
suplementada com adi¢do de 5% de farinha de ora-pro-nobis; o grupo de tratamento 2 (T2)
recebeu racdo balanceada suplementada com adicdo de 10% de farinha de ora-pro-nobis; o
grupo de tratamento 3 (T3) recebeu racdo balanceada suplementada com adicdo de 15% de
farinha de ora-pro-nobis.

Depois de aclimatados ao local os animais foram divididos aleatoriamente entre as
caixas, sendo dispostos 20 peixes por aquario, sendo realizada a biometria em metade dos
animais por caixa, obtendo um peso médio dos peixes de 6,0 g. A quantidade de alimento
ofertada aos animais foi definida com base na biomassa média do aquério, sendo realizado o
arragoamento em 10 % da biomassa média do aquario, com a porcentagem sendo ajustada apos
biometria aos 25 dias ap6s o inicio do experimento.

Ao final dos 57 dias periodo de suplementagdo 10 animais foram coletados 1 hora ap6s
a alimentacao para garantir que o trato digestorio estivesse cheio para a analise das enzimas
digestivas. Entdo foram anestesiados para a retirada de sangue por puncdo do vaso caudal
utilizando seringa contendo solugdo de anticoagulante de EDTA 3 % e em seguida, sacrificados

por aprofundamento do estado anestésico em solucdo de benzocaina (250 mg/L) (CFMV,
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2012). Apds a eutanasia, os peixes foram dissecados para obten¢do de amostras correspondentes
a cinco centimetros da parte anterior do intestino, mensurada a partir do término do estdmago.
Estas amostras de intestino foram imediatamente conservadas em ultrafreezer a -85 °C, para
posterior processamento e determinagao da atividade de enzimas digestivas.

Durante o periodo do ensaio, foi realizado o acompanhamento dos animais e o
monitoramento da qualidade da &4gua assegurando um ambiente adequado para o

desenvolvimento dos organismos.

4.4. Parametros bioquimicos e avaliacao das atividades enzimaticas

Para andlise dos parametros bioquimicos foi utilizado o plasma sanguineo e atividade
enzimadtica no intestino que foi homogeneizado em tampao com auxilio de homogeneizador
elétrico IKA® T10 basic, e apds centrifugados em centrifuga refrigerada (Sigma, 3-16 KL) a 4
°C por 10 minutos em 12000 xg. O sobrenadante, obtido apds a centrifugacgdo, foi retirado e
utilizado para as determinagdes. Para determinagdo de proteina foi utilizado o método de

Bradford (1976) utilizando sobrenadante dos homogenatos e albumina bovina como padrao.

4.5. Atividade das enzimas digestivas

A determinacdo da atividade das dissacaridases/glicosidases foi realizada em
microplaca de fundo chato de 96 pocos com leitura em 505 nm. As amostras foram incubadas
em banho-maria com controle de temperatura a 25 °C. Para o inicio da dosagem 50 puL do
sobrenadante dos homogenatos de intestino foi incubado com 20 pL de tampao maleato (pH
6,0) por 5 minutos, posteriormente foi adicionado 30 pL de substrato (maltose ou sacarose) e o
meio de reacao foi incubado por 5 minutos a 25 °C. Para identificagdo da atividade das enzimas,
foi realizada a dosagem de glicose ao final do periodo de incubagao, utilizando kit colorimétrico
comercial seguindo as recomendagdes do fabricante. Os resultados foram expressos como
U/mg de proteina, onde 1 U = pmol de glicose/ min/ mg de proteina (DAHLQVIST, 1984,
PEREIRA et al., 2011).

A determinagdo da atividade da amilase e lipase foi realizada por meio de kit
colorimétrico comercial, seguindo as recomendacdes do fabricante adaptado para microplaca
de 96 pogos de fundo chato (SEIXAS-FILHO, 2003). A leitura foi realizada em leitora de

microplaca (Multiskan FC- Thermo Scientific).
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A atividade da quimotripsina foi determinada segundo o método de Hummel (1959)
adaptado para microplaca. Para a determinagdo da atividade dessa enzima utilizou-se o
substrato benzoyl tyrosine ethyl ester (BTEE). A incubagao dos extratos foi realizada por dois
minutos em microplaca ultravioleta de fundo chato com leituras de 10 segundos, utilizando
tampao Tris/CaClo em pH 7,8. As andlises foram realizadas em triplicata e as leituras foram
realizadas em leitora de microplaca (Multiskan FC- Thermo Scientific) com comprimento de
onda ajustado para 256 nm e 25 °C. Foi utilizada uma unidade de quimotripsina para definir a
quantidade de enzima necessaria para formar lumol de etanol/minuto. O coeficiente de
extingdo molar utilizado para o céalculo da enzima foi de 964 M e o resultado foi expresso em
uM/min/mg de proteina.

A atividade da tripsina foi determinada segundo o método de Hummel (1959) adaptado
para microplaca. Para a determinagao da atividade dessa enzima utilizou-se o substrato o-p-
toluenesulphonyl- L-arginine methyl ester hydrochloride (TAME), a incubagdo dos extratos foi
realizada por dois minutos em microplaca ultravioleta de fundo chato com leituras de 10
segundos, utilizando tampao Tris/CaCl; em pH 8,1. As andlises foram realizadas em triplicata
e as leituras foram realizadas em leitora de microplaca (Multiskan FC- Thermo Scientific) com
comprimento de onda ajustado para 247 nm e 25 °C. Foi utilizada uma unidade de tripsina para
definir a quantidade de enzima necessaria para formar 1 pmol de Na-p-Tosyl-L-
Arginine/minuto. O coeficiente de extingdo molar utilizado para o célculo da enzima foi de 540

M e o resultado expresso em uM/min/mg de proteina.

4.6. Determinacio do perfil bioquimico

O contetdo de glicose, colesterol e triacilgliceréis do sangue das tilapias foram
determinados utilizando kits colorimétricos comerciais e seguindo as instrugdes dos fabricantes

e adaptados para microplaca de 96 pogos.

4.7. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média = Desvio Padrao. A normalidade dos dados foi
testada pelo teste de Shapiro-Wilk a 5 % de probabilidade. A homocedasticidade foi verificada
através do Teste de Bartlett. Quando atendessem aos pressupostos de normalidade e
homocedasticidade, as comparagdes estatisticas foram submetidas a anélise de variancia e a

comparac¢do das médias foi feita através do Teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nos ultimos anos vem se observando um aumento no desenvolvimento de manejos e
métodos que venham a proporcionar maior bem-estar animal sem perder a produtividade
quando se trata de criacdo de organismos aquaticos. Neste sentido, diversos estudos de
suplementagdo vem sendo realizados na tentativa de se encontrar novos componentes para as
ragcdes bem como estabelecer faixas de uso seguras e efetivas, tendo como finalidade melhorar
os aspectos fisioldgicos e nutricionais dos peixes, assim promovendo um desempenho melhor
(GARCIA, 2008).

O sistema digestorio de peixes tem uma fisiologia bastante distinta entre as diferentes
espécies. Além disso, a atividade das enzimas digestivas pode sofrer alteracdes quando ha
mudangas na dieta e no ambiente. A compreensao do funcionamento das enzimas digestivas de
um organismo ajuda a determinar a sua capacidade digestiva, o que ajuda a escolher os melhores
ingredientes a serem incluidos na dieta (GIODA et al., 2017).

A fim de avaliar se a suplementagdo alimentar com farinha de ora-pro-nobis afeta o
processo digestivo e a utilizagdo dos nutrientes em tilapias do Nilo, foram avaliadas as
atividades das principais enzimas digestivas envolvidas no metabolismo de proteinas, lipidios
e carboidratos.

Na figura 4, podemos observar que os tratamentos que receberam farinha de ora-pro-
ndbis obtiveram um aumento significativo na atividade da quimotripsina quando comparado ao
controle. J4 em relagdo a atividade da tripsina, representada na figura 4 B, vemos que a
concentracao de 15 % teve um aumento significativo quando comparado ao grupo 5 %.

As proteases alcalinas mais abundantes em peixes sdo a tripsina € a quimotripsina,
responsaveis por realizar a quebra das ligagdes peptidicas que sdo encontradas dentro das
proteinas, mais especificamente, estas enzimas atuam como serina-proteases (CARRILLO-
FARNES et al., 2007; SEIXAS-FILHO, 2004). Estudos fazem relagdo dos niveis da atividade
dessas enzimas com a maior disponibilidade de aminoécidos e o crescimento de tilapia durante
o cultivo (SANTOS et al., 2020).

Almeida et al. (2014), descreve que a farinha de P. aculeata tem 30 % de proteina total
além de contar com altos niveis de ferro, calcio e potassio. As folhas da ora-pro-ndbis contam
também com niveis significativos de diversos metabolitos secundarios como compostos
fenodlicos, flavonoides e 4cido ascorbico. A presenca desses compostos na alimentacdo afeta

positivamente o organismo, o que pode gerar uma melhora na fisiologia € homeostasia corporal
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bem como no sistema imune e na resisténcia do animal a patéogenos (PINTO et al., 2012;
ALMEIDA et al., 2014; SOUSA et al., 2014). Estudo de Oro (2019) demonstrou que a adi¢ao
de farinha de ora-pro-nobis na dieta de tildpias nas concentragdes de 4 e 6% induziram melhoras
nos parametros zootécnicos € promoveram aumentos significativos do contetdo de proteina
corporal e da atividade das enzimas do metabolismo de aminodacidos. Os resultados observados
para a enzima quimotripsina corroboram os dados ja disponiveis e indicam que o aumento de
atividade dessa enzima esta relacionado a maior absor¢ao de aminoacidos no intestino induzido
pela presenca da farinha de ora-pro-noébis e consequentemente maior disponibilidade destas
moléculas para o metabolismo celular, refletindo nos parametros de crescimento e de
composi¢ao corporal como observado por Oro (2019). Por outro lado, a auséncia de efeito na
atividade da tripsina comparado com o controle pode ser devido a presenga de fatores
antinutricionais como os inibidores de proteases e os taninos nas folhas da ora-pro-nébis. Estes
compostos podem interagir com as enzimas digestivas atuando como pseudosubstratos e
inibindo suas atividades e¢/ou ainda combinando-se com proteinas, carboidratos, aminoacidos,
vitaminas e¢ minerais, pela formagao de complexos estaveis, impedindo a absor¢ao dos

nutrientes pelo organismo e provocando alteracdes de paladar (NASCIMENTO, 2016).

Figura 4 — Atividade das enzimas Quimotripsina (A) e Tripsina (B) em intestino de

tilapia suplementada com inclusdo de farinha de ora-pro-nobis.
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Os valores sdo expressos como média = DP. * p< 0,05 significativo em relagdo ao grupo controle; # p< 0,05
significativo em relacdo aos grupos 5%.

Na Figura 5 ¢ apresentada a atividade da lipase, enzima relacionada a digestdo de
lipideos. Sua atuacdo ¢ de grande relevancia ja que promove a hidrélise de triacilglicerois,
fosfolipideos e ésteres de colesterol permitindo a absorcdo destes lipideos pelas células
intestinais (NELSON, COX, 2014). Como pode ser observado, o grupo 15 % promoveu
aumento significativo da atividade da lipase quando comparado aos grupos controle e 5 %.
Assim como para as demais enzimas digestivas, a quantidade e o tipo de lipideo presente na
dieta podem modular a atividade e a sintese da lipase. A P. aculeata possui uma baixa
quantidade de lipidios nas suas folhas, conforme pode ser observado nos estudos de Rocha et
al. (2008) e Takeiti et al. (2009), os quais determinaram niveis de 3,64 e 4,1 g/100 g de MS,
respectivamente. Estes valores baixos explicariam a auséncia de efeito na atividade da lipase

nas concentragdes mais baixas de farinha de ora-pro-nobis.
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Figura 5 — Atividade da enzima Lipase em intestino de tilapia suplementada com

inclusdo de farinha de ora-pro-nobis.
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Os valores sdo expressos como média = DP. * p< 0,05 significativo em relagdo ao grupo controle; # p< 0,05
significativo em relagdo aos grupos 5%.

A substituicdo alimentar com farinha de ora-pro-nobis na dieta de O. niloticus
promoveu aumento significativo na atividade da amilase nos grupos de 10 e 15 % quando
comparado ao controle, ja a atividade da maltase teve um aumento no grupo de 15 % quando
comparado ao grupo de 10 %, e a atividade da enzima sacarase ndo apresentou diferenca
estatistica (figura 6).

Durante a digestdo dos carboidratos provenientes da dieta, atuam enzimas, como por
exemplo a amilase, que sdo responsaveis pela hidrdlise de ligagdes glicosidicas a (1,4)
liberando oligo e dissacarideos. Ainda um segundo processo da digestdo submete os oligo e
dissacarideos a atua¢do das dissacaridases ou glicosidases, pertencentes as familias alfa (a),
como por exemplo a sacarase e a maltase, e beta (3), como por exemplo a  glicosidase, que
quebram os dissacarideos em monossacarideos para que possam ser absorvidos (KRASIKOV
etal., 2001).

A atividade das enzimas digestivas que atuam nos carboidratos da dieta tem sua
atividade flutuante, isso significa que pode variar conforme o tipo e a quantidade de carboidrato
disponivel na dieta fornecida aos peixes (GIODA et al., 2017; MONTOYA-MEIJIA et al.,
2017). Apesar da capacidade limitada dos peixes em utilizar os carboidratos como fonte de
energia, a aplicacdo de suplementos de origem vegetal ou de microrganismos na dieta de
organismos aquaticos pode alterar tanto a expressdo das enzimas digestivas quanto a sua
atividade (WANG, 2017; OZORIO et al., 2015; AKBARY et al., 2017). Isso se reflete em
aumento da capacidade digestiva e de uso dos nutrientes, em especial os carboidratos sendo
usados como fonte de energia para suprir as necessidades das células e poupando outras

biomoléculas como os aminoéacidos do metabolismo energético. Em termos da composic¢ao da
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farinha de P. aculeata apresenta uma concentragdo de carboidratos de 28 % a 31 % (ALMEIDA

et al., 2014) representando assim uma boa alternativa como fonte de carboidratos na dieta das

tilapias.

Figura 6 — Atividade das enzimas Amilase (A), Maltase (B) e Sacarase (C) em

intestino de tildpia suplementada com inclusdo de farinha de ora-pro-nobis.
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Na tabela 2 sdo apresentados os pardmetros de glicose, colesterol e triacilglicerdis
sanguineos. Como pode ser observado a suplementacdo com a farinha de ora-pro-ndbis nao
promoveu alteragdes significativas nestes parametros para nenhum dos grupos experimentais.
Os resultados referentes aos niveis plasmaticos de colesterol e de triacilglicerdis se
correlacionam com o fato da farinha de ora-pro-nobis influenciar a atividade da lipase apenas
na concentragdo mais elevada e também com os resultados de composi¢ao corporal descritos
por Oro (2019) em que ndo foi observado alteragao do contetudo de lipideos da carne com as
concentragdes de 4 ¢ 6% de farinha de ora-pro-nobis. Além disso, a ndo alteragdo dos
parametros sanguineos de colesterol e triacilglicerdis pode estar relacionado a presenga de
grandes quantidades de fibras soluveis nas folhas da ora-pro-ndbis que contribuem para uma
menor absorcao de lipideos no intestino (NASCIMENTO, 2016). A presenga das fibras soluveis
também pode explicar o fato de ter sido observado aumento da atividade das enzimas digestivas
de carboidratos mas nao ter ocorrido alteracdo dos niveis de glicose no sangue das tilapias.
Essas fibras em contato com agua formam géis que retém os monossacarideos e além disso
reduzem o tempo do transito intestinal resultando em menor absor¢do de carboidratos.

(NASCIMENTO, 2016).

Tabela 2 — Atividade de Glicose, Colesterol e Triacilglicerois em sangue de tilapia

suplementada com inclusao de farinha de ora-pro-nobis.

Controle 5% 10% 15%
Glicose 67,83+9,88 70,39+15,77 80,85+20,96 84,54+17,79
(mg/dL)
Colesterol 136,31+26,65 126,84+25,97 147.51+33,09 143,66+26,98
(mg/dL)

Triacilglicerois  155,64+65,64 129,33+34,83 130,55+41,97 131,87+42,50
(mg/dL)

Os valores sdo expressos como média = DP.

6. CONSIDERACOES FINAIS

A substitui¢ao alimentar de farinha de ora-pro-nobis (P. aculeata) na dieta de O.

niloticus, promoveu um aumento das atividades das enzimas digestivas de carboidratos,
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lipideos e proteinas sem no entanto, alterar o perfil bioquimico sanguineo dos animais. Com o0s
dados apresentados nesse trabalho seria indicado a utilizagdo de farinha de ora-pro-nobis em

uma concentragdo entre 10 e 15%, na dieta de juvenis de Tilapia do Nilo.
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