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RESUMO

Os acidos organicos compdem um grupo de substancias classificadas como
aditivos zootécnicos e sao utilizados para melhorar o desempenho dos animais.
Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a suplementacéo do
acido citrico (0%; 1 %; 2%; 3% e 4%) nas dietas para juvenis de tilapia-do-nilo.
As dietas experimentais foram formuladas para serem isoproteicas (28% de
proteina digestivel-PD) e isoenergéticas (3.100 kcal de energia digestivel - ED
kg1). O ensaio de desempenho foi conduzido durante 40 dias, onde foram
avaliados os parametros de desempenho, hematolégicos, pH do estémago, pH
do intestino e composicdo corporal dos animais. Os juvenis de tilapia (n= 200;
14,59 * 0,81 g) foram distribuidos em 25 aquéarios (300 L) com renovacao de
agua constante em um delineamento experimental inteiramente casualizado,
com cinco tratamentos e cinco repeticbes. Para a determinacdo dos
coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) foram utilizados juvenis de
tilapias-do-nilo (n= 120; 62,35 £ 2,12 g) alimentados com ra¢cdes experimentais
acrescidas com 0,1% de 6xido de cromo lll, durante 18 dias. O pH da racao
diminuiu (p<0,05) com o aumento da suplementacéo de acido citrico na ragéo.
Por outro lado, ndo houve diferenca (p>0,05) do pH estomacal e intestinal,
entre os diferentes tratamentos. A suplementacdo do acido citrico nao
influenciou os parametros de desempenho e para os nutrientes, proteina bruta,
energia bruta, extrato etéreo e cinzas das dietas experimentais. Por outro lado,
0s niveis de 1%, 2% e 3% de &cido citrico proporcionaram aumento (p<0,05)
na disponibilidade do fésforo, enquanto que o nivel de 2% melhorou (p<0,05) a
disponibilidade de calcio, quando comparado ao controle. Além disso, houve o
aumento (p<0,05) na altura, largura e profundidade de cripta para os
tratamentos contendo 1% e 2% de acido citrico, além de incremento (p<0,05)
de leucécitos totais e proteina plasmatica total para os tratamentos contendo
1% e 3% de acido citrico. A suplementacdo de 2% de acido citrico melhora a
disponibilidade de célcio e fosforo e influencia positivamente a morfologia

intestinal de juvenis de tilapia-do-nilo.

Palavras-chave: acidos organicos, aditivo, impacto ambiental, fésforo.



ABSTRACT

The organic acids comprises in a group of substances classified as
zootechnical additives and were used to improve animal performance. The aim
of this study was to evaluate the citric acid supplementation (0%; 1 %; 2%; 3%
e 4%) in Nile tilapia juvenile diets. The experimental diets were formulated to be
iIsonitrogenous 28% of digestible protein (DP) and isocaloric 3,100 kcal of
digestible energy (DE) kg 1. The feeding trial was conducted during 40 days,
and growth performance, haematology, pH of stomach and intestine, and body
composition were assessed. Nile tilapia juveniles (n = 200; 14.59 + 0.81 g) were
distributed in 25 aquaria (300 L) with continuous water renewal in an
experiment design completely randomized with five treatments and five
replicates. To determine the apparent digestibility coefficients (ADC) were used
juvenile tilapia Nile (n = 120; 62.35 + 2.12 g) fed experimental diets added with
0.1% chromium oxide Ill, for 18 days. The pH of experimental diets decreased
(p<0.05) with increased levels of citric acid in the diet. On the other hand, pH of
stomach and intestine did not show significant differences (p>0.05) between
treatments. Dietary citric acid did not provide improvement on growth and for
the nutrients crude protein, gross energy, ether extract and ashes of the
experimental diets. Juvenile fed diet with 1%, 2% and 3% of citric acid showed
increase (p<0.05) in phosphorus availability, while 2% provided better (p<0.05)
calcium availability, when compared to control. Furthermore, villus height and
width, crypt depth increased (p<0.05) in animals fed with 1% e 2% of citric acid,
as well as total leukocytes and total protein plasmatic at 1% e 3% of citric acid.
Supplementation of 2% of citric acid improves calcium and phosphorus
availability and influenced positively the intestinal morphology of Nile tilapia

juveniles.

Keywords: organic acids, feed additive, environmental impact, phosphorus.



CAPITULO | — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Introducéo

A aquicultura é uma das principais alternativas para suprir a crescente
procura por pescado e proteina de alta qualidade. Para atender esta demanda,
0s sistemas intensivos de producdo sdo preconizados, objetivando alta
produtividade com a utilizacdo de elevada densidade de individuos estocados
por area (FOSS et al., 2003; ABDEL-FATTAH & EL-SAYED, 2006; FROES et
al., 2012). Por outro lado, a elevada densidade de estocagem, o uso de ragcdes
desbalanceadas e 0 excesso de alimento comprometem a producdo e podem
gerar perdas econbmicas, tanto pelos desperdicios de ragdes como por
doencas que podem acometer os peixes (FURUYA et al., 2001; URBINATI et
al., 2004; CYRINO et al., 2010).

Os antibidticos e quimioterapicos estédo entre os produtos mais utilizados
para a prevencdo e controle de doencas na aquicultura. Entretanto, o
desenvolvimento de bactérias resistentes e 0s riscos de contaminag¢ao cruzada
para os seres humanos resultaram na proibicdo do uso destes compostos em
dietas para peixes em varios paises (WESTON, 1996; KHAJEPOUR et al.,
2012). Em funcéo das restricdes, o uso dos acidos organicos em dietas para
animais de interesse zootécnico tém recebido especial atencdo no setor
agropecuario.

Os &cidos organicos e seus sais estdo incluidos na classe dos aditivos
zootécnicos utilizados na producdo animal como acidificante das dietas. S&o
conhecidas trés vias diferentes de acédo dos acidos organicos na dieta animal:
alimentacio, trato gastrointestinal e metabolismo (LUCKSTADT, 2008). Na
alimentacdo, a inclusdo dos acidos orgéanicos tém por objetivo promover a
reducdo do pH a niveis que podem inibir o crescimento microbiano e aumentar
o tempo de conservacdo (PARTANEN & MROZ, 1999). No trato
gastrointestinal, os acidos organicos auxiliam na reducédo do pH do meio, em
consequéncia, podem aumentar a digestdo e absorcdo de nutrientes e/ou
atuarem como moduladores da microbiota gastrointestinal (PARTANEN &
MROZ, 1999; SCHONER, 2001; LUCKSTADT, 2008). No metabolismo, alguns

acidos organicos podem contribuir como fonte de energia para as células da



mucosa do intestino e/ou beneficiar as acdes das enzimas digestivas do
estdbmago e do intestino (DIBNER & BUTTIN, 2002).

A suplementac¢do dos acidos organicos e seus sais, tais como os acidos:
férmico, fumarico, citrico e latico, tem apresentado efeitos positivos na saude,
desempenho e digestibilidade para animais terrestres de producdo comercial
(RUNHO et al., 1997; MAIOKA et al., 2004; DE FREITAS et al., 2006; VIOLA et
al., 2007; GHELER, 2009).

Dentre os acidos organicos, o acido citrico tem sido amplamente
utiizado na dieta animal, devido as -caracteristicas Unicas como sabor
agradavel, capacidade tampéo, potencial de acidificacdo e menor custo em
relacdo aos outros acidos organicos (HOSSAIN et al., 2007; FAGBENRO;
FASAKIN, 1996). Como aditivo zootécnico, o acido citrico apresenta eficacia
para reduzir o pH da racdo e gastrointestinal, controlar a microbiota intestinal e
aumentar a biodisponibilidade e absor¢cdo de nutrientes como o P e N
(BOILING et al., 2000; SUGIURA et al., 1998; LUCKSTADT, 2008).

Na aquicultura é crescente a investigacdo do uso de acido citrico como
suplemento na dieta dos peixes e 0s recentes estudos tém registrado
resultados positivos no crescimento, conversao alimentar, biodisponibilidade de
minerais, absorcdo e retencdo do fosforo (SARKER, 2007; BARUAH et al.,
2007; HOSSAIN et al., 2007; KHAJEPOUR, 2012).

A tildpia-do-nilo € uma das principais espécies de peixes de interesse
econdmico e com producdo significativa no cenario mundial. Porém, poucas
pesquisas foram desenvolvidas com o uso do acido citrico como suplemento na
racao para esta espécie. Desta forma, este trabalho foi realizado com o objetivo
de avaliar o efeito da suplementacédo dos niveis de &cido citrico na racéo para

juvenis de tilapia-do-nilo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Avaliar o efeito da suplementacao de &cido citrico em racdo para juvenis de

tilapia-do-nilo.

2.2 Objetivos Especificos

- Analisar o desempenho zootécnico dos juvenis de tildpia alimentados com

racdes contendo niveis de inclusdo do acido citrico;

- Verificar os efeitos nos parametros hematologicos e morfologia intestinal dos

animais suplementados com niveis de inclusédo do &cido citrico.

- Determinar os coeficientes de digestibilidade aparente da proteina bruta,
energia bruta, extrato etéreo, cinzas,calcio e fosforo das racdes suplementadas

com acido citrico.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Producdo aquicola mundial e nacional

No cenario mundial, a aquicultura se destaca no setor da producéo
animal, como uma atividade que permanece com crescimento constante (FAO,
2014). Este desenvolvimento tem sido impulsionado por uma combinagéo de
fatores, tais como o crescimento populacional, o aumento da renda, a
urbanizacao, a expansao da producao e distribuicdo mais eficiente. Estimativas
preliminares em 2012 apontam 0 aumento no consumo per capita de pescado
no cendario mundial, passando de 9,9 kg em 1960 para 19,2 kg no consumo
mundial (FAO, 2014).

Entre os anos de 2000 a 2012 a producdo mundial do setor aquicola
apresentou crescimento anual de 6,2%, saltando de 32,4 milhdes para 66,6
milhdes de toneladas produzidas; estima-se que no ano de 2013 foram
produzidas 70,5 milhdes de toneladas de pescado, o que corresponde a quase

metade de todo o pescado destinado para consumo humano (FAO, 2014).



A maior parte do pescado produzido no mundo concentra-se na Asia,
sendo a China, o principal produtor. Estima-se que no ano de 2012, o
continente asiatico foi responsavel por aproximadamente 88% do volume total
de pescado produzido na aquicultura mundial (FAO, 2014). Os paises em
desenvolvimento apresentam um papel importante no abastecimento dos
mercados globais e, em 2012, foram responsaveis por 61% do total de
exportacao de pescado produzidos pela aquicultura (FAO, 2014).

Dentre os paises emergentes na atividade, o Brasil apresenta grande
potencial para o desenvolvimento da aquicultura. No mercado nacional, a
aquicultura se estabeleceu como uma atividade de grande importancia
econbmica do setor agropecuario e, atualmente, encontra-se presente em
todas as regides do pais (IBGE, 2013).

O relatorio apresentado pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA,
2010) aponta uma evolucdo da producdo aquicola no pais nas ultimas
décadas. Entre os anos de 1980 até meados de 1994 e 1995, a aquicultura
produzia 50.000 toneladas por ano. Neste periodo, a pesca extrativa,
continental e marinha, apresentava-se como a principal fornecedora de
pescado para o mercado consumidor.

Em 2005, com producdo estimada em 257 mil toneladas, o Brasil
ocupava 182 posicao entre os maiores produtores mundiais de pescado. Neste
mesmo ano, 0 pais passou a ser o 12° em termos de receitas geradas, com
1,4% do total, destacando-se como o segundo lugar em importancia na
producdo aquicola da América do Sul, logo apés o Chile.

A producao da aquicultura brasileira nos anos de 2008, 2009 e 2010 foi
representativa no cenario mundial com 365.367, 415.649 e 479.398 toneladas,
respectivamente (MPA, 2010). Segundo os dados do Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA, 2012) a aquicultura brasileira cresceu 43,8% entre 0s anos
de 2007 e 2009, destacando-se no mercado nacional de producédo de carnes.

Em 2013, a aquicultura brasileira produziu aproximadamente 490,5 mil
toneladas, sendo que a piscicultura liderou o ranking da producdo nacional de
pescado com 392,4 mil toneladas e as principais espécies de peixes cultivadas
foram a tilapia, respondendo por 43,1% do total de peixes produzido pela
piscicultura, seguida pelo tambaqui (22,6%) e pelo grupo tambacu e tambatinga
(15,4%) (IBGE, 2013).



O Brasil esta entre os paises com maior expectativa para o crescimento
da piscicultura, pelo fato de possuir grandes extensfes de laminas de aguas
publicas represadas, clima favoravel, grandes areas territoriais, além da
tendéncia de intensificacdo da producao para os préximos anos, com previsdes
do pais se tornar um dos maiores produtores mundiais de pescado até 2030
(FAO, 2014).

3.2 Tildpia-do-nilo

Tildpia € o nome dado a um grupo de peixes dentro da familia Ciclideos
produzidos na aquicultura mundial (ABDEL-FATTAHM & EL-SAYED, 2006).
Nativa da Africa, Israel e Jordania, devido ao seu potencial para aquicultura, a
producdo desta espécie de peixe teve sua distribuicdo expandida para muitos
paises de diferentes climas, salinidades e sistemas de producdo (BOSCOLO et
al., 2002).

Na aquicultura mundial apenas quatro espécies de tilapia se destacam,
sendo todas pertencentes ao género Oreochromis: a tilapia-do-nilo (O.
niloticus), a tilapia de Mocambique (O. mossambicus), a tilapia azul ou tilapia
aurea (O. aureus) e a tilapia Zanzibar (O. urolepis hornorum) (EL-SAYED,
2006). Entre as espécies de tilapias utilizadas na aquicultura mundial, a tilapia-
do-nilo, provavelmente, € a espécie mais conhecida (LIKOGWE et al., 1996).
Esses peixes apresentam caracteristicas facilmente reconheciveis como corpo
curto e alto, cabeca e caudas pequenas com listras verticais na nadadeira
caudal e coloracdo metdlica (GALLI & TORLONI, 1986). O habito alimentar
desta espécie é onivoro, o que torna a espécie de grande interesse para a
piscicultura (CASTAGNOLLI, 1992; EL-SAYED, 2006).

O destaque alcancado por esta espécie na aquicultura mundial advém
das suas qualidades que se sobressaem sobre as demais espécies de peixes
de cultivo (MEURER et al., 2000). Entre as vantagens encontradas, destacam-
se a rusticidade, o rapido crescimento, a boa conversdo alimentar e
adaptabilidade para o consumo da racdo comercial desde a fase larval
(HAYASHI, 1999; MEURER et al., 2000).

Em relacdo a qualidade da carne, esta é saborosa e muito apreciada
pelos consumidores, devido as qualidades nutricionais e sensoriais do seu filé,

0 que impulsiona a tilapicultura no mercado mundial (HAYASHI, 1999;



MEURER et al., 2000; BOSCOLO et al.,, 2001; GONCALVES, 2007). O
rendimento do filé estad relacionado ao peso bruto do peixe, cujos valores
variam entre 25% a 40%, este é ausente de mioceptos (espinhas em forma de
“Y”), o que a torna apropriada para industrializacdo (CYRINO & CONTE, 2004).

Alguns fatores séo preponderantes para a consolidacdo e expansao da
producdo da tilapia na aquicultura brasileira, sdo eles: o ciclo de producéo
muito precoce comparado com outras espécies, a adaptacdo a diferentes
técnicas de producao, a disponibilidade de fabricacdo de racfes especificas e a
capacidade de retorno econbmico mais rapido que esta associado,
principalmente, com o mercado crescente para o consumo deste peixe pela
populacdo brasileira (SCORVO FILHO et al.,, 2010). A tilapia € uma das
espécies em destaque da piscicultura brasileira, sendo a principal espécie de
peixe produzida no pais (IBGE, 2013).

A producdo mundial de tilapias ultrapassa a escala de milhdes de
toneladas por ano e sua criacdo estd em continua expansao. Em 2010 foram
produzidas aproximadamente 3,5 milhdes de toneladas, superando o salméo
(1,4 milhdo de toneladas) e ficando atras apenas das carpas (24,2 milhdes de
toneladas) (FAO, 2012). Por ser produzida em todos os continentes, totalizando
135 paises, a expectativa para os proximos anos € de crescimento da

producado desta espécie em todo o mundo (FAO, 2014).

3.3 Acidos organicos

Os acidos organicos, de uma forma geral, pertencem a classe do grupo
quimico que contém em sua molécula a presenca de uma ou mais carboxila de
estrutura geral R-COOH, com grupos ou compostos derivados dos &cidos
carboxilicos, aminoacidos, acidos graxos, coenzimas e metabdlitos
intermediarios (VIOLA, 2007; SOLOMONS & FRYHLE, 2002). Este produto tem
sido utilizado ao longo de décadas como composto comercial alimentar,
principalmente na preservacdo de alimentos por meio da supressdo do
crescimento de bolor e patégenos bacterianos, permitindo assim uma melhor
utilizacdo dos recursos alimentares, preservando a qualidade higiénica
(FEFANA, 2014).



Em 2013, a demanda de mercado dos acidos organicos utilizados na
nutricdo foi liderada pela Europa (41%), seguida pelos Estados Unidos (24%),
Japéao (12%), América Latina (5%), Canadéa (4%) e restante do mundo (14%).
Com o regulamento cada vez mais severo na Europa e em outros paises para
0 uso dos antibidticos a utilizacdo dos acidos organicos na alimentacédo animal
tende a aumentar nos proximos anos (FEFANA, 2014).

Na produgdo animal, os acidos organicos estdo inseridos na classe de
aditivo zootécnico. A Legislacdo Brasileira (Instrucdo Normativa MAPA n° 44,
de 15 de dezembro de 2015) define os aditivos zootécnicos como
“Substancias”, microrganismo ou produto formulado adicionado na dieta, que
ndo é utilizada como ingrediente, que tenha ou ndo valor nutritivo, e que
melhora as caracteristicas dos produtos destinados a alimentacdo animal ou
dos insumos animais, melhora o desempenho dos animais sadios e atenda as
necessidades nutricionais (BRASIL, 2015).

Para o grupo dos acidificantes, a Legislacdo Brasileira (Instrucéo
Normativa MAPA n° 44, de 15 de dezembro de 2015) define os acidos
organicos e inorganicos como equilibradores da microbiota do trato digestivo,
que reduzem o pH do trato digestivo superior, com objetivo de facilitar a
digestéo e contribuir para o equilibrio da microbiota do trato digestivo (BRASIL,
2015).

Os acidos organicos correspondem a maioria dos acidificantes mais
testados com interesses comerciais, por apresentarem baixo potencial de
corrosdo e toxicidade quando comparados com o0s &cidos inorganicos
(HERMES, 2011). Os efeitos dos &cidos organicos na reducédo do pH, variam
consideravelmente dependendo do seu estado de dissociacdo descrita pelo
valor pK (LUCKSTADT, 2008). O valor pKa representa a capacidade de
ionizagdo que, por sua vez, indica a for¢a do acido, ou seja, sua capacidade de
doar prétons (PARTANEN & MROZ, 1999; LUCKSTADT, 2008). Numa solugédo
aguosa, 0s acidos organicos fracos se dissociam e formam um equilibrio
dindmico dependendo do pH entre moléculas de acido nédo dissociado (NG &
KOH, 2011).

Isto implica que, quanto menor & o valor pKa de um acido maior a sua
tendéncia de ionizar, o que relaciona com a sua capacidade de reduzir o pH do

meio (NG & KOH, 2016). Os acidos organicos usados como aditivos zootécnico



apresentam o valor pK entre 3 e 5 podem ser encontrados de duas formas
fisicas: sélida ou liqguida (DIBNER & BUTTIN, 2002; MROZ, 2005;
LUCKSTADT, 2008).

As caracteristicas fisicas e quimicas de alguns acidos organicos

utilizados na dieta estdo apresentadas no (Quadro 1).

Quadro 01. Lista de acidos e suas propriedades.

Acidos e Valor pK Solubilidad Condicéao Odor /Sabor
, e em agua fisica
sais
Foémico 3,75 Muito bom Liquida Odor desagradavel forte

irritante, sabor azedo

Acético 4,75 Muito bom Liquida Odor desagradavel,
sabor amargo

Propidnico 4,87 Muito bom Liquida Emisséao forte odor,
sabor azedo

Lactico 3,08 Bom Liquida Odor desagradavel,
sabor rangoso

Fumaérico 3,03/4,44 Baixo Sélido Inodoro, sabor azedo

Citrico 3,14/5,95/6,39 Bom Solido Inodoro agradavel, sabor

azedo

Ca-formato - Baixo Sélido -

Na-formato - Muito bom Solido -

Ca- - Bom Sélido -

propionato

Ca-lactato - Baixo Sélido -

Fonte: MROZ (2005); LUCKSTADT (2008).
Acido citrico

Dentre os acidos organicos, o acido citrico e seus sais estdo entre 0s
mais testados como suplemento na alimentacdo animal, devido as
caracteristicas Unicas como o sabor agradavel, alta capacidade tamponante e
de acidificacdo, além de ser um &cido relativamente barato, de baixa toxicidade
e facil assimilacdo (GREWAL & KALRA, 1995; BARUFFALDI & OLIVEIRA,
1998; HOSSAIN et al., 2007). Além disso, na bioquimica, este acido apresenta
um papel importante no ciclo de Krebs, como intermediario para producdo de
ATP que ocorre na célula animal (LEHNINGER, 2007).



Este acido é encontrado na maioria das frutas, sobretudo em citricos
como o liméo e a laranja, seu nivel de acidez é fraco e quando presente em
dgua perde ions que, por sua vez, forma o ion de citrato (FIB, 2014).
Conhecido quimicamente por ter 2-hidroxi-1,2,3 propanetricarboxilico, é
representado pela forma esturtural CeHsO7 (DIBNER & BUTTIN, 2002;
LUCKSTADT, 2008, PARTANEN & MROZ, 1999) (Figura 01). Fisicamente, em
temperatura ambiente o acido citrico € encontrado na forma cristalina, com
massa molar de 192,14 g/mol e densidade de 1,67 g/mL (PARTANEN &
MROZ, 1999, MROZ, 2005; SHAH et al., 2015).

O OH
OH O

OH

Figura 01. Férmula estrutural do &cido citrico.
Fonte: Food Ingredients Brasil

O acido citrico e seus sais, apresentam grande utilidade na industria
farmacéutica e alimenticia (GREWAL & KALRA, 1995). A indastria alimenticia
utiliza cerca de 70% da producéo total (FIB, 2014). Na producdo animal, o
acido citrico tem sido utilizado como agente acidulante, conservante,
estimulante e antioxidante, sendo eficaz na acidificacdo das racfes e do trato
gastrointestinal (SILVA, 2000). Como aditivo zootécnico, a suplementacédo do
acido citrico na dieta tem apresentando resultados satisfatorios sobre o
desempenho zootécnico dos animais terrestres e de vida aquatica
(RADCLIFFE et al., 1998; SUGIURA et al., 1998; PARTANEN & MROZ, 1999).
Na aquicultura, estudos conduzidos com a suplementacédo do acido citrico na
dieta para peixes tém demonstrado resultados positivos sobre o desempenho e
a digestibilidade (BARUAH et al., 2005; BARUAH et al., 2007; HOSSAIN et al.,
2007; SARKER et al., 2007; KHAJEPOUR et al., 2012).
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3.4 Uso dos acidos organicos e seus sais na producao animal

Atualmente, os acidos orgénicos e seus sais estdo sendo amplamente
aplicados na dieta animal e apresentam multifuncionalidades atuando em
diferentes vias (LUCKSTADT, 2008) (Quadro 2).

Quadro 02. Efeitos dos &cidos organicos e seus sais na nutricdo animal.

Forma efetiva Efeitos

Dieta H+ Reducéo do pH
Desnaturacao de proteinas
Reducao no crescimento microbiano

H+ e Anion Efeito antibacteriano
Mudanca na microbiota do trato

H+ Reducéo no pH do estdmago e duodeno

Trato Intestinal Aumento da atividade de pepsina

Anion Disponibilizacdo de cations
(Ca.2+, M92+, Fez+, CU2+, Zn2+)

Metabolismo H+ e Anion Fonte de Energia

Fonte: Adaptado de LUCKSTADT (2008).

Efeitos na dieta

O uso dos éacidos organicos como conservante de grdos tem sido
registrado ha décadas em muitas publicacdes cientificas e, na legislacdo
relativa aos alimentos, séo registrados como conservantes (FEFANA, 2014). A
conservacao dos alimentos se da pela reducéo do pH. Além disso, estudos tém
associado a presenca de alguns &cidos organicos com a mudanca do
comportamento alimentar de algumas espécies de peixes. Esses efeitos tém
sido observados em alguns parametros avaliados, tais como a atratividade e o
consumo de racdo (ADAMS et al.,, 1988; HIDAKA et al., 1992; GOLI et al.,
2015).

Efeitos no trato gastrointestinal

No trato gastrointestinal os &cidos organicos atuam como agente
antimicrobiano, inibindo e equilibrando o crescimento bacteriano do meio. Isso

ocorre por meio da dissociagao do grupo de carboxilas presente na estrutura
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quimica dos acidos organicos, nessa dissociacdo ha a liberacdo de ions e
protons que podem, por meio da difusdo, penetrarem a parede das células
bacteriana e modificar o equilibrio eletroquimico do meio intracelular
(LUCKSTADT, 2008).

No meio intracelular os ions e prétons podem alterar o gradiente de
concentragdo ibnica, comprometendo as atividades vitais das bactérias como o
equilibrio do pH citoplasmatico, transporte de substrato e sintese de
macromoléculas, o que pode levar ao acumulo de ions no conteudo intracelular
e a morte bacteriana (CHERRINGTON, 1991; RUSSEL, 1992; LUCKSTADT,
2008; DEFOIRDT et al., 2009) (Figura 2).

pKa = 4,7
CH,4(CH,),C00" &———2 CH,(CH,),COOH

pH (1)
difusdo

()

CH,(CH,),CO00 + H* €———— CH;(CH,),COOH
pH

H* (3)

Figura 2. Mecanismo da atividade bacteriostatica de &cidos organicos (acido
butirico, como exemplo). Os acidos organicos na sua forma indissociavel
atravessam a membrana celular (1), e dissociam-se no citoplasma (2).
Consequentemente, as bactérias tém que gastar energia para exportar o
excesso de prétons (3). Adaptado de Defoirdt et al. (2009).

Estas acbBes antimicrobianas dos &cidos organicos ocorrem
principalmente nas bactérias gram-negativas, pois possuem camadas mais
finas de pepitidoglicanos que facilitam a difusdo dos ions e protons dos &cidos
organicos de cadeias curtas na parede bacteriana (DIBNER & BUTIN, 2005).
Além disso, a acidificacdo diminui a capacidade de aderéncia a parede
intestinal das bactérias com fimbrias, caracteristicas de adesdo encontradas
em muitas bactérias gram-negativas (BELLAVER & SCHEUERMANN, 2004).
Todavia, as propriedades bacteriostaticas e bactericidas dos acidos organicos
vao depender de alguns fatores como o estado fisiologico do organismo e das
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caracteristicas fisico-quimicas do ambiente, tempo de exposicdo e da
dissociacdo dos acidos no meio aquoso (PARTANEN, 2001; RICKE, 2003;
VIOLA & VIEIRA, 2007).

No trato digestivo, a reducdo do pH pode resultar também em beneficios
para os ganhos produtivos dos animais, por meio do maior aproveitamento dos
nutrientes presentes nas racdes em funcdo do aumento das atividades
enzimaticas digestivas (PARTANEN, 2001; DIBNER & BUTTIN, 2002;
LUCKSTADT, 2008).

Metabolismo

A maioria dos &cidos organicos pode fornecer uma quantidade
consideravel de energia para o animal, como por exemplo, os de cadeias
curtas que podem ser utilizados para geracdo de ATP no ciclo de Krebs
(LEHNINGER et al., 2007; FREITAG, 2007). O acido citrico, juntamente com o
acido fumérico apresenta func@o importante na producdo de energia no
metabolismo da célula animal, devido & capacidade de disponibilizar
aproximadamente a mesma quantidade de energia que esta envolvida na
geracdo de ATP a partir da glicose, onde 1 M desses acidos gera 18 M ATP,
assim o acido citrico e o fumarico podem ser comparados com a glicose em
termos energéticos (MROZ, 2005; FREITAG, 2007).

3.5 Acidos organicos como aditivo na alimentagdo animal

Os é&cidos organicos sdao amplamente utilizados na alimentacdo de aves
e suinos. Na alimentacao de aves, foi observado a melhor conversao alimentar
ao nivel indicado de 0,5% do &cido fumarico (RUNHO et al., 1997). Gama et al.
(2000) relataram que a adicdo de acidificantes como fumarico (0,5%), latico
(5,13%), citrico (5,44%) e ascorbico (1,2%) apresentaram efeitos positivos na
gualidade do ovo e ganho de peso em poedeiras comerciais. Maioka et al.
(2004) reportaram que a mistura dos acidos fumarico, latico e citrico melhorou
a conversdo alimentar em dietas iniciais de frango de corte na presenca ou
auséncia de promotores de crescimento. Viola et al. (2007) evidenciaram que a
suplementacdo da mistura dos &cidos latico, formico e acético promoveram

efeitos similares aos obtidos com o uso de antibiéticos.
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Para suinos, estudos conduzidos por Falkowski e Aherne (1984)
avaliaram a adicdo de 1,5% a 3,0% de &cido citrico na dieta de leitbes e
observaram um aumento na digestibilidade do calcio pelos mesmos. Freitas et
al. (2006) observaram que a utilizacdo de 0,84% da mistura dos &acidos
organicos latico, acético e fosférico na dieta para leitdes no periodo de 21 a 35
dias de idade melhorou a conversdo alimentar e controle de E.coli e
Streptococcus no trato intestinal. Gheler (2009) observou que 0s niveis de
0,50% e 0,75% de acido benzoico melhoraram o desempenho em leitdes no
periodo de 28 a 70 dias.

Na aquicultura, alguns &cidos orgéanicos, em especial o acido citrico, tém
sido estudados em dietas para peixes. Para truta arco-iris Oncornchus mykiss,
Sugiura et al. (1998) e Vielma et al. (1999) evidenciaram 0 aumento na
solubilidade e disponibilidade aparente do Ca, P e Mg. Para juvenis de Labeo
rohita, Baruah et al. (2007) obtiveram aumento significativo na absorcéo de P e
N no grupo de peixes alimentados com 3% de acido citrico. Sarker et al. (2005)
relataram que a suplementacdo de 3% de acido citrico aumenta
significativamente 0 ganho de peso e a taxa de crescimento especifico do
Pagrus major. Hossain et al. (2007) observaram melhoras no crescimento,
absorcdo e retencdo de P e menor excre¢cdo de P e N em Pagrus major
alimentados com dietas suplementadas com 1% do acido citrico, 1% do acido
malico e 1% do acido latico. Pandey e Satoh (2008) observaram melhoras na
conversao alimentar com a suplementacao de 1% do &cido citrico na dieta para
truta arco-iris Oncorhynchus mykiss. Khajepour (2012) evidenciaram que a
adicdo de 2% e 3% de acido citrico aumentou significativamente a
biodisponibilidade do Ca e P no musculo e soro em Beluga Husohuso. Castillo
et al. (2014) observaram que a dose de 1,5% de &cido citrico pode melhorar o
desempenho em crescimento de juvenis de red drum Sciaenops ocellatus,
devido ao aumento da atividade das enzimas digestivas pepsina, tripsina,
lipase e amilase. Zhu et al. (2015) evidenciaram em seus estudos que a adi¢cdo
de 2% do &cido citrico aumentou significativamente o ganho de peso em
juvenis de vyellow catfish Pelteobagrus fulvidraco. Zhang et al. (2016)
concluiram em seus estudos que a dosagem de 0,8% a 1,6% de acido citrico é
benéfico para o crescimento da corvina amarela Larimichthys crocea

alimentadas com dietas ricas em proteinas vegetal.
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Capitulo 11

Desempenho, digestibilidade, hematologia e histomorfologia do intestino de juvenis de
tilapia-do-nilo alimentadas com dietas suplementadas com &cido citrico
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Desempenho, digestibilidade, hematologia e histomorfologia do intestino de juvenis de
tilapia-do-nilo alimentadas com dietas suplementadas com &cido citrico

Resumo

Os acidos organicos e seus sais compdem um grupo de substancias classificadas como
aditivos zootécnicos e sdo utilizados para melhorar o desenvolvimento dos animais. Este
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a suplementacdo do acido citrico (0%;
1%; 2%; 3% e 4%) na dieta para juvenis de tilapia-do-nilo. As dietas experimentais foram
formuladas para serem isoproteicas (28% de proteina digestivel) e isoenergéticas (3.100 kcal
de energia digestivel kg?). O ensaio de desempenho zootécnico foi conduzido durante 40
dias, no qual foram avaliados o desempenho produtivo, parametros hematoldgicos, pH do
estdbmago, pH do intestino e composicao corporal dos animais. Os juvenis de tilapia (n = 200;
14,59+0,81 g) foram distribuidos em 25 aquérios (300 L) com renovacdo de dgua constante
em um delineamento experimental inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e cinco
repeticdes. Para a determinacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) foram
utilizados juvenis de tilapias-do-Nilo (n= 120; 62,35 + 2,12 g) alimentados com racles
experimentais acrescidas com 0,1% de éxido de cromo Il como marcador inerte, durante 18
dias. O pH da racgéo foi responsivo (p<0,05) ao aumento do pH na rag¢do. Por outro lado, ndo
houve diferenca (P>0,05) do pH estomacal e intestinal, entre os diferentes tratamentos. A
suplementacdo do 4&cido citrico ndo influenciou nos pardmetros de desempenho e 0s
coeficientes de digestibilidade aparente da energia dos nutrientes, proteina bruta, extrato
etéreo e cinzas das dietas experimentais. Por outro lado, os niveis de 1%, 2% e 3% de acido
citrico proporcionaram aumento (p<0,05) na disponibilidade do fésforo, enquanto que o nivel
de 2% melhorou (p<0,05) a disponibilidade de calcio, quando comparado ao controle. Além
disso, houve o aumento (p<0,05) na altura, largura e profundidade de cripta para o0s
tratamentos contendo 1% e 2% de acido citrico, além de incremento (p<0,05) de leucdcitos
totais e proteina plasmatica total para os tratamentos contendo 1% e 3% de &cido citrico. A
suplementacdo de 2% de acido citrico melhora a disponibilidade de célcio e fésforo e
influencia positivamente a morfologia intestinal de juvenis de tilapia-do-nilo.

Palavras-chave: Acidos organicos, Aditivo, Impacto ambiental, Fosforo.
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Abstract

The citric acid and their salts are included in the class of additive and are used in animal
production with effective responses on growth. The aim of this study was to evaluate the citric
acids supplementation (0%; 1 %; 2%; 3% e 4%) in the diet for Nile tilapia. The experimental
diets were formulated to be isonitrogenous 28% of digestible protein (DP) and isocaloric with
3,100 kcal of digestible energy (DE) kg . The test of performance was conducted during 40
days, were evaluated the productive performance, hematology, stomach pH, intestinal pH and
composition body of the animals. The Nile tilapia juveniles (n = 200; 14.59+0.81 g) were
distributed in 25 aquaria (300 L) with continuous water renewal in an experiment design
completely randomized with five treatments and five replicates. The apparent digestibility
coefficient (ADC) were determined with Nile tilapia juveniles (n = 120; 62.35 + 2.12 g) fed
experimental diets plus 0.1% chromium Il oxide as an inert marker for 18 days. The pH of
experimental diets decreased (p<0.05) with increased levels of citric acid in the diet. On the
other hand, pH of stomach and intestine did not show differences (p>0.05) between
treatments. The addition of citric acid did not affect the performance parameters and the
apparent digestibility of nutrients energy, crude protein, ether extract and ashes of the
experimental diets. Juveniles of Nile tilapia fed with diet supplemented with 1%, 2% and 3%
of citric acid showed increase (p<0.05) in phosphorus availability, while 2% provided better
(p<0.05) calcium availability, when compared to control. Furthermore, villus height and
width, crypt depth increased (p<0.05) in animals fed with 1% e 2% of citric acid, as well as
total leukocytes and total protein plasmatic at 1% e 3% of citric acid. Supplementation of 2%
of citric acid improves calcium and phosphorus availability, and influenced positively the
intestinal morphology of Nile tilapia juveniles.

Keywords: Organic acids, Feed additive, Environmental impact, Phosphorus.
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Introducéo

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) é uma das principais espécies da aquicultura
mundial e sua producdo estd distribuida em todos os continentes, totalizando 135 paises
(FAO, 2014). No Brasil, embora seja uma espécie exdtica, a tilapia tem grande importancia
para o desenvolvimento da aquicultura no pais. Em 2013, sua producao foi responsavel por
43,1% do total da producéo de pescado produzido pela aquicultura nacional (IBGE, 2013).

Na producdo animal, desde a proibicdo de vérias classes de antibidticos como
promotores de crescimento em alguns paises da Unido Europeia, o uso de produtos
alternativos que possam inibir os agentes patogénicos e que estimulem o crescimento dos
animais, tem se intensificado (LIM et al., 2010; SILVA et al., 2013). Neste contexto, 0s
acidos organicos e seus sais tém recebido especial atencdo, como substituto dos antibidticos e
estdo ganhando cada vez mais projecdo na producgdo animal (LUCKSTADT, 2008; NG &
KOH, 2011, FEFANA, 2014).

A reducdo do pH corresponde a principal acdo dos acidos organicos na alimentacao
animal e seus principais efeitos estdo relacionados com a conservacdo da racdo, aumento das
respostas do desempenho zootécnico, controle do crescimento bacteriano no trato intestinal e
melhorias no metabolismo (PARTANEN & MROZ, 1999; MROZ, 2005). Dentre os acidos
organicos mais utilizados, destacam-se os acidos de cadeias curtas (C1-C7), tais como 0s
acidos formico, acético, propibnico, butirico, lactico, fumarico e o citrico (DIBNER &
BUTTIN, 2002).

O 4cido citrico e seus sais estdo em destaque como agente acidulante das dietas,
devido a caracteristica Unica como o sabor agradavel, alta capacidade tamponante, baixa
toxicidade, facil assimilacdo pelos animais de producéo terrestres ou aquaticos e por se tratar
de um &cido relativamente barato (GREWAL & KALRA, 1995; HOSSAIN et al., 2007). Para

algumas espécies de peixes, a inclusdo do &cido citrico resultou em respostas positivas no
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desempenho zootécnico (BARUAH et al., 2005; BARUAH et al., 2007; HOSSAIN et al.,
2007; SARKER et al., 2007; KHAJEPOUR et al., 2012; ZHANG et al., 2016).

Embora o uso dos acidos organicos e seus sais ou misturas tenha sido extensivamente
estudado em varios animais terrestre, as pesquisas em animais aquaticos foram intensificadas
somente nos Gltimos dez anos (NG & KOH, 2016). Para tilapia-do-nilo poucas pesquisas
foram conduzidas com o uso dos acidos organicos, em especial com o acido citrico, como
aditivo zootécnico na racdo. Dessa forma, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar o efeito da inclusdo do &cido citrico em racdo para juvenis de tilapia-do-nilo sobre o
desempenho zootécnico, a digestibilidade aparente dos nutrientes e energia, hematologia e a

histomorfometria intestinal.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Ecossistemas Aquaticos da Embrapa
Meio Ambiente, Jaguaritna, SP, realizado entre 0os meses de junho e julho de 2015. O projeto
foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais CEUA (Embrapa Meio Ambiente)

Protocolo n° 004/2015.

Dietas experimentais

As dietas experimentais foram formuladas para serem isoproteicas (28% de proteina
digestivel), com base na proteina vegetal dos farelos de soja e de trigo, e isoenergéticas (3.100
kcal de energia digestivel kg?) (Tabela 1). O &cido citrico anidro (Synth, Diadema, SP,
Brasil) foi incluido em 1%; 2%; 3% e 4% na dieta. Para elaboracdo da ragéo, os ingredientes
foram processados em moinho de laboratorio para atingir 0,5 mm e depois foram misturados e

umedecidos com 20% de agua a 50 °C e processados em moinho de carne (2,5 mm).
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Posteriormente, as racfes experimentais foram secas em estufa de ventilagdo forgcada (55 °C)

durante 24 horas e, em seguida, armazenadas a 7 °C.
Ensaio de desempenho

Os juvenis de tilapia-do-nilo (14,59 + 0,81 g) foram distribuidos aleatoriamente em 25
aquarios com volume util de 300 L (oito peixes por aquario), providos de sistema de
recirculacdo de agua com filtro fisico e bioldgico, aeracdo suplementar por meio de
compressor de ar radial 1,0 cv/sistema, e a temperatura foi mantida constante por meio de
termostato e resisténcia elétrica.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos
(0%; 1%; 2%; 3% e 4%) e cinco repeticdes para cada tratamento. As rac6es foram fornecidas
quatro vezes ao dia (8 h; 10h30; 14h e 16 h) em pequenas quantidades, até saciedade aparente
dos peixes. O periodo experimental foi de 40 dias.

As variaveis de desempenho avaliadas neste experimento foram: ganho de peso (GP
(9) = peso final (g) — peso inicial (g)), taxa de crescimento especifico (TCE (%) = 100 x [(In
peso final (g) — In peso inicial (g)) / periodo experimental]), consumo de racdo (CR (g) =
alimento consumido total (g) / periodo experimental), conversdo alimentar aparente (CAA =
alimento fornecido (g) / ganho de peso (g)), taxa de eficiéncia proteica (TEP (%) = 100 x
(ganho de peso (g) / proteina bruta consumida (g). Foi também calculada a taxa de retencdo de
proteina = [100 x (proteina corporal final — proteina corporal inicial) / consumo em proteina

(matéria seca)].

Monitoramento fisico-quimico da agua

Durante o periodo experimental, foi mensurada diariamente a temperatura (25,17+0,07

°C), oxigénio dissolvido (5,27+0,11 g L) e pH (7,06+0,06) com auxilio de multiparametro
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(U-50, Horiba, Minami-ku, Kyoto, Japan). A aménia total (0,03+0,6 g L™) foi mensurada

semanalmente por meio de kit comercial (Hach, Loveland, CO, USA).

Anélise hematoldgica e composicédo centesimal do filé

No final do periodo experimental dois peixes de cada unidade amostral foram
submetidos & indugdo anestésica com benzocaina 100 mg L (banho de imerséo) e a colheita
de sangue foi realizada por puncdo caudal, com auxilio de seringas contendo EDTA (3%).

O hematocrito (Htc %) foi determinado pelo método do microhematdcrito e
centrifugado em centrifuga modelo NI 1807 (Nova Instruments, Piracicaba, SP, Brasil) por 5
min e 10.000 rpm. As analises de eritrocitos (Eri; x10° uL™) seguiram o método modificado
de Oliveira et al. (2008). A contagem de eritrocitos foi realizada em camara de Neubauer, por
meio do microscopio éptico, modelo BIOVAL, com objetiva de 40 vezes.

As analises de hemoglobina (Hb; g.dL™) foram realizadas pelo método do cianeto de
hemoglobina (HCN) com Kit da Labtest Diagnostica (Labtest Diagnéstica, MG, Brasil). A
proteina plasmatica total (PPT) foi mensurada por meio do uso de refratbmetro manual de
Goldberg pela quebra do capilar de microhematdcrito logo acima da camada de leucdcitos,
apos a leitura do hematdcrito.

Apos a colheita de sangue, os animais receberam uma superdosagem de benzocaina a
200 mg L* (banho de imersdo) e, posteriormente foram eutanasiados. Foram colhidos
musculo, figado, intestino e visceras de 10 animais por tratamento. As anélises de matéria
seca, proteina bruta, energia bruta (kcal kg?), extrato etéreo e cinzas do musculo (inicial e
final) foram realizadas de acordo com a Association of Official Analytical Chemistis (AOAC,

2000).
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Analises do pH da ragdo, estbmago e intestino

Para determinacgédo do pH das dietas, 10 g de cada dieta experimental foram misturados
com 30 mL de &gua deionizada e homogeneizada durante 5 minutos. Ap6s 30 minutos, o pH
foi medido com medidor de pH digital (Delta 320 Mettler-Toledo, Suica). Para analise do pH
estomacal e intestinal foi considerado o tempo de jejum de 14 horas, com base nos estudos de
CARNEIRO (1990), DIAS-KOBERSTEIN et al. (2005), MOURA et al. (2012).

Para mensuracdo do valor de pH foi colhido cerca de 0,5 g de cada 6rgdo fresco
(fluidos e sélidos) de dois peixes por repeticdo totalizando dez animais por tratamento. As
amostras foram homogeneizadas com 4,5 mL de &gua destilada no homogeneizador dispersor
(T10 Ika, Staufen, Germany) por 5 min e ap6s 30 minutos o pH foi mensurado usando o
medidor de pH (Delta 320 Mettler-Toledo, Switzerland) de acordo com a metodologia

proposta por Chang et al. (2006).
Analise histoldgica

Para andlise histologica do intestino foram utilizados 30 peixes (seis peixes por
tratamento). Os peixes foram submetido a uma superdosagem de benzocaina a 200 mg L*
(banho de imersdo) e, posteriormente eutanasiados. Fragmentos com aproximadamente dez
centimetros da regido inicial do intestino foram devidamente colhidos, em seguida, realizada
uma lavagem interna com solucdo de formalina a 10% para limpeza total dos intestinos.
Posteriormente, as amostras foram lavadas em agua corrente durante 24 horas e imersas em
alcool etilico 80%, onde permaneceram até o momento do processamento. Os fragmentos
foram submetidos a desidratacdo, diafanizacdo e emblocamento em parafina. Por ato
continuo, foram realizados os cortes 4 um em microtono automatico (Leica®). Em seguida
procedeu-se a desparafinizacdo, reidratacdo e coloracdo pela técnica de Hematoxilina e

Eosina (HE), conforme o protocolo histotécnico padrdo. ApoOs a preparacdo das laminas,
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realizaram-se as medidas morfométricas dos vilos, profundidade de cripta, relagcdo altura e
profundidade de cripta e largura dos vilos, foram realizadas 45 mensuracfes para cada lamina.
A leitura das laminas histoldgicas foi realizada com o auxilio de microscopio otico (Zeiss,

Stemi 2000) acoplado ao sistema analisador de imagens (Toupview, DCM 510).

Determinacéo do coeficiente de digestibilidade aparente (CDA)

No ensaio digestibilidade, foram utilizados 120 animais (62,35 + 2,12 g) que ja
estavam adaptados a racdo experimental devido ao ensaio de desempenho. Os animais foram
distribuidos em dez gaiolas com volume util de 80 L (15 peixes por gaiola). As gaiolas
ficaram submersas parcialmente em duas caixas de polietileno com capacidade atil de 2.000 L
(cinco gaiolas por caixa), que continham sistema de recirculacdo, temperatura controlada por
resisténcias 300 W/caixa e aeracdo suplementar por meio de soprador radial 1,0 cv/sistema.
As dez gaiolas foram divididas em dois grupos de coleta, onde as fezes de cada grupo foram
coletadas em dias alternados. O periodo experimental teve duracéo de 18 dias.

Para avaliacdo da digestibilidade aparente foi acrescido 0,1% de 6xido de cromo IlI
(Cr203) nas dietas experimentais. Os animas foram mantidos durante o dia nas gaiolas de
alimentacdo, sendo alimentados com as racOes teste até saciedade aparente das 8h as 16h30,
com maior frequéncia durante o periodo vespertino. Ao final da tarde, os peixes eram
transferidos para os coletores, com capacidade Util de 200 L, onde permaneciam até a manha
do dia seguinte. Em laboratério, as amostras foram centrifugadas e, posteriormente,
acondicionadas em placas de petri e levadas a refrigeracdo com temperaturaa 7 °C.

No final do experimento as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e
secas em estufa de circulacdo de ar forcada a 55 °C por 24 horas. Apo6s a secagem foram
maceradas e armazenadas para posterior analise da composicdo quimica, segundo AOAC
(2000), no tocante a matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo, cinzas, fibra e o 6xido cromo,

segundo a metodologia descrita por Silva (2005).
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A qualidade da agua do sistema de alimentacdo foi monitorada diariamente pela
manha (concentracdo de oxigénio dissolvido, temperatura e pH) com auxilio de um
multiparametros (modelo U-50) e semanalmente (amonia) através de kit colorimétrico (kit
Hach).

Foram determinados o coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca
(MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), cinzas, energia bruta, calcio e fosforo. Para a
determinacéo dos coeficientes de digestibilidade aparente das racdes foi utilizada a equacao

citada por Cho et al. (1985).

(o) O,
CDA (26) =100—[100><[ Yo ld 9% NT j]

=<
%o IT % Nd
Onde:

CDA = coeficiente de digestibilidade aparente;
Id = concentracdo de cromo na ragao;

If = concentracdo de cromo nas fezes;

Nd = nutriente na racéo;

Nf = nutriente nas fezes.

Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados experimentais foi aplicado o teste de
normalidade e as médias foram submetidas andlise de variancia (ANOVA), e quando
significativas aplicadas ao teste de Tukey a 5% de significancia. As anélises foram realizadas

no programa estatistico SAS (SAS, 2001).
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Resultados

O pH das dietas experimentais apresentou diferenca entre os tratamentos (p<0,05). No
entanto, no trato gastrointestinal ndo foram observadas diferencas (p>0,05) entre o0s
tratamentos para os valores de pH (Tabela 2).

Os resultados das variaveis: ganho de peso, conversao alimentar, taxa de crescimento
especifico, taxa de eficiéncia proteica, taxa de retencdo proteica e consumo alimentar nédo
apresentaram diferenca (p>0,05) entre os tratamentos (Tabela 3).

N&o foram observadas diferencas (p>0,05) para composicdo corporal dos juvenis de
tilapias alimentados com as racGes contendo diferentes niveis de acido citrico para umidade,
proteina bruta e cinzas (Tabela 4).

Os resultados de hemoglobina, hematdcrito, CHCM e eritrocitos ndo apresentaram
diferenca (p>0,05) entre os tratamentos. Os tratamentos que continham 1% e 3% de incluséo
de &cido citrico apresentaram 0s maiores valores para o nimero de leucdcitos, diferindo
(p<0,05) dos tratamentos controle e 4%. Esses mesmos resultados foram observados para a
proteina plasmatica total (Tabela 5).

Né&o foi observada diferenca (p>0,05) para os coeficientes de digestibilidade aparente
da matéria seca, proteina bruta (PB), energia bruta (EB), extrato estéreo (EE), cinzas e fibra,
entre as racdes suplementadas com diferentes niveis do 4&cido citrico. Entretanto, foi
observado diferenca (p<0,05) para fésforo, onde os tratamentos 1%, 2% e 3% apresentaram
maiores valores diferindo significativamente do tratamento controle e para célcio, no qual, o
tratamento 2% (p<0,05) diferiu significativamente do tratamento controle (Tabela 6).

Os parametros histomorfomeétricos apresentaram diferenca (p<0,05) entre o0s
tratamentos. Para altura dos vilos, as dietas suplementadas com 1% e 2% de acido citrico
apresentaram maiores valores diferindo (p<0,05) entre os tratamentos, 0 mesmo foi observado

para relacédo vilosidade:cripta, profundidade de cripta e largura dos vilos (Tabela 7).
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Discussao

O pH das racdes experimentais foram responsivos ao aumento da suplementagédo de
acido citrico (p<0,05), sendo que 0s maiores niveis promoveram menores valores de pH e,
possivelmente, esse processo de acidificacdo pode prevenir e/ou inibir o crescimento e a
proliferacdo de microrganismos indesejaveis. O &cido citrico e seus sais sd0 comumente
empregados para a reducdo do pH dos alimentos, a fim de limitar o crescimento bacteriano,
visto que, esses microrganismos tém requisitos especificos de pH para o crescimento 6timo e
sdo incapazes de crescer sob condicdes acidas extremas como pH abaixo de 4,5

Por outro lado, ndo houve diferenca (p>0,05) para o pH do estdmago e intestino. Estes
resultados corroboram o relatado por Ng et al. (2009) que observaram reducdo do pH da dieta
com a inclusdo de 2% de diformiato de potassio, porém, ndo houve diferenca para os valores
do pH estomacal (p>0,05) para tilapia (Oreochromis sp.). Luckstadt. (2008) observou que a
inclusdo de 1,35% de diformiato de potassio na dieta ndo teve efeito sobre o pH do trato
gastrointestinal para o salmao do atlantico (Salmon salar).

Os resultados do presente estudo podem ser explicados, em parte, pelo periodo de
afericdo do pH destes drgdos, ap6s a Ultima alimentacdo. Optou-se por avaliar o pH,
considerando o estbmago e intestino vazios na tentativa de verificar o efeito prolongado do
acido pds-alimentacdo. No estudo realizado por Castillo et al. (2014), foi observado que seis
horas pds-alimentacdo, ndo houve efeito do acido citrico na reducéo do pH intestinal do red
drum (Sciaenops ocellatus) alimentado com dietas contendo 0,75% e 1,5% de acido citrico,
possivelmente porque este acido pode ter sido metabolizado nas primeiras horas.
Considerando as propriedades metabdlicas do &cido citrico como substrato intermediario para
gerar energia no ciclo de Krebs, o &cido citrico pode ter sido metabolizado nas primeiras

horas pds-alimentacéo, assim como observado por Castillo et al. (2014) para red drum.
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A suplementacdo de diferentes niveis de acido citrico ndo proporcionou incremento
significativo (p>0,05) sobre os parametros de desempenho produtivo para tilapia-do-nilo,
apos o periodo experimental de 40 dias. Estes resultados corroboram os verificados por
Vielma et al. (1999) que também nédo observaram melhorias significativas no desempenho de
trutas arco-iris (Oncorchynchus mykiss) alimentadas com racdes contendo 0,48% e 1,6% de
acido citrico. Nesse mesmo sentido, Ng et al. (2009) ndo detectaram diferenca significativa
para 0s pardmetros de desempenho para tildpia vermelha alimentadas com racgdes
suplementadas com 0,1%, 0,2% e 0,3% da mistura de acidos organicos OAB (Organic Acids
Blend), apenas para 0,2% de diformiato de potassio quando comparado com a mistura dos
acidos organicos.

Respostas contraditorias foram relatadas por Zhu et al. (2015), os quais observaram
que a inclusdo de 2% é&cido citrico aumentou resposta para a taxa de crescimento do yellow
catfish (Pelteobagrus fulvidraco). Resultados positivos sobre o crescimento também foram
relatados por Afzal et al. (2016), onde observaram que a inclusdo de 2% acido citrico
melhorou o desempenho de juvenis de rohu (Labeo rohita) e por Zhang et al. (2016) que
concluiram que a suplementacdo de 0,8% a 1,6% de acido citrico em dietas para yellow
croaker (Larimichthys crocea) melhorou o crescimento.

A reducdo do pH corresponde a principal acdo dos acidos organicos na dieta, mas 0s
impactos sobre o desempenho zootécnico, controle de crescimento bacteriano e melhorias no
metabolismo dependem da acidificacdo do contetido do trato gastrointestinal, pela alteracdo
do pH (PARTANEN & MROZ, 1999; MROZ, 2005). Esse efeito pode explicar os resultados
de desempenho, uma vez que ndo houve diferenca no pH gastrointestinal dos animais que
receberam o acido citrico nas dietas, quando comparados aos ndo suplementados. Outros

fatores podem explicar os resultados deste estudo, sendo eles: o tipo de acido orgéanico, nivel
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de inclusdo, composicdo da dieta, espécie testada, cultivo e manejo alimentar (METZLER &
MOSENTHIN, 2007; LIM, et al., 2010).

A digestibilidade aparente e a composicdo corporal para umidade, cinzas, proteina
bruta, energia também nédo foram influenciadas pela suplementacédo do &cido citrico na dieta.
Resultados semelhantes foram registrados no estudo realizado por Ng et al. (2009) para
tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), Zhu et al. (2014) para o bagre amarelo (Pelteobagrus
fulvidraco), Hassan et al. (2014) para a corvina amarela (Larimichthys crocea) e Zhang et al.
(2016) para tilapias (Oreochromis sp.).

Os valores de pH estomacal e intestinal podem ser uma possivel razdo para auséncia
das respostas obtidas para os resultados da digestibilidade. A reducdo do pH favorece a acéo
das enzimas no trato gastrointestinal, aumentando deste modo a digestdo e absorcdo dos
nutrientes (PARTANEN & MROZ, 1999; DIBNER & BUTTIN, 2002; LUCKSTADT, 2008).
Em alguns estudos foram observados essa interacdo na presenca do acido citrico na dieta e as
enzimas digestivas em funcdo da acidificacdo do trato digestivo para algumas espécies de
peixes, tais como rohu (Labeo rohita) (BARUAH et al., 2005; BARUAH et al., 2007,
AFZAL et al, 2016; HUSSAIN et al, 2016), red sea bream (Pagrus major) (SAKER et al.,
2007; HOSSAIN et al., 2007) e beluga (Huso huso) (KHAJEPOUR et al., 2012).

Por outro lado, as dietas suplementadas com 4&cido citrico apresentaram aumento
significativo (p<0,05) na disponibilidade do calcio e fosforo para os tratamentos 1% e 2%,
quando comparado com a dieta controle. Estudos tém evidenciado a influéncia do acido
citrico sobre a biodisponibilidade do célcio (Ca) e fésforo (P) na alimentacdo de algumas
especies de peixes (KHAJEPOUR et al., 2012; SAKER et al., 2012; HUSSAIN et al., 2015;
AFZAL et al., 2016; HUSSAIN et al., 2016; RABIA et al., 2016). Os estudos investigando a
acao do &cido citrico na dieta de peixes salientam alguns fatores que possivelmente se

relacionam ao aumento da digestibilidade dos minerais. Sugiura et al. (1998) relatam que o
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aumento da digestibilidade dos minerais em funcdo do acidos citrico € atribuida
principalmente ao efeito acidificante na dieta e que isso esta relacionado com a solubilizacéo
dos minerais, pois ao testar a inclusdo de uma solucdo &cida (acido citrico) e outra alcalina
(bicarbonato de sodio) foi observado que a disponibilidade de minerais aumenta quando as
dietas séo acidificadas e diminui quando a base é adicionada.

Outro fator esta relacionado com a utilizagcdo do acido citrico como intensificador da
desfosforilacdo do fitato “in vitro”, como observados nos estudos realizado por Gueguen et al.
(1970), Hall et al. (1978), Yoshida et al. (1979), Nicodemos e Barrocas (1995) e Zyla et al.
(1995). O mecanismo de acdo do &cido citrico esta relacionado com a capacidade deste acido
em afetar fisicamente o produto quimico das moléculas de fitato por meio da descomplexacéo
dos sitios de ligacbes e, consequentemente, biodisponibilizar o fésforo e outros minerais em
solucdo (SARKER et al., 2005, ATAPATTU & NELLIGASWATTA, 2005; SHAH et al.,
2015). Considerando as possiveis associacdes do efeito do acido citrico na digestibilidade dos
minerais, possivelmente, esses fatores podem explicar em parte os resultados da
digestibilidade do calcio e fésforo do presente estudo.

Os parametros morfométricos da mucosa intestinal também podem explicar as
respostas do coeficiente de digestibilidade desses minerais, uma vez que, 0 aumento nas
medidas histomorfométricas da mucosa intestinal refletiram em aumento da digestibilidade
das dietas com 1% e 2% de é&cido citrico. O efeito hipertrofico das vilosidades e
microvilosidades da mucosa intestinal podem resultar numa absor¢cdo mais eficaz dos
nutrientes, pois quanto maior o ndmero de células, maior é a superficie de absor¢do e o
transporte dos nutrientes nas bordas em escovas do intestinodelgado (YOUNES et al., 1996;
MAIORKA et al., 2004; PROSZKOWIEC-WEGLARZ & ANGEL, 2013).

As respostas histomorfométricas do presente estudo podem indicar que o acido citrico

exerceu um papel benéfico sobre a morfologia do intestino, preservando a mucosa intestinal
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para os grupos de peixes que foram alimentados com as dietas contendo 1% e 2% do &cido
citrico. As células epiteliais sdo bastante dindmicas e estdo em constante renovacdo, o que
exige grande quantidade de energia (JUNQUEIRA et al., 2006; GAO et al., 2011). Os acidos
organicos utilizados na alimentacdo animal apresentam elevado valor energético e muitos
deles, quando presentes na dieta, atuam como fonte de energia preferencial para a
proliferacdo, crescimento e a integridade das células intestinal (EWING & COLE 1994;
SAKATA et al., 1995; DIEBOLD & EIDELSBURGER, 2006; FREITAG & LUCKSTADT,
2007).

O acido citrico, por sua vez, participa do metabolismo como substrato intermediario e,
guando presente na dieta, pode ser dirigido para o ciclo de Krebs para producdo de energia,
por sua capacidade em disponibilizar aproximadamente a mesma quantidade de energia que
estd envolvida na geracdo de ATP a partir da glicose, onde 1 M desse acido gera 18 M ATP,
assim o &cido citrico pode ser comparados com a glicose em termos energéticos (MROZ,
2005; FREITAG, 2007; LEHNINGER, 2007; PARTANEN & MROZ, 1999; FREITAG,
2008). Desse modo, possivelmente o acido citrico pode ter contribuido energeticamente para
o desenvolvimento das células intestinais, demonstrando que este, provavelmente foi um dos
mecanismos de acdo deste acido no estudo. Dados sobre os efeitos dos &cidos organicos sobre
a morfologia intestinal em animais aquaticos sdo escassos (NG & KOH, 2016). Este estudo
pode conter as primeiras informagdes sobre o efeito positivo da suplementacdo do &cido
citrico sobre a morfologia intestinal de juvenis da tilapia-do-nilo.

Os resultados das andlises de hemoglobina, eritrocitos ndo apresentaram diferencga
(p>0,05) entre os tratamentos. Os valores dos parametros hematoldgicos estdo de acordo com
0s apresentados para a espécie por Barros et al. (2014) em condicdes de laboratorio. Diferenca
significativa (p<0,05) foi observada para leucocitos e proteina plasmatica total entre os grupos

de peixes que receberam a dosagem de 1% e 3% quando comparado com aqueles que
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receberam o tratamento controle e 4%. Os leucdcitos sdo um grupo de células do sistema
imunologicos responsaveis pela defesa do organismo contra infeccbes ou substancias
estranhas (TAVARES-DIAS & MORAES, 2015). As células envolvidas nesse conjunto de
respostas sdo os neutréfilos, heterofilos, eosinodfilos, basofilos, mondcitos, linfocitos e
trombacitos, e desempenham a fungédo de defesa contra micro-organismos, respostas alérgicas
e citosinas inflamatorias e fagocitose (BOLS et al., 2010; TAVARES-DIAS & MORAES,
2015).

Dentre as diversas proteinas que compdem grande parte do plasma sanguineo, as duas
principais sdo albumina e as globulinas (THOMAS, 2000; MELO et al., 2009). As globulinas,
também denominada de imunoglobulinas, abrangem as proteinas que atuam no sistema imune
e desempenham papel importante nos mecanismos de defesa imune humoral por sua
caracteristica de reconhecer e interagir com componentes estranhos nos organismos (MELO,
2004; BILLER-TAKAHASHI & URBINATI, 2014).

Alguns estudos enfatizam a eficacia dos acidos organicos no controle da microbiota
gastrointestinal. Para a espécie em estudo, a tilapia, ha registros de melhoria na satde pelo uso
dos &cidos organicos como medida preventiva de doengas por patdégenos. Ng et al. (2009)
observaram que a dosagem de 0,1% e 0,3% do AOB ou 0,2% do diformiato de potéssio
reduziu a taxa de mortalidade de juvenis de tilapias apds o desafio com S. agalactiae. Nesse
mesmo sentido, Koh et al. (2014) registraram reducdo da taxa de mortalidade na
suplementacdo de 0,5% de &cidos organicos AOB (formico, latico, mélico, tartarico e citrico)
e os resultados apresentaram maior eficiéncia dos acidos organicos na protecdo dos peixes a
infeccdo por S. agalactiae, se comparado com a suplementagdo do OTC (oxitetraciclina
hidratado) na mesma proporcéo. Abu-Elala e Ragaa (2015) observaram aumento significativo
(p<0,05) nos parametros imunol6gicos inato para as tilapias alimentadas com 0,2% e 0,3%

diformiato de potéssio (KDF), e redugdo na mortalidade 15 dias ap0s desafio bacteriano com
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A. hydrophila. Os autores relataram que o acido orgénico foi capaz de modificar a flora
microbiana do intestino, que por sua vez podem ser responsaveis pela capacidade de aumentar
a resposta imune.

No presente estudo, houve aumento da proteina plasmatica total e do leucocito total
dos animais suplementados com 1%, 2% e 3% de acido citrico, isso pode indicar um possivel
efeito imunomodulador deste acido na dieta. No entanto, estudos especificos devem ser
conduzidos para certificar estas observacfes. A relacdo direta dos acidos organicos com a
salde dos peixes ainda ndo esta devidamente identificada e, possivelmente, a melhoria da
salde intestinal pode ter efeito indireto nas respostas imunoldgicas, pelo controle da

colonizacao microbioldgica, especialmente de bactérias patogénicas.
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Concluséao

A suplementacdo do 4&cido citrico ndo aumentou as respostas dos parametros
zootécnicos de desempenho e de digestibilidade de proteina e energia. Por outro lado, a
suplementacdo de 2% de &cido citrico melhorou a disponibilidade de célcio e fosforo e

influenciou positivamente a morfologia intestinal de juvenis de tilapia-do-nilo.
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Tabela 1. Formulacéo e composi¢do bromatoldgica das racoes

Niveis de acido citrico (%)

Ingredientes

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
Farelo de soja 59,5 59,8 60,2 60,6 60,9
Fubéa de milho 22,7 20,8 18,8 16,8 14,8
Farelo de trigo 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Oleo de soja 2,45 3,10 3,70 4,33 4,97
Fosfato bicalcico 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90
Lisina 0,10 0,09 0,09 0,08 0,08
Metionina 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37
Cloreto de sddio (NaCl) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Acido citrico - 1,00 2,00 3,00 4,00
Suplemento vitaminico e mineral 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
BHT? 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicdo das dietas
Energia Digestivel (kcal/kg)! 3100,00 3100,00 3100,00 3100,00 3100,00
Proteina Digestivel (%) * 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00
Proteina Bruta (%) 30,61 30,59 30,60 30,61 30,58
Metionina (%) * 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Lisina (%) * 1,60 1,60 1,60 1,60 1,60
Extrato etéreo (%)? 5,59 6,34 6,89 7,65 8,16
Fibra bruta (%) 2 3,99 4,75 4,87 5,24 4,49
Célcio (%)* 1,18 1,18 1,18 1,18 1,18
Fosforo disponivel (%) * 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70

Suplemento mineral e vitaminico: (Composicdo/kg de ragdo) Selénio: 75,00 mg, ferro: 15g, cobre: 2.000,00 mg,
cloreto de colina 125,00 g, manganés: 3750,00 mg, zinco: 20,00 g, ferro: 15,00, iodo: 125,00 mg, niacina: 7.800,00
mg, acido foélico: 750,00 mg, &cido pantoténico: 3.750,00 mg, biotina: 125,00 mg, vitamina C 53,00 g, lodo: 125,00 g,
vitamina A: 2.000.000,00 Ul I, vitamina D3, 500.000,00 UI, vitamina E 15.000,00 Ul, vitamina K3, 1.000,00 mg,
vitamina B1 2.500,00 mg, vitamina B2: 2.500,00 mg, vitamina B6: 2.000,00 mg, vitamina B12: 5.000,00 mg, 2 Butil-
hidroxi-tolueno. Valores digestiveis foram estimados baseados nos valores indicado por Furuya et al. (2010). Valores
determinados?
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Tabela 2. Valores médio e desvio padrdo do pH da dieta, do estbmago e intestino de juvenis
de tilapia-do-nilo alimentados com dietas suplementadas com acido citrico

pH Niveis de acido citrico (%)

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
Racao 6,00+0,012 4,90+0,01° 4,56+0,0° 4,22+0,0° 4,01+0,03°
Estdbmago 5,50£1,0 5,53+0,25 5,91+0,22 5,76+0,18 5,93+0,53
Intestino 6,30%0,10 6,62+0,12 6,530,05 6,52+0,12 6,51+0,12

Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 3. Valores medios e desvio padrdo de desempenho dos juvenis de tilapia-do-nilo
alimentados com dietas suplementadas com acido citrico.

Parametros Niveis de acido citrico (%)
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0

P1(g) 15,1+0,90 13,9+1,07 15,4+0,50 13,5+1,00 14,9+1,62
GP (g) 41,8+2.35 41,5+1,96 41,74328  40,1+,3,92 41,1+1,79
CR 47,7+2.35 49,6+3,49 49,7+3,12 48,1+0,52 47,9+1,01
CA 1,14+0,06 1,19+0, 07 1,18+0,10 1,22+0,11 1,16+0,04
TCE 3,98+0,04 3,96+0,03 3,98+0,06 3,91+0,07 3,97+0,03
TEP 3,13+0,15 3,01+0,17 3,05+0,26 2,96+0,28 3,08+0,11
TRP 30,8+3,9 30,9+3,42 31,949,5 31,645,3 30,145,9

Peso inicial (PI), ganho de peso (GP), consumo de ragdo (CR), conversdo alimentar (CA), taxa de
crescimento especifico TCE), taxa de eficiéncia proteica (TEP), taxa de retencdo proteica (TRP).
Meédias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 4. Composicdo corporal dos juvenis de tilapia alimentados com ra¢cdes suplementadas
com acido citrico

Parametros Niveis de acido citrico (%)

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
Umidade (%) 74,7¢420  78,3+0,90 79,6+3,12 77,1+1,46 76,2+0,82
Cinzas (%) 5,45+0,42  5,06+0,14 5,12+0,12 5,07+0,54 5,03+0,10
Proteina bruta (%)  18,7+3,92 17,4+0,5 15,0+2,83 16,9+0.91 17,4+1,56

Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).



28

Tabela 5. Variaveis sanguineas dos juvenis de tilapia alimentados com ra¢des suplementadas
com &cido citrico

Parametros Niveis de acido citrico (%)

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
Hemoglobina (g dL™) 8,7+1,4 8,0+0,6 8,1+1,21  8,0+0,68 8,1+1,19
Hematacrito (%) 31,7462 31,3+23 30441 29+47 27+49
CHCM (%) 275421  24,8+24 26+3,4 27,745,3 28,8423
Eritrocitos (10° puL™?) 1,73+0,4  1,39+0,3  1,13#0,18 1,45+0,28  1,18+0,05
Leucdcitos (uL™?) 23,2+11,2° 46,2430,5% 37+1,8%  456+26,2% 32,1+18,5°
PPT (mg dL?) 3,2+0,4° 49+0,8  3,9+0,7%  4,3+0,9° 3,7+0,4°

Meédias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 6. Valores médios dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca
(MS), e demais nutrientes das racdes suplementadas com acido citrico para juvenis de tilapia-
do-nilo. Valores em % da matéria seca

Niveis de &cido citrico (%)

CDA (%)
0,0 1,0 2,0 3,0 40

Matéria seca 77,600,550 78,70+3,70 73,812,60  78,83t1,40  73,71%540
Proteina bruta 90,60+1,20 91,50+0,70 87,10£2,60  90,03+1,00  86,10+3,30
Energia bruta (kcal kg')  80,80£1,00 81,30+1,80 77,90+2,50  8150+1,10  75,30+5,20
Extrato etéreo 80,30£3,00 80,70+1,70 83,60+2,40  84,20+2,00  79,30+2,10
Cinzas 6558+3,20 65364240 63,40£1,50  66,35+1,50  60,26+8,50
Fosforo 40,90 £3,90° 54,28+2,70° 58,28+3,70° 54,21+11,10° 52,09+10,80%
Célcio 30,5046,50° 37,90+5,00° 44,90+6,00° 30,70+12,50®  32,20+7,40%

Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 7. Altura de vilosidade (V), profundidade de cripta (C), relagéo vilosidade:cripta (V:C)
e largura dos vilos (L) de tilapias-do-nilo alimentadas com dietas experimentais durante 40

dias
Parametros Niveis de acido citrico (%)

1,0 2,0 3,0 4,0
V (um) 679,7+1,8°  1223,7+455% 1243,4+10,7°8 733,7474,7° 681,9+103,7°
C (um) 59,93+10,3¢ 66,5+7,9% 82,1+12,0% 75,048,7%%  68,1+5,6%¢
V:C 11,3+1,8° 19,9+1,3° 16,3+3,1° 9,9+1,7° 9,7+0,9°
L (um) 229,9+26,3"  244,0+18,3%  2751+13,1* 263,3+13,8° 259,1+46,9%

Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P < 0,01).
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2 Figura 01. Cortes histologicos das microvilosidades intestinais de juvenil de tilapia-do-nilo alimentado com diferentes niveis de suplementacao
3 do &cido citrico durante 40 dias. Visualizado no aumento de 40 X no microscopio.
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CAPITULO-III

Consideracoes finais

Os estudos sobre os efeitos dos acidos organicos na saude dos animais aquaticos séo
recentes e melhorias tém sido relacionadas com a reducdo da microbiota patogénica no trato
gastrointestinal. Dessa forma, investigacdes sobre os efeitos dos &cidos organicos na saude
dos peixes podem ser avaliados, levando em consideracdo alguns resultados do presente
estudo, que pode ser considerado um dos pioneiros no uso do &cido citrico como aditivo

zootécnico em dietas para tilapia-do-nilo.



