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RESUMO

Os aspectos nutricionais so relevantes para otimizar a producéo da tilapia-do-Nilo e redugéo
do impacto ambiental causado pela atividade. Em fungdo do potencial no escopo dos
aspectos nutricionais, estudos precisam ser incentivados acerca da qualidade das racgdes
comerciais, uso de extratos de plantas e adubacdo de viveiros com cama-de-frango,
considerando a variedade de sistemas de producéo, fases de desenvolvimento dos peixes,
caracteristicas climéaticas do local de producdo e condi¢cdo imunoldgica dos animais.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade de ra¢Ges comerciais para tilapia-
do-Nilo em crescimento; testar a incorporacdo do extrato aquoso de folhas de Serjania
marginata na dieta da tilapia; e verificar os efeitos da adubacdo com cama-de-frango em
viveiros no cultivo da tilapia. O estudo da qualidade de ra¢Ges comerciais foi realizado com
racOes de dez diferentes fabricantes sendo avaliados o0s aspectos fisicos (tamanho de péletes,
flutuabilidade, estabilidade e quantidade de finos), quimicos (composic¢do centesimal, e
teores de aflatoxinas e de vitamina C) e biolégicos (desempenho e digestibilidade); no estudo
com uso do extrato aquoso de folhas de S. marginata foram avaliados os efeitos na atividade
de enzimas do metabolismo digestivo e hepatico e na histopatologia do intestino e figado; e
na fertilizacdo com cama-de-frango foram avaliados a acumulacao de elementos traco (agua,
sedimento e filé do peixe) e 0 desempenho produtivo (ganho de peso e conversao alimentar).
De acordo com os resultados obtidos, destaca-se que a qualidade das ragcdes comerciais
difere entre fabricantes e lotes do mesmo fabricante, além de ndo ser condizente em alguns
casos com a qualidade esperada, de acordo com as informagdes do rétulo e limites
estabelecidos para sua conformidade, afetando os parametros de desempenho (indice
viscerossomatico, consumo de racdo, mortalidade e taxas de retencdo proteica e de energia)
e de digestibilidade, com base na exigéncia da espécie (fésforo e proteina digestiveis), além
de apresentarem relagfes inadequadas de calcio/fosforo e energia/proteina, digestiveis. No
ensaio com o aditivo foi verificado que o extrato aquoso de folhas de S. marginata: i) é
composto por quercitrina, isoquercetrina, proantocianidina trimero tipo A e acido quinico;
il) estimula a atividade da fosfatase alcalina intestinal; iii) ndo afeta os teores de alanina
aminotransferase e aspartato aminotransferase do figado; iv) mantém a estrutura normal do
figado; e v) favorece o desenvolvimento de células caliciformes e altura das vilosidades
intestinais. Tratando-se da estratégia para reducdo do uso de ra¢es constatou-se que: i) 0s
teores de Cu, Fe, Ni e P na &gua dos viveiros fertilizados com cama-de-frango ficaram fora
do padrdo exigido, com base nos padrdes de referéncia legais, entretanto os teores de Ni e P
apresentaram-se mais elevados na agua de abastecimento dos viveiros; ii) o0 uso da cama-de-
frango ndo influenciou no ganho em peso e conversao alimentar da tilapia-do-Nilo; e iii) a
fertilizacdo pode levar a contaminacdo do ambiente aquatico. Assim, o0 presente estudo
evidencia os gargalos na qualidade de racGes comerciais para a tilapia-do-Nilo; destaca o
potencial do uso do extrato aquoso de folhas de S. marginata como hepatoprotetor e
estimulante da digest&o intestinal; e fornece informacdes sobre os efeitos do uso da cama-
de-frango no cultivo da tilapia. Por fim, salienta-se que 0s aspectos nutricionais para a
tildpia-do-Nilo compreendidos neste estudo podem auxiliar na redugdo do impacto
ambiental provocado pela atividade e no aumento da produtividade, além de servir como
alerta da relevancia de uma legislacdo que possa garantir um padrdo de qualidade das ra¢Ges
comercializadas.

Palavras-chave: Nutricdo animal; Oreochromis niloticus; GIFT; histopatologia; plantas
medicinais; elementos trago; CONAMA.



ABSTRACT

Nutritional aspects are relevant to optimization Nile tilapia production and reduction of the
environmental impact induced by this activity. Depending on the potential of nutritional
aspects, studies need to be encouraged on the quality of commercial diets, use of plants
extracts and the fertilization of ponds with chicken manure, considering the variety of
production systems, fish development, climatic characteristics in the site production and
animals immunity. Therefore, the objective in present study was to evaluate the quality of
commercial feed for growing Nile tilapia; test inclusion leaves aqueous extract of Serjania
marginata on tilapia diet; and verify the effects of ponds fertilization with chicken manure
in tilapia cultivation. The study of commercial feed was carried out with feed from ten
different manufacturers, being evaluated physical (pellet size, float, stability and quantity of
fines), chemical (nutritional composition, aflatoxin and vitamin C contents) and biological
(performance and digestibility) aspects; in the study with the use of S. marginata was
explored the effects on the activity of digestive enzymes and enzymes associated with the
metabolism of the liver, and on intestine and liver histopathology; and in the experiment
with chicken manure fertilization were evaluated accumulation of heavy metals (water,
sediment and fish fillet) and productive performance (weight gain and feed conversion).
According the results obtained, it is important to note that the quality of commercial feed
differs between manufacturers and lots of the same manufacturer, besides not being in some
cases in accordance with expected quality, according to label information and limits
established for its (viscerosomal index, feed intake, mortality, protein and energy retention
rates) and digestibility, based on specie requirement (phosphorus and protein, digestibles)
and inadequate relationships of digestible calcium/ phosphorus and energy/protein,
digestibles. It was verified that leaves aqueous extract of S. marginata: i) is composed of
quercitrin, isoquercetrin, proanthocyanidin trimer A-type and quinic acid; ii) stimulates the
activity of intestinal alkaline phosphatase; iii) does not affect the alanine aminotransferase
and liver aspartate aminotransferase levels; iv) maintains normal liver structure; and v)
favors the development of goblet cells and intestinal villi height. With regard to the strategy
to reduce the use of rations, it was verified that: i) the levels of Cu, Fe, Ni and P in the water
of fertilized ponds with chicken manure were out of required standard, based on the legal
reference, however Ni and P contents were presented higher in the ponds water supply; ii)
the use of chicken manure did not influence weight gain and feed conversion of tilapia; and
iii) the fertilization can lead to aquatic environment contamination. Thereby, the present
study evidences bottlenecks in quality of commercial diets for Nile tilapia; highlights the
potential of using the aqueous extract of S. marginata leaves as a hepatoprotective and
intestinal digestion stimulant; and provides information on the effects of using chicken
manure on tilapia cultivation. Finally, it should be noted that nutritional aspects for Nile
tilapia included in this study can help to reduce the environmental impact caused by the
activity and increase productivity, as well as serve as a warning of relevance legislation that
can guarantee a quality standard of commercialized feed.

Key-words: animal nutrition; Oreochromis niloticus; GIFT; histopathology; medicinal
plants; trace metals; trace metals; CONAMA.



1. CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1. Introducéo

Entre os peixes cultivados, a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) se destaca em
funcéo de apresentar maior resisténcia a doenga, 6timo desempenho e apreciacao de seu filé
na culinaria (NG & ROMANO, 2013; QIANG et al., 2013; LI et al., 2018). O Brasil € 0
quarto maior produtor mundial da espécie, com 99% da producdo nacional consumida
internamente e a previsao é de que o Brasil produzira 500 mil t de tilapia em 2020 (PeixeBr,
2018).

Estratégias nutricionais para a tilapia-do-Nilo tém sido investigadas com objetivos
diversos, como aumento da resisténcia a0 manejo, manutencdo da sadde, melhoria no
desempenho, na qualidade nutricional da carne e na reducdo do impacto ambiental. O fato
dessas informac0es auxiliarem no manejo nutricional da espécie e respectivo balanceamento
das racdes ndo implica na obrigatoriedade de sua aplicacéo na fabricacdo desses produtos.
A exigéncia de um padrdo minimo de qualidade destas racdes € inserida dentro deste
contexto por meio do estabelecimento dos instrumentos, legislativo e fiscal. Assim, no
Brasil, para assegurar a qualidade das ragdes comerciais, sdo exigidos dos fabricantes
padres minimos das diversas matérias primas empregadas na alimentagdo animal
(BRASIL, 1988), a garantia dos valores brutos da composic¢éo nutricional de acordo com 0s
niveis de seguranca impostos no rétulo (BRASIL, 2009) e um controle de qualidade dos
ingredientes utilizados de acordo com as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) (BRASIL,
2007).

Por sua vez, os fabricantes, para reduzir o custo, substituem ingredientes de origem
animal pelos de origem vegetal (DANIEL, 2018). Além disso, a oscilacdo no valor de
mercado da propria matéria-prima vegetal pode também levar a sua inclusdo em diferentes
niveis, dependendo da época (safra/entressafra), perturbaces naturais (seca ou chuva em
excesso), impacto sanitario (doencas e pragas) e concorréncia de mercado (interno vs
externo, humanos vs animais de criacéo, e fabricas de racdo para aves vs suino vs gado vs
peixes) (CYRINO et al., 1998; ONO, 1998; FAO, 2011; PAHLOW et al., 2015). Essas
materias-primas apresentam diferentes valores de aproveitamento dos respectivos nutrientes
pelos peixes, variando em funcdo da espécie, variedade e fase de desenvolvimento. O uso da

matéria-prima vegetal como fonte de nutrientes também pode acarretar em efeitos



indesejados, como a deficiéncia em amino&cidos e acidos graxos essenciais (FURUYA et
al, 2004a), ocorréncia de fatores anti-nutricionais (reducdo da disponibilidade de fosforo e
microminerais), e presenca de fibra em excesso (LUSAS & RIAZ, 1995; ZHAO et al., 2010).
Assim, as ragdes comerciais podem apresentar qualidades nutricionais que diferem entre
fabricantes e entre lotes do mesmo fabricante. A avaliacdo da sua qualidade apenas com base
nas informacdes do rétulo e a garantia das BPF podem ndo indicar com precisdo o seu
respectivo efeito no aproveitamento dos nutrientes, desempenho animal, satde dos peixes e
impacto ambiental.

Nesse aspecto, o uso de aditivos nas racdes tem demonstrado ser uma ferramenta
promissora na nutricdo de peixes, pois pode promover o melhor aproveitamento dos
nutrientes e consequentemente reduzir o impacto ambiental (SINDIRACOES, 2005). A
demanda do mercado de aditivos para ragdo na aquicultura deve crescer de forma constante
e ultrapassar 155 mil toneladas até 2024 (GLOBE NEWSWIRE, 2018) e uma vez que sdo
adotados pelo mercado, tendem a ser considerados como “commodities”. Esse mercado sera
impulsionado por produtos que melhorem a salde intestinal do animal e por promotores de
crescimento naturais, devido a restricdo do uso de antibidticos e hormdnios por
regulamentacgdes e politicas rigorosas (GLOBE NEWSWIRE, 2018).

Aditivos fitogénicos para ragdes, também conhecidos como fitobidticos ou
boténicos, sdo comumente definidos como metabdlitos com efeitos benéficos na saide e
producdo (DURMIC & BLACHE, 2012; PUVACA et al, 2013; SHARIFI-RAD et al, 2017).
Na producéo animal, os fitogénicos podem atuar como imunomoduladores, antioxidantes,
estimulantes digestivos e substancias que podem aumentar o desempenho e qualidade dos
produtos animais (KARASKOVA et al., 2015). E importante o desenvolvimento de estudos
que avaliem o uso de extratos de plantas em organismos aquaticos para que o conhecimento
gerado possa ser aplicado em larga escala na aquicultura (STRATEV et al, 2018; AWAD &
AWAD, 2017; REVERTER et al., 2014). Considerando que o Brasil apresenta uma rica
diversidade vegetal, existe um elevado potencial de geracdo de inovagdo tecnoldgica para
fins do uso de plantas medicinais em organismos aquaticos. Serjania marginata, uma planta
de ampla distribuicdo no Cerrado, apresentou efeitos antioxidante (HEREDIA-VIEIRA et
al. 2015) e gastroprotetor em camundongos (PERICO et al., 2015), com uso do extrato
hidroetandlico de suas folhas. Estudos com uso de extratos de S. marginata em organismos
aquaticos podem indicar os efeitos provocados e potencial uso destes em animais.



Por outro lado, estudos na busca por alimentos e ingredientes alternativos mais
baratos (TACON & METIAN, 2008; FAO, 2011; DIETZ & LIEBERT, 2018; NARIMBI et
al., 2018; BARONE et al., 2018) também sdo impulsionados pelo fato das ra¢cbes comporem
0 maior custo do sistema de producdo (SCORVO FILHO et al., 2010; EL-SAYED, 2013;
SONODA et al., 2016). Na dieta da tilapia, durante a fase inicial de seu desenvolvimento,
tem sido proposto o uso de alimentos naturais, como organismos planctonicos, visto que
podem ser obtidos dentro do proprio sistema de criacdo a um custo bem menor (BEYRUTH
et al, 2004; KNUD-HANSEN et al., 1993; PEREIRA & SILVA, 2012; EL-SAYED, 2013;
ISLAM et al., 2017). Para propiciar o desenvolvimento desses organismos aquaticos sdo
utilizados fertilizantes, naturais ou sintéticos, sendo a cama-de-frango bem aceita pelos
produtores em funcdo de sua pronta disponibilidade e baixo custo (KUBITZA, 2000;
NARIMBI et al, 2018). Entretanto, existem poucas informac0es a respeito da sua influéncia
no aspecto ambiental. Alguns estudos indicam que a adubagdo orgénica pode reduzir a
qualidade da agua em fungéo da possibilidade do acimulo de matéria organica e/ou da menor
taxa de oxigénio dissolvido (KUBITZA, 2000) e por meio da contaminacdo com elementos
traco (IRSHAD et al., 2013; KUZIEMSKA et al., 2016). Esses elementos traco podem ser
acumulados nos peixes, podendo causar danos a saide humana (KHAN et al., 2005) e
reducdo na qualidade da agua de habitats proximos (DE MOURA et al., 2014). Para que a
cama-de-frango possa ser utilizada na producdo de peixes € importante conhecer as
consequéncias de seu uso, levando em consideracdo tanto o aspecto produtivo quanto
ambiental.

Assim, a qualidade das ragfes comerciais, 0 uso de extratos de plantas e a adubacéo
de viveiros com cama-de-frango séo relevantes para otimizacdo da producdo da tilapia e
reducdo do impacto ambiental causado pela atividade, constituindo aspectos nutricionais no

escopo da aquicultura.

1.2 Nutricdo e qualidade de ragdes para a tilapia-do-Nilo

O uso de ragdes comerciais como base na producdo mundial de tilapia foi
intensificado, passando de 70% (1995) para 85% (2010), sendo previsto um aumento deste
indice para 95% até 2020 (FAO, 2011). Na formulacdo dessas ragdes, com objetivo de
reduzir custos, ingredientes mais caros tém sido substituidos por outros mais baratos. Apesar

de estudos indicarem que essa substituicdo pode ser realizada sem causar perda no aspecto



produtivo (FURUYA et al., 2001a,b; BOSCOLO et al., 2002; PEZZATO et al., 2002; EL-
SAIDY & GARBER, 2003; KOPRUCU & OZDEMIR, 2005; GUIMARAES et al., 2008a,b;
PONTES et al., 2010; FURUYA E FURUYA, 2010; GUIMARAES et al., 2012, PEZZATO
et al., 2012; SILVA et al., 2016; KOCH et al., 2016; VIDAL et al., 2017; EL-HUSSEINY
et al., 2017; MONTOYA-CAMACHO et al., 2018; AL-THOBAITI et al., 2018), deve-se
respeitar o limite maximo de inclusdo para cada ingrediente, em funcéo dos possiveis efeitos
negativos que podem ocorrer nos ambitos produtivo (AMIRKOLAIE et al., 2005; GATLIN
et al., 2007; TRIPATHI & MISHRA, 2007; KAUSHIK; SEILIEZ, 2010; PASTORE et al.,
2012; BELGHIT et al., 2014; FIGUEIREDO-SILVA et al., 2015; FERNANDES Jr. et al.,
2017; XIE et al., 2017; MICHELATO et al., 2018) e ambiental (PAHLOW et al, 2015;
MONTANHINI NETO & OSTRENSKY, 2015; MOURA et al., 2016; RORIZ et al, 2017;
DAVID et al., 2018).

Por outro lado, além da substituicdo de ingredientes na fabricacdo das racdes,
diversos outros fatores estéo relacionados a sua qualidade, como as condi¢Bes no processo
de fabricacéo, transporte e armazenamento (CHOW, 1980; KUBITZA, 2009; PASTORE et
al., 2012; FREITAS et al., 2016; SOLOMON et al., 2016), os quais podem afetar o aspecto
fisico e quimico das ragdes. Considerando o aspecto fisico, para garantir o consumo da racéo
pelos peixes com menor perda possivel de nutrientes, seria ideal que as ragdes
apresentassem: (i) baixo percentual de heterogeneidade e variacdo no tamanho de péletes;
(i) baixa quantidade de finos; e (iii) manutencéo da flutuabilidade e estabilidade até o efetivo
consumo da racdo (FREITAS et al., 2016). A padronizacdo no tamanho dos péletes €
importante para que os peixes consigam apreender a racdo, em funcdo da sua limitacdo na
abertura bucal. A inadequacdo no tamanho do pélete pode acarretar em desperdicio de racéo,
reducdo de peso e de saude dos peixes, problemas com a qualidade de 4gua e consequente
prejuizo financeiro ao produtor.

A estabilidade da ragdo na agua e resisténcia para avaria fisica (producdo de finos)
sdo normalmente afetadas pela combinacdo da composicdo dos ingredientes e
processamento com o cozimento por extrusdao (HILTON et al., 1981; BARROWS &
HARDY, 2000; BARROWS et al., 2007). De acordo com Freitas et al. (2016), a baixa dureza
e integridade fisica dos péletes aumentam a quantidade de finos que, por sua vez, tornam os
nutrientes mais suscetiveis a lixiviacdo na agua. Os principais responsaveis pela dureza
(resisténcia) dos alimentos extrusados sdo a extensdo do tratamento térmico e da
transformacdo do amido (gelatinizacdo) (BARROWS & HARDY, 2000; MISRA et al.,



2002; BROWN et al., 2015; MORO & RODRIGUES, 2015). A flutuabilidade, por sua vez,
estd relacionada com a geometria dos péletes e o seu tamanho, os quais dependem dos
processos de expansdo e secagem (FORTE et al., 2018). De acordo com Moro e Rodrigues
(2015), apesar de outros fatores influenciarem a flutuabilidade das ragGes para organismos
aquaticos, a quantidade de amido é um fator critico para essa caracteristica, sendo 20% de
amido o minimo necessario para garantir boa flutuabilidade. A flutuabilidade dos péletes é
necessaria até que o peixe consiga detectar, apreender e consumir a racdo (FREITAS et al.,
2016); e embora ndo exista um padrao estabelecido para este parametro é desejavel que pelo
menos 95% dos péletes permanecam flutuando por 20 a 30 minutos (KUBITZA, 2009;
PASTORE et al., 2013).

Em outro aspecto, racdes comerciais devem atender a exigéncia nutricional da tilapia,
a qual, assim como de outros peixes cultivados, depende de fatores diversos, como linhagem,
sexo, fase de desenvolvimento, fatores ambientais, frequéncia e taxa de arragoamento,
qualidade da dieta e estado de saude (FURUYA et al., 2012a; FRACALOSSI et al., 2012).
Essa exigéncia € determinada com base na quantidade, qualidade e balango de nutrientes e
energia, fundamentais para suprir as necessidades nutricionais dos peixes, visando beneficio
no crescimento, imunidade e/ou qualidade nutricional do peixe, reducdo do custo de
producéo, etc. Assim, a exigéncia pode ser estudada com base na composicdo da dieta,
levando em consideragao os nutrientes, como proteina, aminoacidos, lipidios, acidos graxos,
vitaminas e minerais (PEZZATO et al, 2004).

As proteinas (fonte primaria de aminoacidos) e os lipidios (principal fonte de energia)
sdo considerados os principais nutrientes no contexto da formulacéo de ragfes para peixes,
pois representam 0s nutrientes essenciais mais relevantes para esses animais (TOCHER,
2003). De acordo com Furuya (2010), a tilapia acima de 100 g exige 24,3% de proteina
digestivel. O nivel de proteina também deve suprir as exigéncias minimas de cada
aminodcido e assegurar a manutencdo de uma relagdo constante entre as suas concentragdes
(PORTZ & FURUYA, 2012). As tilapias exigem dez aminodcidos na dieta: arginina,
fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptofano e valina, os
quais constituem aqueles mais limitantes (FURUYA et al., 2012a). A exigéncia pode ser
bastante variavel com o peso corporal (FURUYA et al., 2004a,b; FURUYA et al., 2005;
GONCALVES et al., 2009; RIGHETTI et al., 2011; FURUYA et al., 2012b; FURUYA et
al., 2013; MICHELATO et al., 2015; MICHELATO et al., 2016, 2017; ZAMINHAN et al.,



2018; XIAQO et al., 2018), sendo poucos estudos desenvolvidos em cada fase de crescimento
(Tabela 1).

Além do balanceamento de aminoacidos € importante que as dietas sejam formuladas
em funcdo do ajuste do balanco energético-proteico das racdes (FIGUEIREDO-SILVA et
al., 2010; ZHENG et al., 2010; NRC, 2011; FERNANDES JR et al., 2016). O balango
energético/proteico para a tilapia-do-Nilo tem sido contemplado em muitos estudos (AL
HAFEDH, 1999; ALl et al., 2008; EL-SAYED & TESHIMA, 1992; FERNANDES JR. et
al, 206; HAIDAR et al., 2018; KAUSHIK et al., 1995; LI et al., 2012). De forma geral,
assume-se que a relacdo energia digestivel:proteina digestivel (ED:PD) ideal para as tilapias
seja proxima de 10 kcal g* proteina (NRC, 1993, 2011), mas a medida que o peixe se
desenvolve, a exigéncia em proteina é reduzida, aumentando a relacdo energia:proteina
(FURUYA et al., 2012a). Em experimento fatorial, Fernandes Jr. et al. (2016) avaliaram o
efeito de 5 niveis de PD (24, 26, 28, 30, e 32%), dois niveis de ED (13,4 e 14,65 MJ ED kg !
dieta) e dois niveis de colina (0 e 1000 mg kg ! dieta), em tilapia-do-Nilo (148+6,7g) em
sistema de cultivo a campo, com alimentacdo duas a trés vezes ao dia, dependendo da
temperatura da agua. Os autores concluiram que o melhor desempenho foi obtido com as
relagbes PD:ED de 21,45 g MJ™* (28,74% PD/ 13,4 MJ ED kg %) e 18,60 g MJ™* (27,25%
PD/ 14,65 MJ ED kg?), com base no rendimento de filé e manutencdo da homeostase
(parametros hematoldgicos, teor lipidico e histologia do figado), respectivamente.

Em relacdo a exigéncia de minerais pelos peixes, o fésforo tem sido 0 mais estudado
(PRABHU et al., 2013). Este mineral constitui a maior parte do tecido esquelético; é
considerado essencial para o crescimento e reproducdo dos peixes; e participa metabolismo
lipidico e de carboidratos (LOVELL, 1988). De acordo com Schamber et al. (2014), a
exigéncia de fosforo disponivel (Pg) pela tilapia-do-Nilo (145,87+9,51q) é de 6,12 g kg™
com base no crescimento, composi¢édo corporal e mineralizacdo dos 0ssos. Para a tilapia em
fase de crescimento, Yao et al. (2014) afirmam que a tilapia (46,03+2,14q) requer 8,6 g kg’
1 P4 para manutencio de seu desempenho em nivel 6timo, enquanto Furuya et al. (2008)
observaram que a tilapia de 35 a 100 g apresenta os melhores valores de consumo de racéo,
conversio alimentar e taxa de eficiéncia proteica com 3,7; 48 e 4,8 g kg Pq,

respectivamente.



Tabela 1 Exigéncia de aminoacidos digestiveis pela tilapia-do-Nilo

Tempo
Nutriente plzie;é)s(igi Exigéncia Alimentacéo experimental Fator base Método de andlise Literatura
(dias)
Arg 19,50 g kgt (125% Lis)
Hist 5,40 g kg (34% Lis)
Iso 8,80 g kg! (57% Lis)
Leu 15,0 g kg (96% Lis) o )
Tre 179204 | i eficiéncia de retengédo -
) 20 14,50 g kg™ (93% Lis) 3x dia!, saciedade 57 de aminodcidos e Delecéo DIOG(I;I&llEG? etal
Lis 15,60 g kg* proteina
Val 11,8 g kgt (76% Lis)
Trip 3,70 g kg (24% Lis)
Met+Cis 9,9 g kg (64% Lis)
Fen+Tir 15,7 g kg (101% Lis)
Lis 16,9 e 68,68 mg (kg peixe)” dia’ iciénci 5
20,7 e 166 g(kgp . ) . 2x dia’?, saciedade 56 CUBEITE €2 [etengao Regresséo linear HE et al. (2013)
Met 3,12 e 16,65 mg (kg peixe)”’ dia’ de proteina
Tre 8,3e9,9gkg? taxas de alimentacdo LIEBERT &
9ail5 ’ ' 3x dia?, saciedade 56 de 3,0 e 2,5% peso Técnica da diluigéo BENKENDORF
Met 7,3e88gkg? corporal (2007)
Regressao linear,
. 4 . . ganho de peso/ quadratico ou MICHELATO et al.
Met+Cis 550 a 700 9,0/9,9 g kgt 3xdia™, saciedade 30 producdo de filé discontinuo Linear (2013)
Response Plateau (LRP)
. . ~ . Regressdo de segunda MICHELATO et al.
1
Tre 563,3+15,1 11,5 g kgt 5x dia™, saciedade 28 producdo de filé ordem (2015)
. . . . . ~ — Regressdo de segunda MICHELATO et al.
1 0, 1
Lis 274.943,3 14,6 g kg™* (5,8% Lis) 4x dia?, saciedade 40 producdo de filé ordem (2016)
ganho de peso diario,
conversdo alimentar, | .
Lis 872226  1,31:1,03; 1,16 e 1,31% Lis NI 45 taxa de eficiencia "¢ Re(f_psgie Plateau FUR(lzJJl'g‘)ft al,

proteica e taxa de
deposicdo de proteina



Lis
Lis
Hist

Met

Trip

Val

Tre:Lis

Trip:Lis

5,72+0,10
117,9+0,67
4,84+0,04

5,62+0,13

38,2+0,09

6,48+0,06

0,95+0,01

1,16+0,19

1,56 e 1,44% Lis

1,42% (5,7% PB ou 4,8 mg kg*
ED)

8,2 g kg* (3,1% Lis)
0,49 % (1,75% Lis)

2,9;3,1;3,1;e29gkg?

11,5e12,7 g kg*

88%

19,5%

4x diat, saciedade
3x dia!, saciedade

4x diat, saciedade

4x diat, 4,52 6,0%
do peso corporal

3x dial, saciedade

100 g kgt dia? (1°
més) e 80 g kg*
dia® (2° més)

6x dia!, saciedade

42

50

100

56

45

30

ganho de peso e
conversdo alimentar

desempenho

ganho de peso

ganho de peso

ganho de peso,
conversédo alimentar,
taxa de eficiéncia
proteica e

uniformidade do
peixe diante dos

niveis de Trip
ganho de peso e

eficiéncia de retencéo

de proteina

conversao alimentar

desempenho

Linear Response Plateau

(LRP)

Regresséo polinomial

Regresséo de segunda

ordem

Regresséo, modelo
Broken-line

Regresséo de segunda

ordem

Regresséo, modelo
Broken-line

Regresséo linear,
quadrético ou
discontinuo Linear

Response Plateau (LRP)

FURUYA et al.
(2006)
FURUYA et al.
(2004b)
MICHELATO et al.
(2017)
NGUYEN & DAVIS
(2009)

ZAMINHAM et al.
(2017)

XIAO et al. (2018)

TAKISHITA (2012)

Nota: Arg=arginina, Hist=histidina, Iso=isoleucina, Leu=leucina, Tre=treonina, Lis=lisina, Val=valina, Trip=triptofano, Met=metionina, Cis=cistina, Fen=fenilalanina,
Tir=tirosina, Val=valina, Pl=proteina ideal, PB=proteina bruta, NI=néo informado. 'Experimento em tanques-rede.
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Além da necessidade de atendimento da exigéncia nutricional de fdsforo
disponivel, para que ndo seja afetada eficiéncia de retencdo de fosforo (CHENG et al.,
2006; MIRANDA et al., 2000; VIELMA & LALL, 1998) e a disponibilidade de outros
minerais (zinco, magnésio e ferro), é necessario o correto balanceamento de calcio (Caq)
e fosforo disponiveis (SCHAMBER, 2008; GUIMARAES et al., 2012). Segundo Furuya
et al. (2012a), a relacdo Caq:Pq ideal para atilapia é de 1:1a 1:1,5. Por outro lado, Hassan
etal. (2013), em experimento fatorial com diferentes relacdes Caq/Pq (0,3:1, 0,6:1 € 0,9:1)
e suplementacdo da dieta da tilapia com trés niveis de fitase (0, 500 e 1000 U kg da
dieta), concluiram que a melhor relagdo Caq:Pq € de 0,6:1 considerando o crescimento dos
peixes, digestibilidade, mineralizagdo vertebral, alguns pardmetros sanguineos da tilapia
e suplementacéo de fitase de 500 ou 1000 U kg™.

Os demais minerais sd8o pouco estudados na literatura, considerando que a
exigéncia difere entre espécies e fases desenvolvimento. A adequada dose de cobre na
dieta é de 4 mg kg* em sistema contendo 0,98 pg de Cu por litro de 4gua, com base no
ganho de peso e retencdo de cobre no corpo de hibridos de tilapia (Oreochromis niloticus
x O. aureus) (0,79£0,03 g) (SHIAU & NING, 2003). De acordo com Lin et al. (2008), a
exigéncia do manganés é de 7 mg kgl em experimento com hibrido de tilapia
(Oreochromis niloticus x O. aureus) (0,64+0,02 g), considerando a atividade superoxido
dismutase hepética do nutriente e sua retencdo corporal. O efeito do magnésio (niveis de
0,07;0,68; 1,0 e 3,2 g kg™!) em tilapia-do-Nilo (10 g) foi estudado por Dabrowska et al.
(1989) em experimento com dois niveis de proteina (24 e 44%). Os autores verificaram
que os peixes que receberam as dietas com teor deficiente de magnésio (0,07 e 0,68 g kg
1y apresentaram menor ganho de peso. Além disso, o nivel mais elevado de magnésio
provocou severo retardo do crescimento quando associado ao baixo teor de proteina
(24%), concluindo que o teor ideal de magnésio é de 0,59 a 0,77 g kg™! para 6timo
desempenho da espécie.

A exigéncia de zinco para tilapia-do-Nilo (166,9+1,3g), por sua vez, foi estimado
em 37,2 e 52,1 mg kg, com base no ganho de peso e teor de zinco dsseo, respectivamente
(ROBINSON et al., 2015). El-Serafy et al. (2007), em estudo com a tilapia (25,36+0,119),
concluiram que a sua exigéncia em ferro é de 1200 mg kg* na forma de sulfato de ferro,
com base no ganho de peso diario e retencdo de energia. Os autores verificaram que 0s
peixes alimentados com a dieta isenta de ferro e aquela de maior dose (1600 mg kg™)

apresentaram 0s menores valores na taxa de sobrevivéncia, concluindo que tanto a
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deficiéncia quanto o excesso deste mineral podem causar aumento na taxa de mortalidade.
Conforme estudo desenvolvido por Shiau e Tseng, (2007), a exigéncia de célcio para
juvenis de hibrido de tilapia (O. niloticus x O. aureus) é de 3,5 g kg quando cultivado
em &gua isenta deste mineral. Deve-se considerar que as necessidades dietéticas dos
peixes sao afetadas por sua habilidade em absorver minerais da agua, como o calcio
(ROBINSON et al., 1984, 1987), magneésio (SHEARER & ASGARD, 1992) e potassio
(WILSON & NAGGAR, 1992).

Tratando-se de carboidratos, 0s peixes ndo apresentam exigéncia especifica
(WILSON, 1994), mas a habilidade da tilapia em digerir este nutriente somado ao baixo
custo do mesmo como fonte de energia (SHIAU & PENG, 1993), com efeito poupador
de proteina (BOONANUNTANASARN et al., 2018) e conferéncia de maior estabilidade
aracdo (BARROWS & HARDY, 2000; MISRA et al., 2002; BROWN et al., 2015) tem
levado ao seu uso na formulacdo das racdes de peixes de agua doce. No aspecto da
nutricdo de peixes, os carboidratos sdo categorizados como amidos e polissacarideos néo-
amilaceos (NSP). Os amidos (dextrina e glicose) sdo relativamente bem digeridos,
enguanto os NPSs (celulose, polissacarideos pécticos e polimeros nao celulésicos) ndo
sdo muito utilizados (FRANCIS et al., 2001; SINHA et al., 2011). O uso de ingredientes
a base de plantas na dieta aumenta o teor de NSPs, podendo causar efeitos anti-
nutricionais a tilapia (FRANCIS et al., 2001). Os efeitos anti-nutricionais ja observados
foram: (i) aumento da viscosidade da digesta, reduzindo a absorcdo de minerais, (ii)
reducdo da digestibilidade aparente da proteina, do lipideo e da energia, e (iii) retardo do
crescimento (FRANCIS et al. 2001; LEENHOUWERS et al., 2007). De acordo com
Boonanuntanasarn et al. (2018), a tilapia é capaz de se adaptar a ingestdo de carboidratos,
mas em longo prazo (40 semanas) verificou-se que os peixes alimentados com alto teor
de carboidrato (50%) concomitante com baixo teor de proteinas, apresentaram pior
desempenho que aqueles com médio teor de carboidrato (30%).

Além da composi¢do quimica, na formulagdo das racdes deve-se considerar que
o0s nutrientes que fazem parte da sua composicdo ndo estdo disponiveis aos peixes na sua
totalidade (quantidade bruta). A biodisponibilidade dos nutrientes é afetada pela matéria-
prima utilizada, condi¢des de processamento e interacdo entre os elementos quimicos. A
farinha de peixe, por exemplo, constitui a melhor fonte de proteina para os peixes, pois
apresenta perfil de aminodcidos préximo aquele requerido pelos peixes, alta

digestibilidade e conteldo em acidos graxos benéficos (HARDY, 2001). Apesar disso,
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outras fontes de proteina sdo utilizadas na formulacgao das ra¢6es em funcdo da reducédo
do custo e disponibilidade de mercado (NG & ROMANO, 2013). As fontes alternativas
de proteinas utilizadas na fabricacdo podem apresentar deficiéncia em um ou mais
aminoacidos limitantes, devendo neste caso ser realizada a suplementacdo com
amino&cidos sintéticos (EL-SAYED, 1990; EL-SAIDY & GARBER, 2003, 2004;
FURUYA et al., 2004b, GAYE-SIESSEGGER et al., 2007; NGUYEN & DAVIS, 2009;
ZHAO et al., 2010; EL-SAIDY, 2011; EL-SAIDY & SAAD, 2011; AYADI et al., 2012;
NGUYEN & DAVIS, 2016; KOCH et al., 2016; AJANI et al., 2016; VIDAL et al., 2017).
Dentre as matérias-primas vegetais, a mais utilizada como fonte de proteina para a tilapia
é o farelo de soja, mas devido ao alto custo deste ingrediente, outras alternativas tém sido
estudadas (farelo de semente de algoddo e canola), e o nivel de inclusdo depende
fortemente do pais onde o peixe € cultivado (NG & ROMANO, 2013).

A biodisponibilidade de lipideos também difere entre as diversas fontes do
nutriente e a redugdo do custo, assim como a concorréncia de mercado tém levado a
substituicdo do 6leo de peixe marinho por outras fontes de menor preco, como o 6leo de
soja, canola e girassol (HUANG et al., 1998; NG et al., 2001, 2006; BAHURMIZ & NG,
2007; TURCHINI et al., 2009; NG & GIBON, 2011; VIDAL et al., 2017). Entretanto,
essa substituicdo pode afetar a qualidade da dieta (palatabilidade, quantidade de acidos
graxos essenciais, digestibilidade e propriedades durante o armazenamento), qualidade
da carne, desempenho dos peixes e eficiéncia alimentar (TURCHINI et al., 2009). De
acordo com Turcnhini et al. (2009), apesar das racdes comerciais para a tilapia e carpa
conterem menos que 5% de lipideos na dieta, a elevada quantidade de sua producgéo as
torna importantes usuarias do 6leo de peixe marinho. Estudos demonstram que a tilapia
ndo é afetada pela substituicdo com dleo de soja (LIM et al., 2012), 6leo de cbco, 6leo de
linhaca, ou gordura de aves domésticas (TRUSHENSKI et al., 2009), 6leo bruto de palma
e de alpiste (NG et al., 2001; BAHURMIZ & NG, 2007; WANG et al., 2006). Entretanto,
poucos estudos tém avaliado os efeitos da inclusdo de 6leo vegetal em longo prazo,
particularmente em relacdo ao sistema imunolégico da tilapia (TURCHINI et al., 2009).

Outra questdo que deve ser abordada no aspecto da qualidade das racdes € a
presenca de micotoxinas em funcdo do uso de ingredientes contaminados (HARDY,
2001). Micotoxinas sdo metabolitos sintetizados por fungos que tém seu desenvolvimento
propiciado sob condi¢des de alta umidade e dano no produto provocado por insetos

(AGAG, 2004). A contaminacdo com micotoxinas pode aumentar o risco econdmico e na
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salde dos animais (AGAG, 2004) e os efeitos da sua presenca na dieta dependem da dose
e tempo de exposicdo (HARDY, 2001; MAHFOUZ & SHERIF, 2015). Dentre as
micotoxinas destacam-se as aflatoxinas do tipo B1, B2, G1 e G2, pois apresentam maior
toxicidade tanto para os humanos como outros animais, como passaros, peixes e roedores
(YU, 2012). Estudos realizados com aflatoxinas B1 em tilapia-do-Nilo (TUAN et al,
2002; SELIM et al., 2013; MAHFOUZ, 2015; MAHFOUZ & SHERIF, 2015) indicam
efeitos prejudiciais a satde a partir de 100 ppb (MAHFOUZ & SHERIF, 2015), entretanto
a dose de 250 ppb ndo induziu a mortalidade para a espécie exposta por 8 semanas em
sistema de cultivo controlado (TUAN et al., 2002). O limite maximo estabelecido pela
legislacdo brasileira € de 50 ppb (BRASIL, 1988).

Nota-se que o desempenho do peixe estd intimamente relacionado com a
qualidade da dieta no que se refere as caracteristicas fisicas da racao, ao atendimento da
exigéncia nutricional, presenca de fatores antinutricionais e/ou de micotoxinas. Assim, 0
desempenho influencia fortemente no retorno econdmico da atividade aquicola, sendo

sua avaliacdo de suma importancia para toda a cadeia produtiva envolvida.

1.3 Uso de extratos vegetais na dieta da tildpia-do-Nilo

O uso de extratos de plantas na aquicultura apresenta-se vantajoso em funcao do
potencial de ingredientes ativos alternativos com propriedades farmacoldgicas diversas
(GABRIEL et al., 2015; VALLEJOS-VIDAL et al., 2016; AWAD & AWAD, 2017; DU
et al., 2018; HAMED & EL-SAYED, 2018; RAHMAN, 2018; STRATEV et al., 2018;
SUN et al., 2018; VICO et al., 2018). Além disso, 0s extratos vegetais sdo também
considerados mais amigaveis ambientalmente (baixo residual), biodegradaveis,
biocompativeis e de baixa toxicidade, dependendo da concentracdo (AQUAFEED, 2018).

De acordo com Rodrigues e Pinto (2014), extratos ou fragdes de extratos de
espécies do género Serjania (S. communis, S. triqueta, S. salzmanniana, S.
grammatophora, S. cuspidata, S. yucatensis e S. caracasana) sao descritas como
detentoras de atividades bioldgicas diversas, como: analgésica, anti-inflamatoria,
antioxidante, antiprotozoaria, anticancer, bactericida, larvicida, gastroprotetora e
repelente de insetos. Entretanto, poucos estudos foram desenvolvidos com S. marginata
(Figura 1). O extrato etandlico de folhas de S. marginata apresentou elevada atividade
antioxidante, devido a presenca de proantocianidinas (HEREDIA-VIEIRA et al., 2015).
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Além disso, Moreira et al. (2019) observaram que a dose letal (DL50) do extrato aquoso
de S. marginata para camundongos é acima de 2000 mg kg, contudo, dosagens menores
(30, 150 e 750 mg kg™) alteraram a quantidade de eritrdcitos e nivel de albumina; e
induziram alteragdes histolégicas no rim dos animais, quando administrado diariamente
durante 28 dias. Os autores concluiram que apesar do extrato ndo ser toxico apds uma
exposicdo aguda (dose Unica), deve-se tomar precaucdes com 0 Seu uso por periodo
prolongado. Em outro experimento, Périco et al. (2015), avaliando o extrato
hidroalcoolico de folhas de S. marginata, constataram o efeito gastroprotetor em
camundongos quando administrados na dosagem de 250 mg kg™. Porém, os autores
salientam que o uso prolongado (14 dias) provocou aumento das lesdes gastricas em 99%

dos animais comparados ao controle.

Figura 1. Serjania marginata (HERIDIA-VIEIRA et al., 2015).

Estudos com uso de extratos de plantas do género Serjania em organismos
aquaticos sao escassos. Até o presente momento foi relatada apenas acgdo ictiotoxica de
S. lethalis e S. caracasana (ARAGAO & VALLE, 1973; CORDEIRO & VALLE, 1975;
TEIXEIRA et al., 1984; DUJAK & MARCHI, 2010). Teixeira et al. (1984) testaram
substancia isoladas de fraces do extrato do caule de S. lethalis em Poecilia reticulutus
(Lebistes). As substanncias identificadas como serjanosideos A e B (20 pg/ml)
provocaram a morte dos peixes apds 5 horas de exposi¢cdo na agua, enquanto o extrato

bruto foi duas vezes menos agressivo. Dujak e Marchi (2010) relataram o uso do caule e
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cortex de espécies conhecidas popularmente como “timbd” por comunidades indigenas
do Paraguai, em funcdo do conhecimento tradicional das mesmas. Entre essas espécies,
sdo citadas: S. caracasana (Jacg.) Willd., S. glabrata Kunth, S. hebecarpa Benth., S.
marginata Casar., S. meridionalis Cambess., S. perulaceae Radk. e S. laruotteana
Cambess. Entretanto, Dujak e Marchi (2010) ndo desenvolveram estudos para comprovar
o efeito toxico aos peixes.

Por outro lado, o efeito gastroprotetor em peixes através do uso de extratos de
plantas foi constatado em alguns trabalhos (HEIDARIEH et al., 2013; MUNGLUE &
DASRI, 2015; RAHMAN et al., 2018; TAN et al., 2018). Rahman et al. (2018) avaliaram
a influéncia do extrato bruto de Echinacea purpurea (EP) com e sem a vitamina C sobre
a histomorfologia intestinal e alguns parametros imunolégicos da tilapia-do-Nilo. Os
peixes alimentados com EP (500 mg kg!) e vitamina C (400 mg kg™') apresentaram
maiores altura das vilosidades intestinais, nimero de células caliciformes, linfécitos
intraepiteliais e atividade fagocitica, seguido pelo grupo que recebeu apenas a vitamina
C e depois pelo que recebeu somente o extrato EP. Os autores concluiram que o extrato
pode ser utilizado como aditivo alimentar pelo fato de melhorar a estrutura epitelial da
mucosa intestinal e a resposta imunologica da tilapia. Efeitos similares foram observados
em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss Walbaum) e catfish africano (Clarias
gariepinus) por meio do uso dos extratos de Aloe vera (Aloe barbadensis) e pata-de-vaca
(Bauhinia strychnifolia), respectivamente (HEIDARIEH et al., 2013; MUNGLUE &
DASRI, 2015). Nos trabalhos citados ndo foram realizadas analises da composi¢cdo dos
extratos.

A protecgdo do figado de peixes com uso de extrato de plantas foi observada em
estudos com Aloe vera (GABRIEL et al., 2015), prépolis (DENG et al., 2011), Moringa
oleifera (HAMED & EL-SAYED, 2018) e Allium sativum (EL-BARBARY, 2016).
Gabriel et al. (2015) incorporaram extrato bruto de Aloe vera na ragdo (0,5; 1; 2; e 4 %),
a qual foi administrada na alimentag&o de juvenis de tilapia-do-Nilo por oito semanas. Os
autores verificaram que os peixes alimentados com uso do extrato apresentaram altas
atividades de superoxido desmutase, catalase, e glutationa peroxidase no tecido hepatico,
antes e apds o desafio com Streptococcus iniae (7,7 x 10° CFU células/mL). Além disso,
a suplementacdo com Aloe vera reduziu as atividades do aspartato sérico (AST) e da
alanina aminotransferase (ALT). Deng et al. (2011) avaliaram o efeito do extrato

etandlico de propolis (0; 1; 2; e 4 g kg™) sobre o crescimento e pardmetros bioquimicos
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do plasma da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Apos 8 semanas de administracéo
dos tratamentos foi observada reducdo do nivel de triglicerideos plasmaticos e das
atividades de AST e ALT indicando o efeito hepatoprotetor do extrato. Hamed e El-Sayed
(2018) avaliaram o efeito do extrato etandlico de folhas de Moringa aloifera na gua de
criacdo da tilapia-do-Nilo (20 mL extrato/ 30 L &gua de criacdo) exposta ou ndo ao
herbicida pendimentalina (0,52 mg/L). Apds 28 dias de exposi¢do foi constada melhora
significativa do nivel dos biomarcadores de estresse oxidativo hepatico e reducdo da
porcentagem de fragmentacdo do DNA hepatico nos peixes tratados com o extrato. El-
Barbary (2016) testou alho e curcumina, incorporados na dieta (1 e 2%) da tilapia, exposta
ou ndo a aflatoxina B1 (AFB;, injecdo intraperitoneal, 6 mg/kg peso seco). Nos peixes
expostos & AFB1, 0 alho (1%) induziu a maior expressdo do gene GPx; enquanto a
curcumina (1%) apresentou regulacéo decrescente. O GPx faz parte do sistema de defesa
antioxidante primario (Arteel e Sies, 2001); e de acordo com Shyamal et al. (2010), as
propriedades antioxidantes podem auxiliar na redugdo do dano causado pela AFB:. El-
Brabary (2016) concluiu que o alho (1%) apresenta melhor resultado de defesa da tilapia
contra a toxicidade de AFB:.

Algumas substancias podem agir como protetoras gastricas ou até mesmo como
estimulantes na producdo de enzimas digestivas (AYYAT et al., 2018). O efeito
gastroprotetor pode ser avaliado em funcédo da atividade de enzimas digestivas e da
histopatologia do figado e intestino, pelo fato de serem considerados relevantes no
processo de digestdio e absorcdo de nutrientes, defesa e desintoxicacao
(TENGJAROENKUL et al., 2000; HONORATO et al.,, 2011; JUTFELT, 2011,
PIRARAT et al., 2013; AYYAT et al., 2018; MURASHITA et al., 2018).

1.4 Histopatologia do intestino e figado da tilapia-do-Nilo

Histologicamente, o intestino anterior de tilapia-do-Nilo caracteriza-se por quatro
camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa. A mucosa € constituida por epitélio
cilindrico simples com borda em escova e células caliciformes, com lamina propria
contendo linfécitos intraepiteliais; a submucosa é formada por células, fibras colagenas e
vasos sanguineos; a camada muscular, de musculo liso em disposi¢do circular e
externamente a camada serosa, que é caracterizada por tecido conjuntivo e células
pavimentosas (Figura 2) (GARGIULO et al., 1998; HONORATO et al., 2011).
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Figura 2. Fotomicrografia de intestino anterior de-jU\-/enis de tilép'ia do Nilo (Oreochromis niloticus).
Camada muscular longitudinal (ml), camada muscular interna (mi), membrana serosa (*), epitélio da
mucosa (ep), células caliciformes glicoconjugadas (seta). (X 400) (HONORATO et al., 2011).

A altura das vilosidades intestinais e a quantidade de células caliciformes sdo
consideradas importantes indicadores da eficiéncia digestiva e da absorcdo do intestino
(GARGIULO et al., 1998; LIU et al., 2009; JUTFELT, 2011; PIRARAT et al., 2013;
CARDOSO et al., 2015; TRAN-NGOC et al., 2016). As células caliciformes produzem
mucosubstancias que estdo envolvidas em diversos processos fisiolégicos, como
lubrificacdo, digestdo, promoc¢do da absor¢cdo macromolecular, tampdo de fluido
intestinal, prevencéo de danos proteoliticos ao epitélio e defesa contra bactérias e outros
agentes patogénicos (DOMENEGHINI et al., 2005). As vilosidades intestinais
constituem a borda em escova dos enterocitos (WILSON & CASTRO, 2010), local em
que estdo localizadas enzimas envolvidas na degradacéo final do alimento e onde ocorre
a absorcéo e transporte (KUZ’MINA & GELMAN, 1997). Essas vilosidades aumentam
a superficie de absorcdo intestinal e produzem uma série de enzimas, como: fosfatase
alcalina, maltase, sacarase e dipepitidases (KUZ’'MINA & GELMAN, 1997; RUST,
2002).

O figado é altamente ramificado por dutos, tubulos e sinusdides compostos
principalmente de hepatdcitos, com a porcéo sélida organizada em unidades tubulares
ramificadas com varios pancreas, veias (ou vénulas) e artérias (ou arteriolas) intercalados
(RUST, 2002) (Figura 3). O hepatécito é o primeiro alvo de alteracbes por toxicidade
(ZELIKOFF, 1998), apresentando altera¢fes, como: hipertrofia, degeneracdo vacuolar e
acumulo de lipideos (STRMAC & BRAUNBECK, 2002; GIARI et al., 2007; TAO et al.,
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2018) (Figura 3). No cultivo de peixes, a racdo comercial é conhecida por provocar o
acumulo de gordura, degeneracdo da membrana celular do figado e vacuolizacdo dos
hepatdcitos, os quais podem ocasionar distdrbios circulatérios (COZ-RAKOVAC et al.,
2005; BILEN & BILEN, 2013). Centros de melanomacrdéfagos (agregados de macrofagos
pigmentados) (BALAMURUGAN et al., 2012) podem se desenvolver em caso de lesdes
inflamatorias crénicas, agindo na destruigdo, desintoxicacdo ou reciclagem de materiais
(endogenos e exdgenos), servindo como indicadores de estresse ambiental (PULSFORD
et al., 1992; AUTHMAN et al., 2012; BALAMURUGAN et al., 2012; MANRIQUE et
al., 2014; STEINEL & BOLNICK, 2017) e podem estar relacionados ao desenvolvimento
da resposta imunoldgica a antigenos bacterianos (KRANZ, 1989; AGIUS & ROBERTS,
2003).
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Figura 3. Fotomicrografia do figado de Oreochromis niloticus. A — Vaso sem congestdo (asterisco) e
congestdo sinusoidal (seta); B — Vaso congestionado (asterisco), pancreas saudavel (seta) e manutengéo do
aspecto cordonal (hexagono); C — Nicleo normal do hepatocito (seta) e hipertrofia dos hepatocitos
(asterisco); D — Esteatose severa (asterisco). Coloracdo H-E (hematoxilina-eosina) (MARTINS et al.,
2018).

Na histopatologia, caracteristicas histoquimicas com uso da coloracdo PAS (acido
periddico Schiff) indicam a presenca de substancias neutras (PAS positiva) ou acidas
(PAS negativa). Assim, a coloragdo PAS com reagéo positiva na borda em escova indica
a presenca de glicoconjugados neutros que formam o glicocalice (MURRAY et al., 1996).
Mucossubstancias neutras produzidas pelas células caliciformes sdo menos viscosas que
as acidas (TIBBETS, 1997); promovem a lubrificacdo do epitélio; combinam-se com a
fosfatase alcalina, auxiliando na digestdo e absor¢cdo de nutrientes; promovem
emulsificacdo do quimo; e fornecem cofatores para atividade enziméatica (CLARKE &
WITCOMB, 1980; ANDERSON, 1986; GRAU et al., 1992; CARRASSON et al., 2006).
Por sua vez, as mucossubstancias acidas protegem o epitélio intestinal contra a
degradacéo pela acéo das glicosidases bacterianas (CARRASSON et al., 2006).

A atividade das enzimas digestivas no trato digestério influencia diretamente no
aporte para 0s processos digestivos e efeito aproveitamento da digesta (MURASHITA et
al., 2018). No intestino destaca-se a atividade das enzimas: fosfatase alcalina, protease,
lipase e amilase. A fosfatase alcalina atua na absor¢do de lipideos, glicose, célcio e fosfato
inorganico (TENGJAROENKUL et al., 2000), tornando-os permedveis a membrana
plasmatica (MOSS, 1992). As proteases transformam proteinas em aminoacidos, 0s quais
s&o convertidos em massa corporal dos peixes (GONZALEZ-FELIX etal., 2010; PORTZ

& FURUYA, 2012). A digestdo de carboidratos é realizada por uma série de enzimas,
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sendo a mais importante delas a a-amilase, que hidrolisa as ligacGes glicosidicas,
produzindo uma variedade de oligossacarideos (LOVELL, 1988). Em racles para a
tilapia os carboidratos séo utilizados como fonte de energia (SHIAU & PENG, 1993),
com efeito poupador de proteina (BOONANUNTANASARN et al., 2018) e conferéncia
de maior na estabilidade da racdo (BARROWS & HARDY, 2000; MISRA et al., 2002;
BROWN et al., 2015), sendo sua digestdo relevante no aspecto nutricional. As lipases
atuam na digestdo de lipideos, os quais sdo absorvidos e utilizados em processos
biossintéticos ou catabolizados para obtencdo de energia (RUST, 2002). No figado, o
aumento da atividade da AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina
aminotrasferase) é uma resposta do organismo a estressores e ao metabolismo nutricional;

e um indicativo de 6rgdo lesionado ou danificado (MENGA et al., 2018).

1.5 Uso da cama-de-frango em sistema de cultivo da tilépia-do-Nilo

Diferentes tipos de fertilizantes organicos sdo utilizados no cultivo da tilapia com
0 objetivo de promover o rapido crescimento de organismos aquaticos, 0s quais servem
como alimento natural aos peixes (KANG’OMBE et al., 2006; ABDEL-TAWARB et al.,
2008; LIN & DIANA, 2008; RUKERA et al., 2012; ZAHID et al., 2013; ROMANA-
EGUIA et al., 2013; LIMBU et al., 2016). De acordo Abdel-Tawwab et al. (2007), o
fertilizante organico e a decomposicdo da dieta ndo consumida pela tilapia estimulam a
producéo de fitoplancton nos viveiros de cultivo, levando a melhor taxa de sobrevivéncia,
fator de condicéo e crescimento.

A cama-de-frango € um sub-produto da producédo de aves que pode ser utilizado
como adubo organico em viveiros de cultivo de tilapia (KUBITZA, 2000). As principais
vantagens de seu uso sdo a pronta disponibilidade em locais onde € desenvolvida a
avicultura e o seu baixo custo (KNUD-HANSEN et al., 1993; KUBITZA, 2000; LIN &
DIANA, 2008; ROMANA-EGUIA et al., 2013; NARIMBI et al., 2018). O
desenvolvimento do alimento natural promovido por esta técnica de manejo na
piscicultura pode reduzir o uso do alimento artificial, o qual pode representar mais de
50% dos custos variaveis na aquacultura (VERDAL et al., 2018). Assim, a adubagdo com
a cama-de-frango é uma forma de nutricdo de peixes mais acessivel aos produtores de
baixa renda em sistemas extensivos de producdo e pode ainda ser utilizada em sistemas

semi-intensivos como estratégia de nutricdo complementar ao alimento artificial.
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Os fatores mais relevantes que influenciam no sucesso da fertilizagdo séo: tipo de
solo, qualidade da &gua, espécies cultivadas e tipo de cultivo, método de aplicacdo e
quantidade dos fertilizantes utilizados (FAO, 2018). A quantidade de adubo a ser aplicado
pode variar em funcdo do tipo de sistema de producgédo (semi-intensivo ou extensivo),
densidade de estocagem/biomassa de peixes e tipos de fertilizantes utilizados (organicos,
inorganicos ou combinados). De acordo com a FAO (2018), fatores especificos do local
que afetam a produtividade primaria (por exemplo, clima) dificultam o fornecimento de
um guia geral de fertilizacdo em viveiro para a criacdo de tilapias.

A efetividade do manejo de fertilizacdo de viveiros é monitorada pela avaliacéo
da turbidez da 4gua com auxilio de um disco de Secchi (FAO, 2018; KUBITZA, 2000;
Silvaetal., 2015), assumindo que a principal fonte de turbidez é proveniente da populagédo
de fitoplancton (FAO, 2018). Tem sido recomendado que a transparéncia do disco de
Secchi fique em torno de 25 (KUBITZA, 2008) a 30 cm (FAO, 2018) e que a taxa de
renovacdo da agua seja de aproximadamente 5% ao dia (FAO, 2018).

No estado do Parana, Brasil, ndo existe uma quantidade fixa de fertilizante
organico a ser aplicado nos viveiros de tilapia-do-Nilo, sendo indicada como a melhor
forma de fertilizac&o a integracao de fertilizantes organicos e inorgéanicos (SILVA et al.,
2015). A cama-de-frango é utilizada na dose de 600 a 800 kg ha® e a aplicagdo é
controlada através da observacdo dos parametros qualitativos da agua, como turbidez e
oxigénio dissolvido (SILVA et al., 2015)

No estado de S&o Paulo, Brasil, o desenvolvimento do alimento natural foi
estimulado pela fertilizagdo com cama-de-frango (150 g m™) a cada 20 dias em viveiros
povoados com alevinos de tilapia (15,35+3,59 g) na densidade de 1,7 peixes m™
(SCHALCH, 2013). Neste experimento observou-se que os peixes alimentados apenas
com o alimento natural apresentaram desempenho produtivo semelhante aos demais
tratamentos (ragOes farelada, extrudada e peletizada) nos dois primeiros meses de criacao,
indicando importante contribuicdo do alimento natural nesta fase de desenvolvimento do
peixe (SCHALCH, 2013).

Em alguns paises do continente Asiatico, a adubacdo com a cama-de-frango foi
estudada englobando diferentes estratégias de manejo, sendo utilizada ou ndo de forma
concomitante com uma suplementacdo da dieta (LIN & DIANA, 2008; ZHAID et al.,
2013) ou uso de adubos inorganicos (KNUD-HANSEN et al., 1993; NARIMBI et al.,
2018; ROMANA-EGUIA et al., 2013), em sistemas de mono ou policultivo. Os efeitos
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observados com o uso da cama-de-frango em relacéo aos parametros de desempenho dos
peixes sdo contraditorios. Em aguns estudos foram observados efeitos benéficos, como
aumento da produtividade (LIN & DIANA, 2008), maior taxa de sobrevivéncia
(ROMANA-EGUIA et al., 2013) e melhor taxa de crescimento especifico, conversdo
alimentar e teores de proteina bruta e lipidios (ZAHID et al., 2013). Por outro lado, alguns
estudos indicam que a adubacdo orgéanica ndo favorece o cultivo da tilapia (KNUD-
HANSEN et al., 1993; NARIMBI et al., 2018).

Na Tailandia, Lin & Diana (2008) avaliaram a fertilizagéo de viveiros com cama-
de-frango em monocultivo de alevinos de tilapia-do-Nilo, sem suplementacdo da dieta,
em diferentes quantidades de adubo (125, 250, 500, e 1.000 kg ha' semana?) e
densidades de estocagem (0,88; 1,0; 2,0 e 3,0 peixes m). Os autores afirmam que o custo
e 0 rendimento sdo os fatores mais importantes na escolha da estratégia de fertilizacéo e
suplementacéo da dieta. A produtividade méaxima (3.500 kg ha™ ano™) foi obtida com
cama-de-frango na maior aplicagio (1.000 kg ha* semana™), mas o uso de 500 kg ha
semana* do adubo, de acordo com os autores, pode apresentar maior retorno econdmico
em funcgdo do menor custo, produzindo 3.000 kg ha™ ano™,

No cultivo de tilapias nas Filipinas, no sistema de cultivo da tilapia em
crescimento sdo utilizados 30 a 50 sacos de cama-de-frango por hectare, concomitante
com a adubacdo inorganica com fosfato de aménio (16-20-0), sulfato de aménio (21-0-
0), uréia (46-0-0) e/ou nitrogénio/fésforo/potassio (14-14-14), variando o tipo e
quantidade de fertilizante entre as provincias (ROMANA-EGUIA et al., 2013). Neste
caso, observou-se que a taxa de sobrevivéncia dos peixes constituiu a diferenga priméria
entre o cultivo intensivo em viveiros-rede (alimentacdo artificial) e os viveiros de
producdo semi-intensiva (uso de fertilizacdo com ou sem suplementacdo de dieta
artificial). No sistema intensivo a taxa média de sobrevivéncia foi de 50%, enquanto no
semi-intensivo foi de 60 a 80% (ROMANA-EGUIA et al., 2013).

No Paquistéo, o efeito do uso de dois adubos organicos (cama-de-frango e esterco
de vaca) sobre a tilapia-do-Nilo (2,63 g) foi estudado em experimento com suplementacéo
da dieta utilizando racdo (30% PB, 4% do peso do peixe por dia) arragoada duas vezes ao
dia, por 90 dias (ZAHID et al., 2013). Os adubos foram aplicados diariamente, sendo
utilizado 10 kg de esterco de vaca (teor de nitrogénio, N=1,02%) e 4 kg de cama-de-
frango (N=1,63%). Verificou-se que a taxa de crescimento especifico e a converséo

alimentar foram maiores (p<0.05) no viveiro adubado (1,52 e 2,4) comparado ao ndo
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adubado (1,22 e 2,1), assim como o teor de proteina bruta e lipideos dos peixes. Os autores
concluiram que em sistema semi-intensivo a tilapia GIFT cresce melhor quando €
realizada a adubacdo (cama-de-frango e esterco de vaca) concomitante com a
suplementacdo artificial.

Na Tailandia, Knud-Hansen e colaboradores (1993) desenvolveram dois
experimentos, um para avaliar o efeito da cama-de-frango sobre a produtividade do peixe;
e outro, para estimar a quantidade necessaria da cama-de-frango para estimular a
producéo de fitoplancton. O primeiro experimento (146 dias) foi desenvolvido com cinco
doses de cama-de-frango (20, 60, 100, 140, e 180 kg) aplicados em viveiros escavados
(280 m?) com uréia e superfosfato triplo (45% P,0s), semanalmente, durante trés
semanas. No segundo experimento (147 dias) foram quatro tratamentos: (i) cama-de-
frango, 60 kg ha* semana; (ii) carbono inorganico dissolvido, 3-5 kg NaHCOs3 ha'
semana’; (iii) cama-de-frango e NaHCOs; na mesma quantidade dos dois primeiros
tratamentos; e (iv) sem adi¢do de adubo orgénico e inorganico. A adicéo da fertilizagdo
organica ou inorganica ndo aumentou a produtividade da tilapia; e de acordo com o0s
autores, por comparacdo econémica simples o uso da cama-de-frango ndo deve ser
encorajado como fonte de nitrogénio e fésforo sollveis para aumento da biomassa de
fitoplancton neste local.

No estudo desenvolvido por Narimbi et al. (2018), os fertilizantes foram aplicados
semanalmente, incluindo esterco de galinha (50 g m™), uréia (6,1 g m) e super fosfato
triplo (TSP) (3,5 g m?) (BHUJEL, 2014). Foram avaliados dois tratamentos: alimentag&o
diaria (seis dias semana™) e semanal (um dia semana), em experimento desenvolvido
por 90 dias, com alevinos de tilapia cultivados em viveiros escavados (3 peixes m?). Os
peixes foram alimentados com ragéo peletizada a 5% da biomassa (dois primeiros meses)
e depois reduzida para 4%. Além disso, 20% de racdo extra foi fornecida diariamente para
assegurar adequado fornecimento de racdo formulada segundo método descrito por
Martin-Perez et al. (2013). Em ambos os tratamentos, a alimentacdo ocorreu as 10:00,
13:00 e 15:30. Analises isotopicas (8:3C e §*°N) do tecido muscular dos peixes e de todas
fontes potenciais de alimento para a tilapia (esterco de galinha, racdo peletizada, algas,
fitoplancton, zooplancton e matéria organica do sedimento) revelaram que houve pouca
contribuicéo do esterco de galinha para a producéo de algas e fitoplancton, visto que tanto
0 5'°N de fitoplancton quanto o de algas ndo ocuparam posicdes muito proximas daquele

observado para o esterco. De acordo com o0s autores, a auséncia de assimilacao do esterco
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por algas, plancton e tilapia pode ter ocorrido devido a atracdo dos peixes pelo alimento
ndo digerido ou a impureza do esterco (valor anormal do isétopo). Além disso, os autores
afirmaram que a racdo peletizada ndo foi o maior contribuinte para o crescimento da
tilapia, devendo-se apresentar esforcos para aumentar a disponibilidade de alimentos
naturais, levando em consideracdo diferentes niveis de suplementacdo do alimento
formulado e de densidade de povoamento.

Existem poucas informacdes a respeito da influéncia do uso de adubos organicos
sobre o aspecto ambiental. Alguns estudos indicam que a adubagao organica pode reduzir
a qualidade da agua em funcdo da possibilidade do acimulo de matéria organica e/ou da
menor taxa de oxigénio dissolvido (KUBITZA, 2000; EL-SAYED, 2013; PUCHER et
al., 2016); e por meio da contaminacdo com elementos traco (IRSHAD et al., 2013;
KUZIEMSKA et al., 2016). Para que a cama-de-frango possa ser utilizada na producao
da tilapia-do-Nilo é importante conhecer as consequéncias de seu uso, levando em

consideracdo tanto o aspecto produtivo quanto ambiental.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar estratégias nutricionais para a
tilapia-do-Nilo com base na qualidade de ragdes comerciais, incorporacdo do extrato
aquoso de folhas de Serjania marginata na dieta e abubacéo de viveiros com cama-de-

frango.

2.2 Objetivos especificos

Analisar a qualidade das ragdes e suas implicagdes no desempenho produtivo, por
meio da inter-relacdo das avaliagbes quimico, fisica e bioldgica e com isso, definir os
indicadores de qualidade que devem ser considerados para garantir uma racao que possa
ser melhor aproveitada pelas tilapias na fase de engorda.

Avaliar a composi¢do do extrato aquoso das folhas de Serjania marginata e 0s
efeitos da sua inclusdo na dieta da tilapia-do-Nilo, em relagdo a toxicidade, teor de
enzimas digestivas e do metabolismo hepatico, e histopatologia do intestino e do figado.
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Avaliar a influéncia da adubacdo com cama-de-frango na producdo da tilapia,
considerando os aspectos ambiental (qualidade da agua e do sedimento) e produtivo

(ganho de peso, conversdo alimentar e qualidade do filé do peixe).
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4. CAPITULO - ATIVIDADE HEPATICA E GASTROPROTETORA DO
EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS DE Serjania marginata EM TILAPIA-DO-
NILO (Oreochromis niloticus)

Atividade hepatica e gastroprotetora do extrato aquoso de folhas de Serjania

marginata em tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

Hepatic and gastroprotective activity of Serjania marginata leaf aqueous extract in
Nile tilapia (Oreochromis niloticus)

Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar a composi¢do quimica do extrato aquoso de folhas
de Serjania marginata e os efeitos de sua inclusdo na dieta da tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), abordando a atividade de enzimas digestivas e de enzimas
associadas com o metabolismo hepatico; e histopatologia do intestino e figado. Os peixes
(peso inicial médio, 54,36 + 17,04 g) foram divididos nos grupos: Jejum (sem
alimentacdo), Controle (racdo comercial) e Tratamento (racdo comercial com extrato
aquoso de folhas de Serjania marginata), com cinco individuos em cada aquario e
alimentacdo até saciedade aparente por 15 dias. Peixes do grupo Tratamento consumiram
em media 224,3 mg de extrato/kg de peixe/dia. Na analise do extrato por espectrometria
de massa foram identificados quercitrina, isoquercetrina, proantocianidinas trimero tipo
A e acido quinico. Na atividade enzimatica, peixes do Tratamento apresentaram elevado
nivel de fosfatase alcalina, enquanto os marcadores hepatotoxicos (AST e ALT) e niveis
de lipase, amilase e protease ndo especifica ndo diferiram (p>0.05). Na analise
histopatoldgica do figado foi observado que os peixes do Tratamento apresentavam
estrutura normal, enquanto anormalidades foram associadas com o Controle (fibrose,
perda da arquitetura cordonal, hepatocitos vacuolizados com nucleo deslocado para a
periferia) e Jejum (reducdo do tamanho dos hepatdcitos e espaco sinusoidal). A
histopatologia do intestino evidenciou que o extrato favorece o desenvolvimento de
células caliciformes e altura das vilosidades intestinais. Os resultados indicam que o
extrato aquoso de folhas de S. marginata auxilia na manutencéo estrutural do figado e
intestino; e estimula a producéo de fosfatase alcalina intestinal na tilapia, sugerindo que
as substancias identificadas agem no figado e intestino, apresentando efeito
hepatoprotetor e estimulante da digestao intestinal.

Palavras-chave: histopatologia — fosfatase alcalina — digestdo — metabolismo hepatico

Abstract

The aim of this study was to assess the leaf aqueous extract composition of Serjania
marginata and the effects of its inclusion on the diet of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus), with respect to the activity of digestive enzymes and enzymes associated with
the metabolism of the liver and intestine and liver histopathology. Fish (initial mean
weight, 54.36 + 17.04 g) were divided into groups: fasting (without feeding), control
(commercial feed), and treatment (commercial feed with leaf aqueous extract of Serjania
marginata), and in each aquarium, there were five individuals and the fish fed ad libitum
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for 15 days. Treatment fish had ingested on average 224.3 mg of extract/kg of fish/day.
In the extract analysis by mass spectrometry, quercitrin, isoquercitrin, A-type
proanthocyanidin trimer and quinic acid were identified. In the enzymatic activity, fish
from the treatment group showed higher level of alkaline phosphatase, while the
hepatotoxic markers (AST and ALT) and levels of lipase, amylase and nonspecific
protease did not differ (p>0.05). In liver histopathological analysis, it was observed that
fish from the treatment showed normal structure, while abnormalities were associated
with control (fibrosis, loss of cordonal architecture, vacuolated hepatocytes with nucleus
displaced to the periphery) and fasting (reduction in hepatocyte size and sinusoidal space).
The intestine histopathology evidenced that the extract favored the development of goblet
cells and intestinal fold height. The results indicated that the leaf aqueous extract of S.
marginata assists in the structural maintenance of the liver and intestine and stimulates
intestinal alkaline phosphatase production in Nile tilapia, suggesting that the identified
compounds act on the liver and intestine, showing hepatoprotective effects and
stimulating intestinal digestion.

Keywords: Histopathology — Alkaline phosphatase — Digestion and Hepatic metabolism

Introduction

Fish is currently the most widely produced animal protein, especially farmed fish,
which had a 60% increase in production between 2007 and 2017, representing the greatest
growth between commodities of protein sources (OECD/FAO 2017). However,
aquaculture is affected by several factors, such as cultivation systems, climate change,
water quality and nutrition, which affect fish physiology and may cause loss of
homeostasis and reduce productive performance (FAO 2018; Karapanagiotidis et al.
2018; Yuan et al. 2018). Studies have been performed incorporating plant ingredients in
fish feed in order to promote benefits to animal (Manaf et al. 2017; Reverter et al. 2014;
Quesada et al. 2013; Azaza et al. 2009; Emre et al. 2008; Mandal and Ghosh 2010a, b).
However, the effects of plant extracts on aquatic organisms are underexploited, being
relevant to understand how plants can affect fish health, as a preliminary step for large-
scale use in aquaculture (Stratev et al. 2018; Awad and Awad 2017; Reverter et al. 2014).

Medicinal plants and their derivatives are rich in many active principles that
feature a variety of biological activities (Awad and Awad 2017). Among several
medicinal plants, the species of the genus Serjania (Sapindaceae) stand out, occurring in
tropical and subtropical regions (Moreira et al. 2013) and featuring a wide distribution in
Brazil, especially in the Pantanal and Cerrado biomes (Souza and Lorenzi 2013; Moreira
et al. 2013). Crude extracts from different parts of the plant, such as stem, leaves, and
root, of species of this genus exhibit biological activities such as anti-inflammatory
(Gomig et al. 2008), antimicrobial (Cardoso et al. 2013; Lima et al. 2006),
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gastroprotective (Arruda et al. 2009; Silva et al. 2012), antioxidant (David et al. 2007),
and antispasmodic (Silva et al. 2017). However, the effect of genus Serjania plants in fish
was reported only as ictiotoxic (Andrade et al. 2015; Petrere Jr. 1989; Teixeira et al.
1984). This toxicity was proven for Serjania lethalis and Serjania caracasana that feature
saponins called “serjanosides”, which kill fish by asphyxia (Teixeira et al. 1984; Aragdo
and Valle 1973; Cordeiro and Valle 1975). On the other hand, studies related to leaf
hydroethanolic extract of Serjania marginata indicated gastroprotective (Périco et al.
2015) and antioxidant activities (Heredia-Vieira et al. 2015).

Diet formulated with plant extracts contain compounds that can lead to an
improvement of the digestive and/or immune system of fish (Hamed and El-Sayed 2018;
Du et al. 2018; Hassaan et al. 2018; Gbadamosi et al. 2016; Gabriel et al. 2015; Verma
and Nath 2015; Shivashri, Rajarajeshwari and Rajasekar 2013), which feature
adaptability of digestive processes, such as the following: enzymatic and profile
secretion; absorption and transport of nutrients. In this context, the morphological study
reveals the performance of the digestive process, absorption, and metabolism (Lundstedt
et al. 2003), besides being a selective barrier allowing nutrient absorption and eliminating
many toxic substances (Liquori et al. 2007) and a developer of different adaptations of
digestive tract in function of diet offered (Evans et al. 2005). Therefore, histological and
enzymatic studies are essential for decision-making regarding the kind of food that can
be recommended on fish feeding (Romarheim et al. 2008).

The present study was performed considering the potential displayed by the
biological activities of other species of the genus Serjania and the gastroprotective and
antioxidant activities identified for the leaf extract of Serjania marginata and due to lack
of information regarding the effect of the use of this species on aquatic organisms. The
aim of this study was to assess the leaf aqueous extract composition of Serjania marginata
and the effects of its inclusion on the diet of Nile tilapia, in relation to digestive enzymes
content and hepatic metabolism; and intestine and liver histopathology.

Materials and methods

Plant material

Leaves of S. marginata Casar. were collected in the Cerrado (Dourados, Mato
Grosso do Sul, Brazil) (21° 59 41.8 South latitude, 55° 19’ 24.9" West longitude, and
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429m altitude. Identification was performed by Dr. Arnildo Pott, and an exsiccate was
deposited (number 41054) at the CGMS - Herbarium of the Fundacdo Universidade

Federal do Mato Grosso do Sul.

Preparation and chemical analysis of S. marginata leaf aqueous extract

The leaves of S. marginata were oven-dried (37 + 2 °C) for 48 h and ground
(Wiley-type mill, with a 2-mm mesh sieve). The aqueous extract was obtained by
maceration, using 20 mL of distilled water for every 2 g of grounded dry matter. The
material remained in the water for 24 h, at room temperature (25°C). Then, the extract
was filtered and lyophilized. Solid phase extraction (SPE) cartridges (Strata C18-E,
Phenomenex) were activated with methanol. The extract sample (5.0 mg) was solubilized
in the least possible amount of mobile phase and subsequently subjected to SPE with
methanol (2 mL). The extract was analyzed by direct injection was performed (FIA-ESI-
IT-MS in negative mode—Mass spectrometer LTQ XL equipped with an APCI ionization
source and linear ion-trap analyzer) to obtain the mass spectra in negative mode [M-HJ",
as described by Moreira et al. (2018). The substances identified in this study also were

identified in aqueous extract of S. marginata by Moreira et al. (2018).

Animals

The in vivo assay was performed with juvenile Nile tilapia (54.36+17.04 g),
acclimated to the environment for 15 days. Fish were divided into 15 experimental units
(20 L water) containing five fish, totaling 25 fish per treatment in recirculating system
with photoperiod of 12 h of light. Water quality was monitored during the assay (0.02
uS/cm electric conductivity, pH 7.95, 5.70 + 0.2 mg L™* for dissolved oxygen; water
temperature 26.27 + 1.20 °C, 150 mg/L total hardness as CaCOs3). Fish were fed a
commercial feed (32% crude protein and 4275 kcal kg*) acquired in local market, for a
period of 15 days ad libitum twice a day. The assay has been approved by the Ethics
Committee for Animals Use of Centro Universitario da Grande Dourados (Protocol
number 003/14).

Experimental design of hepatic and gastroprotective activity on Nile tilapia
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A completely randomized design was used to evaluate the effects of diet on
hepatic and gastroprotective activity of Nile tilapia. with three diets and 15 replicates The
juvenile Nile tilapia were divided into three diet groups (n = 45): (i) kept without feeding
(fasting), (ii) fed with commercial feed (control), and (iii) received feed supplemented
with leaf aqueous extract of S. marginata (5000 mg kg™) (treatment). The extract (5.5 g)
was incorporated in fish feed (1 kg) after dilution in water:ethanol (1:1), with subsequent
evaporation of ethanol. The diets were offered twice a day, up to satiety. At the end of the
experiment, fish fed with treatment diet had ingested the dosage of 224.3 mg (extract) kg-
! (fish) day, defined based on evidence of protective activity of ethanolic extract of this
plant on mice (Périco et al. 2015). The fish tolerance was daily measured by survival to
the feeding protocols. On the 15th day, fish were euthanasiated and sampling was done
between 09:30 and 10:30 h. The liver and intestine were removed for the assessment of
hepatic and gastroprotective activity of S. marginata leaf aqueous extract, in Nile tilapia,
with histopathological and enzymatic analyses. The collected organs for assays of
enzymatic activity from nine samples per treatment from distinct fish were stored at -70

°C until analysis.

Enzymatic analysis

The alkaline phosphatase activity analysis was performed by colorimetry, and the
activity of other enzymes was performed by spectrophotometry. Determination of
enzymatic activity was take using semi-automatic spectrophotometer (Bioplus S-200).
The specific assay conditions for each enzyme were as follows.

Liver tissue (100 mg of each fish) was homogenized with 20 mM sodium
phosphate buffer and 10 mM Tris (glycerol v/v, pH 7.0) in Potter-Elvehjem homogenizer
for the analysis of metabolic enzymes alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST). The homogenate was centrifuged first at 600xg at 4 °C for 3 min
and then the supernatant was subjected to new centrifugation at 6000xg at 4 °C for 8 min.
The supernatant was collected for analysis by spectrophotometry determined at 690 nm
(Reitman and Frankel 1957).

Tissue from the anterior portion of the intestine (100 mg of each fish) was used

for the activity of digestive enzymes. To determine the pH for the nonspecific proteolytic
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and amylohydrolytic optimal activity, pH profile was assayed previously over a wide pH
range (2, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11 and 12). The homogenization of the intestine tissue was
performed in 20 mM sodium phosphate buffer and 10 mM Tris (glycerol v/v, pH 7.0) with
a Potter-Elvehjem homogenizer. The homogenate was centrifugated (600xg, 4 °C, 3 min)
and the supernatant was subjected to new centrifugation (6000xg, 4 °C, 8 min). The
supernatant from the second centrifugation was used as the crude enzyme extract in
enzyme activity assays.

Nonspecific proteolytic activity was determined by the casein-hydrolysis method
(Walter, 1984). A reaction mixture containing an aliquot crude enzyme source and casein
at 0.5% (w/v) was incubated for 1 h at 25 °C. The reaction was stopped by addition of 7%
trichloroacetic acid (TCA). The mixture was maintained in ice bath for 30 min; the
precipitate was removed by centrifugation at 14.400xg for 3 min, and the absorbance of
supernatant was measured at 280 nm. Tyrosine solution was used as standard.

Lipase activity determination was adapted from Albro et al. (1985). The reaction
mixture containing an aliquot of crude enzyme extract and 0.4 mM p-nitrophenyl
myristate in 24mM ammonium bicarbonate (pH 7.8) with 0.5% Triton X-100 was
incubated for 30 min at 25 °C. The reaction was interrupted by addition of 25 mM NaOH
and transferred to ice-bath for 15 min. The optical density was registered at 405 nm.

Amylohydrolytic activity was assayed according to Bernfeld (1955). Briefly, a
1.5% starch solution was prepared for use as substrate. The substrate solution, 0.07M
citrate/phosphate buffer and 0.028M CI" as enzyme co-factor, was added to the aliquot of
enzyme extract. The mixture was incubated at 25 °C for 30 min and the reaction stopped
by addition of 1.0 mL 5% ZnSQOa4: 0.3 N Ba(OH). mixture. The precipitate was removed
by centrifugation at 11.000xg for 3 min, and free glucose concentration was determined
at 690 nm (Park and Johnson, 1949).

The alkaline phosphatase activity was determined according to the method of
Subramanian et al. (2007). The substrate solution was incubated with 200mM NHsHCO3
and 1ImM MqgCl, pH 7.8, at 30 °C for 15 min. The 4 mM p-nitrophenol phosphate
substrate (50 uL) was added, and the absorbance was measured at 405 nm over a 30 min
period at 30 °C.

Unit (U) of enzyme activity was defined as millimole (mmol) of product generated
per minute under the measurement conditions described above and expressed per

milligram soluble protein (specific activity). Protein concentration was determined
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according to Bradford (1976) using a Sigma-Aldrich (Quimica, S.L., Sintra, Portugal)

protein assay kit (ref. B6916) with bovine serum albumin as standard.

Histopathological analysis of the liver and intestine

Liver and intestine fragments were immersed in Bouin’s solution for 24 h and
subsequently washed in 70% alcohol. After fixation, the fragments were dehydrated in
graded ethanol solutions (70%, 80%, 90% and 96%), diaphonized, and embedded in
paraffin with plastic polymer Histosec® (Merck). Microtomy was performed in order to
obtain two slices with 5 um thickness, which were stained by hematoxylin-eosin (HE)
and by histochemical method of periodic acid Schiff hematoxylin (PAS-H) (McManus
1948). The microscopic analysis and documentation of the material were performed using
a light microscope (Olympus, BX41). First, qualitative histological analyses were done
to observe main treatment effects. Based on those observations, quantitative analyses
were defined. For the morphometry of the material, seven slices per treatment were
selected and seven sections were photographed. Size of the hepatocytes and height of
intestinal folds were measured. Intensity of reaction of the goblet cells in the intestine,
indicated by PAS-H dyeing (McManus 1948; Ortiz-Delgado et al. 2003), was classified
as strong (+ + +), moderate (++), weak (+), or absent (-). Intestinal fold height was
classified as short (+), moderate (++), or high (+++) (Hirji and Courtney 1982; Gawlicka
et al. 1995; Tengjaroenkul et al. 2000; Moretti et al. 2014).

Statistical procedure

Statistical analyses were performed using RStudio software (version 1.1.423 — ©
2009-2018 RStudio, Inc.). Data normality and variance homogeneity of gastroprotective
and hepatic parameters were checked by the Shapiro-Wilk test, using Bioestat software
(version 5.0). It was performed by an analysis of variance (ANOVA), and when
differences were significant (p<0.05), the means were compared by Tukey’s test. The
results were expressed as means * standard deviation (SD).

Results
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Chemical composition of S. marginata leaf aqueous extract
In chemical characterization of aqueous extract of S. marginata performed by
mass spectrometry, it was possible to identify substances such as quinic acid, quercitrin,

isoquercitrin, and A-type proanthocyanidin trimer (Table 1).

Table 1 Substances identified in Serjania marginata leaf aqueous extract.

Fragments Fragments

Data . AP . )
obtained in 'der_]t'f'ed In desc_rlbed n Substances Literature
this study thisstudy  the literature proposed consulted
[M-H]" (m/2) [M-H] consulted
(m/z) (m/z)
[M-H]
101 85, 913;’3127’ 85, 93, 111, Quinic acid Bas;%sof;t al.
127,173
Gutzeit et al.
151, 179, [M-H] - PN
447 Quercitrin 2007; Simirgiotis
301 151, 179, 301 etal. 2013
151, 179 [M-HT . Gutzeit etal.
463 257’ 301’ 151, 179, 257, Isoquercitrin 2007; Simirgiotis
’ 301 etal. 2013
863 533, 695, [M-H]* Proanthocyanidin Correia et al.
713 533, 695, 713 trimer — A-type 2005

Effect of S. marginata leaf aqueous extract on Nile tilapia liver and intestine enzymatic
profile

There was no significant differences in the activities of liver metabolic enzymes,
ALT (fasting = 121.9, control = 119.7, and treatment = 124.4 mmol min** mg protein™)
and AST (fasting = 112.6, control = 104.0, and treatment = 131.4 mmol min't mg protein’
1.

Regarding intestine digestive enzymes, it was observed that the activity of
nonspecific protease, lipase and amylase did not differ between treatment and control
(Table 2). On the other hand, tilapia fed with diet treatment showed an increase in alkaline
phosphatase activity (Table 2), revealing responsive to the presence of S. marginata leaf

aqueous extract.

97



Table 2 Activity of digestive enzymes nonspecific protease, lipase, amylase and
alkaline phosphatase in intestine anterior portion Nile Tilapia, under experimental
diets.

Enzymes Diet

(mmol min*t mg protein™) Fasting Control Treatment
Nonspecific protease 0.596 + 0.040°  0.829 + 0.164% 0.977 +£0.110?
Lipase 7.33+1.62° 17.25 + 4.57% 18.42 + 3.532
Amylase 0.08 +0.01° 14.74 + 2.96° 14.03 +£9.762
Alkaline phosphatase 538.4 + 83.1° 715.2 + 131.3° 1411.2 +173.1°

Values are mean + SD (n=9). Values with different superscript letters on the same line of each parameter
are significantly different by Tukey’s test (p < 0.05)

Fasting without feeding, control commercial feed, treatment commercial feed with S. marginata leaf
aqueous extract

Effect of S. marginata leaf aqueous extract on Nile tilapia histopathological of the

morphology liver and intestine

Fish liver histology subjected to fasting showed reduced hepatocyte size with
small lipid vacuoles and smaller sinusoidal space (Fig. 1). Fish fed commercial feed
showed vacuolized hepatocytes with nucleus displaced to periphery of the cell and
increased sinusoidal space. Hepatocellular necrosis has been evidenced, steatosis with
discreet inflammatory reaction and septal fibrosis (Fig. 1). Fish fed diet supplemented
with S. marginata extract showed hepatocytes with centralized nucleus and cordonal
arrangement (Fig. 1).
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Figure 1 Liver morphology of Nile tilapia subjected to different diets, 400x. Fasting showed reduced
cytoplasmic vacuole (arrowhead); Control showed loss of cordonal arrangement of the hepatic cells
evidenced (fine trace), nucleus displacement to the periphery of the cell (arrowhead) and vacuolized cells
(*); and Treatment showed centralized nucleus (*) and cordonal architecture (fine trace.) Fasting =
without feeding, Control = commercial feed, Treatment = commercial feed with S. marginata leaf
aqueous extract, PAS = periodic acid Schiff hematoxylin, HE = hematoxylin-eosin.

Anterior intestine of Nile tilapia is characterized by four layers: mucosa,
submucosa, muscularis and serosa. The mucosa layer is composed of cylindrical
epithelium with brush border and enterocytes interspersed by goblet cells, with the lamina
propria containing intraepithelial lymphocytes; the submucosa is formed by cells,
collagen fibers, and blood vessels; the muscularis layer is composed of circular smooth
muscle fibers and externally to the serosa layer, characterized by loose connective tissue
(PAS positive) and pavement cells (Fig. 2).
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Figure 2 Anterior intestine of Nile tilapia subjected to different diets, 400x. Normal morphology of the
anterior portion of intestine. Fish displayed mucosa layer (M) composed of cylindrical epithelium with
brush border and enterocytes interspersed by Goblet cells (arrowhead) PAS (positive), with lamina propria
(LP) containing intraepithelial lymphocytes. Fasting = without feeding, Control = commercial feed,
Treatment = commercial feed with S. marginata leaf aqueous extract, PAS = periodic acid Schiff
hematoxylin, HE = hematoxylin-eosin.

It was observed that the intestinal fold height, hepatocyte size (Table 3) and
variation of intensity of glycoprotein secretion by goblet cells (Table 4) were directly
related to the feeding regime. In the intestine of fish fed diets supplemented with S.
marginata, there was an increase in intestinal fold height and stronger intensity of reaction
of goblet cells.

100



Table 3 Intestinal fold height and hepatocyte area of juvenile Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) subjected to different diets.

Diets
Parameters .
Fasting Control Treatment
zﬂﬁ“”a' fold height 16.52 (+5.7)¢ 50.67 (+7.9)" 91.00 (+12.2)°

Hepatocyte area (um) 146.17 (£36.93)° 287.50 (£33.47)2 210.43 (+28.69)"

Values represent mean + SD. Means with different superscripted letters on the same line of each parameter
are significantly different by Tukey’s test (p < 0.05)

Fasting without feeding, control commercial feed, treatment commercial feed with S. marginata leaf
aqueous extract.

Table 4 Histochemistry of the goblet cells of the anterior intestine of juvenile Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) subjected to different diets.

hod Diets
Methods Fasting Control Treatment
N + + ++
HE A + ++ -
C ++ ++ +++
N + ++ ++
PAS A - - -
C - - -

Reactions: neutral (N), acid (A) and conjugated (C); and Intensity of reaction: weak (+), moderate
(++), strong (+++), absent (-)

Fasting without feeding, control commercial feed, treatment commercial feed with S. marginata leaf
aqueous extract

Discussion

The present study assessed the hepatic and gastroprotective effect of the aqueous
extract of S. marginata on Nile tilapia (Oreochromis niloticus), considering the
histopathological and biochemical aspects of the liver and intestine and its possible
relationship with the identified compounds in the extract, based on studies of the effects
reported in the literature. The isoquercitrin, quercitrin, A-type proanthocyanidin trimer
and quinic acid are parts of the composition of other plants (Chapman Jr and Horvat 1989;
Soares 1997; Roessner et al. 2000; Gutzeit et al. 2007; Santos et al. 2011; Aderogba et al.
2013; Roby et al. 2013; Simirgiotis et al. 2013; Dhonge et al. 2015; Heredia-Vieira et al.
2015; Lucon Junior 2016; Gopi et al. 2016; Salinas-Sanchez et al. 2017) and have several
biological activities (Yokota et al. 2013; Araya et al. 2014; Zhai et al. 2014; Heredia-
Vieira et al. 2015; Périco et al. 2015; Salina-Sanches et al. 2017).
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Isoquercitrin was isolated from the pulp of Hippophaé rhamnoides L. (Gutzeit et
al. 2007), and from methanolic extract 0.1% HCI of leaves and berries of Luma apiculata
(Simirgiotis et al. 2013). Quercitrin was identified as one of the constituents of Kalanchoe
pinnata aqueous extract (Lucon Janior 2016). This compound was also isolated from the
methanolic extract fractions of Euphorbia hirta (Gopi et al. 2016), extract aerial parts of
Phyllanthus amarus (Soares 1997), and hydromethanolic (20%) leaf extract of Croton
menyharthii Pax (Aderogba et al. 2013). The A-type proanthocyanidins trimmer was
reported as a compound isolated from ethyl acetate extract of Serjania schiedeana
(Salinas-Sanchez et al. 2017) and of S. marginata leaf ethanolic extract (Heredia-Vieira
et al. 2015). The quinic acid was detected in aqueous and ethanolic extracts of llex
paraguariensis; and leaf methanolic extract of Thymus vulgaris L. (Lamiaceae) and
Salvia officinalis L. (Lamiaceae) (Roby et al. 2013), methanolic extract of potato tuber
(Roessner et al. 2000), and aqueous and methanolic extract of stem bark of Eucalyptus
globulus Labill. (Santos et al. 2011), among others (Dhondge et al. 2015; Chapman Jr.
and Horvat 1989).

The isoquercitrin and quercitrin have not been evaluated as to effect on fish.
However, the aglycone of quercitrin, called quercetin, were not toxic to aquatic animals,
as observed for rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (Plakas et al. 1985); it can be
absorbed by tilapia and deposited in the same way (aglycone), and maybe its
pharmacological effects are more beneficial (Park et al. 2009). Park et al. (2009) detected
the presence of quercetin in tilapia, when fed diets based on cotton seeds, which, however,
contain quercetin (0.8%), with the majority in glycated form (Dabrowski and Lee 2001,
Piccinelli et al. 2007). In addition, hypocholesterolemic and antioxidant effects of
quercetin were evidenced, as well as increasing immune function and maintenance of
physiological homeostasis of flounder (Paralichthys olivaceus) (Shin et al. 2010), and
immunostimulant in rainbow trout (Awad et al. 2013). Zhai et al. (2014), studying the
effect of quercetin on growth parameters and serum lipid level of tilapia, found that the
final mean of body weight, specific growth rate and condition factor were greater in fish
that received diet with quercetin, and the crude lipid level in the fish body was reduced
by supplementation of quercetin in this study.

The proanthocyanidins from grape seeds (GSPs) may provide beneficial effects
on growth and body composition of tilapia fingerlings, under diet of 200 mg kg, but the

chemical configuration of compounds was not clarified (Zhai et al. 2014). According to
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the authors, promoting growth by GSPs may have been a result of increased activity of
digestive enzymes and immune and antioxidant capabilities, verified in animals (Zhai et
al. 2014). A wide range of biological activities has been reported to the class of the A-
type proanthocyanidins (Heredia-Vieira et al. 2015; Périco et al. 2015; Zhai et al. 2014;
Yokota et al. 2013; Kresty et al. 2008; Buzzini et al. 2007; Howell 2007; Howell et al.
2005; Cos et al. 2004; Yamakoshi et al. 2002; Foo et al. 20003, b), encouraging the search
for new analogues (Ferreira et al. 2005; Porter 1994). The A-type proanthocyanidins
demonstrated anti-inflammatory activity in mice (Salinas-Sanchez et al. 2017),
antioxidant (Heredia-Vieira et al. 2015), and gastroprotective (Périco et al. 2015)
activities. The activity of A and B-type proanthocyanidins on digestive enzymes of mice
was studied by Yokota et al. (2013), who observed that these compounds inhibit
pancreatic lipase, showing a specificity of enzymatic inhibition depending on the
proportion of bond types A and B, as well as the degree of polymerization. The dimeric
forms of proanthocyanidins are found in the bloodstream, and some products of hydrolyte
of superior oligomers and polymers are presumably absorbed by the intestinal membrane,
and then the absorbed forms can display several physiological and biological functions in
vivo (Yamakoshi et al. 2002).

The quinic acid was characterized as a pro-metabolite that extends the metabolism
of nicotinamide and tryptophan, and also features antioxidant activity in humans (Pero et
al. 2009) and inhibition of vascular inflammation (Jang et al. 2017). Arya et al. (2014)
found synergistic effects of quercetin and quinic acid, with a significant improvement of
hyperglycemia, hyperlipidemia and insulin resistance in diabetic mice and reduced
degeneration of the liver, kidney and pancreas at histological level. In a study regarding
the effect of methanolic extract from leaves of quince (Cydonia oblonga Miller) on catfish
(Clarias gariepinus), exposed or not to UV-A radiation, Osman et al. (2010) found that
quinic acid was responsible for immune system improvement in function of the
significant increase in number of white blood cells and lymphocytes, indicating
hemotoxic stress prevention in fish exposed to this type of radiation. The leaf ethanolic
extract of quince, in the study performed by Abliz et al. (2014), promoted hypolipidemic
and hepatoprotective effects in mice, probably due to its antioxidant capacity, lipoprotein
metabolism in the liver and inhibition of lipogenesis; however, the authors did not relate
with the chemical composition of the extract. On the other hand, the use of quinic acid as

active component of the extract C-Med 100 of Uncaria tomentosa promoted the same
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effect in mice (Akesson et al. 2005) than that observed by Osman et al. (2010) on the
white blood cells and lymphocytes of catfish.

The effect of plant extracts on aquatic organisms can vary depending on the dose
and composition of the extract, and the organism, besides the exposure time. The dosage
of proanthocyanidins, quercitrin, and isoquercitrin used in this study was relatively low,
because the crude extract (5000 mg kg™) was employed, and not an isolated substance.
Considering the studies regarding the effect of these compounds on fish, Zhai et al. (2014)
tested doses of 0, 200, 400, 600, and 800 mg kg of GSPs, stating that the dose of 200
mg kg indicated better results in growth and body composition of tilapias. Zhai and Liu
(2013) used doses of 0, 200, 400, 800, and 1600 mg kg* of quercetin, observing that the
positive effect on tilapia growth occurred from the dose of 200 mg kg, which was also
responsible for improvement in the level of high-density lipoprotein cholesterol (HDL-
C). However, in none of these studies, the assessment of the effect of doses of active
compounds between 0 and 200 mg kg™ has been included. In addition, the assessment of
biological effect caused by the action of a compound is more accurate when it is tested
on its pure form because the plant extracts can have complex and synergistic behavior
due to the presence of different compounds (Chirumbolo 2010). On the other hand, Arya
et al. (2014) evaluated the effect of quercitrin and quinic acid at the dose of 50 and 100
mg kg* day?, in the isolated and composed forms, in mice.

The highest level of alkaline phosphatase, greater height of intestinal folds and
greater intensity of reaction of goblet cells observed in the present study, in diet with
extract of S. marginata, indicate greater contribution to the digestive processes and use
of digesta (Murashita et al. 2018). The intestinal folds increase the intestinal absorption
surface and produce a series of enzymes such as alkaline phosphatase, maltase, sucrose,
and dipeptidases (Kuz’mina and Gelman 1997; Rust 2002). Intestinal alkaline
phosphatase is involved in the absorption of several nutrients, such as lipids, glucose,
calcium, and inorganic phosphate (Malagelada et al. 1977; Roubaty and Portmann 1988;
Harris 1989; Dupuis et al. 1991; Mahmood et al. 1994; Tengjaroenkul et al. 2000). This
enzyme regulates mainly the absorption of fatty acids and acts as an indicator of the
absorption capacity of brush border, and the increase in its activity indicate better
absorption of fatty acids by enterocytes, maybe in part due to an increase in the microvilli
of enterocytes (Hayes and Volkoff 2014). On the other hand, the presence of goblet cells

in fish intestine is related to different feeding conditions, protection against bacterial
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activity (Liu et al. 2009; Ellis 2001) and epithelial defense (laminar flow) against food
from the stomach, rich in digestive enzymes and pH sharply acid (Cardoso et al. 2015).
Similar effect was observed in intestinal histology of Nile tilapia (Oreochromis niloticus),
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum), and African catfish (Clarias gariepinus)
fed diets supplemented with extracts of Echinacea purpurea, Aloe vera (Aloe
barbadensis), and craib (Bauhinia strychnifolia), respectively (Rahman et al. 2018;
Heidarieh et al. 2013; Munglue and Dasri 2015).

Despite reports of the ictiotoxic effects of plants belonging to the same group
(Teixeira et al. 1984), the toxicity was not observed in the present study with use of the
agueous extract of S. marginata, since the mortality of treated fish was null; and levels of
AST and ALT enzymes did not differ between treatment and control in gastroprotective
activity assay. The content of liver enzymes (AST and ALT) would indicate damage in
hepatocytes, since these enzymes are located in this region of the cell, and its rise is
associated with acute hepatic lesions. Changes in the content of these enzymes are signs
of hepatic injury suffered by animals exposed to toxic substances (Mirmazloomi,
Shahsavani and Baghshani 2015), inadequate nutritional balance of the diet, such as
protein excess (Abdel-Tawwab et al. 2010), effect of antinutritional factors (Soltan et al.
2008), or type of nutrient source (Ayisi et al. 2018; Ebrahimi et al. 2017), demonstrating
enzymatic secretion stimulation and liver overloading. The content of liver enzymes
observed in the present study is probably due to the absence or presence in low
concentration of ictiotoxic compounds, such as those isolated from S. lethalis, called
“serjanosides” A and B (Teixeira et al. 1984).

The liver histopathological analysis confirms the modulatory action of hepatic
structure in relation to the food supplied with leaf aqueous extract of S. marginata. The
difference observed in the level of hepatocytes vacuolation between control and treatment
indicates that the extract of S. marginata possibly showed a modulator effect of lipid
metabolism. Hepatocyte vacuolation is generally considered as a temporary storage of
lipids, particularly when the level of absorption exceeds the capacity of lipoprotein
synthesis (Castro et al. 2016; Figueiredo-Silva et al. 2005). The benefit of the use of plant
extracts for liver protection was reported in several studies (Hamed and El-Sayed 2018;
Du et al. 2018; Hassaan et al. 2018; Gbadamosi et al. 2016; Gabriel et al. 2015; Verma
and Nath 2015; Shivashri, Rajarajeshwari and Rajasekar, 2013). The liver assimilates and

stores nutrients; produces bile; keeps body homeostasis by processing of carbohydrates,
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proteins, lipids, and vitamins; plays key role in the synthesis of plasma proteins (Genten
et al. 2009); and is a central organ in the accumulation and detoxification of contaminants
(Al-Yousuf et al. 2000; Kdéhler 1991). The morphological adaptations in the liver
demonstrate the proper functioning of the organ and may reflect the performance of
hepatopancreas functionality (Fuentes-Quesada et al. 2018).

The results obtained indicate that the addition of S. marginata leaf aqueous extract
in the diet of Nile tilapia helps in digestive function by improving the histopathological
aspect of the liver and intestine, and stimulation of intestinal alkaline phosphatase
production. It is suggested that the extract shows gastroprotective effect, and this can
possibly be attributed to the action, isolated or synergistically, of the identified
compounds, by antioxidant activities, lipogenesis inhibition, and increase of enzymatic
activity. The continuity of studies involving the exposure of fish to different doses of
extract and trial duration, in experiments with diverse purposes such as microbiological
challenge, hepatotoxicity, performance, and digestibility, should assist in knowledge of
the benefits provided by leaf aqueous extract of S. marginata and its possible use in

aquaculture.
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5. CAPITULO - IMPACTO AMBIENTAL E DESEMPENHO
PRODUTIVO NO CULTIVO DE TILAPIA-DO-NILO COM USO DA
CAMA-DE-FRANGO

Impacto ambiental e desempenho produtivo no cultivo da tilapia-do-Nilo com uso
da cama-de-frango
Environmental impact and performance of tilapia farming with use of chicken

manure

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da fertilizagcdo com cama-de-frango
na acumulacgéo de elementos traco (agua, sedimento e filé do peixe) e desempenho (ganho
de peso e conversdo alimentar) na criacdo da tilapia-do-Nilo. Foram determinados 0s
teores de elementos trago, nitrogénio e fosforo totais na &gua (viveiros e fonte de
abastecimento), cama-de-frango, racéo e filé de peixe, nos periodos inicial e final do ciclo
produtivo. Quinze peixes por viveiro foram coletados mensalmente para avaliagdo da
conversao alimentar, ganho em peso e producéo em filé. Detectou-se a presenca de niquel
na composicdo da cama-de-frango. O teor de fosforo na dgua dos viveiros de cultivo foi
influenciado pela adubacéo, quantidade de racdo ofertada, conversdo alimentar, teor de
fésforo na ragdo e a fase de desenvolvimento do animal. Houve interacdo do periodo do
ciclo produtivo com o teor de elementos quimicos da agua (Zn, Cd, Pb, Cr, Cue Fe, N e
P), do sedimento (Fe, Cu, Zn, Pb e Cr) e do filé de peixe (Cu, Ni, Pb e Cr). Com base
nos padrdes de referéncia legais, contatou-se que os teores de Cu, Fe, Ni e P na agua dos
viveiros ficaram fora do padrdo exigido pela Resolugdo 357/2005 do CONAMA,
entretanto os teores de Ni e P apresentaram-se mais elevados na agua de abastecimento
dos viveiros. Apesar disso, a quantidade de fosforo descartada por tonelada de peixe
produzida ficou abaixo do valor médio citado em outros estudos. Os resultados indicam
que a adubacdo com cama-de-frango ndo influenciou no desempenho da tilapia; e o seu
uso pode levar a contaminacdo do ambiente aquéatico. A qualidade da agua de
abastecimento dos viveiros constituiu um fator relevante no aspecto ambiental,
evidenciando a influéncia de fatores externos.

Palavras-chave: fertilizagdo, fésforo, elementos trago, nitrogénio.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of the fertilization with chicken manure
on heavy metals accumulation (i.e. water, sediment and fish fillet) and performance (i.e
weight gain and feed conversion rate) in Nile tilapia farming. The content of trace metals,
total nitrogen and phosphorus in the water (nurseries and source of supply), chicken
manure, fish feed and fish fillet were determined in the initial and end of the productive
cycle. Fifteen fish per pond were collected monthly to evaluate the feed conversion,
weight gain and fillet production. Nickel (Ni) were detected in chicken manure
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composition. The content of phosphorus in the water in fish ponds was influenced by
fertilization, amount of feed offered, feed conversion, phosphorus feed content and the
animal development stage. There was interaction of productive cycle period with content
of water chemical elements (Zn, Cd, Pb, Cr, Cu and Fe, N and P), sediment (Fe, Cu, Zn,
Pb and Cr) and fish fillet (Cu, Ni, Pb and Cr). Based on legal limits, it was observed that
Cu, Fe, Ni and P contents in water tanks were not within the required by Resolution
357/2005 of the CONAMA; however, Ni and P contents were higher in the water’s supply
of fish ponds. Despite this, the amount of phosphorus discarded per tonne produced fish
was below the mean value reported in other studies. The results indicate that fertilization
with chicken manure did not influence on tilapia performance; and its use may lead to
contamination of the aquatic environment. The quality of the water supply of ponds was
an important factor in the environmental aspect, highlighting the influence of external
factors.

Keywords: fertilization, phosphorus, trace metals, nitrogen.

1 INTRODUCAO

A tildpia é a quarta espécie mais produzida mundialmente entre 0s peixes
ducicolas cultivados, apresentando quantidade de criagdo com crescimento continuo nos
altimos anos (FAO, 2018). Na producdo mundial da espécie, o Brasil ocupa a quarta
posicao, sendo 99% do volume produzido consumido pelo mercado interno (OECD-FAO,
2017). Assim como em outros paises em desenvolvimento, no Brasil, € comum entre 0s
produtores de peixes a fertilizacdo organica e/ou inorganica de tanques escavados em
sistemas extensivo e semi-intensivo (Abdel-Wahed et al., 2017; Narimbi et al., 2018; Oo
et al., 2015; Purcher et al., 2016; Silva et al., 2015).

A fertilizacdo é utilizada como forma de promocdo do desenvolvimento de
organismos aquaticos (Narimbi, Mazumder, & Sammut, 2018), os quais complementam
a dieta dos peixes cultivados (El-Sayed, 2013; Knud-Hansen, Batersson, & McNabb,
1993; Pereira & Silva, 2012). O manejo com matéria organica, como a cama-de-frango,
também apresenta outras vantagens, como o auxilio na impermeabilizacdo do fundo na
fase inicial da criacdo, reduzindo a perda de agua por infiltracdo; baixo custo no
fornecimento de micro e macronutrientes; pronta disponibilidade do adubo; e uma
alternativa para descarte de residuos (Kubitza, 2000).

Por outro lado, o uso de fertilizantes apresenta riscos relativos a reducdo da
qualidade da agua, em funcdo da possibilidade do acimulo de matéria organica, da menor
taxa de oxigénio dissolvido (Kubitza, 2000) e/ou da contaminacdo com elementos traco
(Irshad, Malik, Shauka, Mushtag, & Ashraf, 2013; Kuziemska, Jaremko, & Wieremiej,

2016). Devido a grande variabilidade de fontes e teores de nutrientes na matéria-prima, a
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composi¢do quimica dos fertilizantes organicos € incerta e a presenga de elementos traco
é uma preocupacdo ambiental (Cajamarca et al., 2019).

No Brasil ainda ndo ha uma norma técnica especifica que estabeleca os niveis
aceitaveis de elementos traco na cama-de-frango, sendo incluida apenas a aceitabilidade
ou ndo da presenca desses elementos pela Instru¢cdo Normativa 25/2009 (Brasil, 2009b).
De acordo com esta normativa, os fertilizantes organicos destinados a agricultura devem
ser classificados de acordo com as matérias-primas utilizadas na sua producao, sendo que
o0s elementos traco toxicos ndo devem estar presentes nos da Classe "A", mas sao aceitos
nos de Classe "B". Entretanto, o seu uso na piscicultura ndo tem levado em consideracao
esta classificacdo, seja por falta de conhecimento técnico ou baixo poder aquisitivo dos
comercializadores para realizacdo de analise pertinente.

Os ions metalicos sdo altamente reativos, bioacumulaveis e absolutamente ndo
degradaveis (Porto & Ethur, 2009). Sua acumulacdo nos peixes pode ocorrer através da
dieta ou da agua, podendo chegar a uma concentracdo de até centenas de vezes maior que
aquela presente nos demais compartimentos ambientais, como agua e sedimento (Osman,
Wuertz, Mekkawy, & Kirschbaum, 2007), causando danos também a salde humana
(Khan, Israili, Ahmad, & Mohan, 2005). O impacto negativo na qualidade da agua, se
instalado, pode ainda ser propagado para habitats préximos provocando efeitos adjacentes
(De Moura, Lopes, & Henry-Silva, 2014). A reducdo da riqueza total na comunidade
bentbnica, 0 aumento de organismos tolerantes a poluicéo e a alteracao na estrutura trofica
tém sido reportados como impactos decorrentes dos sistemas de producdo de peixes
(Camargo, 1992; Doughty and McPhail, 1995; Loch et al., 1996; Guilpart et al., 2012;
Rosa et al., 2013; Egessa, Pabire, & Ocaya, 2018; Milosevi¢ et al., 2018).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da adubacdo com cama-de-
frango na producéo da tilapia, considerando os aspectos ambiental (qualidade da agua e
do sedimento) e produtivo (ganho em peso, conversao alimentar e qualidade do filé do

peixe).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Local, periodo experimental e manejo da producao

O estudo foi conduzido na regido da Grande Dourados, no final da primavera até
o inicio do outono, em viveiros (200 m3) recém escavados, sem aeragio e com renovagao

de agua (5% ao dia). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
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esquema fatorial (n=2) e com duas repeticdes (quatro viveiros). Os fatores foram: (i) o
tempo, de acordo com o ciclo de producéo (inicio e fim); e (ii) a adubacdo com cama-de-
frango (com ou sem). Os viveiros adubados receberam 0,33 kg m de cama-de-frango,
uma semana antes da distribuicdo dos peixes; e aplicagdes sucessivas foram realizadas
com base na transparéncia da agua (Kubitza, 2008), totalizando ao final do ciclo 0,45 kg
de cama-de-frango por m® de 4gua. Os peixes utilizados foram juvenis de tilapia-do-Nilo
masculinizados (peso inicial médio de 3,2 + 0,2 g), sendo estocados 2,2 peixes por m=.
Os peixes foram alimentados com ragdo comercial extrudada, fornecida quatro vezes por
dia em taxa fornecida pelo fabricante. O experimento foi revisado e aprovado pela
Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Agropecuaria Oeste

(Protocolo 4/2016), e esta de acordo com os preceitos da legislacao brasileira.

2.2 Amostragem de &gua, sedimento e peixes

As coletas foram realizadas mensalmente, para avaliacdo dos parametros
produtivos; e em dois periodos do ciclo produtivo (inicial e final), para avalia¢do do teor
de elementos traco, nitrogénio e fosforo. Os periodos inicial e final referem-se a data de
distribuicdo dos peixes e ao sétimo dia anterior a despesca, respectivamente. A
amostragem para analise da qualidade da agua foi realizada em cinco pontos aleatérios
por viveiro, a 2 m da margem; e na entrada da agua de abastecimento dos viveiros. O
sedimento foi avaliado por uma amostra composta coletada de trés pontos aleatorios de
cada viveiro, com auxilio de draga de Petersen. Os peixes (n=15 por viveiro e por coleta)
utilizados para avaliacdo do desempenho produtivo e contaminagdo por elementos traco

foram coletados com auxilio de uma rede de arrasto, sendo retirados ao acaso.

2.3 Andlise dos parametros de qualidade da agua, sedimento, cama-de-frango e filé
de tildpia

Os parametros fisicos e quimicos da &gua dos viveiros foram aferidos
mensalmente (n=6). O pH, temperatura, oxigénio dissolvido, turbidez, condutividade
elétrica, turbidez, dureza e alcalinidade foram aferidos com auxilio de uma sonda
multiparamétrica (Horiba, U-52, Kyoto, Japan), oximetro (YSI, 55/12 FT, Ohio, EUA);
a transparéncia da agua com um disco de Secchi; e os teores de nitrito (mg L) e amonia
(mg L1) analisados por teste colorimétrico (Alfakit, Trindade, Floriandpolis, SC, Brasil).

O oxigénio dissolvido nos viveiros experimentais foi de 6,0 + 1,5 mg L™; temperatura
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20,0 + 1,2 °C; pH 7,0 + 0,4; condutividade elétrica 0,07 = 0,01 pS cm; turbidez 12,7 +
9,8 NTU; transparéncia 46,8+10,6 cm; dureza, alcalinidade, nitrato e aménia foi de 29,6
+ 5,2 CaCOs; 32,1 + 6,1 mg L CaCOs, 0,81 + 1,0 mg L* NOs e 0,73 + 0,78 mg L™
NH3OH, respectivamente.

As andlises do teor de elementos trago, nitrogénio (N) e fosforo (P) totais foram
realizadas apenas no primeiro e ultimo més do ciclo produtivo. As amostras de agua foram
digeridas em digestor assistido por Micro-ondas (Matthews, Mars 6 230/60, NC, USA),
na presenca de persulfato de potéassio (K2S;0g) para a determinagdo do nitrogénio e
fésforo totais (adaptado de APHA, 1998; Gross & Boyd, 1998). O nitrogénio foi
determinado pelo método de Griess, em espectrofotdmetro molecular a 543 nm acoplado
a um sistema FIA (FIALab, FIALyzer — 1000, Seattle, USA) (Griess, 1879; Shinn, 1941);
e o fosforo pelo método do molibdato de amdénio, em espectrofotdmetro molecular
(Micronal, B34211, S&o Paulo, SP, Brasil) a 885 nm (Wetzel & Likens, 2000). As racOes
foram analisadas com relagdo ao teor de P, de acordo com os procedimentos da AOAC
(2012).

Os elementos trago zinco (Zn), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cromo (Cr), cobre
(Cu), niquel (Ni) e ferro (Fe) foram quantificados nos seguintes materiais: agua (Ferreira,
Horta, Da Cunha 2010), cama de frango, solo, racdo (Betemps & Sanches-Filho, 2012) e
peixe (Eneji, Sha’Ato, & Annune, 2011). A determinagdo dos elementos ocorreu por
digestdo nitro-perclorica e espectrometria de absorcao atémica (Perkin Helmer) (Welz &
Sperling, 1999).

2.4 Desempenho produtivo

Foram analisados 15 peixes por viveiro, em cada coleta a campo para a avaliacao
das variaveis de ganho em peso (GP) e conversao alimentar (CA), calculadas conforme
Glencross, Rutherford & Jones (2011) e Jobling (2001), respectivamente, como segue:
GP= peso médio final (g) - peso médio inicial (g) e CA = consumo da dieta (g)/ ganho

em peso (g).

2.6 Andlise estatistica
A normalidade e homogeneidade da variancia dos dados foi verificada pelos testes
de D’Agostino Pearson (n>50) e Shapiro-Wilk (n<50), em programa Bioestat (verséo

5.0). Posteriormente, os parametros da agua, do sedimento e do filé de peixe foram
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analisados pelo teste de Scheirer-Ray-Hare para verificar o efeito da adubacdo com cama-
de-frango (C=com e S=sem) e do periodo do ciclo produtivo (més de cultivo, sendo i=
inicial e f=final) sobre os elementos. A posteriori, quando detectadas diferencas
significativas (p<0,05), aplicou-se o teste de Dunn para averiguar a interagdo e a
variabilidade entre e dentre os fatores.

Na avalia¢do do desempenho produtivo foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis; e
a conversdo alimentar foi também analisada pelo teste de Scheirer-Ray-Hare por periodo,
sendo: 1=27, 2=59, 3=98, 4=119 e 5=160 dias ap6s a instalacdo do experimento. As
analises dos efeitos foram realizadas em Programa RStudio (versdo 1.1.423 — © 2009-
2018 RStudio, Inc.).

A partir dos dados das analises de N, P e elementos traco foram calculados a média
e 0 desvio padrdo de cada elemento, por matriz, tratamento e periodo. O resultado obtido
foi analisado com base nos padrdes de referéncia para analise de qualidade: i) da agua, os
critérios recomendados pela resolugdo 357/05 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) para aguas doces Classe I, as quais podem ser destinadas a aquicultura e a
atividade de pesca, entre outras atividades (Brasil, 2005); ii) do filé de peixe, 0
estabelecido pela Portaria ANVISA 685/1998 (Brasil, 1998); e iii) do sedimento, a
conformidade de acordo com a Resolugdo CONAMA 420/2009 (Brasil, 2009a).

Os dados referentes a racdo (quantidade ofertada e teor de P) e a fracdo
indisponivel de 62,3% (resultado pessoal de outro estudo ainda ndo publicado), foram
utilizados para estimar a quantidade de P ndo aproveitada no sistema de producéao (kg de
P indisponivel). O indice de ganho em peso (Ganho de peso no periodo / Ganho de peso
total) de cada periodo do ciclo produtivo, a conversdo alimentar, o teor de fosforo da
racdo e a fracdo indigestivel de P foram utilizados para estimar a quantidade de P
descartada para cada tonelada de peixe produzida (Pdesc), Segundo as equagdes (1 a 4). O
resultado foi apresentado de acordo com o tempo do ciclo de producéo, apés a instalacao
do experimento (27, 98, 59, 119 e 160 dias).

Pdesc = (Iep * Ping)/100 1)
lep = GPi/GPt (2)
Pina= (P1 * 62,3)/100 (3)
Pi=CA*P, 4)

122



Em que: lgp = indice em ganho de peso (%); Pina = fracdo de fosforo indigestivel
(kg); GPi = ganho em peso (g) no periodo em andlise (i) (Glencross, Rutherford, & Jones,
2007); GPt = ganho em peso total; P1 = quantidade de fosforo oferecida na forma de
alimento, para produzir uma tonelada de tilapia; CA = conversdo alimentar (Jobling,
2001); Py = teor de fosforo na ragédo (%).

3. RESULTADOS
3.1 Efeito da adubacéo dos viveiros com cama-de-frango nas variaveis fisicas e
guimicas

Os elementos Cu, Fe, Zn, N e P foram detectados tanto na ragdo quanto na cama-
de-frango, em diferentes concentracdes; enquanto o Ni foi observado apenas na cama-de-
frango; e os demais (Cd, Pb e Cr) ficaram abaixo do limite de deteccdo (Tabela 1). Na

agua que abastece os viveiros foram detectados todos os elementos (Tabela 1).

TABELA 1 Teor de elementos traco, nitrogénio e fésforo na cama-de-frango, racdo e 4gua da nascente.

Elementos Cama-de-frango Racao Agua de abastecimento (mg L)
Cu 0,009+0,001 mg kg™ 13,32+3,37 mg kg* 0,015+0,001
Fe 3,98+0,002 mg kg* 532,93+73,99 mg kg* 0,378+0,005
Zn 1,27+0,01 mg kg 132,29+42,01 mg kg* 0,114+0,003
N 2,61+0,040 g kg 32,6+4,1 g kgt 0,011+0,030

14,95+0,63 g kg™ 17,3345,43 g kg 0,034+0,006

Ni 0,12+0,001 mg kg™ <LD 0,088+0,001
Cd <LD <LD 0,0007+0,0001
Pb <LD <LD 0,001+0,0001
Cr <LD <LD 0,001+0,0001

Observacdes

<LD= abaixo do limite de deteccao.
Valores representam média + desvio padréo de cinco repetigdes.

Na agua de criacdo, observou-se que o teor da maioria dos elementos traco (Pb,
Cd, Cr, Cu, Ni, Fe e Zn) foi influenciado apenas pelo periodo do ciclo produtivo (Figura
1). Pelo teste de Dunn, os teores de Fe (Figura 1, A1), Ni (Figura 1, D1), Zn (Figura 1,
E1), Cr (Figura 1, G1), e N (Figura 2B), entre os periodos diferiram para ambos o0s
tratamentos (C e S); enquanto os de Cd e Cu diferiram apenas em viveiros adubados
(Figura 1, B1 e C1). Por outro lado, foi observado o efeito da adubagéo dos viveiros para

o teor de fdsforo, apenas no periodo inicial, apresentando maior valor o tratamento com
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adubacdo (Figura 2A). Além disso, o teor de P apresentou interacdo significativa com o

periodo do ciclo produtivo (Figura 2A).
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FIGURA 1 Efeito do manejo dos viveiros com cama-de-frango (C=com; S=sem) e periodo do ciclo
produtivo (i=inicial e f=final) no teor dos elementos trago na 4gua (coluna 1), sedimento dos viveiros de
cultivo (coluna 2) e filé do peixe (coluna 3) pelo teste de Scheirer-Ray-Hare.

Observacao

Seta («) = valor maximo permitido pela Resolugdo CONAMA 357/2005 (Brasil, 2005).
Letras acima do box-plot representam o efeito entre periodos. Valores no mesmo grafico com diferentes letras diferem pelo teste de

Dunn (p < 0,05).
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FIGURA 1 Efeito do manejo dos viveiros com cama-de-frango (C=com; S=sem) e periodo do ciclo
produtivo (i=inicial e f=final) no teor dos elementos trago na 4gua (coluna 1), sedimento dos viveiros de
cultivo (coluna 2) e filé do peixe (coluna 3) pelo teste de Scheirer-Ray-Hare.

Observacao

Seta («) = valor maximo permitido pela Resolugdo CONAMA 357/2005 (Brasil, 2005).

Letras acima do box-plot representam o efeito entre periodos. Valores no mesmo grafico com diferentes letras diferem pelo teste
de Dunn (p < 0,05).
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FIGURA 2 Efeito do manejo dos viveiros com cama-de-frango (C=com; S=sem) e periodo do ciclo
produtivo (i=inicial e f=final) no teor de fosforo (A) e nitrogénio (B) na agua dos viveiros de cultivo, de

acordo com o teste de Scheirer-Ray-Hare.

Observacéo

Seta () = valor maximo permitido pela Resolu¢do CONAMA 357/2005 (Brasil, 2005).

Letras acima do box-plot representam o efeito entre periodos (letras mindsculas) e adubacéo com cama-de-frango (letras maiusculas).
Valores no mesmo grafico com diferentes letras diferem pelo teste de Dunn (p < 0,05).

No sedimento e filé da tilapia, observou-se que a adubacédo ndo influenciou no teor
dos elementos, mas o periodo do ciclo produtivo foi significativo para Cu (Figura 1, C2
e C3), Pb (Figura 1, F2 e F3) e Cr (Figura 1, G2 e G3), em ambas as matrizes; Ni, no filé
(Figura 1, D3); e Fe (Figura 1, A2) e Zn (Figura 1, E2), no sedimento. A interagdo com o
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periodo do ciclo produtivo, nestes casos, foi positiva tanto para os viveiros com (C)
guanto para os sem (S) adubacéo.

A maioria dos elementos apresentou teor mais elevado no final do ciclo produtivo
em viveiros com ou sem 0 uso da cama-de-frango, como constatou-se para o sedimento
(Pb, Fe, Zn, Cu e Cr), &gua (Zn), e filé (Pb, Ni, Cu e Cr). Apenas na dgua observou-se
maior teor no periodo inicial, para: Ni, Fe e Cr.

Os valores dos elementos trago no peixe e sedimento observados em ambos 0s
tratamentos estdo em conformidade com a legislacdo. Na agua, os teores de Fe (Figura 1,
Al), Cu (Figura 1, C1), Ni (Figura 1, D1) e P (Figura 2A) ficaram fora do padrdo
estabelecido pela Resolugdo CONAMA 357/2005 (Brasil, 2005), com excecdo do Ni no
periodo final do ciclo de producdo. Entretanto, os teores desses elementos estavam
proximos (Cu e Fe) ou mais elevados (Ni e P) ao valor da agua de abastecimento (Tabela
2). O valor méaximo admitido pelo CONAMA é de 0,009 de Cu; 0,3 de Fe; 0,02 de P; e
0,025 de Ni, em pg L™

Analisando a quantidade de racdo ofertada, o teor médio de fosforo na racéo e a
fracdo de P indisponivel (62,3%), verifica-se que a quantidade de fésforo ndo aproveitada
pelos peixes, neste ciclo de producéo, foi de 4,7 e 4,3 kg, nos viveiros com e sem
adubacdo, respectivamente. Além disso, a cama-de-frango contribuiu com a entrada de
2,7 kg de fasforo nos viveiros adubados, considerando o teor do elemento na matriz e a
quantidade de adubo aplicada. Com base no indice de ganho em peso em cada periodo do
ciclo produtivo, na conversdao alimentar, no teor de fosforo da racdo e na fracdo
indigestivel de P, verifica-se que para cada tonelada de peixe produzida, nessas condicdes,
seriam descartados 9,7 e 10,0 kg de fdsforo, nos viveiros com e sem adubag&o,

respectivamente (Tabela 2).
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TABELA 2 Teor de fosforo nas ragdes, quantidades absorvida pela tilpia-do-Nilo e descartada para o ambiente, de
acordo com 0 manejo dos viveiros (com ou sem adubagdo de cama-de-frango) no decorrer do tempo (27, 59, 98, 119 e
160 dias apos a instalacdo do experimento).

Tempo apo6s a instalagéo
do experimento (dias) 27 59 98 119 160

Manejo da adubagdo com
cama-de-frango com  sem com  sem com  sem com  sem com  sem

Teor de P nas ragBes (%) 2,22 2,22 2,50 2,50 1,00 1,00 1,49 149 169 1,69

Quantidade de P (kg) em

1 ton de ragdo 22,16 22,16 25,02 25,02 10,01 10,01 14,85 14,85 16,87 16,87
indice de converséo

Alimentar médio (kg

ragdo kgt ganho em peso

do peixe) 0,58 0,67 0,86 0,94 1,04 1,06 1,04 1,03 1,40 1,05
Quantidade de P (kg)

adicionado na forma de

alimento para producao

de 1 ton de tilapias 12,85 14,85 19,06 20,83 23,05 23,49 23,05 22,82 23,05 22,82

Descarte de P (kg) por
ton de peixe produzida' 0,38 0,38 2,52 2,39 1,85 1,71 2,11 2,18 2,83 3,34

Observacdo. T Célculo com base na conversdo alimentar, teor de fésforo na racéo (%), quantidade de f6sforo oferecida
como alimento (kg) para produzir uma tonelada de tilapia, fracdo indisponivel de fésforo de 62,3% (resultado pessoal
de outro estudo ainda ndo publicado) e indice de ganho de peso, em funcdo do tempo decorrido do ciclo de producéao
(27, 59, 98, 119 e 160 dias) e adubagdo com cama-de-frango (com ou sem).

3.2 Efeito da adubagéo dos viveiros com cama-de-frango no desempenho produtivo
da tilapia
O desempenho produtivo ndo diferiu entre os tratamentos no ganho em peso total,

consumo de ragéo total e converséo alimentar (Tabela 3).

TABELA 3 Resultado do teste de Kruskall-Wallis para o ganho de peso total, consumo de ragao
total e converséo alimentar em tilapias, nos viveiros com e sem adubacéo.

Ganho em peso Consumo de Conversdo alimentar (kg de

Tratamento total (g) racéo total (kg) peixe kg de racio™)
Com adubacio 688,5+23,47" 54,74+12,60" 1,00+0,31™
Sem adubagcéo 718,1+1,69" 50,23+15,10" 0,90+0,26"
Observacéo

"s: efeito ndo significativo entre os tratamentos.

A conversdo alimentar média final foi de 0,98 e 0,95 em viveiros com e sem
adubacdo, respectivamente. No periodo inicial do ciclo de producdo, a conversdo

alimentar foi melhor, com ou sem o uso da adubacéo (Figura 3).

127



Taxa de Conversao alimentar

1,50
y =-0,0018x2 +0,1932x + 0,423 g
P R?=0,9282 oo D
£ 13 T e
T e
E e
TG .......
o 110
S g T T
4 b b
q>_, a
€ 090
8 y = -0,0469x2 + 0,3666x + 0,3649
g R?=0,9575
© 0,70
©
'_
0,50
1 2 3 4 5

Dias ap0s a instalacdo do experimento

FIGURA 3 Efeito da cama-de-frango (COM e SEM) e do periodo do ciclo produtivo (dias apds a instalagao
do experimento, sendo 1=27, 2=59, 3=98, 4=119 e 5=160 dias) sobre a conversdo alimentar média das

tilapias, analisado pelo teste de Scheirer-Ray-Hare.

Observagoes

Letras ao lado do média representam o efeito entre periodos, sendo que os valores no mesmo grafico com diferentes letras diferem
entre si pelo teste de Dunn post hoc (p < 0.05).

4 DISCUSSAO

No presente estudo foi constatado que a adubacéo e a agua de abastecimento dos
viveiros foram fontes de contaminacdo por niquel no sistema de producao aquicola. No
Brasil, estudos tém reportado o impacto ambiental decorrente da piscicultura abrangendo
a eutrofizagdo (Moura, Valenti, & Henry-Silva, 2016), existindo uma lacuna do
conhecimento a respeito dos elementos traco (Oliveira et al., 2015). Em outros paises, a
contaminacéo por elementos traco no cultivo de peixes tem sido atribuida ao uso de racéo
contaminada (Martins, Eding & Verreth, 2011; Kalantzi et al., 2013; Quadir et al., 2017)
ou a antropizacéo, especialmente das atividades de mineracédo, instalagfes industriais
(Meador, Ernest, & Kagley, 2005) e da agricultura (Qiu et al., 2011). Por outro lado,
elementos traco foram detectados em alguns estudos com adubos organicos derivados da
pecudria (Irshaid et al., 2013; Kuziemska et al., 2016; Tan & Yin, 2017). Como a horma
técnica brasileira permite a presenca de elementos trago na cama-de-frango (Brasil,
2009b), seria relevante também estabelecer niveis aceitaveis de cada elemento em funcéo
da finalidade de uso.

O corrego que abastece os viveiros do presente estudo fica a 500 m da éarea

experimental, em area agricola com dominio de culturas anuais, em Latossolo Vermelho
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Escuro (Semade, 2015). O manejo em areas agricolas pode levar a contaminagdo do meio
ambiente com elementos traco (Boyd & Massaut, 1999; Nouri et al., 2008; Qiu et al.,
2011; Rocha et al.,, 2018). No monitoramento do corrego “Curral de Arame”, em
Dourados (MS), foram relatados elevados niveis de elementos traco no ambiente
aquatico, provavelmente devido a interferéncia de agroquimicos (Rocha et al., 2018). Por
outro lado, esses elementos podem ocorrer em sistemas aquaticos superficiais e
subsuperficiais mesmo que ndo haja perturbacdo antropica (Kabata-Pendias & Pendias,
2001). Entretanto, informacdes sobre a qualidade do solo e da 4gua de nascentes, cOrregos
e rios na regido do presente trabalho sdo escassas, sendo necessario um estudo mais
detalhado para verificar a origem desses elementos na dgua do cérrego deste trabalho.

Os teores de Cu, Fe (em todos os periodos e viveiros analisados) e Ni (apenas no
periodo inicial do ciclo) na 4gua dos viveiros ficaram acima do limite estabelecido pela
Resolugdo do Conama 357/2005 (Brasil, 2005). A sobredose de minerais trago € uma
preocupacao para as populagoes de animais aquéaticos (Fernandes et al., 2008), e 0 excesso
de certos elementos em tecidos animais também podem representar um risco para a sadude
dos seres humanos que consomem carne contaminada (Nguyen et al., 2019). Além disso,
cobre e zinco em concentragdes ligeiramente acima daquelas usualmente presentes em
ambientes naturais (Meylan, Behra, & Siig, 2003; Santos, Meldo, & Lombardi, 2008)
podem ser toxicos a biota aquatica (Tonietto et al., 2015) e afetar a comunidade local
(Milesi et al., 2008; Solomon, 2009; Khounnavongsa & Iwai, 2016; Fu et al., 2016).

A interacdo positiva observada entre os teores dos elementos quimicos do
sedimento (Cu, Zn, Pb e Cr) e filé de peixe (Cu, Ni, Pb e Cr) com o periodo do ciclo
produtivo se deve a sua permanéncia no solo e bioacumulagao nos peixes, apresentando
maior teor com o decorrer do tempo. Cobre, zinco e ferro sdo considerados elementos
essenciais a nutricdo dos peixes; e a sua inclusdo na racdo comercial pode ser a principal
fonte de contaminagdo no sistema produtivo, visto que apresentam uma tendéncia de
dosagem elevada de minerais (Nguyen et al., 2019). Por outro lado, alguns estudos
indicam outras fontes de bioacumulacéo de elementos traco nos peixes e no sedimento,
como o uso de esterco suino (Nunes et al., 2016) ou 4gua e sedimento contaminados (Qiu
etal., 2011).

Apesar dos elementos traco no filé de peixe e sedimento estarem em conformidade
com o valor exigido por lei, 0 aumento do teor de Pb no filé (18,5%) e sedimento (43,7%),

no decorrer do tempo, constitui um indicio de acumulacdo do elemento traco nessas
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matrizes, o que a longo prazo tende a se agravar, especialmente no solo, considerando
que a cada final de ciclo os peixes sdo despescados do sistema para comercializacdo. O
teor de Pb no sedimento do presente estudo foi similar ao valor (45,2%) encontrado no
estudo desenvolvido por Marengoni et al. (2014) no sedimento de viveiros de produgédo
de tilapia e no seu filé. A presenca de Pb pode estar relacionada com processos
pedogenéticos, mas 0 crescente aumento de seus teores no solo e sua presenga no
ambiente tem sido frequentemente atribuida a contaminagdo antrdpica, proveniente de
diversos ramos industriais, como o de fertilizantes, pesticidas, combustfes de carvéo e
6leo, fundicdo, residuos urbanos e industriais (Munhoz, 2010).

A atividade piscicola, por sua vez, estd intimamente relacionada com o teor de P
e N, visto que o P é disponivel em excesso na racdo (31,3%) e apresenta a menor
digestibilidade média (51,2%); e o N apresenta indices entre 0os aminoacidos essenciais
longe dos valores recomendados, levando a excrecdo de aproximadamente metade da
proteina digestivel na dieta apés o metabolismo dos aminoacidos, em racGes
comercializadas para a tilapia nilética no Brasil (Montanhini Neto & Ostrensky, 2015).

A respeito da quantidade de fésforo ndo aproveitada no sistema de produgao,
constatou-se que a quantidade descartada para 0 meio ambiente estd relacionada com
fatores diversos, como a quantidade de racdo ofertada, o indice de converséo alimentar,
o teor de fosforo na racéo, e a fase de desenvolvimento do animal; como observado por
Osti, Moraes, Carmo, & Mercante (2017), com tilapia-do-nilo em viveiro escavado. Os
autores verificaram que o maior aporte de nitrogénio e fosforo gerado pelo sistema e
exportado (via efluente) ocorreu nas fases 111 (574 a 569 g) e 1V (569-663 g), em funcéo
das respectivas taxas de conversdo alimentar obtidas, quantidade de ragéo ofertada e pelo
metabolismo dos peixes. O maior descarte de fosforo no final do ciclo de producdo pode
ser observado na analise da qualidade da agua dos viveiros, independente da adubacao,
visto que, o teor desse nutriente na 4gua, estava mais elevado no final do ciclo. Por outro
lado, nos viveiros do presente estudo, a porcentagem média de P total descartado foi
87,0% acima do periodo inicial, o qual foi mais elevado que aquele observado por Osti et
al. (2017), provavelmente devido a diferente composicéo da dieta.

Nos viveiros adubados, apesar da quantidade aplicada da cama-de-frango ter sido
realizada como recomendado (Kubitza, 2008), seu uso levou ao maior teor de fosforo na
agua, sendo por isso observado teor mais elevado de P na dgua no periodo inicial de

cultivo. Entretanto, a quantidade estimada de fésforo da dieta descartada no presente
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estudo foi proxima entre os viveiros com (4,7 kg) e sem (4,3 kg) adubacéo,
correspondendo a 62,3% do total do nutriente oferecido na forma de alimento, valor
proximo ao de 55%, observado por Osti et al. (2017) com uso de 0,9% de fosforo na dieta
formulada. A quantidade total de fésforo indisponivel na ragdo (9,7 e 10,0 kg nos viveiros
com e sem adubacéo, respectivamente), por tonelada de peixe produzida, ficou abaixo do
valor de 14,26 kg estimado por Montanhini & Oestrensky (2015). A digestibilidade de
fosforo pode estar relacionada a forma de processamento da racdo, quantidade de fosforo
disponibilizado na dieta, bem como a qualidade do ingrediente. Montanhini Neto &
Ostrensky (2015) relatam que a principal causa dessa menor habilidade da tilapia em
absorver fosforo € a inclusdo de ingredientes de origem vegetal, na formulagéo das racGes.
Entretanto, no caso de excesso de P na dieta, como observado para as rac¢oes brasileiras,
a fracdo soluvel excretada € significativamente mais poluidora ao ambiente aquatico que
a fracdo indigesta (fitato-ligada) devido & maior solubilidade e disperséo das substancias
de fésforo excretados (Cowey, 1995). Neste caso, além de perdas por indisponibilidade,
0 excesso de P disponivel, em comparacdo com os niveis recomendados em alimentos de
tilapia-do-Nilo, pode agravar o potencial poluente deste nutriente em ambientes aquaticos
adjacentes as fazendas (Montanhini Neto & Ostrensky, 2015). Apesar dos tanques
apresentarem uma habilidade notdvel de assimilar o nitrogénio e o fosforo atraves de
processos fisicos, quimicos e bioldgicos (Schwartz & Boyd, 1994a), muitas vezes tém
concentracOes de nutrientes, plancton e solidos suspensos maiores do que exigem 0s
corpos aquaticos nos quais sdo descarregados (Schwartz & Boyd, 1994b), constituindo
os efluentes, potenciais fontes de poluicdo nas aguas receptoras (Ottinger et al., 2016).
Além disso, um desequilibrio entre os aminoacidos essenciais digestiveis pode reduzir
significativamente o crescimento do peixe, causando reducdo da producdo animal e
perdas econbmicas que sdo incompativeis com a rentabilidade de empreendimentos de
aquicultura (Kaushik & Seiliez, 2010).

O maior teor de nitrogénio total na &gua no final do cultivo, em ambos os
tratamentos, ocorre devido ao maior aporte de nitrogénio advindo da racdo, da qual o N
é excretado (75%), permanecendo deste, 62% na forma dissolvida (amonia) e 13% como
solidos particulados (Hargreaves, 1998). A racdo ndo consumida, assim como a
mineralizagdo da matéria organica e difusdo molecular dos sedimentos também
contribuem para 0 aumento na concentra¢do de nitrogénio na agua (Moura et al., 2013),

embora a fixacdo do nitrogénio pelas cianobactérias e a deposicdo atmosférica sejam
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ocasionalmente importantes (Hargreaves, 1998; Boyd & Queriroz, 2001; Rodrigues et al.,
2010). Os sumidouros principais para amonia incluem a nitrificacdo e absorcdo de
fitoplancton (Hargreaves, 1998), sendo a Gltima relacionada diretamente com a biomassa
dos organismos (Esteves & Amado, 2011). Apesar do uso de nutrientes pela comunidade
fitoplanctonica, o continuo aporte de nutrientes no ecossistema pode produzir mais
matéria organica do que o mesmo é capaz de consumir, provocando profundas mudangas
no metabolismo de todo o ecossistema e nas concentragdes de oxigénio nas camadas
superiores, devido a decomposicdo bacteriana da matéria organica no sedimento
(Hutchinson, 1975, Margalef, 1983, Wetzel, 2001).

No aspecto produtivo, a conversdo alimentar média obtida no presente estudo
dentro do valor considerado aceitavel (0,9:1) para a producéo de tiloapia, em sistema de
cultivo com fertilizacdo e alimentacdo (Bhujel, 2014). A melhor taxa inicial esta
relacionada com a fase de desenvolvimento do peixe, como verificado também por Osti
etal. (2017).

Como em sistema semi-intensivo de producdo da tilapia, a racdo chega a
representar mais da metade do custo efetivo total (EI-Sayed, 2013), estudos posteriores
séo relevantes para que seja avaliada a viabilidade de uma adubag@o quimica ou outro
tipo de adubo organico, concomitante com a reducdo da taxa de arragoamento nos
viveiros, nos dois primeiros meses de cultivo. A reducgéo do custo de producéo, que venha
a ser proporcionada pelo melhor aproveitamento da alimentacéo natural na fase inicial de
desenvolvimento da espécie, pode apresentar-se vantajosa no aspecto econémico e/ou
produtivo. Outro aspecto a ser considerado é a qualidade da &gua de abastecimento, a qual
pode contribuir com a entrada de nutrientes e/ou contaminantes, devendo ser levada em
consideracdo na avaliacdo do aspecto ambiental no sistema de producéo.

Conclui-se, no presente estudo, que o uso da cama-de-frango pode levar a
contaminacdo do ambiente aquatico pela presenca de niquel em sua composicéo e pelo
aumento do teor de fosforo na agua do viveiro, devendo-se também levar em consideracao
0 aspecto ambiental como forma de avaliar o custo-beneficio e a sustentabilidade
proporcionados por este tipo de manejo. Apesar disso, a quantidade de fésforo descartado
por tonelada de peixe produzida, se encontra abaixo do valor médio citado em outros
trabalhos. A cama-de-frango ndo influenciou no aspecto produtivo de cultivo da tilapia-
do-Nilo. Verificou-se que os teores de Cu, Fe, Ni e P ficaram acima do padrdo

estabelecido com base nos padrdes de referéncia legais para cada matriz.
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Deve-se considerar que a qualidade da &gua de abastecimento dos viveiros
constituiu um fator relevante no aspecto ambiental, evidenciando a influéncia de fatores
externos. Com intuito de evitar uma descarga além da capacidade de suporte do meio
ambiente é necessario um controle da quantidade de elementos trago nas dietas
formuladas para os peixes. Estudos sdo necessarios para avaliar a qualidade da cama-de-

frango proveniente de outras fontes de comercializagao.
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6. CAPITULO — CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo acrescentam conhecimentos acerca dos aspectos
nutricionais da tilapia-do-Nilo, auxiliando na definicdo dos melhores parametros de
avaliacdo da qualidade das racGes comerciais; contribuindo com a verificacdo da
toxicidade e do potencial gastroprotetor do extrato aquoso de S. marginata sobre a tilapia;
e destacando os efeitos do uso da cama-de-frango sobre o teor de metais pesados,
nitrogénio e fésforo na dgua e no sedimento dos viveiros de cultivo e no filé do peixe.

Com base nos resultados obtidos, sugere-se que dentre os parametros avaliados
nas racdes comerciais, com a finalidade de indicacdo da qualidade, sejam considerados:
i) os valores digestiveis dos nutrientes (proteina, aminoécidos, energia e fésforo), como
forma de garantir do atendimento da exigéncia nutricional da espécie e um melhor
aproveitamento dos nutrientes; e ii) o efeito sobre o desempenho dos peixes, com a
finalidade de estreitar a sua relacdo com a produtividade e lucratividade.

O uso do extrato aquoso de folhas de Serjania marginata incorporado a dieta da
tildpia demonstrou melhoria nos processos de digestdo e absor¢do dos nutrientes, visto
que o extrato estimulou a atividade da fosfatase alcalina intestinal; auxiliou na
manutencdo da arquitetura histologica do figado e intestino; provocou intensidade de
reacdo mais forte das células caliciformes intestinais (PAS-positiva); e promoveu 0
desenvolvimento das vilosidades do intestino (altura). Os efeitos observados podem ser
atribuidos a acdo das substancias identificados no extrato (&cido quinico, quercitrina,
isoquercitrina e proantocianidina trimero tipo A), de forma isolada ou sinérgica.

A adubacdo dos viveiros com cama-de-frango na producdo da tilapia apresentou-
se ineficaz como ferramenta de reducdo do uso da racdo ou de promocdo do ganho de
peso e da conversdo alimentar dos peixes. A cama-de-frango e a agua de abastecimento
dos tanques constituiram fontes de contaminacdo do ambiente e do filé do peixe, pela
presenca do niquel. Com base nos padrdes de referéncia legais para cada matriz
(sedimento, agua e filé do peixe), verificou-se que os teores de Cu, Fe, Ni e P na agua
ficaram acima do padrdo maximo estabelecido. Apesar disso, a quantidade de fdsforo
descartado por tonelada de peixe produzida, se encontra abaixo do valor médio citado em

outros trabalhos.
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Salienta-se que a melhoria do aproveitamento dos nutrientes, seja pela qualidade
das racGes comerciais ou uso do extrato aquoso das folhas de S. marginata, podem
promover a saude dos peixes e reduzir a quantidade de substancias quimicas derivada do
cultivo da tilapia. Além disso, apesar da cama-de-frango ndo ter apresentado melhores
parametros produtivos da tilapia, é relevante a busca por outras alternativas que
possibilitem a reducédo do uso de ragéo, principalmente na fase inicial de desenvolvimento

da tilapia, na qual o alimento vivo apresenta-se como importante fonte de nutrientes.
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