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RESUMO

Os acidos biliares tém importante funcdo na degradacao de moléculas com durante o
processo de digestao dos animais e estdo presentes de forma abundante em alimentos
de origem animal. O BioPac® vem com a intencéo de agregar as racées, que cada vez
mais contam com ingredientes de origem vegetal, dessa forma, ele ira suplementar
esses alimentos. No presente estudo, o acido biliar foi utilizado em diferentes amostras
para compor a ragdo de 336 juvenis de tilapias-do-Nilo, sendo uma dieta controle e
mais cinco com adicdo gradativa de acidos biliares. Os animais foram pesados em
balanca de precisao (0,01g) no inicio e ao final do periodo experimental, para obtencao
dos parametros de desempenho, (ganho em peso, consumo de racdo, conversao
alimentar aparente, taxa de crescimento especifico, taxa de eficiéncia proteica),
deposicao de nutrientes (proteina bruta) e eficiéncia de retencédo de proteina. Foram
realizadas analises laboratoriais para a mensuracdo de aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e lipase. Os dados de desempenho foram
analisados, por meio de analise de variancia (ANOVA), quando observado
significancia estatistica, foi aplicado o teste de Duncan (P<0,05), para a determinagéo
do nivel minimo necessario de acidos biliares (BioPac®), foi realizada por meio do
Modelo LRP - Linear Response Plateau. Desta forma, foi possivel observar uma maior
atividade da lipase com o aumento da inclusdo de &cidos biliares nas dietas, também
foi observado menor atividade da AST e ALT com as inclusdes de acidos biliares em
dietas praticas, demonstrando que o produto auxilia na preservacdo e manutencao
mais saudavel do tecido hepéatico e consequentemente melhora nos indices produtivos
e imunitarios. Como conclusdo dos dados observados foi possivel inferir que o valor
ideal de acidos biliares na dieta de 479,7 mg/Kg, para 0 maior ganho em peso e
aproveitamento da proteina (eficiéncia de retencéo de proteina) e gordura corporal de
juvenis de tilapia-do-Nilo. Também foi verificado que a inclusédo de acidos biliares em
dieta para juvenis de tilapia-do-Nilo, apresenta uma melhora nos niveis de lipase, e
uma melhor resposta hepatica as dietas, comprovados pelos valores de ALT e AST

para esta espécie.

Palavras-chave: BioPac®. Desempenho. Lipase. Oreochromis niloticus.
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1 INTRODUCAO

Os acidos biliares (ABs) sédo sintetizados a partir do colesterol e
conjugados com glicina ou taurina nos hepatécitos pericentrais do figado,
armazenados e concentrados na vesicula biliar, e liberados no duodeno, onde
desempenham um papel importante no aprimoramento da digestdo de gordura pelo
micelar do sal biliar (HOFMANN, 1999). Os ABs também desempenham importantes
papéis na digestdo de nutrientes, absorcdo de lipidios e vitaminas lipossoluveis e
modelagem da microflora intestinal (HAGEY et al., 2010; RIDLON et al., 2014).
Pesquisas indicam que os ABs apresentam acdes metabdlicas especificas no figado,
que funcionam diretamente na diminuicdo da lesdo hepética, promovendo a
regeneracao hepética por meio da ativacao de seus receptores (FAN et al., 2015).

A taurina é um aminoacido sintetizado a partir da metionina e € um dos
produtos finais do metabolismo do enxofre, que atua diretamente com os ABs (TUFFT,;
JENSEN, 1992). A taurina desempenha varias fun¢gdes no corpo, como
neuromodulador, antioxidagéo, imunomodulador e, um papel importante nas fungdes
cardiacas e cerebrais. A taurina estd presente no intestino delgado em altas
concentracbes, onde desempenha um papel significativo nas funcfes intestinais,
como na conjugacdo de acidos biliares, como o &cido colico ou quenodeoxicdélico no
figado (HUANG et al., 2014).

Com o aumento do uso de ingredientes alimentares com a funcao de substituir
a farinha de peixe e 6leo de peixe na producao de racdes aquicolas, a suplementacao
de ABs tém atraido a atencdo da industria de ragdo, pois alguns dos principais
compostos para sintese de ABs, sdo colesterol e taurina que geralmente sdo limitados
em ingredientes alimentares de origem vegetal. Estudos sobre ABsS ou seus
conjugados como aditivo em alimentos para animais, demonstraram efeitos positivos
no desempenho de peixes onivoros e carnivoros. Adhami et al. (2017) observaram
que as dietas suplementadas com ABs aumentaram a digestibilidade das proteinas e
minerais da dieta, bem como a atividade da lipase em juvenis de truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss. Similarmente, a suplementacdo de ABs em uma dieta a base
de farelo de soja, melhorou o crescimento e a utilizacao de nutrientes, melhorando o
processo de digestdo da truta arco-iris (IWASHITA et al., 2008; YAMAMOTO et al.,
2007). Taurocolato (um conjugado de acido colico e taurina) parcialmente
suplementado, ocasionou diminui¢cdo do crescimento e a ocorréncia de anormalidades

histolégicas no figado de turbot (Scophthalmus maximus) alimentados com dietas a
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base de proteinas de origem vegetal (GU et al., 2017). As descobertas acima
indicaram que os ABs exdgenas podem beneficiar peixes alimentados com alimentos
vegetais, uma vez que estes peixes apresentam sua producdo de ABs exdgenas
alteradas, e muitas das vezes, extremamente diminuidos.

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), da linhagem GIFT (Tilapia Cultivada
Geneticamente Melhorada) foi desenvolvido por meio de métodos de melhoramento
convencional. Esta cepa de tilapia-do-Nilo tornou-se uma das mais importantes
espécies de agua doce cultivadas em sistemas intensivos de aquicultura no mundo,
devido as suas vantagens de crescimento rapido e alta sobrevivéncia (PONZONI et
al., 2011). Para reduzir o custo de producdo e melhorar a rentabilidade, estdo sendo
formulados e produzidos alimentos econdmicos para esses peixes, utilizando
ingredientes alternativos, incluindo farelo de soja, farelo de algodéo, farinha de canola
ou ingredientes proteicos ndo convencionais (carne e farinha de ossos, farinha de
sangue e farinha de penas) e 6leo de sementes de plantas. Contudo, alimentos isentos
de farinha de peixe tém efeitos negativos no desempenho desses peixes: diminuicao
da taxa de crescimento (FONTAINHAS-FERNANDES et al., 1999; ZHAO et al., 2011;
ZHONG et al., 2010), morfologia hepatica anormal (GOU et al.,, 2016) e baixa
tolerancia ao estresse (LIN et al., 2011).

Desta forma, a melhoria do desempenho de crescimento e saude de tilapias-
do-Nilo (Linhagem GIFT) alimentadas com auséncia de farinha de peixe nas dietas,
continua sendo um grande desafio para a industria aquicola. Com base nos estudos
citados anteriormente sobre a suplementacéo de ABs, € possivel inferir que a sintese
e circulacdo destes podem ser prejudicadas no presente cenario de alimentacéo de
alguns peixes com dietas isentas de farinha de peixe, deficientes em colesterol,
taurina entre outros fatores essenciais para suas vias metabolicas.

Os acidos biliares exégenos podem ser capazes de aliviar as influéncias
deletérias sobre tilapias alimentadas com alimentos que ndo tenham farinha de peixe.
Até o momento existem poucos estudos que relatam com exatiddo os efeitos
benéficos da suplementacdo de ABs e seus niveis ideais de suplementacéo. O ideal
€ gue sejam testados em diferentes espécies de peixes e tamanhos variados, uma
vez que podem variar entre estas quando alimentados com ragao isenta de farinha de
peixe. Portanto, objetiva-se com o estudo avaliar os efeitos da suplementacdo de ABs
no crescimento e desempenho, composi¢cao corporal e parametros relacionados a

funcao hepatica na cepa juvenil GIFT.
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2 OBJETIVOS

Objetivou-se neste estudo avaliar os efeitos da suplementacdo de &cidos
biliares (BioPac®) no crescimento, desempenho, composicdo corporal e parametros
relacionados a funcéo metabolica hepatica de juvenis de tilapias-do-Nilo da linhagem
GIFT.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO E INSTALACOES

O ensaio experimental foi realizado no Laboratério de Aquicultura Sustentavel
do Centro Zootécnico da Universidade Brasil, Campus Fernandopolis/SP, e conduzido
de acordo com os principios éticos na experimentacdo animal, adotado pelo colégio
brasileiro de experimentacdo (COBEA) e aprovado pela comissdo de ética no uso de
animais (CEUA) sob o N° 2000071. Foram utilizados 336 juvenis de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) sexualmente revertidos para machos, com peso inicial médio
de 15,0 £ 0,5 g, provenientes da Piscicultura A3 do Grupo Ambar Amaral, localizada
no municipio de Santa Fé do Sul/SP, distribuidos aleatoriamente em 24 caixas, cada
uma representando 1 unidade experimental, de 150 L, na densidade de estocagem
de 14 peixes/caixa. ApOs o recebimento dos peixes, 0s mesmos foram mantidos em
periodo de adaptacédo de 14 dias antes do inicio do estudo. Em seguida, os peixes
foram pesados e distribuidos nas unidades experimentais.

As caixas foram abastecidas continuamente por 4gua proveniente de pogo
artesiano, com fluxo continuo, temperatura em torno de 28°C e com taxa de renovacao
de aproximadamente 3,5 vezes ao dia. Para melhorar as condicées ambientais foi
utilizada aeracao constante por meio de pedras porosas.

Durante o periodo experimental foram monitorados diariamente os parametros
de qualidade de &gua tais como temperatura média, concentracdo de oxigénio
dissolvido médio, por meio de oximetro (Modelo AK87, Marca AKSO) e pH médio
(Medidor de pH modelo HI83303-01, Marca Hanna) (Quadro 1). Além desses
parametros, semanalmente também foram monitorados a alcalinidade total média,
concentracdo de amodnia média e nitrito médio, determinados em Fotdmetro
Multiparametro para Aquicultura “HI83303-01" respectivamente. Os valores
encontrados para a qualidade de agua ficaram dentro das condi¢des ideais para
cultivo da tilapia-do-Nilo, como o sugerido por Kubitza (2018) e Sipauba, Tavares e
Santeiro (2013).
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Quadro 1. Média dos valores dos parametros de qualidade de agua avaliados durante

o periodo experimental para tilapias-do-Nilo.

Amonia Nitrito Nitrato Oxigéni | Alcalinidad pH Temperatur
o e a
mg/I mg/I mg/I mg/I mg/l °C
0,1 +|0,04 + | 0,06 +171+£15|385+35 7,8 +|28,1%+0,6
0,01 0,05 0,05 0,2

3.2 DIETAS EXPERIMENTAIS E MANEJO ALIMENTAR

Na formulacdo das dietas experimentais foram utilizados os valores de
exigéncias nutricionais de Furuya (2010) para aminoacidos, proteina digestivel e
energia digestivel, para vitaminas e minerais disponiveis em literatura. Foi formulada
uma dieta basal (Controle) a base de proteinas vegetais e animais, préximo de uma
formula comercial, a qual foi suplementada com cinco niveis de &acidos biliares
(BioPac®): 50; 100; 200; 400; 600 mg/kg (Tabela 1). Para confeccdo das dietas, os
ingredientes foram moidos, misturados em misturador horizontal e processados em
extrusora Ferraz, modelo E-62. Os granulos foram desidratados em secadora e

armazenados em refrigerador entre 5 e 7 °C até o fornecimento aos peixes.
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Tabela 1 - Formulacdo e composicao das dietas experimentais suplementadas
com &cidos biliares (BioPac®).

Tratamentos Controle 2 3 4 5 6
'\I'B'i‘(’)eF',z g@? ﬁ;‘ﬁ;)t"“ams 00 50 100 200 400 600
Ingredientes (%)

Farinha de visceras de frango 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Farinha de penas 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00
Farinha de carne e 0ssos 11,00 11,00 11,00 11,00 11,00 11,00
Farelo de soja 23,00 23,00 23,00 23,00 23,00 23,00
Quirera de arroz 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Milho, gréo 40,09 40,09 40,09 40,09 40,09 40,09
Oleo de soja 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Hemacias em pé 2,00 200 2,00 200 2,00 2,00
DL-metionina 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
L-treonina 0,25 025 025 0,25 0,25 0,25
L-triptofano 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Antifungico 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
BHT! 0,01 0,01 0,01 0,010 0,01 0,01
Sal 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Calcario calcitico 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90
Suplemento mineral e vitaminico? 0,50 0,50 050 050 0,50 0,50
Veiculo 0,060 0,055 0,050 0,040 0,020 0,000
Biopac® (acidos biliares) 0,000 0,005 0,010 0,020 0,040 0,060
Composicao Analisada

Proteina bruta (%)3 34,13 34,13 34,13 34,13 34,13 34,13
Proteina digestivel (%)* 30,76 30,76 30,76 30,76 30,76 30,76
Extrato etéreo bruto (%)° 7,30 73 730 7,30 7,30 7,30
Energia digestivel (Kcal/Kg)* 3.201 3.201 3.201 3.201 3.201 3.201
Extrativo ndo nitrogenado (%)°® 35,97 35,97 35,97 35,97 35,97 35,97
Fibra bruta (%)’ 4,54 454 454 454 454 454
Aminoacidos Essenciais Digestiveis (%)*8

Arginina 2,09 209 209 209 209 2,09
Histidina 0,76 0,76 0,76 0,76 0,76 0,76
Isoleucina 1,13 1,23 1,13 1,13 1,13 1,13
Leucina 2,44 244 244 244 244 2,44
Lisina 1,61 161 161 161 161 1,61
Metionina 0,52 052 052 052 052 0,52
Fenilalanina 1,48 148 1,48 1,48 1,48 1,48
Treonina 1,38 1,38 1,38 1,38 1,38 1,38
Triptofano 0,34 0,34 0,34 0,34 0,34 0,34
Valina 1,59 159 159 159 159 1,59

'Hidroxitolueno butilado.

2Umidade (%) 2,0, Cinzas (%) 71,6442, Colina (mg/kg) 30.000, Magnésio (%) 0,0085, Enxofre (%)
1,1589, Ferro (mg/kg) 25.714, Cobre (mg/kg) 1.960, Manganés (mg/kg) 13.345, Zinco (mg/kg) 30.000,
lodo (mg/kg) 939, Selénio (mg/kg) 30, Vitamina A (Ul/kg) 600.000, Vitamina D3 (Ul/kg) 600.000,
Vitamina E (mg/kg) 12.000, Vitamina K3 (mg/kg) 631, Tiamina B1 (mg/kg) 1.176, Riboflavina B2
(mg/kg) 1.536, Piridoxina B6 (mg/kg) 1.274, Vitamina B12 (mcg/kg) 4.000, Niacina (mg/kg) 19.800,
Acido Pantoténico B3 (mg/kg) 3.920, Acido Folico (mg/kg) 192, Biotina (mg/kg) 20, Vitamina C (mg/kg)
40.250.

3Método de Dumas em aparelho Leco 528 LC (ETHERIDGE et al., 1998).

“Digestibilidade de acordo com Furuya (2010).
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SHidrélise acida (AOAC, 2016).

8Extrativo ndo nitrogenado = 100 — (Proteina bruta + Fibra bruta + Extrato etéreo + Matéria mineral).
"Método com filtracdo intermediaria (AOAC, 2016).

8Hidrolise acida e cromatografia de troca ibnica (HPLC) (AOAC, 2016).

Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente, trés vezes ao dia
(8h30min; 11h30min e 15h30min), durante 45 dias. O crescimento foi acompanhado

por meio de avaliagbes do desempenho produtivo e eficiéncia nutricional.

3.3 VARIAVEIS ZOOTECNICAS E ANALISES QUIMICAS LABORATORIAIS

Os animais foram pesados em balanc¢a de precisédo (0,01g) no inicio e ao final
periodo experimental, para obtencao dos parametros de desempenho, (ganho em
peso, consumo de racdo, conversao alimentar aparente, taxa de crescimento
especifico, taxa de eficiéncia proteica), deposicdo de nutrientes (proteina bruta) e

eficiéncia de retencéo de proteina.

Ganho de peso vivo (g) = peso final — peso inicial

consumo de alimento

C ao ali t t =
onversdo alimentar aparente (g/g) Janho de peso vivo

ganho em peso vivo

Taxa de eficiéncia proteica = - -
f p 9/9) proteina bruta consumida

In(peso final) — In(peso inicial)

Taxa de crescimento especifico (%/dia) = tempo (dias)

Ganho de peso vivo X teor do nutriente no corpo
100

PBr X Pp) — (PB; X P;)) x 100
Eficiéncia de retencio de proteina bruta(%) = (( p X Pr) = (PBy I))

Deposicio de nutrientes (g) =

Cpp
Onde: PBF = proteina bruta final no corpo; PBI = proteina bruta inicial no corpo; CPB = média de

consumo de proteina bruta da parcela; Pl, PF = peso vivo médio inicial e final da parcela.

Ao final do periodo experimental, seis animais de cada caixa foram submetidos
a jejum prévio de 24 horas para serem amostrados. Eles foram insensibilizados e
eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico com Benzocaina (ethyil-p-
aminobenzoato) 200 mg/L. Apds a cessdo dos movimentos operculares, 0s animais
foram mantidos na solu¢do de Benzocaina por mais 10 minutos. Em seguida, foram
congelados, para posterior moagem em moinho de carne, secos, moidos novamente
e entdo encaminhados para determinacdo da matéria seca e proteina bruta.

Para andlise dos nutrientes corporais e das dietas, a proteina bruta foi
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determinada através do método de Dumas em aparelho Leco 528 LC (ETHERIDGE
et al., 1998). O extrato etéreo foi obtido por hidrélise &cida; A cinza foi obtida por
queima em mufla; A matéria seca foi obtida em estufa a 105° C por 12 horas. As
metodologias utilizadas para andlises foram descritas por AOAC (2016). As analises
de aminoécidos totais foram realizadas por hidrolise acida e cromatografia de troca

ibnica (HPLC) no Laboratério da Empresa MCassab, S&do Paulo, Brasil.

3.4. ANALISES BIOQUIMICAS

Apés os peixes serem insensibilizados em anestésico (Benzocaina a 200
mg/L), foram entdo coletadas amostras de sangue (3,0 ml), dos animais em jejum
prévio de 24 horas, por meio de puncdo na veia caudal com agulhas hipodérmicas
25x7, posteriormente acondicionadas em Tubo a vacuo com ativador de coagulo 4 mi,
para a obtencdo do soro.

As aliguotas de soro foram mantidas congeladas a -18 °C, até o0 momento das
andlises laboratoriais para a mensuracdo das seguintes variaveis: aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) e lipase, com uso de um
analisador Bioquimico semiautomatico modelo BIO-2000 IL (BIOPLUS PRODUTOS
PARA LABORATORIOS LTDA).

3.5. ANALISE DOS DADOS

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e
quatro repeticbes, com 14 peixes por parcela. Os dados de desempenho foram
analisados pelo programa SAS (2014), por meio de analise de variancia (ANOVA),
normalidade dos erros (Cramer-Von-Mises) e a homocedasticidade da variancia
(Leveve). Quando observado significancia estatistica, foi aplicado o teste de Duncan
(P<0,05), para comparacéao entre as médias e o erro padrdo das médias (EP).

A determinacdo dos melhores valores para os parametros de crescimento e
indices zootécnicos, em funcdo do nivel minimo necesséario de BioPac (acidos
biliares), foi realizada através do modelo que melhor se ajustar ao conjunto de dados
coletados (Modelo LRP - Linear Response Plateau) utilizando o software SAS (SAS
instituto, 2014).

Os modelos foram submetidos a analise de residuos conforme descrito por St-

Pierre (2003). Os residuos (observado — predito) foram regredidos em funcédo dos
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valores previstos de acordo com o seguinte modelo:
ei =b0+bl(Pi-(P)m)+ [e] _i

Em que e_i é o valor residual para todo observagéo i; b0, b1l séo as estimativas
dos parametros; P_i é o valor previsto para todo i; (Pm) é valor médio para de todos
os valores previstos; [ e”] _i é o erro da regressdo dos residuos sobre os valores
previstos. A regra de decisdo baseia-se no pressuposto que: o modelo para ser
imparcial a correlagdo aproxima-se de 1, quando R2adjust aproxima-se de 0, ou seja,
0s residuos ndo estdo correlacionados com as previsdes, e a inclinacéo (bl) do e_i
em funcdo de [GP] _i é zero se o modelo é imparcial. O modelo que gerar maior
aproximacao foi utilizado para a determinacdo do melhor nivel de acidos biliares
(BioPac®).
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4 RESULTADOS

Os dados de desempenho sdo apresentados na Tabela 2, onde o peso médio
inicial dos peixes referentes aos seus tratamentos € descrito. Ainda nesta tabela é
possivel observar os valores de ganho em peso, com destaque de melhor resultado
na inclusdo dos ABs na dieta 600. Enquanto eficiéncia de retencéo de proteina (ERP)

apresentou melhor resultado na dieta 200.

Tabela 2 - Média de peso inicial, ganho em peso, conversao alimentar e taxa de
crescimento especifico (TCE) de juvenis de tilapias-do-Nilo suplementadas com
acidos biliares (BioPac®).

Niveis de Peso Ganhoem Conversao

Acidos Inicial Peso Alimentar TCE ERP

Biliares

(malka) (9) (9) (9/9) (%) (%)
0 18,17+3,6 65,23+3,8" 1,10+0,07 4,36+0,05° 70,31+0,84b
50 18,00+3,8 68,03+3,02> 1,07+0,03 4,42+0,043 78 42+1,682
100 18,00+3,3 67,83+2,3" 1,12+0,03 4,39+0,022> 79,32+0,65%
200 18,51+3,7 69,67+2,8° 1,14+0,05 4,40+0,032" 81,11+1,15°2
400 17,82+3,8 75,26+6,22> 1,09+0,04 4,43+0,072° 78,52+0,942b
600 17,74+3,8 78,07+10,72 1,09+0,05 4,53+0,102% 77,67+1,082

Valor P 0.949 0,008 0,46 0,014 0,0310

Letras minusculas diferenciam médias pelo teste de Duncan (p<0,05).

Outro dado que revela um importante ponto do estudo é a taxa de crescimento
especifico, que foi positiva e crescente conforme a adicdo dos acidos biliares, sendo
na dieta controle (sem adicdo) de 4,36% e na dieta com maior nivel de inclusédo (600
mg/kg de dieta) 4,53%, demostrando a eficiéncia do produto teste para o crescimento
dos peixes, melhorando o seu ganho diario. Ja a converséao alimentar ndo demostrou
diferenca estatistica significativa (p<0.05) entre os tratamentos, apenas na dieta 200
houve pequena diferenca de valores quando comparada as demais.

Na andlise de composi¢éo corporal na Tabela 3, os valores de matéria seca,
matéria mineral, fésforo e célcio ndo apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos, porém, a quantidade de proteina corporal e eficiéncia de retencao de
proteina para juvenis de tilapias-do-Nilo revela uma alteracdo neste componente
corporal, ja para os primeiros grupos que receberam os ABs (50 a 600 mg/kg de dieta).
Desta forma é possivel inferir, que os animais que receberam os ABs apresentaram
maior capacidade de retencdo de proteina bruta, consequentemente maior

crescimento e maior quantidade e tecido muscular.
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Tabela 3 - Média das porcentagens de matéria seca, matéria mineral, proteina bruta,

fésforo, calcio corporal de juvenis de tilapias-do-Nilo suplementadas com acidos

biliares (BioPac®). Valores em base de matéria seca.

Niveis de Acidos Matéria Mgtéria Proteina ] o
Biliares (mgkg) Seca Mineral Bruta Fosforo Caélcio
(%) (%) (%) (%) (%)

0 32,80+0,74 13,97+0,71 44,76+0,58° 2,45+0,16 4,47+0,22

50 33,74+0,93 13,53+0,86 49,20+2,492 2,35+0,13 4,43+0,31

100 33,53+2,25 13,77+0,31 48,69+1,242 2 37+0,07 4,54+0,08

200 33,73+0,58 14,01+0,30 50,52+3,742 2,48+0,06 4,54+0,13

400 34,37+1,31 13,66+0,60 48,00+1,513> 2,31+0,16 4,46+0,34

600 34,15+1,13 13,29+1,14 47,55+1,85% 2, 28+0,27 4,31+0,43
P-value 0,660 0,725 0,049 0,508 0,866

Letras mindsculas diferenciam médias pelo teste de Duncan (p<0,05).

Entre as analises realizadas de composicdo corporal, outro achado importante

€ demonstrado na Figura 1, com a porcentagem de gordura corporal na matéria seca

de juvenis de tilapia-do-Nilo, onde nas dietas com 400 e 600 mg de acidos biliares

apresentaram maior deposicdo corporal.

Uma maior quantidade de gordura

depositada nesta fase pode ser considerada um fator positivo, uma vez que essas

tilapias estdo em fase de crescimento, sendo mais susceptiveis a periodos de

estresse devido a grande manipulacdo nesta fase, para manejo e vacinas, onde

reservas de energia extras podem ser pontos positivos para contrapor estes periodos.

Figura 1 - Porcentagem de gordura corporal na matéria seca de juvenis de tilapia-do-
Nilo, suplementadas com acidos biliares (BioPac®).
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Letras mindsculas diferenciam médias pelo teste de Duncan (p<0,05).
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Na Figura 2, é demonstrado uma estimativa do valor ideal de ABs (BioPac®)
em dietas para tilapias para o melhor crescimento. Nesta figura e possivel observar o
ponto de estabilidade em funcdo do ganho em peso de 76,6 g com um valor ideal de
acidos biliares na dieta de 479,7 mg/kg de dieta. ApGs essa quantidade, o ganho em
peso estaciona, dessa forma, ndo ha necessidade de incluir valores maiores para o

melhor desempenho das tilapias.

Figura 2 - Nivel ideal de acidos biliares em funcdo do ganho em peso para de
juvenis de tilapia-do-Nilo, suplementadas com acidos biliares (BioPac®).
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Nas Figuras 3, 4 e 5 é possivel observar a determinacdo da atividade
enzimatica da lipase, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), no soro de juvenis de tilapias-do-Nilo suplementando com ABs. Desta forma,
foi possivel observar maior atividade da lipase com o aumento da inclusdo dos ABs
nas dietas, comprovando a acdo dos mesmos. Também foi possivel inferir menor
atividade da AST e ALT com as inclusdes de ABs em dietas praticas, demonstrando
que o produto auxilia na preservacdo e manutencdo do tecido hepatico e
consequentemente melhora nos indices produtivos e imunitérios.

A partir da Figura 6 até a 12, podemos comparar em tamanho os peixes de
cada dieta experimental. A primeira imagem corresponde a dieta controle, sem adi¢cao
de ABs. Em sequéncia, cada imagem retrata os peixes de uma dieta, 50, 100, 200,
400 e 600 mg/kg, respectivamente. E possivel perceber a olho nu a diferenca de
tamanho entre esses peixes, comprovando a eficiéncia do produto em todos os

aspectos ja citados.
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Figura 3 - Determinacdo quantitativa da atividade enzimatica da lipase no soro
plasmatico de juvenis de tilapia-do-Nilo, suplementadas com acidos biliares

(BioPac®).
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Letras mindsculas diferenciam médias pelo teste de Duncan (p<0,05).

Figura 4 - Determinacdo quantitativa da alanina aminotransferase (ALT) no soro
plasmatico de juvenis de tilapia-do-Nilo, suplementadas com &cidos biliares

(BioPac®).
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Letras minUsculas diferenciam médias pelo teste de LSD de Fisher (p<0,05).
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Figura 5 - Determinacao quantitativa da aspartato amino transferase (AST) no
soro plasmético de juvenis de tilapia-do-Nilo suplementadas com &cidos biliares
(BioPac®).
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Letras minUsculas diferenciam médias pelo teste de LSD de Fisher (p<0,05).

A partir da Figura 6 até a 11, podemos comparar em tamanho os peixes de
cada dieta experimental. A primeira imagem corresponde a dieta controle, sem adi¢ao
de ABs. Em sequéncia, cada imagem retrata os peixes de uma dieta, 50, 100, 200,
400 e 600 mg/kg, respectivamente. E possivel perceber a olho nu a diferenca de
tamanho entre esses peixes, comprovando a eficiéncia do produto em todos os

aspectos ja citados.

Figura 6 - Amostras de peixes da dieta BIO 00 (controle).
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Figura 8 - Amostra de peixes da dieta BIO 100.

Figura 9 - Amostra de peixes da dieta BIO 200.
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Figu

!

ra 11 - Amostra de peixes da dieta BIO 600.
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5 DISCUSSAO

A inclusdo de ABs na dieta para juvenis de tilapias-do-Nilo melhorou o
desempenho de crescimento e os parametros de eficiéncia alimentar em comparacao
com os peixes alimentados com a dieta sem adi¢cdo de ABs. Esses resultados foram
consistentes com estudos anteriores que mostraram que o0s acidos biliares
melhoraram o desempenho de crescimento em Ctenopharyngodon idella (ZHOU et
al., 2017), Seriola quinqueradiata (DESHIMARU et al., 1982), Anguilla japonica (Maita
et al., 1996) e Paralichthys olivaceus (ALAM et al., 2002). Por outro lado, o estudo
prévio de Jiang et al. (2018) utilizando uma superdosagem de acidos biliares (1,35
g/kg da dieta), apresentou efeitos negativos no desenvolvimento desses peixes.

Nesse contexto, dados de estudos nutricionais realizados com A. japonica
(Maita et al., 1996), P. olivaceus (ALAM et al., 2002) e S. prenanti (ZHENG et al.,
2016) indicaram que ABs aumentaram a atividade da lipase; assim, melhorando a
digestao lipidica como tem sido relatado em estudos in vivo e in vitro em vertebrados
superiores (KNARREBORG et al., 2003). Aléem disso, os ABs auxiliaram a
emulsificacdo de compostos lipidicos, bem como solubiliza-los e aumentar o
transporte e absorcéo de lipidios (MUKHOPADHYAY e MAITRA, 2004; ROMANSKI,
2007). Os efeitos supracitados dos ABs na atividade da lipase, bem como no
transporte e absorcdo de lipidios, resultaram em um melhor desempenho do
crescimento em carpa capim (C. idella) suplementadas com gordura e acidos biliares
(ZHOU et al., 2017).

Neste estudo além de verificar maior desempenho dos peixes, como ganho em
peso, também foi observado melhor eficiéncia de retencdo de proteina, assim como
maior quantidade de gordura, demonstrando que os ABs aumentam o aproveitamento
dos nutrientes fornecidos, resultando em peixes mais pesados. Além disso, varios
estudos demonstraram que a suplementacédo de ABs promoveu o crescimento dos
peixes, mesmo quando alimentados com dietas contendo farinha de peixe ou outros
ingredientes de origem animal (ALAM et al., 2002; JI et al, 2017; SUN et al., 2014;
ZENG et al., 2017).

No presente estudo, seguindo o melhor ganho em peso, o valor ideal de ABs
na dieta foi estimado em 479,7 mg/kg, com um ganho de 76,6 g em 45 dias. Ja no
estudo Zheng et al. (2016) estimou o nivel ideal de acidos biliares de 222-270 mg/kg
com base no ganho em peso e conversdo alimentar respectivamente para

Schizothorax prenanti alimentados com dietas contendo farinha de peixe em sua
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composicao. A recomendacdo de acidos biliares para Ctenopharyngodon idellus foi
de 0,17 a 0,19 g/kg alimentadas com uma dieta contendo farinha de peixe e 6leo de
peixe (ZENG et al., 2017). Neste estudo, os valores de recomendacédo para tilapias-
do-Nilo foi acima do encontrado. J& no estudo de Sun et al. (2014) com Scophthalmus
maximus, recomendou nivel mais alto de ABs na dieta (1,5 g/kg) do que no atual
estudo. Os autores também utilizaram farinha de peixe e 6leo de peixe na confeccdo
de sua dieta teste. Esses estudos indicam que o nivel 6timo de acidos biliares em
dietas para peixes pode variar dependendo do tipo de AB utilizado, espécie de peixe,
formulacdo de racéo e outras condi¢des de cultura.

Sabe-se que os ABs funcionam facilitando a digestédo de lipidios, agindo como
agentes emulsificantes que tornam as gorduras acessiveis as lipases pancreaticas e
aumentam a absorcdo intestinal de gorduras ou vitaminas lipossolaveis
(MALDONADO-VALDERRAMA et., 2011), fato que pode ser observado pela maior
retencdo de gordura encontrada nos grupos deste estudo ao receberem maior
guantidade de ABs. Alguns compostos criticos, como taurina e colesterol utilizados
para a sintese de AB ou conjugados biliares, sao baixos ou ausentes nas fontes de
ingredientes vegetais (NRC, 2011), sendo que dietas utilizadas atualmente para
tilapias-do-Nilo sdo em sua grande parte constituidas praticamente de ingredientes de
origem vegetal. Assim, a sintese insuficiente de ABs pode ocorrer em peixes
alimentados com racao a base de ingredientes vegetais, e ser responsavel pela ma
utilizacdo de lipidios e crescimento reduzido dos peixes. Isso pode explicar
parcialmente o efeito benéfico dos ABs no desempenho e crescimento de juvenis de
tilapias-do-Nilo observados neste estudo. Semelhante a observacdo atual, os ABs
também melhoraram o desempenho e crescimento da truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) (ADHAMI et al., 2017; IWASHITA et al., 2008; YAMAMOTO et al., 2007) e
Scophthalmus maximus (GU et al., 2017) alimentados com dietas a base de proteinas
vegetais. Desta forma, os estudos mencionados acima sugerem que pode ser de
extrema importancia a suplementacdo de ABs em racdes a base de plantas para
aumentar o crescimento dos peixes, caso essa abordagem for econémica para a
industria de racoes.

Neste estudo, a suplementacao de ABs afetou positivamente a quantidade de
proteina corporal, no entanto ndo modificou a quantidade de matéria seca e minerais.
No estudo de Zeng et al. (2017) também encontraram aumento significativo no teor
de proteina bruta dos peixes, mas néo tiveram efeito sobre a umidade e o teor de

cinzas do corpo dos peixes utilizados no estudo (Ctenopharyngodon idellus). Por outro
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lado, Sun et al. (2014) relataram que os ABs dietéticos diminuiram significativamente
a umidade, aumentaram a proteina bruta e as cinzas do corpo, musculo e figado de
Scophthalmus maximus.

Uma das principais funcdes dos ABs € conhecida por estar envolvida na
emulsificacao lipidica que ajuda a quebrar grandes moléculas lipidicas em pequenos
glébulos, fornecendo lipase em quantidade suficiente para a digestéo lipidica (NRC,
2011; OGATA et al., 2003). No presente estudo a adicdo de ABs nas dietas afetou
significativamente a atividade da lipase, sendo que o0s grupos que receberam 200, 400
e 600 mg/Kg de ABs, apresentaram a maior atividade desta enzima. Em utros estudos
também foi encontrado o0 mesmo comportamento com a inclusdo de ABs na dieta,
aumentando a atividade da lipase para Oreochromis niloticus em um estudo preliminar
(JIANG et al., 2018), Ctenopharyngodon idella (ZHOU et al., 2017), Anguilla japonica
(MAITA et al., 1996), Paralichthys olivaceus (ALAM et al., 2002) e Schizothorax
prenanti (ZHENG et al., 2016).

No presente estudo, a inclusdo de ABs nas dietas também influenciou
positivamente a atividade da ALT e AST, sendo que as inclusdes de 400 e 600,
apresentaram menor intensidade de lesdes no figado (hepatdcitos). Ja no estudo de
Jiang et al. (2018) os peixes alimentados com 1,35 g/kg de ABs na dieta apresentaram
as maiores atividades de ALT e AST, o que sugere que as células do figado foram
parcialmente danificadas, verificando que a suplementacdo em excesso de ABs é
toxica para os hepatocitos, mas o mecanismo ainda precisa ser melhor elucidado.
Vale ressaltar que os intervalos de referéncia para estas enzimas séo de 102,9+51,9
UL, para AST, e 52,0+34,6 UL? para ALT, segundo o estudo de Rodrigues et al.
(2018), com tilapias-do-Nilo produzidas em tanques-rede. Seguindo esses
parametros, pode ser observado que o grupo controle (sem adicéo de ABS) ficou trés
vezes acima do estabelecido como normal para esta espécie para a atividade de AST.
Por outro lado, os peixes que receberam ABs apresentaram maior atividade da lipase
e, consequentemente degradacao facilitada da gordura consumida, desta forma
poupando o figado de uma maior atividade.

Os ABs utilizados neste estudo parecem melhorar o aproveitamento dos
nutrientes e aumentar metabolismo lipidico. Pesquisas futuras sdo necessarias para
entender melhor todos os mecanismos dos ABs como aditivo alimentar em dietas a
base de ingredientes vegetais + animais ou somente vegetais, 0 que usualmente é
utilizado em dietas para tilapias-do-Nilo na atualidade. Os resultados deste estudo

sugerem que a suplementacédo de ABs pode ser um aditivo alimentar potencial para
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promover melhor eficiéncia na utilizacdo de dietas praticas na alimentacéao de tilapias-
do-Nilo, principalmente de dietas que tenham na sua maioria ingrediente a base de
vegetais. Mais pesquisas serao necessarias para abordar seus niveis ideais devido a
natureza da formulacdo da racéo e as diferentes espécies de peixes-alvo cultivadas

em cativeiro.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel inferir que o valor ideal de acidos biliares na dieta € de 479,7
mg/Kg, para 0 maior ganho em peso, aproveitamento da proteina (eficiéncia de
retencdo de proteina) e gordura corporal de juvenis de tilapia-do-Nilo nesta fase de
crescimento. Também foi verificado que a inclusédo de acidos biliares (BioPac®) em
dieta para juvenis de tildpia-do-Nilo, apresenta uma melhora nos niveis de lipase, e
na resposta hepatica as dietas, comprovados pelos valores de ALT e AST para esta

espécie.
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