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ACIDO CITRICO NA DIETA PARA ALEVINOS DE TILAPIA DO NILO
(Oreochromis niloticus) EM SISTEMA DE BIOFLOCOS MELHORA O
DESEMPENHO ZOOTECNICO E STATUS ANTIOXIDANTE
AUTOR: Leonardo de Deus da Silva
ORIENTADOR(A): Diogo Luiz de Alcantara Alcantara Lopes
Chapecd, 26 de fevereiro de 2021

A necessidade de produzir mais em espacos menores, tem feito a tecnologia de bioflocos (BFT)
ser largamente aplicado na aquicultura por se tratar de um sistema intensivo, porém sustentavel.
A técnica € baseada no crescimento de microrganismos que tem funcdo na manutencdo da
qualidade de &gua, além de poder servir com fonte nutricional para diversas espécies de peixes
e camardes. Neste sentido, um sistema sustentavel aliado a uma dieta com inclusdo de um
aditivo com caracteristicas acidificantes a nivel intestinal pode causar uma melhora na
utilizacdo dos nutrientes, elevando o desempenho zootécnico e a salde dos animais. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho zootécnico de tilapias do nillo
(Oreochromis niloticus) linhagem GIFT, alimentadas com diferentes niveis de inclusdo de
acido citrico na dieta, controle (A) 0; (B) 50; (C) 100; (D) 150; (E) 200 mg/Kg de racéo
totalizando 5 tratamentos com 4 repeti¢cdes cada. O experimento teve duragéo de 45 dias e foi
utilizado 200 alevinos com peso inicial de 1,76 + 0,11 divididos aleatoriamente em 20 unidades
experimentais, foram avaliados em um delineamento inteiramente casualisado. Os resultados
obtidos apresentaram diferenca significativa para o peso final, onde o grupo que nédo recebeu o
aditivo na dieta teve o pior desempenho e os demais que receberam tiveram resultados
similares. Foi avaliado também o peso de figado, intestino e indice hepatico, intestinal que ndo
tiveram resultados significativamente diferentes entre os grupos testados, o que indica que por
mais que o acido citrico seja benéfico para o desenvolvimento de tilapias, ainda assim nédo
estimula o desenvolvimento de 6rgdos no processo de digestdo. A analise do sangue revelou
uma diferenga significativa para pardmetros de avaliacdo do status antioxidante, onde espécies
reativas ao oxigénio (ROS) teve o grupo controle com a maior média apresentada, o que pode
ser considerado um indicador de maior nimero de radicais livres nos animais deste grupo, para
os demais grupos testados os resultados foram semelhantes entre si. O resultado da enzima
Glutationa S-Transferase (GST) que tem entre suas funcGes desintoxicar o figado, teve o grupo
D com a maior média exposta, e 0s demais grupos com resultados semelhantes. Ja para os tiois
ndo proteicos (NPSH) o grupo D teve média superior aos grupos A e B, e semelhante aos grupos
C e E o que significa que estes grupos tiveram um estimulo maior de antioxidante NPSH, que
é benéfico e pode contribuir para um desenvolvimento melhor e mais saudavel do animal. Visto
gue a busca por ingredientes alternativos e aditivos em dietas para organismos aquaticos é de
extrema importancia para a aquicultura, o experimento demonstrou resultados promissor e que
podem contribuir para a nutricdo de tilapias em sistemas fechados.

Palavras-chave: Aditivo, alimento, biofloco, peixe.
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The need to produce more in smaller spaces has made biofloco technology (BFT) widely
applied in aquaculture because it is an intensive but sustainable system. The technique is based
on the growth of microorganisms that has a role in maintaining water quality, besides being
able to serve as a nutritional source for several species of fish and shrimp. In this sense, a
sustainable system combined with a diet with the inclusion of an additive with acidifying
characteristics at the intestinal level can cause an eleven in the use of nutrients, increasing
zootechnical performance and animal health. Thus, the objective of this work was to evaluate
the zootechnical performance of tilapia of the nillo (Oreochromis niloticus) GIFT scan, fed with
different levels of citric acid inclusion in the diet, control (A) 0; (B) 50; (C) 100; (D) 150; (E)
200 mg/kg of feed totaling 5 treatments with 4 replicates each. The experiment lasted 45 days
and used 200 fingerlings with an initial weight of 1.76 + 0.11 randomly divided into 20
experimental units, which were evaluated in a completely randomized design. The results
obtained showed a significant difference for the final weight, where the group that did not
receive the additive in the diet had the worst performance and the others who received them
had similar results. It was also evaluated the weight of liver, intestine, and liver index, intestinal
that did not have significantly different results between the groups tested, which indicates that
although citric acid is beneficial for the development of tilapia, it does not stimulate the
development of organs in the digestion process. Blood analysis revealed a significant difference
for antioxidant status assessment parameters, where oxygen-reactive species (ROS) had the
control group with the highest mean presented, which can be considered an indicator of a higher
number of free radicals in the animals of this group, for the other groups tested the results were
similar to each other. The result of the enzyme Glutathione S-Transferase (GST) that has among
its functions detoxifying the liver, had group D with the highest average exposed, and the other
groups with similar results. For non-protein tics (SPL) group D had a higher average than
groups A and B, and similar to groups C and E, which means that these groups had a higher
stimulation of antioxidant SPL, which is beneficial and can contribute to the better and healthier
development of the animal. Since the search for alternative ingredients and additives in diets
for aquatic organisms is extremely important for aquaculture, the experiment demonstrated
promising results that can contribute to the nutrition of tilapia in closed systems.

Keywords: Additive, biofloc, fish, food.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO | - REVISAO DA LITERATURA

Figura 1 - Dados da captura e producdo de peixes N0 MUNCO. ..........coeererieieerienienenieneseeeeas 12
Figura 2 - Consumo de PeIXeS NO MUNTO. .....ccueiuiriiriiriiiiieieie ettt 12
Figura 3 - Ranking global de producédo de tilapia (toneladas)...........ccccccevveiviieiiveveiieciene 13
Figura 4 — Processamento de peixes produzidos no Brasil para exportagao. ............ccceevvenene 14
Figura 5 - SiStema de aQUAPONIA. ......c.eeveieiiieiieitesie sttt 16
Figura 6 — Bioflocos estavel proveniente do experimento realizado...........cc.ccocevvviernnninnns 18

Figura 7 - Formula estrutural do 4CIdO CItrCO. .......cccveiviiiiiiececc e 19



LISTA DE TABELA

CAPITULO Il - MANUSCRITO 1

Tabela 1 - Niveis de garantia da racdo comercial usada como base para inclusdo dos niveis de
T [0 [0 1o £ ol FO TSP P TP 44
Tabela 2 - Valores médios e desvio padrdo dos parametros de qualidade de agua de tilapias
alimentadas com diferentes niveis de acido citrico produzidas em sistema de bioflocos. ....... 45
Tabela 3 - Parametros de desempenho zootécnico de tilapias alimentadas com diferentes niveis
de &cido citrico produzidas em sistema de biofloCoS. ........cccovevveiiiiiiic 46
Tabela 4 - Parametros de desempenho de tilapias alimentadas com diferentes niveis de acido
citrico na dieta produzidas em sistema de biofloCo. .........ccccevviiiiiiiiiic 47
Tabela 5 - Anélise do plasma sanguineo de tilapias alimentadas com diferentes niveis de

incluséo de &cido citrico na dieta produzidas em sistema de biofloco. .............ccccoveviiieiinennne 48



SUMARIO

(07X =1 U 10 1 OO 11
1.1 INTRODUGAO ......oooeieieeeeeeteeeeeeee et ses ettt sa st 11
1.1.1 AQUICULTURA ..ottt sttt sttt 11
1.1.2 PRODUCAOQ DE TILAPIA NO BRASIL w..cooovveveeeeeeeeevee s 14
1.1.3 TECNOLOGIA DE BIOFLOCOS (BFT) ...eeeieceeeeeeeeeeeeeeeeeee e s, 15
1.1.4 NUTRICAO DE TILAPIA ..ottt 18
1.1.5 ACIDO CITRICO ..ottt 19
1.1.6 STATUS ANTIOXIDANTE ..ot eee e, 20

L2 OBIETIVOS ...ttt sttt 21
1.2.1 ODJELIVO GEIAI ..ot 21
1.2.2 ODjetivos ESPECITICOS .....oviuiiiiieieiesieie st 21

2 07N =] 1 6 | 0 31 ORI 22
L MANUSCRITO ...ttt e et n ettt en st n e ee s ee s 22
2L MANUSCRITO Lot n e en e een e 23
3. CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt 49

4. REFERENCIAS INTRODUGAO ......vveeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeseeesseesseseeeseesessee 50



11

CAPITULO |

REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO
1.1.1 AQUICULTURA

A aquicultura é a criacdo de organismos que vivem em ambientes aquaticos, que na
maioria das vezes sdo espacos confinados e controlados. Por outro lado, a pesca é a captura de
peixes em ambiente natural. As principais diferencas entre as duas atividades € a qualidade,
seguranca alimentar, e o principal argumento a sustentabilidade e planejamento que colocam a
aquicultura como atividade mais correta para producao de peixes.

Segundo o relatério da PEIXE BR 2019, o brasileiro consome menos de 10 kg de peixes
por ano. Abaixo do que é recomendado pela Organizacdo das Nac¢des Unidas para Agricultura
e Alimentacdo (FAO), que é de 12 kg/hab/ano, porém a média mundial é de 20,5 kg/hab/ano.
Diante deste cenério, a expansdo da aquicultura é fundamental para continuar a contribuir com
a oferta de pescado no mundo. De acordo com a FAO 2019, a aquicultura é a mais rapida das
atividades agropecuarias em termos de resultados produtivos e uma das poucas capazes de
responder com folga ao crescimento populacional, o que pode contribuir para o combate a fome
em todo o mundo.

O principal fornecedor mundial de proteina de origem animal aquética, até meados dos
anos 90, era a industria pesqueira e a partir dos anos 2000, a aquicultura comegou a contribuir
significativamente com o fornecimento de pescados. Isso ocorreu devido a sobre exploracdo de
algumas espécies, que teve como contribuicdo a estagnacdo dos estoques naturais e 0 aumento
do consumo de pescadas pela populacdo. A produg¢do mundial de pescado chegou a 179 milhdes
de toneladas em 2018, que foram capturadas ou despescadas e fizeram a produgdo mundial de
pescado atingir um recorde historico, a pesca (continental e maritima) capturou 96,4 milhGes
de toneladas o que demonstra que o crescimento da captura em aguas de interiores e em aguas
marinhas em geral esta em estagnacdo, ja a aquicultura cresceu 25% entre 2008 e 2017 e foi
responsavel por 82,1 milhdes de toneladas (figura 1), 4 milhdes de toneladas de peixes gerados
a mais do que no ano anterior (FAO 2020). Se este crescimento continuar nos proximos anos
ocorrera a inversao de lideranca, sendo a producao peixes de cultivo superior aos de captura no
patamar global (PEIXE BR 2019).



Figura 1 - Dados da captura e producgéo de peixes no mundo.
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Fonte: FAO (2020)

Em 1961, a populacdo mundial consumia 9 kg per capita/ano, mas em 2018 consumo
humano de pescado chegou a 156 toneladas outro recorde apontado pela FAO (2020) e passou
para 20,5 kg per capita anuais, principalmente em razdo da expansdo da oferta de produtos

aquicolas (Figura 2).

Figura 2 - Consumo de peixes no mundo.

9.0Kg  20.5Kg

Fonte: FAO (2020)

No Brasil a atividade com maior destaque é a piscicultura continental, que representa a
maior parcela de producdo de pescados nacional. Estima-se que em 2018 tenham sido
produzidos aproximadamente 722.560 toneladas de peixes de dgua doce, equivalendo a 4,5 %

- AQUICULTURA
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a mais que o produzido em 2017 (691.700 toneladas) (PEIXE BR, 2019). Vale ressaltar que
entre esse volume produzido, 400.280 toneladas foram provenientes do cultivo de tilapia, o que
representou um crescimento de 11,9% em relacdo ao ano anterior, cuja producdo ficou estimada
em 357.639 toneladas (PEIXE BR, 2018).

Segundo dados da FAO 2020, a espécie mais cultivada no mundo ¢ a til&pia, somente
em 2018 foram produzidos quase 6 milhdes de toneladas (Figura 3). O Brasil produziu 400.000
toneladas contribuindo com 6,67 % do total da producéo global, resultado que colocou o pais
na 4° posicao entre os maiores produtores de tilapia no cenario global, ficando atras apenas da
China que produziu 1,86 milhdo de toneladas, Indonésia com producdo de 1,25 milhdo de

toneladas e o Egito com producéo de 860.000 toneladas (PEIXE BR 2020).

Figura 3 - Ranking global de producao de tilapia (toneladas).
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1.1.2 PRODUCAO DE TILAPIA NO BRASIL

A tilapia é a espécie de peixe mais produzida no Brasil ja ha alguns anos, devido suas
caracteristicas biologicas como facil adaptacdo, rapido crescimento, rusticidade e boa
conversdo alimentar. Entre as linhagens utilizadas a GIFT é a mais cultivada no Brasil, pois
apresenta bons resultados de desempenho zootécnico, alta rusticidade, facil domesticacgdo, ciclo
de cultivo considerado curto, dominio da reproducéo e rendimentos de filé com quase 90% de
aproveitamento, além de ter a qualidade da carne com reconhecida aceitacéo pelo consumidor,
e um mercado consolidado e em crescente expansdo (WATANABE et al., 2012).

Segundo dados da Secretaria de Comércio Exterior SECEX (2019) o Brasil exportou
32.417 toneladas de peixes frescos, refrigerados e congelados no ano de 2018 que gerou uma
renda de US$ 136 milhdes (FIGURA 4). A principal espécie cultivada para exportagéo foi a
tilapia com mais de 700 toneladas enviadas para Estados Unidos em 2018, gerou uma renda de
cerca de US$ 5,5 milhGes (PEIXE BR 2019).

Figura 4 — Processamento de peixes produzidos no Brasil para exportacéo.

Fonte: Anuério Peixe BR (2019)

O cultivo da tilapia no Brasil pode ser considerado eficiente, contudo, existem varios
desafios a serem cumpridos para que o crescimento dessa atividade continue em ascendéncia.
A intensificacdo dos sistemas de producdo € uma boa alternativa para elevar as taxas de
produtividade, porém ha necessidade de estabelecer protocolos de boas praticas de manejo,
adequacdo e balanceamento de dietas, disponibilidade de alevinos de boa qualidade e
adequacdo a diversidade climética do Brasil, levando-se em consideragdo adaptagdes as regides
de clima temperado, a fim de minimizar o efeito de baixas temperaturas sobre o surgimento de
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enfermidades e desempenho na producdo dos organismos produzidos, causando prejuizos
econdmicos ao produtor (KUBITZA, 2008).

A alta producéo da espécie é fortemente ligada a excelente combinacdo dos aspectos
fisioldgicos, que sdo favoraveis a sua adaptacdo e seu excelente desempenho em diversos
sistemas de cultivo (MOREIRA et al., 2001). No Brasil, a tilapia do Nilo é comumente
produzida em sistema semi-intensivo (viveiros escavados) e sistema intensivo (tanques-rede),
onde ambos os sistemas séo responsaveis pelo crescimento expressivo da atividade nos ultimos
anos (FAO, 2019). Os sistemas tradicionais como extensivo e semi intensivo, sem dividas, séo
de extrema importancia para o desenvolvimento da aquicultura nacional e mundial. Em
contrapartida, estes mesmos sistemas podem trazer consigo alguns problemas ambientais,
principalmente quando projetados e manejados de forma incorreta. Em relacdo aos viveiros
escavados, o sistema ocupa grandes areas de terras, onde normalmente as produtividades sdo
baixas e existe a necessidade de um viveiro de decantacdo bem dimensionado para reduzir o
descarte ou melhorar a qualidade de agua a ser descartada (ABIMORAD et al., 2009;
FREITAS; ODONE, 2015). Ao mesmo tempo, as altas densidades utilizadas em tanques-rede
aumentam consideravelmente os surtos de patdgenos, resultando em perdas econdmicas aos
produtores (SALVADOR et al., 2003; CYRINO et al., 2010). Nessa situacao, se faz necessario
uso de sistemas de producéo fechado, mais eficientes e que ofereca maior controle e seguranca
na producdo. Um exemplo que vem dando bons resultados é o uso da tecnologia de bioflocos
(BFT), que pode oferecer condi¢cdes para aumento das taxas de produtividade, mantendo a
qualidade da agua, diminuindo os possiveis impactos inerentes a atividade aquicola (WILD et
al., 2014).

1.1.3 TECNOLOGIA DE BIOFLOCOS (BFT)

A aplicacdo da tecnologia Biofloco (BFT) oferece beneficios na melhoria da producéo
aquicola que podem contribuir para a consecucdo dos objetivos de desenvolvimento
sustentavel. O emprego desta tecnologia pode resultar em maior produtividade com menos
impacto ao meio ambiente, devido a bioseguridade que o ambiente oferece aos animais, menor
consumo de agua de reposicao e ao aproveitamento dos flocos como alimento secundario da
espécie cultivada. Além disso, sistemas de biofloco podem ser desenvolvidos e executados em
integracdo com outra producédo de alimentos, promovendo sistemas integrados produtivos, com

0 objetivo de produzir mais alimentos na mesma area de terra com menos insumos (Figura 5).



Exemplos dessa integracdo sdo a fertirrigacdo que nada mais € que do que o
aproveitamento da agua do efluente de viveiros de criacdo de peixe para a irrigacéo de culturas
vegetais (DOMINGHETTI et al., 2014). Aquaponia que € o sistema de producéo de organismos
aquaticos em cativeiro integrado com a hidroponia, de forma que haja beneficios para ambos
(MARISCALLAGARDA et al., 2012). Nessa integracdo, geralmente a dgua de efluente da
aquicultura nutre a hidroponia. Crivelenti et al. (2009) observaram bom crescimento das tilapias
com baixa mortalidade (2,7%) e melhor qualidade do vegetal (alface) pela absorcdo do nitrato,

resultante da nitrificacdo bacteriana, em sistema integrado com uso do biofloco.

Figura 5 - Sistema de aquaponia.
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Fonte: Ilustracdo Vicente Henrique

Uma das estratégias para melhorar a producao e a sustentabilidade da aquicultura deve
se concentrar no aprimoramento da utilizacdo de nutrientes para a alimentacdo animal. Isso
pode ser desenvolvido por abordagens diferentes, aumentando a qualidade da alimentacao
atraveés do fornecimento de alimentos com maior digestibilidade, melhorando a estratégia de
alimentacdo o que possibilitard melhor aproveitamento do alimento fornecido e reutilizando o
desperdicio de nutrientes através de modificacbes na cultura sistema. Esse desperdicio de
nutrientes em um sistema de aquicultura é gerado principalmente a partir de alimentos néo
consumidos e dos processos de digestdo e metabolicos dos alimentos, os quais quando bem
gerenciados podem ser reutilizados diretamente por outros organismos em niveis troficos mais

baixos, 0 que possibilita a reutilizacdo dos nutrientes por varios processos biogeoquimicos
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naturais, principalmente por microrganismos que auxiliam a reincorporacdo destes
componentes nos ciclos de nutrientes (EMERENCIANO et al., 2017).

A tecnologia de Bioflocos € baseada principalmente no principio da reciclagem de
residuos de nutrientes, em particular o nitrogénio, transformando em biomassa microbiana que
pode ser usada in situ pelos animais cultivados ou ser colhida e processada em ingredientes
alimentares (AVNIMELECH, 2009; KUHN et al., 2010). A microbiota heterotrofica é
estimulada a crescer, direcionando a relacdo C / N na agua atraves da modificacdo do conteido
de carboidratos na racdo ou pela adicdo de uma fonte externa de carbono na dgua, para que as
bactérias possam assimilar o desperdicio de amonio para nova producdo de biomassa. Portanto,
0 aménio / amdnia pode ser mantido em uma concentracao baixa e ndo toxica, para reduzir a
utilizacdo de agua durante o ciclo produtivo (AVNIMELECH, 1999).

Esta microbiota rica nutricionalmente é um importante item alimentar dos peixes
cultivados, e serve como complemento a dieta alimentar dos animais cultivados pois estdo
disponiveis constantemente para os animais, e podem contribuir significativamente para
melhoria da conversao alimentar (WEI et al., 2016; BOSSIER e EKASARY, 2017). Para que
ocorra 0 aproveitamento integral do biofloco é necessario que a espécie desejada apresente
algumas caracteristicas biologicas especificas como: habito alimentar filtrador e/ou detritivora,
com aparatos morfoldgicos adaptados para aproveitar os agregados microbianos (bioflocos);
resisténcia a altas densidades de estocagem; baixa sensibilidade a niveis elevados de aménia e
nitrito; e tolerancia aos sélidos suspensos. Estas caracteristicas sdo de estrema importancia para
gue o animal se adapte e aproveite o bioflocos produzido sem causar prejuizos a sua saude
(EMERENCIANO et al., 2013). Neste sentido os organismos mais cultivados e que se adaptam
bem ao sistema de BFT sdo as tilapias (Oreochromis sp.) e o camardo branco do Pacifico
(Litopenaus vannamei) (TINH et al., 2021; EMERENCIANO et al., 2017).

Outra contribuicdo importante desses microrganismos € a biosseguridade do sistema
produtivo, pois € na presenca deles que ocorre competicdo biolégica entre os patdgenos e 0s
microrganismos presentes no biofloco, e a consequente inibicdo da proliferacdo dos
microrganismos patogénicos (EMERENCIANO et al., 2017).

Diante destas vantagens, é de extrema importancia que a tecnologia de bioflocos seja
cada vez mais explorada de forma a contribuir para o crescimento da aquicultura, sobretudo, de
forma sustentavel, uma vez que soluciona diversos problemas comumente encontrados nos
sistemas tradicionais. Além disso, novos estudos abordando a tematica da nutricdo sdo
extremamente importantes, visto que o alimento natural presente no sistema pode abrir

possibilidades para adaptagdes nas dietas dos organismos aquaticos (Figura 6).



Figura 6 — Bioflocos estavel proveniente do experimento realizado.

Fonte: Leonardo de Deus

1.1.4 NUTRICAO DE TILAPIA

A formulacéo de dietas para organismos aquaticos exige um excelente equilibrio entre
os ingredientes, além de um correto balanco de aminoacidos e acidos graxos. Isto porque uma
dieta bem balanceada facilita a sintese dos macronutrientes por parte dos peixes, e
consequentemente, maximiza o desempenho produtivo, melhorando o0s parametros
imunoldgicos, crescimento, reproducéo e sobrevivéncia. (TURCHINI et al., 2018).

Em sistemas convencionais de cultivo de peixes, cerca de 50 — 60% dos custos sao
referentes a alimentacdo (SILVA, M. et al). Uma dieta corretamente balanceada influencia
diretamente nos custos da producéo da atividade, pois a absor¢do dos nutrientes torna-se mais
eficiente, o desperdicio de nutrientes através da excrecdo dos animais € reduzido, refletindo na
melhora na qualidade de agua do sistema. Para uma correta formulacdo da dieta, € necessario
ter conhecimentos dos habitos alimentares da espécie, da fisiologia digestiva e das exigéncias
nutricionais do animal. A correta relacdo entre energia e proteina nas dietas € um fator crucial
na exigéncia da espécie, pois influencia diretamente no crescimento, na eficiéncia alimentar e
na composicdo corporal dos peixes. (SGNAULIN 2019).

Em relacdo a alimentacdo de peixes, se sabe que a proteina/aminoacidos € nutriente
essencial e um dos ingredientes mais caros para o crescimento ideal dos peixes e estdo
diretamente ligados aos processos fisioldgicos (ABDEL-TAWWAB et al., 2010). No entanto,

é importante considerar ndo apenas o contetdo de proteinas na dieta, mas também os niveis de
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energia (FURUYA et al.,, 2005), pois niveis desequilibrados de energia podem afetar o
crescimento, a eficiéncia alimentar e a deposicdo de gordura corporal (SGNAULIN 2019).
Também se faz necessario determinar os requisitos nutricionais especificos das espécies de
cultura em diferentes sistemas de producdo para maximizar a eficiéncia da absorcdo de
nutrientes, melhorando assim o desempenho do crescimento e reduzindo os custos de producao
(ABDEL-TAWWAB E AHMAD, 2009).

Estudos preliminares avaliaram varios compostos para melhorar o aproveitamento dos
nutrientes na dieta para tilapia em sistema BFT, mas sdo escassas informacdes referente a
utilizacdo por exemplo de acidos como aditivos na alimentacdo (DA SILVA et al., 2018). Neste
contexto, alguns ingredientes alternativos, como acidos formico, fumarico, latico e citrico, que
ja sdo utilizados com efeitos positivos na saude, desempenho e digestibilidade para animais
terrestres de producdo comercial (MAIOKA et al., 2004; DE FREITAS et al., 2006; VIOLA et
al., 2007; GHELER, 2009), poderiam ser utilizados na alimentacéo de tilapia do Nilo, visando
reducdo de custos com alimentacdo, melhora no desempenho zootécnico, salde, reproducao,
digestibilidade e status antioxidantes (TURCHINI et al., 2018).

1.1.5 ACIDO CITRICO

Dentre os acidos organicos, o &cido citrico tem sido amplamente utilizado na dieta
animal, devido as caracteristicas como palatabilidade, capacidade tamp&o, potencial de
acidificacdo devido ao seu poder de reduzir o pH quando presente no estomago e trato
gastrointestinal, além de ter menor custo em relacdo aos outros acidos organicos (HOSSAIN et
al., 2007; Figura 7). Na aquicultura é crescente a investigacdo do uso de acido citrico como
suplemento na dieta dos peixes e 0s recentes estudos tém registrado resultados positivos no
crescimento, conversdo alimentar, biodisponibilidade de minerais, absorcdo e retencdo do
fésforo (SARKER; SATOH; KIRON 2007; BARUAH et al.2007).

Figura 7 - Formula estrutural do acido citrico.
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Fonte: Food Ingredients Brasil



O é&cido 2-hidroxi-1,2,3- propanotricarboxilico, € um &acido orgéanico fraco em
temperatura ambiente que é encontrado nos citrinos, também conhecido como citrato de
hidrogénio, tem funcéo de acidificacdo de meios e pode ser aplicado em uma vasta linha de
alimentos. Sua forma de apresentacdo ¢ em pd branco cristal, solivel em agua e quando
misturado em algum produto apresenta percepcdo imediata e acentuada com curta duracéo
(CASTILLO, et al., 2014). O &cido citrico faz parte do ciclo de Krebs e, por isso, é de extrema
importancia para o metabolismo. Na natureza, o &cido citrico pode ser encontrado nas frutas e
vegetais, sendo mais recorrente nas frutas citricas. Sua producdo comercial do acido ocorre,
predominantemente, através de fermentacdo na presenca de um fungo (Aspergillus niger),
através de trés processos distintos para a fabricacdo: o processo Koji (fermentacdo em estado
solido); fermentacdo em superficie e fermentacdo por cultura submersa (ZHANG, et al. 2016).
Ele é comercializado na forma anidra ou monohidratada e, ainda, como sal sddico, apresenta
diversas caracteristicas que o torna indispensavel na industria alimenticia e por isso é aplicado
na fabricacdo de bebidas, sobremesas, geléias e outros (RINALDI, et al., 2017). Tem funcéo de
diminuir o pH que dessa forma auxilia no controle do crescimento microbiano, pode também

neutralizar o sabor doce e alongar ou elevar o potencial de conservantes.

1.1.6 STATUS ANTIOXIDANTE

O estresse oxidativo ocorre a partir de um desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. A geracdo de radicais livres e/ou
espécies reativas ndo radicais é resultante do metabolismo de oxigénio. A mitocondria, por meio
da cadeia transportadora de elétrons, € a principal fonte geradora. O sistema de defesa
antioxidante tem a func&o de inibir ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos radicais
livres e/ou espécies reativas ndo radicais. Esse sistema, usualmente, é dividido em enzimatico
(superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e ndo-enzimatico constituido por
grande variedade de substancias antioxidantes, que podem ter origem enddgena ou dietética
(IBRAHIM et al., 2021).

A geracdo de radicais livres acontece através de um processo continuo e fisiologico,
cumprindo funcdes bioldgicas relevantes. Durante 0s processos metabdlicos, esses radicais
atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas varias rea¢fes biogquimicas. Sua
producéo, em proporcdes adequadas, possibilita a geracdo de ATP (energia), por meio da cadeia
transportadora de elétrons; fertilizagdo do Ovulo; ativacdo de genes; e participacdo de
mecanismos de defesa durante o processo de infeccdo, porém, a producdo excessiva pode
conduzir a danos oxidativos (BARBOSA 2010).
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A producdo continua de radicais livres durante os processos metabolicos inicia o
desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Estes tém o objetivo de limitar os
niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos decorrentes.

A instalacéo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um desequilibrio
entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geragdo excessiva de radicais livres ou
da perda da velocidade de remogdo desses. Tal processo conduz & oxidagdo de biomoléculas
com consequente perda de suas funcBes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja
manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células e tecidos (IBRAHIM et al., 2021).
Quando o processo se torna crénico gera relevantes implicagdes sobre o processo etioldgico de
numerosas enfermidades cronicas ndo transmissiveis, entre elas a aterosclerose, diabetes,
obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer. Lannutti et al. (2012), em estudo de
revisao, ratificou que a geracdo de radicais livres desencadeia eventos patoldgicos que, por sua
vez, estdo envolvidos nos processos cardiovasculares, carcinogénicos e neurodegenerativos.

Sabendo das funcgBes do acido citrico como anti inflamatdrio, anti microbiano, a
utilizacdo dele como aditivo alimentar tende a ser uma 6tima alternativa no combate e reducao
dos radicais livres, com potencial de promover um melhor aproveitamento dos nutrientes da
dieta, modular a microbiota intestinal positivamente e estimular o status antioxidante do

organismo dos animais.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar diferentes niveis de inclusdo de acido citrico sobre o desempenho zootécnico e status
antioxidante de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) cultivadas em sistemas de bioflocos.

1.2.2 Objetivos Especificos
Avaliar o ganho de peso, biomassa final, peso do figado, peso do intestino, indice hepético e
indice intestinal de alevinos de tilapias produzidas em sistema de biofloco alimentadas com

dietas suplementadas com acido citrico nas proporcées de 0, 50, 100, 150 e 200mg/Kg.

Avaliar o metabolismo energético e o sistema antioxidante atraves de niveis de ROS (espécies
reativas ao oxigénio), NPSH (tiois ndo proteicos) e atividade de GST (enzima glutationa s —
transferase) sobre o efeito da inclusdo do acido citrico na dieta de alevinos de tilapia produzidas

em sistema de Biofloco.



2 - CAPITULO Il

1 MANUSCRITO

Os resultados desta dissertacdo séo apresentados na forma de um artigo com sua
formatacdo de acordo com as orienta¢des da revista Aquaculture ao qual serd submetido.

MANUSCRITO I: Acido citrico na dieta para alevinos de tilapia do nilo (Oreochromis
niloticus) em sistema de bioflocos melhora o desempenho zootécnico e status antioxidante
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Resumo

Em decorréncia do aumento expressivo do consumo e da demanda pela producdo de peixes, se
faz necessario buscar alternativas que auxiliem a producdo de alimento de qualidade em
sistemas mais sustentaveis. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi investigar a incluséo de
diferentes niveis de acido citrico na proporcéo; (A) 0; (B) 50; (C) 100; (D) 150; (E) 200 mg/Kg
de racdo na dieta de alevinos de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) linhagem GIFT, com
peso médio de 1,76 + 0,11g produzidas em sistema de biofloco. O experimento teve duracdo de
45 dias e foram avaliados os parametros fisico-quimicos de qualidade da agua, 0os quais
permaneceram com concentracdes aceitaveis para um bom desempenho da espécie testada.
Quanto ao desempenho zootécnico, peso final médio apresentou diferenca significativa, onde
0s grupos que receberam o aditivo na dieta apresentaram peso até 29,8% maior em relagdo ao
grupo controle. Foi avaliado também o peso de figado e intestino além do indice hepatico e
intestinal, os quais ndo tiveram resultados significativamente diferentes entre 0s grupos
testados, 0 que indica que por mais que o &cido citrico seja benéfico para o desenvolvimento de
til&pias, ainda assim ndo estimula o crescimento de 6rgaos envolvidos no processo de digestéo.
A analise do sangue revelou uma diferenca significativa para parametros de avaliacdo do status
antioxidante, onde espécies reativas ao oxigénio (ROS) apresentou a maior média no grupo
controle, o que pode ser considerado um indicador de maior nimero de radicais livres nos
animais deste grupo. O resultado da enzima Glutationa S-Transferase (GST) que tem entre suas
funcdes desintoxicar o figado, teve o grupo (D) com a maior média exposta, em relacdo aos
demais. Ja para os tiois ndo proteicos (NPSH) o grupo (D) teve média superior aos grupos
controle e (B), e semelhante aos grupos (C e E) o que significa que estes grupos tiveram um
estimulo maior de antioxidante NPSH, que é benéfico e pode contribuir para um
desenvolvimento melhor e mais saudavel do animal. De acordo com os dados encontrados,
recomenda-se um nivel de inclusdo de 150 mg de acido citrico por Kg de racdo para alevinos
de tilapias do Nilo. Visto que a busca por ingredientes alternativos e aditivos em dietas para
organismos aquaticos é de extrema importancia para a aquicultura, o experimento demonstrou

resultados promissor e que podem contribuir para a nutricao de tilapias em sistemas fechados.

Palavras-chave: Aditivo, alimento, biofloco, peixe.
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Abstract

Due to the significant increase in consumption and demand for fish production, it is
necessary to seek alternatives that help the production of quality food in more sustainable
systems. Therefore, the objective of this study was to investigate the inclusion of different citric
acid levels in the proportion; (A) 0; (B) 50; (C) 100; (D) 150; (E) 200 mg/kg of feed in the diet
of Nile tilapia fingerlings (Oreochromis niloticus) GIFT line, with an average weight of 1.76 +
0.11g produced in a biofloco system. The experiment lasted 45 days and the physical-chemical
parameters of water quality were evaluated, which remained with acceptable concentrations for
a good performance of the tested species. Regarding zootechnical performance, the mean final
weight showed a significant difference, where the groups that received the additive in the diet
presented weight up to 29.8% higher than in the control group. Liver and bowel weight was
also evaluated in addition to the hepatic and intestinal index, which did not have significantly
different results among the tested groups, which indicates that however beneficial citric acid is
for the development of tilapia, it still does not stimulate the growth of organs involved in the
digestion process. Blood analysis revealed a significant difference for antioxidant status
assessment parameters, where oxygen-reactive species (ROS) presented the highest mean in the
control group, which can be considered an indicator of a higher number of free radicals in the
animals of this group. The result of the enzyme Glutathione S-Transferase (GST) that has
among its functions detoxifying the liver, had the group (D) with the highest average exposed,
about the others. For non-protein tics (SPL) the group (D) had a higher mean than the control
and (B) groups, and similar to the groups (C and E), which means that these groups had a higher
stimulation of antioxidant NPSH, which is beneficial and can contribute to the better and
healthier development of the animal. According to the data found, it is recommended a level of
inclusion of 150 mg citric acid per kg of feed for Nile tilapia fingerlings. Since the search for
alternative ingredients and additives in diets for aquatic organisms is extremely important for
aquaculture, the experiment demonstrated promising results that can contribute to the nutrition

of tilapia in closed systems.

Keywords: Additive, biofloc, fish, food.



1 Introdugéo

O consumo global de peixes como fonte de alimento aumentou na taxa média anual de
3,1% de 1961 a 2017, uma taxa quase duas vezes maior ao crescimento populacional do mundo
anual que foi 1,6% (FAO, 2019). Neste sentido a aquicultura vem crescendo e obtendo destaque
no panorama mundial nos Gltimos anos por ser a principal atividade responsavel por suprir a
demanda de pescado no mundo (FAO, 2016).Visando a sustentabilidade, o sistema de bioflocos
tem como principio a reciclagem de residuos de nutrientes, em particular o nitrogénio, em
biomassa microbiana que pode ser usada in situ pelos animais cultivados ou ser colhida e
processada em ingredientes alimentares (AVNIMELECH, 2009; KUHN et al., 2009). A
microbiota heterotrofica é estimulada a crescer, direcionando a relacdo C / N na agua através
da modificacdo do contetdo de carboidratos na racdo ou pela adicdo de uma fonte externa de
carbono na 4gua (AVNIMELECH, 1999). Outra contribuicdo importante desses
microrganismos € a biosseguridade do sistema produtivo, pois é na presenca deles que ocorre
competicdo bioldgica entre os patdgenos e os microrganismos presentes no biofloco, e a
consequente inibicdo da proliferacdo dos microrganismos patogénicos (EMERENCIANO et
al., 2017).

Este sistema depende do equilibrio entre carbono e nitrogénio na dgua para o seu correto
funcionamento, estimulando o crescimento dos organismos microbianos no sistema promove a
absorcdo de compostos nitrogenados e transformacdo de residuos em proteina microbiana
(EMERENCIANO et al., 2013).

Melo et al., (2015) ao testar o cultivo intensivo de camardo marinho (Litopenaeus
vanammei), com utilizacdo de bioflocos como fonte de alimento suplementar, observou que é
possivel reduzir os niveis de proteina da racdo de 35 para 25% sem comprometer o desempenho
zootécnico dos camardes e a qualidade da agua. J& Silva et al (2018), avaliando juvenis de
tilapia em duas fases distintas, observou este mesmo efeito, podendo o teor de proteina da dieta
ser reduzido para 28 e 22% respectivamente para peixes de 10 a 60g e 60 a 230g. Diante destas
vantagens, é de extrema importancia que a tecnologia de bioflocos seja cada vez mais explorada
de forma a contribuir para o crescimento da aquicultura, sobretudo, de forma sustentavel, uma
vez que soluciona diversos problemas comumente encontrados nos sistemas tradicionais.

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) apresenta extrema importancia neste cenario
de crescimento, principalmente no Brasil onde seu cultivo tem apresentado rapida expansdo. O
sucesso da espécie estd ligado a sua facil adaptacdo a diversos tipos de sistemas de cultivo,
rusticidade, baixo nivel tréfico, rapido crescimento, além de apresentar boas taxas de conversao
alimentar (FURUYA et al., 2005).
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As boas caracteristicas relacionadas a alimentacéo das tilapias impulsionam ainda mais
0s estudos relacionados aos aspectos nutricionais, fisioldgicos, morfoldgicos e todos aqueles
que afetam o desempenho produtivo (SANTOS et al., 2009). Outro aspecto a ser levado em
conta é o econdmico, uma vez que o alto custo das racbes pode representar mais de 50% dos
custos totais de producdo (ABWAO et al., 2014). Diante desta situagéo, a busca por ingredientes
alternativos que apresentam uma composicao nutricional semelhante ou até mesmo melhor que
0S convencionais, surgiram como uma op¢do na reducdo de custos, e sdo temas atuais da
aquicultura (EMERENCIANO et al., 2017).

Acidos organicos e seus sais estdo sendo cada vez mais pesquisados como suplementos
alimentares em cultivos como uma alternativa com potencial para melhorar a utilizagdo de
nutrientes, o crescimento e a resisténcia a doencas em animais aquaticos (LIM et al., 2015 e
2017). Acredita-se que isso se deva principalmente as suas propriedades acidificantes que
podem melhorar varios parametros, como a utilizacdo de nutrientes, a saide gastrointestinal do
animal e a atividade da enzima digestiva. Embora existam vérios tipos de &cidos organicos,
talvez o0 mais estudado como complemento alimentar de animais aquaticos seja o acido citrico e
seus sais (por exemplo, citrato de sddio), que demonstrou ter um bom sucesso com uma
variedade de espécies aquéticas (SUGIURA et al., 1998; KHAJEPOUR et al., 2012;
CARDOSO 2016). No entanto, pesquisas sugerem que os efeitos dos &cidos organicos da dieta
sdo altamente especificos para cada espécie (NG et al., 2009; ABWAO et al., 2014; NEVES
2018).

O efeito promotor de crescimento do acido citrico pode ocorrer devido a acidificacdo
gastrointestinal e aos efeitos antimicrobianos. Considerando que um pH géstrico mais baixo
induzido pelo acido citrico resulta em aumento da atividade das enzimas digestivas, o que leva
a uma maior disponibilidade de nutrientes. Além disso, a quelacdo e a formacdo complexa de
minerais podem ser afetados pelo efeito do é&cido citrico, resultando em maior
biodisponibilidade de minerais da dieta (KHAJEPOUR et al., 2012). A suplementacédo de 2%
de acido citrico melhora a disponibilidade de calcio e fésforo e influencia positivamente a
morfologia intestinal de juvenis de tilapia do nilo (CARDOSO 2016). Além disso, na
bioquimica, este acido apresenta um papel importante no ciclo de Krebs, como intermediario
para producdo de ATP que ocorre na célula animal (LEHNINGER, 2007). Segundo Neves
(2018) a suplementagdo de 1,5% de acido fumarico melhora o desempenho zootécnico e resulta
em efeito antibacteriano em tilapias do Nilo.

Portanto se faz necessario investigar as formas de acdo do acido citrico sobre o

desempenho de tilapias em sistema de biofloco. Devido a escassez de informacéo, é preciso



avaliar se o comportamento e desempenho dos animais é afetado com a incluséo do &cido citrico
na dieta, assim como nos sistemas de producdo em agua clara. Além disso, novos estudos
abordando a temética da nutricdo sdo extremamente importantes, visto que o alimento natural
presente no sistema pode abrir possibilidades para adaptacdes nas dietas dos organismos

aquaticos.

Material e métodos

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratorio de Aquicultura do Oeste
(LAQUA-OESTE) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), localizado em
Chapect - SC, totalizando 45 dias, CEUA N: 2276141219.

Os peixes utilizados no experimento foram adquiridos de uma piscicultura comercial
localizado no litoral de Santa Catarina, transportados até o LAQUA, onde foram aclimatados,
sendo mantidos em caixas de polietileno de 1000 L por cinco dias até o inicio do experimento.
Foram utilizados 200 alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) variedade GIFT, com
peso médio inicial de 1,76 = 0,11 g. As unidades experimentais utilizadas foram caixas de
polietileno com capacidade de 100 L, e volume til de 60 L cada, canalizadas até uma caixa de
1000 L com volume atil de 400 L com recirculagdo da &gua, ilustrado na Figura 1.

Foram instalados termostatos (Atman® modelo BT-300 W, Zhujiang Sanjiao, China)
visando manter uma relagdo aproximada de 1 W/L e a temperatura proxima a 28°C; e uma
bomba submersa (Atman® de 3500 L/h, Zhujiang Sanjiao, China) para bombear a agua desse
reservatorio para as unidades experimentais. Este procedimento foi adotado para manter as
mesmas caracteristicas de qualidade de dgua em todas as unidades experimentais. A agua era
captada da rede de abastecimento da cidade (CASAN) que permanecia durante um periodo de
48 horas com aeracdo continua para a volatilizacdo de residuos de hipoclorito de sédio. A
aeracdo foi continua através de anéis de mangueira micro perfurada (50 cm), localizados no
centro da caixa de 1000 L, e nas unidades experimentais, utilizado uma pedra porosa (15 mm x
20 mm) abastecida por uma tubulagéo interligada a um por um compressor de ar radial (1,5
CV).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente com o mesmo nimero de individuos por
grupo, sendo cinco tratamentos com quatro repetices em um delineamento inteiramente ao
acaso, totalizando 20 unidades experimentais. Os tratamentos foram compostos por diferentes
niveis de inclusdo de acido citrico na dieta (0; 25; 50; 100 e 200 mg/Kg de racao). A inclusdo

do &cido citrico foi realizada no laboratério LANA localizado na (UDESC Chapecd, Santa
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Catarina, Brasil) e os niveis de garantia da racdo utilizada como base, de acordo com as
informagdes do rétulo (Tabela 1).

O fornecimento de racdo foi dividido em trés horarios (09:00, 13:00 e 17:00 h). A
quantidade inicial fornecida foi de 7% da biomassa, sendo ajustados atraves de biometria
realizada a cada 15 dias (balanca digital, modelo HBF 214), de acordo com Kubtza (2011).

Para os parametros de avaliacdo de qualidade da agua, foi verificado todos os dias as
09:00 e as 17:00 horas, temperatura com a utilizacdo de um termémetro digital (AKSO modelo
AK 02), pH verificado com o medidor de pH portatil (AKSO modelo AK 90) resolucdo pH:
0,01 para pH / 1 mV para Potencial Redox. J& o oxigénio dissolvido foi verificado cinco vezes
por semana com aparelho oximetro digital com sonda (ALFAKIT modelo AT 160 SP) método
de Winkler e ponto zero com Solucéao de Sulfito de Sodio, de acordo com o Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater, 21st Edition 2005, método 4500 — G e método
2520 B para Salinidade. Baseado nas normas NBR 10559 a Determinacdo de Oxigénio
lodométrico de Winkler e suas modificagdes e MB 3030 a Determinacdo de Oxigénio
Dissolvido a Método do Eletrodo de Membrana. Uma vez por semana foi avaliado amonia,
nitrito, nitrato através de um fotocolorimetro (Alfakit modelo AT 100P), que usa o0 método de
reacdo de Griess, Alfanaftilamina, NTD e Digestdo — Nessler. Para a formacdo e manutengéo
da comunidade microbiana do sistema de bioflocos, cinco dias antes do inicio do experimento,
foram inoculados 200 L de bioflocos em de cada macrocosmo. Este indculo veio de uma cultura
intensiva de camardo (Litopenaeus vannameio) em BFT (salinda de 6) estabilizado e mantido
a mais de dois meses. Para auxiliar na manutencdo do biofloco em cada macrocosmo foi
inserido uma biomassa de 600 grama de tilapia. A manutencdo da relagdo carbono - nitrogénio
foi sequindo a metodologia sugerida por (AVNIMELECH, 1999).

No final do experimento, ap6s jejum de 24 horas, todos os animais foram pesados
individualmente em balanca digital com precisdo de 0,01g (OHAUS modelo PA 4102 P), com
0 intuito de avaliar o desempenho zootécnico. Também foi analisado as seguintes variaveis:
ganho de peso (GP); biomassa inicial e final (BI/BF); comprimento inicial e final (CI/CF); peso
do figado (PF); peso intestino (PI); e sobrevivéncia. Trés animais de cada unidade experimental
foram anestesiados, sendo expostos ao (eugenol a 75 mg/L) em uma caixa de dgua com
capacidade de 10 litros, até que ndo apresentassem movimentos corporais por meio de
visualizacdo comportamental até que ndo apresentem nenhum movimento, apos isso, foi
coletado sangue com auxilio de seringas de 3 ml contendo EDTA a 10% por pun¢do na regido

caudal dos animais, para avaliacdo de estresse oxidativo através de ROS (Halliwell, B.,



Gutteridge, J.M.C. Free radicals in biology and medicine, 4th edn. Oxford University Press,
New York 2007), GST (Habig, W.H., Pabst, M.J., Jakoby, W.B., 1974. Glutathione S-
transferases. The first enzymatic step in mercapturic acid formation. J. Biol. Chem. 249, 7130—
7139) e NPSH (ELLMAN, 1959). Posteriormente os peixes foram submetidos a eutanasia em
300mg/I de eugenol por 600 s e decapitados para realizacdo da coleta dos 6rgéos e tecidos e
para determinar os indices.

Anélise estatistica

Para sobrevivéncia foi utilizada analise ndo-paramétrica, pois para essa variavel nao
houve distribuicdo normal de residuos, sendo aplicado o Teste de Kruskal-Wallis,
Sobrevivéncia (p = 0,2240).

Para os parametros de qualidade de agua foi realizada estatistica descritiva dos dados
obtidos, com valores médios e desvio padrdo de cada tratamento. Para os demais parametros,
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA); e posteriormente diferencas significativas
entre os tratamentos foram detectadas por meio do teste de Tukey, SAS® (Statistical Analysis

System), com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Resultados e discussao

Os parametros avaliados para qualidade de agua, permaneceram dentro de uma faixa
aceitavel para producédo de tilapias, de acordo com (OSTI et al., 2018). As médias e desvio
padrdo das varidveis analisadas estdo apresentadas na Tabela 2. A coleta dos dados de qualidade
de 4gua ndo apresentou diferenca significativa (P<0,05) para nenhum parametro verificado.

Os resultados para sobrevivéncia ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos testados (p = 0,2240), esse resultado pode ocorrer devido a nenhum dos tratamentos
oferecer exposicdo a algum agente que cause um desafio para salide dos animais ou fator
estressante que possa ocasionar em uma baixa da imunidade dos individuos testados (NG et al.,
2009). Resultado que se assemelha ao de Dai et al., (2018), que utilizou a espécie pregado em
sistema de agua clara, alimentado com dietas com diferentes niveis de acido citrico em
comparacao com a dieta controle e ndo observou altera¢do na sobrevivéncia dos peixes.

Em relacdo aos pardmetros zootecnicos, os resultados de ganho de peso apresentaram
efeito significativo entre os tratamentos testados (Tabela 3). O ganho de peso nos grupos que
receberam o acido citrico na dieta foram todos superior (p<0,05) ao grupo controle que nao
recebeu a dieta com aditivo. Esses resultados vdo ao encontro a varios estudos que
demonstraram as suplementacdes dietéticas de acido citrico ou citrato de sodio tiveram um

efeito benéfico no crescimento de varias espécies de peixes (BARUAH et al., 2007, HOSSAIN
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et al., 2007, KHAJEPOUR et al., 2012, CASTILLO et al., 2014, ZHU et al., 2015). Uma das
causas sugeridas foi devido a maior utilizagdo de nutrientes, particularmente para minerais
como o fosforo (P) (BARUAH et al., 2007, KHAJEPOUR et al., 2012, CASTILLO et al.,
2014). Isso parece ser particularmente importante ao usar proteinas baseadas em plantas, uma
vez que o &cido citrico pode atuar como um quelante competitivo do &cido fitico, que é um fator
anti-nutricional que as plantas usam para armazenar P em uma forma inacessivel aos peixes,
mas também pode se ligar a outros nutrientes, incluindo proteinas e minerais (FRANCIS et al.,
2001). Em termos de nutrigdo da tilapia, niveis elevados de acido fitico e baixa disponibilidade
de P foram citados como contribuintes para limitar o crescimento da tilapia ao usar dietas a base
de farelo de soja (NG; ROMANO, 2013).

Os dados de biomassa final apresentaram resultados significativos (p<0,005) em que 0s
grupos que receberam &cido citrico na dieta foram similares entre si e superior ao grupo controle
que ndo recebeu o aditivo na dieta. O aumento do pH no estdmago afeta negativamente a
ativacdo da pepsina e, possivelmente, diminui a capacidade de digestdo de proteinas em peixes
(LUCKSTADT, 2008; MARQUEZ et al., 2012). Desta forma, ao suplementar &cido citrico na
dieta, ha reducdo do pH estomacal com possivel melhoria da digestao de proteina. Segundo Dai
et al.,, (2018) dietas suplementadas com &cido citrico aumentaram significativamente
a atividade da pepsina e tem correlagdo negativa com o pH do contetdo estomacal o que pode
influenciar positivamente na absorcéo dos nutrientes para pregado. Da mesma forma, o acido
citrico melhorou as atividades das enzimas digestivas gastrointestinais em tambor vermelho
(Sciaenops ocellatus) e tilapia (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus) (CASTILLO et
al., 2014; Ll et al., 2009). Isso pode nos fornecer base para acreditar que a inclusdo de um acido
organico via dieta pode corrigir o pH estomacal ou deficiéncia de pepsina, aumentando assim
0 aproveitamento das proteinas da dieta e impedindo também uma elevacdo de bactérias
indesejadas no trato digestivo, que causam doencas e consequentemente perdas na producéo.

Além disso, o &cido citrico tem efeitos potenciais sobre a biodisponibilidade de minerais
em animais terrestres (PAK et al., 1987; RAVINDRAN & KORNEGAY, 1993; CRAWFORD,
1995). Tia et al. (2010) relataram que a acidificacdo da dieta por &cido citrico aumentou
significativamente o ferro corporal total em peixes. Sugiura et al. (1998) também observaram
um aumento na disponibilidade aparente de Calcio, Fosforo, Magnesio, Manganes e Ferro em
trutas arco-iris alimentadas com dietas a base de farinha de peixe suplementadas com acido
citrico. Boling et al., (2001) observaram que em frangos, a utilizagdo de Zinco aumentou com
a adicdo de &cido citrico. Boling et al., (2001) em outro estudo verificou-se que concentraces

elevadas de Cobre, Ferro e Zinco podem promover a atividade da protease no estbmago da



tilapia. E possivel que os oligoelementos liberados pelo &cido citrico possam ter contribuido
para 0 aumento da atividade da protease. Ele também aumenta as atividades da amilase no
hepatopancreas e no intestino (BOLING et al., 2001). Provavelmente, isso se deve as mudancas
no pH intestinal pelo &cido citrico, visto que foi relatado que o pH da digesta também é um
fator que influencia a liberacdo de colecistoquinina (CCK) e a secrecdo pancredtica
exocrina. Além disso, o efeito do acido citrico na liberacdo de ions metélicos pode ser
responsavel pelas alteracdes da amilase no intestino da tilapia (MARQUEZ et al., 2012).

Os parametros de peso de figado, peso do intestino, indice hepatico e indice intestinal
ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos testados (Tabela 4). O que nos leva a
crer que por mais que a inclusdo de &cido citrico na dieta seja benéfica, ainda assim ndo causou
alteracdo nos 6érgdos envolvidos no processo de digestdo. Ja que estes indices tem extrema
importancia com relacdo aos aspectos nutricionais dos peixes, uma vez que o figado é
responsavel pela armazenagem de reservas energeticas como glicogénio e lipidios (YOGATA;
OKU, 2000). Além disso, a inclusdo de &cido na dieta pode reduzir o numero de bactérias no
intestino conforme encontrado por Ng (2009), que observou que as contagens bacterianas totais
no intestino e nas fezes de tilapias do nilo foram significativamente (p <0,05) afetadas pela
suplementacéo dietética com acido malico, e uma interacéo significativa foi observada entre o
acido malico e (Bacillus subtilis). A reducdo na contagem bacteriana total decorre
principalmente da difusdo de &cidos orgénicos nas células bacterianas, da dissociagdo desses
acidos no interior das células, a consequente diminuicao do pH citoplasmatico e eventual morte
celular (YOGATA; OKU, 2000).

Os modos de acdo dos &cidos organicos parecem ser diferentes. Varias hipdteses foram
sugeridas para explicar os efeitos dos acidos organicos no aumento da utilizacdo de nutrientes
em animais terrestres, que incluem o seguinte: reducdo do pH géstrico levando ao aumento da
ativacdo da pepsina; reducdo do pH intestinal que pode aumentar a solubilizacdo de minerais,
resultando em aumento da absor¢do de minerais; ou como resultado da diminuicao da atividade
microbiana intestinal que poderia utilizar nutrientes agora poupados para o animal hospedeiro
(NG, 2009).

O aumento da resposta imune associado & acidificagdo da dieta ou suplementacdo pode
ser devido aos seus efeitos inibitorios contra 0s microrganismos patogénicos em todo o trato
gastrointestinal. A resposta imune do organismo se origina no intestino, entre outros locais, e
a presenca de bactérias patogénicas enfraquece o sistema imunoldgico local, que é altamente

mobilizado para combater invasores. A administragdo de &cidos organicos reduz a incidéncia e
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a duracdo das doencas ao aumentar a resisténcia a colonizacéo e efeitos inibitdrios diretos contra
patogenos (BALCAZAR et al., 2006).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) surgem da instabilidade de seus elétrons
desemparelhados, o que gera alto potencial de reatividade com moléculas biologicas. O ataque
que é proporcionado possibilita oxidagdo de estruturas de membranas celulares e até mesmo do
acido desoxirribonucleico (DNA). Em situacdo extrema, observa-se a instalacdo do quadro de
estresse oxidativo, caracterizado, sobretudo, pela diminuicdo da atividade do sistema
antioxidante (BALCAZAR et al., 2006).

A atividade bioldgica de ROS é limitada por uma série de antioxidantes enddgenos e
proteinas relacionadas ao estresse (SMOLKA et al., 2000). Os principais sistemas de defesa
enddgenos compreendem as vitaminas antioxidantes (vitaminas A, C e E), acido Urico,
glutationa reduzida (GSH), grupamentos sulfidrila livres e enzimas antioxidantes (superoxido
dismutase, catalase e sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase). As enzimas
antioxidantes constituem o principal mecanismo de defesa antioxidante intracelular, pois
eliminam 02--, H202 e hidroperoxidos que poderiam oxidar os substratos celulares,
prevenindo as reacGes em cadeia dos radicais livres, através da diminuicdo na concentracéo
disponivel destes para iniciar o processo (YU, 1994).

No estudo demonstra-se que o status oxidativo sistémico tendeu a melhora, o que pode
ter reduzido possiveis inflamacdes nos animais que receberam o acido citrico na dieta, apos o
periodo de 45 dias de experimento, possivelmente em razdo da diminuicdo do nivel de ROS,
causadas pela acdo do aditivo testado (tabela 5). Apesar de os resultados iniciais serem
promissores e indicarem que 0 uso desse composto pode ser Util na prevencdo de doencas
inflamatorias, ainda é preciso expandir conhecimentos sobre o assunto antes de aplicar sua
utilizacdo em larga escala, uma vez que nao se tem o conhecimento de todas as alteracfes
clinicas geradas pela utilizacdo do acido citrico.

As enzimas de detoxificacdo sdo largamente utilizadas para detectar toxicidade em
diferentes ambientes. Entre estas enzimas, a glutationa-s-transferase (GST) desempenha um
papel fundamental na desintoxicacdo de uma ampla gama de compostos (LANNUTTI,
MARRONE; NAZZARENO, 2012). As glutationa-S-transferases sd&o membros de uma
superfamilia de proteinas diméricas multifuncionais envolvidas na detoxificacdo celular de
compostos citotdxicos e genotdxicos e na prevencdo de danos oxidativos aos tecidos
(ARMSTRONG, 1997). Seu mecanismo catalitico é promover a adigdo nucleofilica do peptideo
glutationa (GSH-Glu Cis-Gli) a uma extensa variedade de eletrofilos hidrofébicos endégenos e

exogenos, formando produtos conjugados que sdo mais polares e mais facilmente excretados



do que os seus correspondentes precursores (LANNUTTI; MARRONE; NAZZARENO, 2012).
Estudos comparando a sequéncia de aminoacidos confirmam que as classes de GSTs existem
numa gama surpreendentemente ampla de organismos. Pesquisas relacionadas a elucidacdo de
processos detoxificantes e respostas adaptativas de proteinas como a GST podem ser Gteis para
uma melhor compreensdo da toxicidade em organismos expostos a substancias quimicas
(OTITOJU Y ONWURAH, 2007).

Os resultados deste estudo apresentaram aumento significativo da atividade da enzima
GST para o tratamento em que foi utilizado a dosagem de 150 mg/Kg de acido citrico na dieta
de til&pias do Nilo, sendo superior aos demais tratamentos e ao grupo controle. Isso pode ser
considerado efeito benéfico, pois o aumento desta enzima pode elevar o potencial de
desintoxicacdo do figado. Dados semelhantes foram observados por Rizwan-ul-hag et al. (2012)
que relataram inducdo da GST expostas a elevadas concentracBes de roxarsona e acido
arsenilico. A exposicéo a fatores de estresse ambiental pode regular varios genes, estimulando
ou inibindo a expressdo génica de proteinas relacionadas a funcGes de protecdo celular
(RIZWAN-UL-HAQ et al. 2012). A inducdo da GST é um processo fundamental na protecéao
celular contra uma variedade de substancias toxicas pré-oxidantes. Além disso, promove uma
melhor detoxificacdo dos xenobidticos que sdo substancias quimicas prejudiciais ao organismo,
através da formacéo de um complexo com a GSH (OTITOJU Y ONWURAH, 2007).

A GSH é um tampdo redox intracelular essencial por ter a fungdo de protecdo celular
contra os danos causados pela oxidacdo (FANG et al., 2002). Além disso, mantém 0s grupos
tiois das proteinas em estado reduzido e impede a inativacdo de proteinas e enzimas funcionais,
protegendo esses grupos contra oxidagdo (MANVERMEZ AND CELIK, 2004).

Os tidis sdo antioxidantes ndo enzimaticos celulares, estdo entre os alvos principais de
ROS, e consequentemente estdo no centro de todos os processos redox celulares
(WINTERBOURN; HAMPTON, 2008). A oxidacdo de tidis de proteinas por trocas
tidis/disulfeto ou outros processos, pode resultar em formacdo de disulfetos intra- ou inter-
moleculares e perda de funcdo. Dessa forma, a homeostasia dos tiois celulares é critica para a
sobrevivéncia e funcdo celular (NETTO et al., 2016; WINTERBOURN; HAMPTON, 2008).

Os niveis de NPSH (ti6is ndo proteicos) para 0s grupos testados estdo demonstradas na
tabela 5. O tratamento 150mg/kg foi superior aos grupos controle e 50mg/kg, e semelhante aos
100 e 200 mg/kg o que significa que estes grupos tiveram um estimulo maior de antioxidante
NPSH, que € benéfico e pode contribuir para um desenvolvimento melhor e mais saudavel do

animal.
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Tie et al. (2010) observaram em um estudo com inclusdo de diferentes niveis de acido
citrico na dieta de pregado, (Scophthalmus maximus L) que o &cido citrico teve funcdo anti-
inflamatdria por meio da ativacdo mediada por proteinas da familia (TLR), e alem disso, 0 &cido
citrico contribui para a manutencdo das proteinas Tight Junctions que sdo proteinas que se
formam dentro de dominios lipidicos da membrana plasmaética. Balcézar et al., (2006) acredita
que os &cidos organicos estimulam a resposta imune ao afetar a flora intestinal, que é necesséria
para o desenvolvimento do sistema imunologico intestinal. Além disso, uma funcdo semelhante
a da acetil glucosaminidase foi relatada para o acido citrico, que exerce um papel fundamental
na digestdo de quitina e resisténcia a virus e parasita, influenciando assim o fungao imunoldgica
dos peixes e crustaceos (XIE et al,. 2010). Outro resultado positivo foi a melhora da
capacidade antioxidante demonstrada no camarao branco por meio da suplementacéo dietética
de &cido citrico (SU et al., 2016). Muitas combina¢des importantes de antioxidantes ainda ndo
foram testadas e seus efeitos clinicos e alteragdes no “status” oxidativo do organismo
permanecem inconclusivas. Por fim, para que no futuro essas substancias possam fazer parte
das varias formulas de combate as principais doencas causadas pela oxidagdo, é importante
concentrar esforcos principalmente nos efeitos clinicos da terapia antioxidante, e ndo s6 nas

habituais avaliagdes bioquimicas.

Concluséo

De acordo com os resultados obtidos, recomenda-se um nivel de inclusdo de 150 mg/Kg
de acido citrico em racOGes extrusadas para alevinos de tildpia do Nilo, uma vez que
proporcionou melhor desempenho zootécnico com aumento de até 29,8% no ganho de peso e
melhora no “status” antioxidantes, aumentando atividade de GST e niveis de NPSH ao mesmo

tempo que diminui nivel de ROS.
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Tabela 1 - Niveis de garantia da racdo comercial usada como base para inclusdo dos niveis de

acido citrico.

Niveis de Garantia

Ingrediente Quantidade
Proteina Bruta (min) 320g/kg (32%)
Extrato Etéreo (min) 60g/kg (6%)
Matéria Fibrosa (max) 60g/kg (6%)
Matéria Mineral (max) 130g/kg (13%)
Célcio (min) 10g/kg (1%)
Célcio (méx) 30g/kg (3%)

Fésforo (min)
Energia Digestivel
Vitamina A (min)
Vitamina C (min)
Vitamina D3 (min)
Vitamina E (min)
Vitamina K3 (min)
Vitamina B1 (min)
Vitamina B2 (min)
Vitamina B6 (min)
Vitamina B12 (min)
Acido Félico (min)
Acido Pantoténico (min)
Biotina (min)
Colina (min)
Niacina (min)
Cobre (min)

Ferro (min)

lodo (min)
Manganés (min)
Selénio (min)
Zinco (min)
Inositol (min)

9000mg/kg (0.9%)
(min) 3000kcal/kg
8000UI/kg
300mg/kg
2000UI/kg
64Ul/kg
4mg/kg
8mg/kg
10mg/kg
7mg/kg
55mcg/kg
3.5mg/kg
40mg/kg
0.3mg/kg
2000mg/kg
65mg/kg
5mg/kg
40mg/kg
1.1mg/kg
13mg/kg
0.25mg/kg
85mg/kg
100mg/kg

Fonte: Alisul alimentos.
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Tabela 2 - Valores médios e desvio padrao dos parametros de qualidade de &gua de tilapias

alimentadas com diferentes niveis de acido citrico produzidas em sistema de bioflocos.

Parametros  temperatura pH Ambnia Nitrito Nitrato Oxigénio
(°C) (mg L) (mg LY (mg L) dissolvido

(mg L)
Macrocosmo 1 23,8 +0,90 7,20£049 0,04+067 001+010 0,03+081 8,10+0,46

Macrocosmo 2 23,7 + 0,83 6,90+038 003+093 0,02+023 001+061 8,30%0,49

Macrocosmo: Caixas de polietileno de 1000 L com volume util de 400 L de onde era
bombeada a agua para as unidades experimentais.



Tabela 3 - Pardmetros de desempenho zootécnico de tilapias alimentadas com diferentes
niveis de acido citrico produzidas em sistema de bioflocos.

Tratamentos 0,0 50 mg/Kg 100 mg/Kg 150 mg/Kg 200 mg/Kg P <0,05 F
Ganho de Peso(g) 71,65+6,01 93,00+487 8864+752 89,90+6,63 93,02+6,84 0,0014 7,68
b a a a a
Biomassa 1759+100 17,72+1,07 1760+0,85 16,74+096 18,61+1,31 NS
inicial(g)
Biomassa 89,25+6,17 110,72 +3,82 106,23 £ 106,64 + 6,76 111,63+ 0.0008 8,63
final(g) b a 6,752 a 6,742

Meédia £ Desvio Padrdo, letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa

(P<0,05) entre os  tratamentos.
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Tabela 4 - Parametros de desempenho de tilapias alimentadas com diferentes niveis de &cido

citrico na dieta produzidas em sistema de biofloco.

Tratamentos Parametros (g)
Peso Figado  Peso Intestino I. Hepatico I. Intestino

0,0 0.3654 0.7086 4.0812 7.8731

50 mg/Kg 0.4145 0.8240 3.6553 7.2405
100 mg/Kg 0.3491 0.7003 3.1929 6.4338
150 mg/Kg 0.3054 0.7119 2.5861 5.9175
200 mg/Kg 0.3491 0.7078 3.1107 6.3294
V.P 0.3624 0.7130 0.0525 0.1197
CV 20,34% 19,64% 19,70% 15,72%

I. Hepético = indice hepatico, 1. Intestino = Indice Intestinal, V. P = valor de p<0,05, C.V =
Coeficiente de variacao.



Tabela 5 - Anélise do plasma sanguineo de tilapias alimentadas com diferentes niveis de

inclusdo de &cido citrico na dieta produzidas em sistema de biofloco.

Nivel de inclusao

Parametros - 0,0 50 mg/Kg 100 mg/Kg 150 mg/Kg 200 mg/Kg CV
Unidade

ROS 1594 x 10®  4,82x10%° 3,80 x 10°® 3,45 x 108® 8,29 x 108 4,03
U DCFH/mL a

GST pmol 164,27° 174,01° 170,42" 266,712 135,65 22,04
CDNB/min/mL

NPSH Mmol 31,833¢ 36,308b¢ 42,582ab 51,5362 42 5452b 18,94
NPSH/mL

Médias ndo seguidas por mesma letra minascula na horizontal diferem pelo teste Tukey em
nivel de 5% de probabilidade. ROS = Espécies reativas ao oxigénio, GST = enzima Glutationa
S-Transferase, NPSH = ti6is ndo proteicos, CV = coeficiente de variacao.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A adicéo do &cido citrico nas dietas de tilapia do Nilo em sistema de biofloco apresentou
efeitos positivos nos parametros zootécnicos de desempenho. Também foi capaz de melhorar
status antioxidante, reduziu a quantidade de (ROS) e elevou os niveis de (NPSH e GST)
sanguineo. Com tudo, estes resultados ndo sao suficientes para elucidar todas as vias de acao
do aditivo testado, sendo necessario maiores investigaces. Estudos voltados a nutricdo de
organismos aquaticos sdo extremamente importantes para melhorar a eficiéncia do crescimento,
e a0 mesmo tempo identificar alimentos alternativos que supram a necessidade dos animais

€com 0 menor custo.
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