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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da suplementagdo de um blend de 4cidos organicos
comercial (126,5 g kg de formiato de aménio, 115,5 g kg™ de acido formico, 82,5 g kg™! de
4cidos graxos vegetais, 66,0 g kg™ de 4cido propionico e 55,0 g kg™! de 4cido acético) na dieta
de juvenis de 21 dias apoés a eclosdo (DAE) (peso médio de 21 mg) do peixe-palhagco
Amphiprion ocellaris durante 77 dias. Foram testados, em triplicata, cinco tratamentos com
diferentes concentragdes do blend de acidos organicos: 5 g kg™ (T5), 10 gkg™! (T10), 15 g kg
(T15), 20 gkg' (T20), e dieta sem suplementagio (T0). Para o pH das dietas, assim como para
as analises enzimaticas e histologicas foram realizadas duas coletas, no 49° dia de experimento
(70 DAE) e no 77° dia de experimento (98 DAE). Os parametros de desempenho zootécnico
(sobrevivéncia, ganho de peso, taxa de crescimento especifico em peso, crescimento diario em
comprimento, consumo de ragdo, taxa de conversdo alimentar e fator de condi¢dao) foram
avaliados apos 15, 30, 45, 49, 65 e 77 dias de experimento. O pH da ragdao diminuiu
proporcionalmente com o aumento da suplementacdo do blend de acidos orgénicos na dieta
(p<0,05). O desempenho zootécnico e a atividade das enzimas digestivas (tripsina,
quimotripsina e amilase) ndo foram influenciadas pela suplementacdo do blend de acidos
organicos na dieta. No entanto, apos 77 dias de experimento, o tratamento com inclusdo de 15
g kg' apresentou alteragdes benéficas na morfologia intestinal, indicando um maior
aproveitamento dos nutrientes da ragdo. Dessa forma, um periodo maior de suplementacao pode
melhorar o desempenho de crescimento e a satide de juvenis de 4. ocellaris.

Palavras-chave: Aquicultura. Peixes ornamentais marinhos. Acidificantes. Enzimas
digestivas. Prega intestinal.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of a commercial organic acids blend
(126,5 g kg!' of ammonium formate, 115,5 g kg™ of formic acid, 82,5 g kg! of vegetables
fatty acids, , 66,0 g kg! of propionic acid and 55,0 g kg! of acetic acid) in the diet for juveniles
with 21 days after hatch (DAH) (initial mean weight of 21 mg) of clownfish Amphiprion
ocellaris during 77 days. Five different levels of the organic acids blend were tested in
triplicates: 5 g kg (T5), 10 g kg (T10), 15 g kg™ (T15), 20 g kg™ (T20), and the diet without
supplementation (TO). For the pH of the diets, as well as the enzymatic and histological
analyzes, two collects were realized, on the 49th day of experiment (70 DAH) and 77th day of
experiment (98 DAH). The zoothecnical performance parameters (survival, weight gain,
specific growth rate, daily growth in length, ration consumption, feed conversion rate and
condition factor) were evaluated after 15, 30, 45, 49, 65 and 77 days of experimente. The pH
of the diets decreased proporcionally with the increase of the supplementation of organic acids
blend in the diet (p<0,05). The zoothecnical performance and activity of digestive enzymes
(trypsin, chymotrypsin and amylase) were not influenced by the supplementation of organic
acids blend in the diet. However, after 77 days of experiment, the treatment with inclusion of
15 g kg! showed beneficial changes in intestinal morphology, indicating a greater use of
nutrients in the feed. Thus, a longer period of supplementation can improve the growth
performance and health of 4. ocellaris juveniles.

Keywords: Aquaculture. Marine Ornamental Fish. Acidifiers. Digestive enzymes. Intestinal
villi.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Historico e contexto do mercado de peixes ornamentais

A aquariofilia ou aquarismo consiste na manutengdo de peixes, plantas ou outros
organismos aquaticos com finalidade ornamental (CARRACA, 2016). Essa pratica ¢ um dos
hobbies mais populares do mundo, com surgimento datado em 1596, quando Chang Chi’En-T¢
escreveu um livro sobre peixes vermelhos criados em ambientes domésticos, forma de
alimentacdo e cuidados com a temperatura (BOTELHO FILHO, 1990). Porém, ja em 50 D.C,
painéis de vidro foram levados a Roma para substituir as paredes de marmore dos tanques
possibilitando visualizar os peixes pelas laterais. No século X, o peixe dourado (Carassius
auratus) ja desempenhava um papel significativo como animal de estimag¢do na China,
tornando-se muito popular entre as classes dominantes (BRUNNER, 2005).

Ao entrevistar proprietarios de aquarios, Kidd e Kidd (1999) relataram que os principais
beneficios de possuir aquarios em casa mencionados pelos aquaristas foram: efeitos calmantes,
relaxantes e redutores de estresse e ansiedade. Cracknell et al. (2016) descobriram que o fato
de observar peixes em aquario, principalmente aqueles com maior diversidade de espécies,
resultaram em reducdes na frequéncia cardiaca ¢ no aumento do humor do espectador,
resultando em satde e bem-estar dos observadores. Quando pessoas com Alzheimer sdo
expostas a aquarios, os comportamentos disruptivos diminuem e ha um aumento na ingestao de
alimento durante as refei¢des, resultando em aumento no peso corporal e diminui¢ao no uso de
suplementos nutricionais (EDWARDS; BECK, 2002). Essas descobertas ajudam a explicar os
beneficios e a popularidade dos aquarios e dos organismos aquaticos ornamentais.

De acordo com dados da TechSci Research (2017), o mercado global de peixes
ornamentais chegou a US$ 4,2 bilhdes em 2017 e devera crescer em valor, entre 2019 e 2024,
a uma taxa anual superior a 7,85%. A previsao ¢ que alcance cerca de US$ 6,2 bilhoes até 2024.
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e o Instituto Pet Brasil, foram
contabilizados 139,3 milhdes de animais de estimacdo em 2018, sendo os peixes o quarto
segmento de animal de estimagdo mais prevalente nas residéncias brasileiras, 19,1 milhdes de
espécimes. Além disso, os peixes ornamentais tiveram um crescimento de 6,1% desde os
ultimos dados disponiveis de 2013, atras apenas dos gatos que tiveram alta de 8,1% durante o

mesmo periodo (INSTITUTO PET BRASIL, 2019).
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O interesse crescente dos aquaristas acabou abrangendo o ambiente marinho, e assim
impulsionando o comércio de espécies ornamentais marinhas. A partir da década de 60,
algumas espécies de peixe-palhago e donzelas (familia Pomacentridae) ja chegavam a casa dos
aquaristas, ¢ o desenvolvimento do sal marinho sintético proporcionou aos moradores do
interior a possibilidade de manter aquéarios marinhos. Nos anos 70 e 80, com os avancos
tecnologicos no controle de temperatura, iluminacao, técnicas de filtragem, ¢ na analise quimica
da 4gua, houve um aumento da acessibilidade e da popularidade do hobby (PALMTAG, 2017).

O comércio de peixes ornamentais marinhos € uma industria mundial que tem como
alvo uma quantidade e diversidade de espécies de peixes de recife, fornecendo uma importante
fonte de receita para paises exportadores, particularmente nacdes em desenvolvimento do
Sudeste Asidtico (LEAL et al., 2016). O interesse crescente pelo aquarismo resultou na
expansdao do comércio em mais de 125 paises, tornando-se uma industria multimiliondria
estimada em US$ 200 a 330 milhdes de dolares. Cerca de 20 a 24 milhdes de peixes marinhos
ornamentais pertencentes a aproximadamente 1471 espécies diferentes sdo comercializados
anualmente em todo o mundo (WABNITZ et al., 2003; DEY, 2016).

Nos Estados Unidos da América e na Europa, a medida que os pregos se tornaram mais
acessiveis, o setor de aquarios marinhos se expandiu rapidamente. As espécies de peixes
marinhos constituem mais de 15% do valor de mercado, sendo aproximadamente 98%
coletados na natureza enquanto o restante ¢ criado em cativeiro (DEY, 2016). Apesar do
crescimento e diversificagdo do comércio, ainda faltam informacdes sobre o volume e a
diversidade de espécies extraidas do ambiente natural. Sem esses dados, a sustentabilidade do
comércio € questionada (RHYNE et al., 2012).

Com a expansdo da aquariofilia, atrelado ao nimero elevado de animais selvagens
capturados para suprir o mercado, a aquicultura ¢ percebida como uma alternativa sustentavel
para a aquisi¢do dos peixes ornamentais marinhos (POUIL ez al., 2019).

A piscicultura ornamental € a produgao de peixes em cativeiro, envolvendo reprodugao,
larvicultura e engorda, com finalidade comercial. Com os avangos no transporte aéreo, a partir
da década de 30, o desenvolvimento de tecnologia de manutengao e reproducdo de ornamentais
fortaleceu o comércio, facilitando a compra de equipamentos e espécies de diferentes lugares

do mundo em lojas especializadas (RIBEIRO; LIMA; FERNANDES, 2010).

Em termos econdmicos, o cultivo de peixes ornamentais marinhos ¢ considerado um
dos mais rentaveis na aquicultura, e o valor unitario do peixe ornamental ¢ maior do que os

peixes para alimentacdo humana (SATAM et al., 2018). Para alcancar o equilibrio econdmico-
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ambiental, a criacdo de ornamentais marinhos requer aprimoramento através de metodologias
mais eficazes estabelecidas por meio de pesquisas cientificas solidas. Durante as ultimas
décadas, o esfor¢o de cientistas, empresarios do ramo, aquaristas profissionais ¢ domésticos ja
resultaram no sucesso do cultivo de centenas de espécies ornamentais marinhas (PALMTAG,

2017).

1.1.2 Os peixes-palhaco Amphiprion ocellaris

Os peixes-palhago, familia Pomacentridae, subfamilia Amphiprioninae, compreendem
30 espécies, todos do género Amphiprion, exceto o peixe-palhaco maroon Premnas biaculeatus,
do género Premnas (WILKERSON, 2003). De acordo com Rhyne et al. (2012), mais de vinte
milhdes de peixes marinhos sdo comercializados atualmente e mais da metade de todo o volume
¢ representado pela familia Pomacentridae. Amphiprion ocellaris, popularmente denominado
de peixe-palhago comum, ¢ uma das espécies mais populares no aquarismo marinho
(KODAMA et al., 2011). Distribui-se naturalmente nas Ilhas Andaman e Nicobar (mar de
Andaman), arquipélago Indo-malaio, Filipinas, Noroeste da Australia, costa do Sudeste da Asia
para o norte, até as ilhas Ryukyu (THORNHILL, 2012).

Embora o sucesso das espécies de peixes-palhago no comércio de aquarios se deva em
parte a sua incrivel diversidade de cores e simbiose com as anémonas, elas também tém a
vantagem de serem faceis de criar em cativeiro (OLIVOTTO; GEFFROY, 2017). Um dos
fatores que intensificou o desenvolvimento da industria da aquicultura ornamental marinha foi
o sucesso de Martin Moe na criagao do peixe-palhago A. ocellaris em laboratério no inicio dos
anos 1970. Moe liderou a primeira producao comercial de peixes ornamentais marinhos com o
inicio da Aqualife Research Corporation em Walkers Cay, Bahamas em 1972 (TELLOCK,
1996 apud PALMTAG, 2017).

Peixes-palhaco apresentam intimeras vantagens bioldgicas pois desovam regularmente
em condi¢gdes de laboratorio, as larvas podem ser facilmente alimentadas com zooplancton
convencional (rotiferos e Artemia), apresentam elevada taxa de crescimento e sobrevivéncia,
atingindo o estagio de juvenil em pouco tempo de larvicultura, e exigem tanques pequenos.
Estas vantagens sdo a base para a possivel utiliza¢do dos peixe-palhagos como um novo modelo
animal experimental. Devido a curta fase larval, € possivel utiliza-los para testar novas dietas e
elucidar importantes aspectos biologicos que ocorrem durante o desenvolvimento dos peixes

marinhos (OLIVOTTO; GEFFROY, 2017).
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Entretanto, para permitir uma producdo mais eficiente e sustentavel ainda é necessario
aprimorar as técnicas de cultivo e aumentar a compreensao de muitos aspectos, como por
exemplo, das necessidades nutricionais ¢ doencas na produgdo intensiva (CALADO et al.,

2017).

1.1.3 Aditivos alimentares

O crescimento da atividade aquicola veio acompanhado de praticas prejudiciais para os
animais e para os humanos, como o uso generalizado e irrestrito de antibidticos para a
prevencdo de enfermidades e como promotor de crescimento. Essa pratica resultou no
surgimento de bactérias patogénicas resistentes, em bioacumulacdo de residuos de antibidticos
na carne e em alteragdes da flora bacteriana, nos sedimentos e na coluna de agua (CABELLO,
20006).

Tendo em vista a proibi¢do ou reducao da utilizagdo de antibidticos como promotor de
crescimento em todo o mundo, esforgos para promover o uso de aditivos zootécnicos ao uso
dessas substancias, que inibem o nivel de bactérias patogénicas, prevenindo doengas,
melhorando o bem-estar animal, promovendo o crescimento, melhorias no aproveitamento de
nutrientes e economia no custo com a alimentagao dos animais, vem sendo cada vez mais
incentivado (DEFOIRDT et al., 2009).

De acordo com a Instru¢do Normativa n° 13 de 30 de novembro de 2004, aditivo
alimentar ¢ “substancia, micro-organismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente
aos produtos, que nao ¢ utilizada normalmente como ingrediente, tenha ou nao valor nutritivo
e que melhore as caracteristicas dos produtos destinados a alimentagao animal ou dos produtos
animais, melhore o desempenho dos animais sadios ou atenda as necessidades nutricionais’’
(BRASIL, 2004). Entre os mais estudados atualmente, estdo os probidticos, prebidticos, acidos
organicos, enzimas exdgenas, extratos vegetais e fitoterapicos. De forma geral, estes aditivos
podem estimular o sistema imunoldgico dos peixes, tornando-os mais resistentes a patdgenos,
e melhorando o desempenho e o bem-estar animal. Estudos sobre o efeito desses aditivos na
nutricdo animal vem cada vez mais ganhando importincia (RODRIGUES; MEURER;
BOSCOLO, 2015).
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1.1.4 Acidos orgénicos

Os acidos organicos sdo considerados como quaisquer substancias de estrutura geral R-
COOH (KOH et al., 2016). Normalmente encontrados na natureza como componentes de
tecidos vegetais e animais, os acidos organicos sdo formados por meio da fermentacao
microbiana no trato intestinal constituindo parte importante do suprimento energético dos
animais hospedeiros (COLONI, 2008). De acordo com Rodrigues, Meurer e Boscolo (2015),
os acidos organicos sdo constituintes naturais de diversos alimentos, ocorrendo no trato
digestivo e em produtos intermedidrios do metabolismo dos animais, agindo como aditivos
promotores de crescimento na racao.

Os acidos organicos, como o acido propidnico, sao utilizados ha mais de 30 anos como
aditivos para reduzir o crescimento bacteriano na ragcao animal e assim, preservar sua qualidade.
Mas, se forem adicionados ao alimento em quantidades ideais, podem promover melhorias no
desempenho e beneficios a mucosa intestinal, dessa forma, reduzindo os custos com
alimentacao e o tempo de producao (FREITAG, 2007; SILVA et al., 2015).

Na nutri¢ao animal, os acidificantes exercem seus efeitos sobre o desempenho por meio
de trés mecanismos diferentes: (a) no alimento, funcionam como agentes conservantes para
prolongar a vida util de ingredientes alimentares, reduzindo o pH do alimento, inibindo o
crescimento microbiano; (b) no trato intestinal do animal através da liberagao de ions H +, os
acidos organicos inibem o crescimento de bactérias gram-negativas. Os acidos penetram na
parede celular e liberam prétons no citoplasma, com isso, a bactéria consome grande quantidade
de ATP para manter o pH intracelular e exportar o excesso de protons. Esse alto gasto de ATP
causa uma deplecao energética e posteriormente a morte celular. (c) no metabolismo do animal:
a maioria dos acidos organicos possuem altos valores de energia bruta e sdo geralmente
absorvidos pelos epitélios intestinais por difusao passiva ¢ podem ser usados em varias vias
metabolicas para geragdo de energia, podendo afetar a acdo de enzimas digestivas através da
reducdo do pH da dieta (LUCKSTADT, 2008; DEFOIRDT et al., 2009).

Outra vantagem ¢ que alguns &cidos organicos podem atuar como fonte energética
preferencial para as células intestinais e assim estimular o crescimento e integridade da mucosa
e promover a protecdo das paredes intestinais e contra agentes patdogenos, reduzindo sua
presenca no intestino. Alguns acidos podem ainda, por meio da proliferacdo de enterocitos,
melhorar a capacidade de absorcao de nutrientes (SAKATA, 1987; MACHINSKY et al.,2010).

Dentre os acidos organicos mais utilizados comercialmente estdo o acido férmico, o

propidnico, o lactico, o butirico e o citrico (SILVA et al., 2015). Blank ef al. (2012) verificaram
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que a suplementagdo com acido féormico pode aumentar a eficiéncia da enzima exogena fitase
¢ na absorcao de fosforo em suinos. Vielma e Lall (1997) testaram a adigao de acido formico
na dieta de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e verificaram uma diminui¢do do pH intestinal
e na digestibilidade aparente de fosforo, magnésio e célcio. Mine e Boopathy (2011)
observaram que o uso isolado de alguns acidos organicos, como acido formico, acético,
propidnico e butirico, inibem o crescimento de vibrios patogénicos para camardes marinhos,
sendo que o acido formico apresentou o efeito inibitdrio mais forte, seguido pelo 4acido acético,
acido propionico e acido butirico. Sakata (1987) verificou que a inclusdao dos acidos acético,
propidnico e butirico aumenta a superficie de absorcao intestinal para ratos. Paul et al. (2007)
concluiram que a utilizagdo do formiato de amdnio para frangos de corte melhorou a taxa de
conversao alimentar e aumentou a altura das pregas intestinais € com iSso, promoveu uma
melhor utilizacdo dos nutrientes.

Ap0s as experiéncias em alimentacdo de suinos e aves, uma grande variedade de acidos
organicos e seus sais foram testados em dietas para aquicultura. Durante a Gltima década, houve
maior compreensao sobre a importancia da microbiota intestinal de animais aquaticos em
relacdo a sua nutricdo e a saude. A inibi¢do da coloniza¢ao de microrganismos patogénicos traz
beneficios a mucosa intestinal, favorecendo a estrutura das pregas intestinais e, garantindo
maior area de absor¢ao de nutrientes e satide aos animais (SILVA et al., 2015).

Cada acido organico possui propriedades fisicas e quimicas especificas, portanto, o uso
de um blend de 4cidos organicos pode ter um espectro mais amplo de atividade antimicrobiana,
e efeitos sinérgicos no desempenho de crescimento e utilizagao de nutrientes. Além disso, o uso
do blend de acidos organicos constitui uma estratégia para superar a inconsisténcia das
pesquisas com o uso de apenas um acido organico na dieta de animais aquaticos (NG; KOH,
2017).

Estudos comprovaram que a inclusdo de blend de acidos organicos em dietas melhora
os parametros do desempenho zootécnico, a digestibilidade, e aumenta as pregas intestinais em
suinos e aves (FRANCO et al., 2005; VIOLA et al., 2008; AHMAD et al., 2014; KOWALSKI
et al.,2015). Trabalhos com organismos aquaticos indicaram beneficios na suplementa¢do com
blend de é&cidos organicos. Em juvenis de truta arco-iris, a suplementacdo da dieta com um
blend comercial de &cidos organicos (BioAcid Ultra) melhorou o desempenho zootécnico,
porém, ndo houve diferenca significativa na atividade enzimatica (SAEI et al., 2016). A
inclusdo de 4cidos organicos na dieta do “red drum” (Sciaenops ocellatus) melhorou o
desempenho de crescimento devido a um incremento na atividade das enzimas digestivas

(pepsina, tripsina, lipase, amilase, leucina-aminopeptidase e fosfatases) (CASTILLO et al.,
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2014). Addam et al. (2019) avaliaram os efeitos da suplementagdo alimentar com um blend de
acidos organicos, associado ao 6leo essencial de Lippia origanoides para tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus). A suplementacdo com um blend de acidos organicos melhorou a satde
intestinal e a sobrevivéncia de juvenis de tildpia, assim como o blend de acidos organicos
associado ao 6leo essencial aumentou a altura das pregas intestinais e as células caliciformes.
A inclusdo de um blend com acido férmico, acido propidnico e propionato de céalcio melhorou
o desempenho zootécnico (ganho em peso, taxa de crescimento e taxa de conversao alimentar)
de tilapia-do-Nilo (REDA et al., 2016).

A resposta do uso de acidos organicos € espécie-especifica e pode variar com a idade
dos animais. Assim, resultados provenientes da experimentacdo com uma espécie nao permite
que sejam prontamente aplicados a outra. Torna-se entdo necessario desenvolver novos estudos,
particularizando situagdes e adaptando os novos conhecimentos a cada espécie
(CAVALHEIRO et al., 2014).

Uma vez que, os resultados de estudos disponiveis na literatura indicam potencial
promissor dos acidos organicos como mitigador de infecgdes bacterianas, prevenindo doengas,
bem como proporcionando um aumento das taxas de sobrevivéncia e de crescimento, este
estudo visa aprimorar a tecnologia de cultivo de A. ocellaris através do uso de acidos organicos

como suplementos alimentares na fase de engorda deste peixe.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Contribuir com o aprimoramento da tecnologia de cultivo de peixes ornamentais
marinhos por meio da avaliacdo da suplementac¢ao alimentar com um blend de acidos organicos
(formiato de amoénio, acido formico, 4cidos graxos vegetais, acido propidnico e acido acético)

em juvenis do peixe-palhaco (Amphiprion ocellaris).

1.2.2 Objetivos Especificos

*  Mensurar os indices zootécnicos (taxa de crescimento especifico em peso, ganho
de peso, conversdo alimentar, consumo de rag¢do dirio, crescimento diario em comprimento e
sobrevivéncia) de juvenis de A4. ocellaris alimentados com uma dieta suplementada com

diferentes niveis de um blend de acidos organicos.
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*  Avaliar o efeito de diferentes niveis do blend de 4cidos organicos suplementados
na dieta na atividade de enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina e amilase) de juvenis de A.
ocellaris.

*  Verificar os efeitos da suplementacdo dietética de diferentes niveis do blend de

acidos organicos na morfologia intestinal de juvenis de 4. ocellaris.

1.3 ESTRUTURA DO TRABALHO

A dissertacdo estd dividida em dois capitulos: o primeiro referente a introdugdo geral e
o segundo refere-se ao artigo intitulado “Blend de acidos organicos altera a histomorfologia
intestinal de juvenis de peixe-palhago Amphiprion ocellaris (CUVIER, 1830)” que sera

submetido a revista cientifica Aquaculture Research.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

BLEND DE ACIDOS ORGANICOS ALTERA A HISTOMORFOLOGIA INTESTINAL DE
JUVENIS DE PEIXE-PALHACO Amphiprion ocellaris (CUVIER, 1830)

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da suplementacdo de um blend de acidos orgéanicos
comercial (126,5 g kg de formiato de aménio, 115,5 g kg™ de acido formico, 82,5 g kg™ de
4cidos graxos vegetais, 66,0 g kg™ de 4cido propionico e 55,0 g kg™! de 4cido acético) na dieta
de juvenis de 21 dias apos a eclosdo (DAE) (peso médio de 21 mg) do peixe-palhacgo
Amphiprion ocellaris durante 77 dias. Foram testados, em triplicata, cinco tratamentos com
diferentes concentragdes do blend de acidos organicos: 5 g kg™ (T5), 10 gkg™! (T10), 15 g kg
(T15), 20 gkg' (T20), e dieta sem suplementagio (T0). Para o pH das dietas, assim como para
as analises enzimaticas e histologicas foram realizadas duas coletas, no 49° dia de experimento
(70 DAE) e no 77° dia de experimento (98 DAE). Os parametros de desempenho zootécnico
(sobrevivéncia, ganho de peso, taxa de crescimento especifico em peso, crescimento diario em
comprimento, consumo de ragdo, taxa de conversdo alimentar e fator de condi¢dao) foram
avaliados apos 15, 30, 45, 49, 65 e 77 dias de experimento. O pH da ra¢do diminuiu
proporcionalmente com o aumento da suplementacao do blend de &cidos organicos na dieta
(p<0,05). O desempenho zootécnico e a atividade das enzimas digestivas (tripsina,
quimotripsina e amilase) ndo foram influenciadas pela suplementacao do blend de éacidos
organicos na dieta. No entanto, apos 77 dias de experimento, o tratamento com inclusdo de 15
g kg! apresentou alteracdes benéficas na morfologia intestinal, indicando um maior
aproveitamento dos nutrientes da ragdo. Dessa forma, um periodo maior de suplementacao pode
melhorar o desempenho de crescimento e a satide de juvenis de A. ocellaris.

Palavras-chave: Peixes ornamentais marinhos. Acidificantes. Enzimas digestivas. Prega
intestinal

2.1 INTRODUCAO

O cultivo de peixes ornamentais marinhos ¢ considerado uma das atividades mais
rentaveis na aquicultura (SATAM et al., 2018). Para alcancar um equilibrio entre viabilidade
econdmica e praticas ambientalmente saudaveis, a criacdo de ornamentais marinhos requer
melhorias através de metodologias eficazes estabelecidas por meio de pesquisas cientificas
solidas. Durante as ultimas décadas, o esforco de cientistas, empresarios do ramo, aquaristas
profissionais e domésticos resultaram no sucesso do cultivo de centenas de espécies

ornamentais marinhas (PALMTAG, 2017).
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Amphiprion ocellaris, popularmente conhecido como peixe-palhaco comum, ¢ uma das
espécies mais populares no aquarismo marinho (KODAMA et al., 2011). De forma geral,
peixes-palhago apresentam inumeras vantagens bioldgicas pois desovam regularmente em
condi¢cdes de laboratorio, as larvas podem ser facilmente alimentadas com zooplancton
convencional (rotiferos e Artemia), apresentam elevada taxa de crescimento e sobrevivéncia,
atingindo o estagio de juvenil em pouco tempo de larvicultura, além do que, exigem tanques
pequenos. Estas vantagens sdo a base para a possivel utilizacdo dos peixe-palhacos como um
novo modelo animal experimental. Devido a curta fase larval, € possivel utiliza-los para testar
novas dietas e elucidar importantes aspectos biologicos que ocorrem durante o desenvolvimento
dos peixes marinhos (OLIVOTTO; GEFFROY, 2017).

Entretanto, para permitir uma produ¢do mais eficiente e sustentavel de peixes
ornamentais marinhos, incluindo os peixes-palhaco, ainda ¢ necessario aprimorar as técnicas
de cultivo e aumentar a compreensao de muitos aspectos, como por exemplo, das necessidades
nutricionais € doengas na producao intensiva (CALADO et al., 2017).

A fim de promover a saide, o bem-estar animal, melhorias no aproveitamento de
nutrientes ¢ economia na alimentacao dos animais, o uso de aditivos zootécnicos vem sendo
incentivado, dentre elas, os acidos organicos. Normalmente encontrados na natureza como
componentes de tecidos vegetais e animais, os acidos organicos sao formados por meio da
fermentagdo microbiana no trato intestinal constituindo parte importante do suprimento
energético dos animais hospedeiros (COLONI, 2008).

Na nutri¢ao animal, os acidificantes exercem seus efeitos sobre o desempenho por meio
de trés mecanismos diferentes: (a) no alimento, funcionam como agentes conservantes para
prolongar a vida util de ingredientes alimentares, reduzindo o pH do alimento, inibindo o
crescimento microbiano; (b) no trato intestinal do animal através da liberacao de ions H +, os
acidos organicos inibem o crescimento de bactérias gram-negativas. Os acidos penetram na
parede celular e liberam protons no citoplasma, com isso, a bactéria consome grande quantidade
de ATP para manter o pH intracelular e exportar o excesso de protons. Esse alto gasto de ATP
causa uma deple¢do energética e posteriormente a morte celular. (¢) no metabolismo do animal:
a maioria dos 4cidos organicos possuem altos valores de energia bruta e sdo geralmente
absorvidos pelos epitélios intestinais por difusdo passiva e podem ser usados em vdrias vias
metabolicas para geragdo de energia, podendo afetar a acdo de enzimas digestivas através da
reducdo do pH da dieta (LUCKSTADT, 2008; DEFOIRDT et al., 2009).

Outra vantagem ¢ que alguns &cidos organicos podem atuar como fonte energética

preferencial para as células intestinais e assim estimular o crescimento e integridade da mucosa
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e promover a protecdo das paredes intestinais contra agentes patdogenos. Alguns acidos podem
ainda, por meio da proliferacao de enterocitos, melhorar a capacidade de absor¢ao de nutrientes
(SAKATA et al., 1987; MACHINSKY et al., 2010).

Dentre os acidos organicos mais utilizados comercialmente estdo o acido férmico,
propidnico, lactico, butirico e citrico (SILVA et al.,, 2015). Cada éacido organico possui
propriedades fisicas e quimicas especificas, portanto, o uso do blend de acidos organicos pode
ter um espectro mais amplo de atividade antimicrobiana e efeitos sinérgicos no desempenho de
crescimento e utilizagcdo de nutrientes, permitindo dessa forma, uma reducdo dos gastos com
ragdo e consequentemente reducao dos custos de produgao.

Foi demonstrado que as suplementacdes dietéticas de acidos ou mistura de acidos
organicos apresentaram resultados positivos para organismos aquaticos. A suplementacdo do
acido formico na dieta melhorou a digestibilidade aparente de fosforo, magnésio e calcio em
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (VIELMA; LALL, 1997). O uso do blend de 4cidos
organicos (acido férmico, acido propidnico e propionato de calcio) melhorou o desempenho
zootécnico (ganho em peso, taxa de crescimento e taxa de conversao alimentar) de tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus) (REDA et al., 2016). Mine e Boopathy (2011) observaram que o
uso isolado de alguns acidos organicos, como o acido féormico, o acético, o propionico € o
butirico, inibem o crescimento de vibrios patogénicos para camardes marinhos, sendo que o
acido formico apresentou o efeito inibitorio mais forte, seguido pelo acido acético, acido
propionico e acido butirico. Addam et al., (2019), ao utilizar um blend semelhante ao do
presente trabalho contendo acido férmico, acido propionico, acido acético, formiato de amonio
e acidos graxos vegetais, verificaram melhora da satide intestinal e a sobrevivéncia de juvenis
de tilapia-do-Nilo.

Uma vez que, pesquisas com o uso de acidos organicos em peixes ornamentais marinhos
sdo escassos, € podem auxiliar na maximizagao do desempenho zootécnico e no aproveitamento
dos nutrientes, melhorando assim a eficiéncia produtiva, este estudo objetivou avaliar o efeito
de um blend de acidos organicos compostos por formiato de amonio, acido formico, acidos
graxos vegetais, acido propionico e acido acético, em parametros do desempenho zootécnico,

na atividade de enzimas digestivas e na morfologia intestinal no cultivo de A. ocellaris.
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2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Peixes e Ornamentais Marinhos
(LAPOM), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob autoriza¢do do Comité de
Etica e Uso de Animais CEUA — UFSC N° 1158250220

2.2.1 Origem dos animais e condicoes gerais de manutencio

Um casal de peixe-palhago 4. ocellaris oriundo do plantel de reprodutores do LAPOM
foi mantido em um aquario de vidro de 80 litros tteis conectado a um sistema de recirculacdo
de agua equipado com um filtro de bolsa de nylon de 100 pm para retencdo de particulas
maiores, um skimmer, filtro bioldgico (midias biologicas ensacadas e rochas artificiais) e
aeracao constante. A temperatura foi mantida entre 25 — 27 °C e salinidade 32 — 35. O casal era
alimentado até a saciedade aparente, duas vezes ao dia, com racdo comercial para peixes
ornamentais marinhos (Tetra Marine, Alemanha) e com paté composto por mexilhdo, lula,
peixe, algas e camarao frescos.

O aquario continha um vaso de barro para esconderijo e para a desova. Apos a desova,
os ovos eram incubados por 7 dias no aquario dos reprodutores. Posteriormente o vaso era
transferido para o setor de larvicultura para uma taca de fibra-de-vidro tampada (50 litros de
volume util), e ap6s 3 horas de escuridao total ocorreu a eclosao das larvas. A temperatura foi
mantida em 26 °C e a salinidade foi diminuida para 29.

As larvas foram mantidas em agua verde (microalga Nannochloropsis oculata) e
alimentadas 3 vezes ao dia seguindo o seguinte protocolo: do 0 até¢ o 8° dia apds a eclosao
(DAE) alimentadas com o rotifero Brachionus rotundiformis, do 6° até¢ o 13° DAE com nauplio
de Artemia sp., do 10° até o 19° DAE com metanauplio de Artemia sp. e do 15° até o 20° DAE,
com ra¢ao de desmame da marca Tropical (Poldonia) (proteina bruta 60%, umidade 10%, extrato
etéreo 5% e matéria fibrosa 3,7%).

As culturas de rotifero utilizadas no experimento foram mantidas em tanques de 24 litros
a 26-28 °C de temperatura e 25 de salinidade, alimentados com microalga N. oculata (100.000
a 150.000 cel mL") e fermento biolégico comercial (aproximadamente 0,3 g por milhdo de
rotifero). Para eclosdo dos nauplios de Artemia sp., em torno de 2 g de cistos (Artémia salina
do RN®, Brasil) foram incubados diariamente em 5 litros de agua diariamente a 25-30 de

salinidade sob luz e forte aeracdo. Os metanduplios foram enriquecidos com microalga
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Isochrysis galbana e o enriquecedor para alimento vivo comercial Algamac 3050 flake

(AquafaunaBiomarine Inc., Hawthorne, CA, USA) por 12 horas.

2.2.2 Delineamento experimental

Foram utilizados 270 juvenis de A. ocellaris com 21 DAE, peso inicial de 21,0+4,00 mg
(média £ desvio padrdo) e comprimento total de 7,9+0,58 mm. Nesta idade os peixes ja estavam
aptos a consumir ragao.

Ao longo do experimento foram utilizadas duas ragdes comerciais. No inicio (peixes
com 21 DAE) até 0 49° dia de experimento (70 DAE), os peixes foram alimentados com a racao
de desmame da marca INVE Aquaculture (particula de aproximadamente 700 um - proteina
bruta 53%, 6leos e gordura bruta 12%, matéria fibrosa 1%, célcio 1,5% e fosforo 1,3%). Com
o crescimento dos peixes, do 50° dia de experimento (71 DAE) até o 77° dia de experimento
(98 DAE), foi fornecida a ragdao da marca Tropical, com pelete de 2 mm de comprimento
(proteina bruta 41%, matéria gorda bruta 9%, fibra bruta 3% e umidade 10,5%).

Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em 15 aquérios de vidro com volume qtil
de 18 litros em sistema estatico. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao
acaso, ¢ foram testados os seguintes tratamentos em triplicata: TO- tratamento sem adicao do
blend de 4cidos organicos na ragdo; T5- tratamento com adig¢do de 5 g kg™ do blend de 4cidos
organicos; T10- tratamento com adigdio de 10 g kg™ de acidos organicos; T15- tratamento com
adicdo de 15 g kg'; T20- tratamento com adi¢do de 20 g kg'na ragio.

O blend de acidos organicos comercial (AcidCM Dry — Nuscience Nutrientes do Brasil
Ltda) apresenta em sua composicdo os seguintes acidos e sais organicos: formiato de amonio
(126,5 g kg'), 4acido formico (115,5 g kg'), acidos graxos vegetais (82,5 g kg'), acido
propidnico (66,0 g kg!) e 4cido acético (55,0 g kg™).

Para a incorporagdo na dieta, cada nivel de acido orgénico foi diluido em alcool etilico
comercial, na propor¢io de 250 ml kg™ de rago, e borrifado sobre as ragdes. As ragdes foram
secas em estufa a 50 °C por 2 horas e armazenadas em recipientes no freezer a -18 °C (adaptado
de YAMASURU, 2007).

As dietas foram oferecidas trés vezes ao dia as 9:00 h, 12:30 h e 16:00 h até a saciedade
aparente. Os aquarios eram sifonados duas vezes ao dia ap6s uma hora da primeira e da ultima
alimentacdo. O fotoperiodo foi mantido em 12 h Luz: 12 h Escuro. A temperatura da 4gua nas
unidades experimentais foi mantida em 26,8+0,28 °C com auxilio de aquecedores acoplados a

termostatos (Modelo MT 511Ri Full Gauge precisdo de 0,01 °C) e a salinidade medida com um
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refratometro optico (INSTRUTHERM, precisdo de 0,1 g L™'). O pH, a amdnia ndo ionizada,
nitrito, nitrato e o oxigénio dissolvido foram medidos duas vezes na semana com testes

colorimétricos (LabconTest).

2.2.3 Amostragem dos animais e analises laboratoriais

2.2.3.1 Analise do pH das dietas

Amostras de 0,5 g das dietas foram maceradas e diluidas em 4,5 ml de agua destilada
em triplicata para analise de pH (ADDAM et al., 2019). O pH das dietas foi mensurado com
um pHmetro digital (K39-003PHC, KASVI, BRASIL).

2.2.3.2 Analise biométrica

Durante o experimento foram realizadas sete biometrias (aos 0, 15, 30, 45, 49, 65 ¢ 77
dias de experimento). Para a biometria inicial, 30 peixes foram amostrados aleatoriamente. Para
a biometria de 15, 30, 45 e 65 dias, 5 peixes de cada unidade experimental foram amostrados
(15 por tratamento). Para a biometria, no 49° dia de experimento (70 DAE) e no 77° dia de
experimento (98 DAE), todos os peixes das unidades experimentais foram pesados e medidos.
Os individuos foram pesados (peso imido) com uma balanga analitica e medidos com o auxilio
de uma lupa conectada ao programa DinoCapture 2.0, ou com o paquimetro manual quando os
peixes ficaram maiores. Foram mensurados: o comprimento total, comprimento padrao e altura
dos juvenis de peixe-palhago.

Para a biometria, os peixes permaneceram em jejum por 16 horas e foram anestesiados
através de imersdao em agua com 27 pL L' de eugenol (PEDRAZZANI; OSTRENSKY NETO,
2016). Apds a biometria, os peixes foram transferidos para recipientes com dgua limpa e aerada,

onde permaneceram até a total recuperacdo, sendo entdo devolvidos aos aquérios de origem.

A partir dos dados biométricos foram calculados:
-Sobrevivéncia (S%) = 100x [(populacdo inicial) - (nimero de individuos mortos) /
(populagao inicial)].

-Ganho de Peso: GP = peso final (g) - peso inicial (g)
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-Taxa de Crescimento Especifico em peso (TCE, % dia'): TCE=100x [In* (peso final)

-In (peso inicial) /tempo de experimento].
*In= logaritmo natural

-Crescimento diario em comprimento (mm dia™): (comprimento final — comprimento

inicial) / periodo experimental em dias.

-Consumo de rag¢ao (CR) = total do alimento consumido (mg) / periodo experimental

(dias)
-Taxa de conversao alimentar = ragao ofertada (g) /ganho de peso (g).
- Coeficiente de Variagdo do peso = 100 x (desvio padrao peso/média do peso).

- Fator de Condicao (FC): FC = 100 x (Peso (g)/Comprimento® (cm).

2.2.3.3 Analise histologica

As analises foram realizadas no Laboratorio de Patologia e Sanidade de Organismos
Aquaticos (AQUOS/UFSC). Para a analise foram utilizados quatro peixes por unidade
experimental, de 70 DAE e 98 DAE. Os peixes foram anestesiados com eugenol (1 mL L) e
posteriormente eutanasiados. Fragmentos da regido média do intestino foram fixados em
formalina tamponada 10% por 48 h e posteriormente transferidos para alcool 70% até o inicio
do processamento histologico. As amostras foram desidratadas serialmente com banhos em
alcool etilico (80%, 95%, 100%). Posteriormente houve a diafanizacao, em Alcool e Xilol e
dois banhos de Xilol, e a parafinizacdo com trés banhos de parafina. Cada banho durou 30
minutos tendo em vista o pequeno tamanho das amostras. Apos esse tempo, as amostras foram
emblocadas em parafina, descansaram por 24 h e os blocos foram cortados com o auxilio de
um micrétomo manual na espessura de 3 um.

Em seguida, os cortes foram colocados em banho maria, coletados com ldmina e corados
com hematoxilina de Harris ¢ eosina (HHE). Posteriormente a coloragdo, as laminas foram
montadas em meio Entellan® e analisadas em microscdpio de contraste de interferéncia de fase
(DIC) Axio Imager A.2 (Zeiss, Gottingen, Alemanha).

Para avaliagdo da histomorfometria dos intestinos foram realizadas as medidas (um),
dos seguintes parametros: area, perimetro, largura e altura das pregas - medida entre a base da
vilosidade e o 4pice da vilosidade; além da contagem das células caliciformes e das pregas

intestinais (Figura 1).
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Figura 1 - Medidas morfométricas do intestino
de A. ocellaris. A) Altura das pregas; B) Largura
das pregas; C) Células caliciformes; D) Area.

= > - N
Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

2.2.3.4 Analise enzimatica

As andlises enzimaticas foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica de Insetos
(LBI/BQA) da UFSC. Foram coletados 12 intestinos de juvenis de peixe-palhago por
tratamento (4 por unidade experimental) nas idades 70 DAE e 98 DAE. Todos os animais foram
anestesiados e eutanasiados com 1 mL L' de eugenol e imediatamente congelados para
posterior analise.

Para obtencdo do extrato enzimatico, o intestino de cada animal foi colocado
individualmente em tubos de Eppendorf com 1 mL de adgua Mili-Q ¢ homogeneizados em
homogeneizador Potter-Ekvehjem. Durante o processo o material foi mantido sob refrigeragao
em banho de gelo, posteriormente centrifugado a 15.000 x g por 15 min a 4 °C e o sobrenadante
foi transferido para microtubos. A atividade de tripsina e quimotripsina foram determinadas de
acordo com Erlanger, Kokowsky e Cohen (1961) e DelMar ef al. (1979) utilizando os substratos
NBenzoil-DL-Argininil p-nitroanilida (bz-R-pNA) e N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Leu p-
nitroanilida  (suc-AAPL4-pNA), respectivamente. Ambos foram dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO) na concentracdo de 2 mM e diluidos 1:1 (v/v) em tampao fosfato 100
mM, pH 7,5 (concentra¢do final 1 mM). Para andlise da atividade enzimética da tripsina e
quimotripsina foram misturados 50 puL de extrato enzimatico e 50 pL de substrato tampao (1:1,
v/v) em microplacas de 96 pogos (fundo chato). As leituras de absorbancia (410 nm) foram
realizadas em leitor de microplacas TECAN (Infinite Pro., California, USA) a cada 15 minutos

de incubagdo a 30 °C por 1 h. A unidade de atividade (U) de enzima foi definida como a
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quantidade de enzima que catalisa a clivagem de 1 pmol de substrato™", determinadas a partir
da curva padrdo de p-nitroanilida. No controle negativo, o extrato enzimatico foi substituido
por agua bidestilada.

A atividade amilésica foi determinada através da detec¢do da presenca de grupos
redutores na reacdo com o acido 3-5, dinitrosalicilico (DNS) seguindo metodologia proposta
por Dos Santos et al (2017). O substrato foi preparado contendo 1 mL de solugao de amido 1%
em tampao acetato de sodio 100 mM (pH 5,5). Nos ensaios foram utilizados 25 pL do substrato-
tampao e 25 pL do homogeneizado. As amostras foram incubadas em banho-maria a 30 °C, e
testadas em quatro tempos (15, 30, 45 e 60 min). A interrupcdo da reacdo foi realizada
adicionando 100 pL de DNS. Apds a ultima interrup¢do, as microplacas com as amostras foram
seladas com filme plastico e levadas a banho de 100 °C por 5 minutos, em seguida o filme
pléstico foi retirado, resfriadas em gelo e adicionado 200 pL de dgua. As microplacas foram,
por fim, levadas ao Leitor de Microplacas TECAN (Infinite Pro., California, USA) e as
amostras foram lidas a 550 nm. A atividade da amilase foi calculada em mili unidades (mU),
que equivale a 1 umol de glicose formado por minuto, determinadas a partir da curva padrao

de glicose.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Levene para avaliar a
normalidade e homoscedasticidade, respectivamente. Quando considerados paramétricos, os
dados foram submetidos a analise de variancia unifatorial (ANOVA one way). Os dados da
analise enzimatica foram submetidos a analise de variancia two way. Apresentando diferenca
significativa, os dados foram submetidos ao teste de Tukey para separagdo de médias. As
andlises foram realizadas ao nivel de significancia de 5% no programa estatistico SAS
(Statistical software; versao 7.0).

Quando considerados ndo-paramétricos, como nos resultados da analise histoldgica, os
dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e apresentando diferenca, utilizou-se o teste
de Dunn. Essas analises foram realizadas no programa estatistico R ao nivel de significincia de

5%. Os dados foram representados em valores de média + desvio padrao.
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2.4 RESULTADOS
2.4.1 Parametros fisico-quimicos da agua

Durante todo o periodo experimental, a temperatura da d4gua nas unidades experimentais
foi de 26,8+0,28°C e a salinidade 29,18+1,3. A amdnia nio ionizada (0,022+0,004 mg L),
nitrito (0,76+0,21 mg L"), nitrato (4,71£1,78 mg L!) e o oxigénio dissolvido (5,23+1,31 ppm)
nao diferiram entre os tratamentos. O pH da agua variou de 7,92 (T15) a 7,95 (TO0), e nao
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. Esses dados de qualidade de agua
mantiveram-se dentro dos padrdes para o cultivo de peixe-palhago do género Amphiprion

(MOORHEAD; ZENG, 2010).
2.4.2 pH das dietas experimentais

Os tratamentos suplementados com o blend de acidos organicos apresentaram reducao
do pH em comparagao ao grupo controle, tanto na primeira como na segunda dieta. Na primeira
dieta houve reducao do pH conforme o aumento dos niveis de inclusdo, variando de 5,69+0,02
(TO) a 5,52+0,01 (T20). Da mesma forma, na segunda dieta, o pH diminuiu de 5,50+0,02 (T0)

a 5,40+0,01 (T20) com o aumento dos niveis do blend de acidos organicos (Figura 2).

Figura 2 - Analise do pH das dietas experimentais dos grupos sem suplementagdo (T0), suplementada com blend
de 4cido organico 5 g kg (T5), 10 g kg™ (T10), 15 gkg' (T15) e 20 g kg (T20). Dados apresentados como
média = desvio padrio.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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2.4.3 Analise histologica

Os parametros histomorfométricos estio apresentados na Tabela 1 e na Figura 3. E
possivel observar de maneira geral que, os valores para numero, altura, largura e area das pregas
intestinais apresentaram diferenga significativa (p<0,05).

Na sétima semana de experimento (70 DAE), ndo foi possivel observar diferenga para
o numero de pregas intestinais nos diferentes tratamentos, porém no final do experimento,
quando os peixes apresentavam 98 DAE, foi possivel verificar que este numero foi superior nos
tratamentos T15 e T20 diferindo do tratamento controle (Tabela 4).

Em relacdo a altura das pregas intestinais, houve diferenga significativa entre os
tratamentos tanto no 70 DAE como no 98 DAE. No 70 DAE, o valor da altura do tratamento
controle foi superior e diferiu do tratamento T10, porém os tratamentos TS5, T15 e T20 foram
iguais aos tratamentos TO e T10. No 98 DAE foi possivel notar que os tratamentos T10 e T15
apresentaram valores maiores, diferindo significativamente do tratamento T20, porém igual ao
TO, TS e T10, que nao diferiram do T20 (Tabela 4; Figura 3).

As microfotografias do intestino de juvenis de A. ocellaris de 98 DAE nos diferentes
tratamentos mostram alteragdes significativas das vilosidades intestinais. A Figura 3 mostra
alteragdes visiveis no nimero e na altura das pregas intestinais dos juvenis de peixe-palhacgo
nos tratamentos T10 e T15, corroborando com os dados encontrados na Tabela 4.

Para largura das pregas intestinais, no 70 DAE foi verificado que o resultado do
tratamento controle foi maior que os resultados dos tratamentos com o blend de acidos
organicos, exceto para o tratamento TS5 que foi igual a todos os tratamentos e para o tratamento
T10 que apresentou resultados iguais aos tratamentos TO ¢ T15. No 98 DAE, os tratamentos
T15 e T20 apresentaram valores maiores que o tratamento TS5 para largura e estes ndo diferiram
dos tratamentos T10 e TO.

Seguindo essa tendéncia, no 98 DAE, o valor da area das pregas intestinais no
tratamento T15 foi superior ao tratamento controle, ndo havendo diferenca entre os demais
tratamentos. Entretanto, no 70 DAE ndo foram encontradas diferencas significativas. Para os
resultados do perimetro e numero de células caliciformes ndo foram encontradas diferencas

entre os tratamentos (Tabela 1; Figura 3).
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Tabela 1 - Morfometria da por¢do média intestinal de juvenis de A. ocellaris alimentados com dietas
suplementadas com blend de 4cidos organicos 5 g kg (T5), 10 gkg™! (T10), 15 gkg! (T15) e 20 gkg™! (T20) e
sem suplementacgdo (T0) aos 70 DAE e 98 DAE. Dados apresentados como média +desvio padrao.

Niveis de inclusdo do blend de 4cidos organicos (g kg™)

DAE TO T5 T10 T15 T20 Valor p

Numero de pregas intestinais

70 15,67+0,58 13,00+2,65 19,33+1,15 15,20+3,63 19,00+2,58 0,06
98 12,29+2,06° 16,63+4,75%® 15,11+3,14%® 17,90+3,112 17,78+5,40% 0,03
Altura das pregas intestinais
70 11,33+4,882 9,91+3,83%® 7,99+3,43° 8,63+3,43% 10,95+5,50% 0,02
98 11,81+7,22%® 10,82+3,25%® 12,16+4,86° 12,7045,442 10,44+4,57° 0,01
Largura das pregas intestinais
70 6,15+2,50* 4,72+1,382c 5,2242,25% 4,74+1,35° 3,93+2,05° 0,00
98 5,39+2,53%® 4,94+2,12° 5,62+2,47% 5,75€2,10% 5,852,292 0,05
Area

70 1146,90+371,88  1093,37+346,93  1064,46+392,20 830,26+132,49 1030,85+274,21 0,56
98  1030,894256,99° 1337,56+429,34% 1354,54+554,58% 1956,48+712,29* 1447,08+609,32® 0,02
Perimetro
70  433,02+£144,03 507,35+64,64 470,69+86,66 350,74+69,02 475,33+£77,74 0,23
98  437,43+£227,20 426,44+264,79  430,39+143,00 517,834314,55  478,56+331,83 0,97
Numero de células caliciformes
70 39,33+18,58 36,67+13,01 56,00+21,17 38,00+16,00 43,7549,74 0,66
98 26,50+19,28 45,75+23,41 35,44+12,64 43,40+15,02 50,13+17,49 0,15

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
*Letras mintisculas distintas na mesma linha indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de
Dunn (p<0,05) na mesma idade.
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Figura 3 - Microfotografia da por¢do média intestinal de juvenis de 4. ocellaris com 98 DAE
alimentados com a dieta controle (sem suplementagdo- A) e com dieta contendo 5 g kg™, 10 g

"' de um blend de acidos orgénicos (B, C, D ¢ E, respectivamente).
Vi - - i e

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

2.4.4 Desempenho zootécnico

A sobrevivéncia durante todo o periodo experimental foi de 100% em todas as unidades
experimentais, exceto em uma repeti¢do do aquario do grupo controle em que todos os peixes
morreram. Esta mortalidade foi atribuida a um inseto (centopéia) encontrado morto dentro do
aquario junto aos peixes. Desta forma, esta repeti¢ao foi eliminada da analise dos dados.

A partir de um peso inicial de 21,0+4,0 mg (n=30) e de um comprimento total de
7,88+0,58 mm (n=30), foi verificado o crescimento para todos os tratamentos. Conforme
apresentado na figura 4, ndo houve diferenca significativa para os valores de peso e
comprimento dos peixes ao longo do experimento (77 dias).

Da mesma forma, os valores das médias finais de comprimento padrdo (cm) e altura da
cabeca (cm) ndo apresentaram diferencas significativas na comparacdo entre as dietas:
comprimento padrdo = 2,024+0,28 cm; 1,94+0,28 cm, 2,02+0,31 cm, 1,91+0,30 cm, 1,92+0,29
cm e altura da cabe¢a = 0,21+0,08 cm; 0,21+0,07 cm, 0,22+0,08 cm, 0,224+0,08 cm ¢ 0,21+0,09

cm), respectivamente para os tratamentos TO, T5, T10, T15 e T20.
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Também, os resultados das varidveis: peso final, comprimento total final, ganho de peso,
consumo de ragdo, taxa de crescimento especifico, taxa de crescimento diario em comprimento
ndo apresentaram diferenca (p>0,05) entre os tratamentos. Apesar de numericamente menor
nos tratamentos de T10 a T20, especialmente em T15, ndo foi detectada diferenca estatistica
entre os tratamentos para a conversao alimentar (Tabela 2).

Tabela 2 - Parametros de desempenho de juvenis de A. ocellaris alimentados com dietas suplementadas com

blend de 4cidos organicos 5 g kg™ (T5), 10 gkg™! (T10), 15 gkg! (T15) e 20 g kg' (T20) e sem suplementacio
(T0O) apds 77 dias de experimento (98 DAE). Dados apresentados como média + desvio padrao.

Niveis de inclusdo do blend de 4cidos organicos (g kg™)

Parametros
TO T5 T10 T15 T20 valor de p

GP (mg) 440,90+£158,66 437,21+122,99 476,21+148,33 419,73+£143,13 427,93+146,21 0,63
CR (mg/dia) 123,72+22,37  120,57+18,72  108,83+18,12  95,29+5,64  107,51+16,49 0,44
CA 1,82+0,12 1,77+0,47 1,46+0,44 1,31+0,12 1,52+0,54 0,66
TCE (%/dia) 3,97+0,46 3,92+0,43 4,03£0,50 3,88+0,46 3,90+0,49 0,56
CDC (mm/dia) 0,23+0,04 0,22+0,04 0,23+0,05 0,22+0,04 0,22+0,04 0,34
K 2,73+0,17 2,88+0,35 2,80+0,35 2,84+0,28 2,93+0,45 0,34
CV (%) 29,59+5,69 28,00+3,55 29,57+1,83 29,7545,32 31,28+9,34 0,98

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
Ganho de peso (GP), consumo de ragdo (CR), conversdo alimentar (CA), taxa de crescimento especifico (TCE),
crescimento diario em comprimento (CDC), fator de condicdo (K), coeficiente de variacdo em peso (CV).

2.4.5 Atividade enzimatica

A atividade enzimatica especifica da tripsina, quimotripsina e amilase (Tabela 3) nao
apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos e entre a interacao idade e tratamentos
com a inclusdao do blend de acidos organicos para juvenis de 4. ocellaris. No entanto, houve

aumento significativo da atividade da tripsina com o desenvolvimento dos juvenis.
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Tabela 3 - Atividade enzimatica especifica de tripsina, quimotripsina e amilase (U mg de proteina™!) nos juvenis
de Amphiprion ocellaris com 70 € 98 DAE alimentados com dieta suplementada com 5 g kg™ (T5), 10 g kg™
(T10), 15 gkg! (T15)e 20 g kg! (T20) de um blend de 4cidos organicos e dieta controle, sem suplementagdo

(T0). Dados apresentados como média +desvio padrio.

Niveis de inclusdo do blend de 4cidos organicos (g kg™”)

DAE TO T5 T10 T15 T20
Tripsina

70 22,47+8,924 24,41£5,494 24,03£9,094 20,79+6,514 27,37+6,994

98 42,56+9,018 55,33+8,348 49,28+20,918 66,51+1,238 39,72+13,608

Quimotripsina

70 307,21£175,03 365,50+92,37 335,25+71,07 217,80+101,43 272,93+151,13

98 187,17+165,91 210,51£110,57 272,08+136,05 300,49+152,81 227,72+160,14
Amilase

70 1693,38+£1039,53  2164,91+£1141,53  1947,38+1128,48  1583,39+728,66  2295,78+969,59

98 1523,25£863,27  2211,99+1129,16  1692,64+326,22  2774,97+771,31  3326,37+1352,58

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
*Letras maiusculas distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre

as idades no mesmo tratamento

2.5 DISCUSSAO

Neste estudo, observou-se uma diminui¢do dos valores de pH das dietas com o aumento
da inclusdo do blend de acidos organicos. Esta tendéncia também foi observada por outros
autores (NG et al., 2009; CASTILLO et al., 2014; ADDAM et al., 2019). A reducao do pH da
dieta ¢ a principal resposta da acdo dos acidos organicos na mesma, seus efeitos variam
dependendo do status de dissociagdao (pK de dissociagdao). Quanto menor o valor do pK, mais
forte ¢ o acido e maior a capacidade de diminuir o pH (FREITAG, 2007).

Além de diminuir o pH das dietas, dependendo do seu odor e sabor, os acidos organicos
podem provocar a rejeicdo do alimento por parte dos animais (SANTOS, 2010). Xie, Zhang e
Wang (2003) investigaram o comportamento alimentar de tilapia nildtica usando diferentes
acidos organicos, € mostraram que os acidos citrico e latico tém efeitos estimuladores de
consumo, enquanto o acido acético e metacetonico promoveram efeitos repulsivos. No presente
trabalho, a inclusdo do blend de 4cidos orginicos mostrou uma tendéncia numérica na
diminui¢do do consumo de ragao com niveis mais elevados de inclusdao destes acidos. Em
relagdo a conversdo alimentar, os tratamentos T10 e T15 apresentaram os melhores resultados
de conversdo alimentar, 1,46 e 1,31, respectivamente, especialmente em relagdao ao TO (1,84).
Uma vez que os pardmetros zootécnicos nao foram afetados, e a conversao alimentar também
apontou uma reducao deste pardmetro com a inclusdo dos acidos, supdem-se que, o blend nao

afetou a palatabilidade e promoveu o melhor aproveitamento dos nutrientes da ragdo pela



36

melhora da conversdo alimentar. Esta melhora pode ser economicamente importante durante a
engorda de A. ocellaris.

Além disso, no presente trabalho, a conversdo alimentar apresentou melhores valores
(1,31 a 1,82) quando comparado com outros trabalhos para juvenis do género Amphiprion, que
variaram de 1,83 a 5,2 (BALAMURUGAN et al., 2017; HEKIMOGLU et al., 2017; VARGAS
— ABUNDEZ et al, 2019).

O ganho em peso e a taxa de crescimento especifico ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos, no entanto, a inclusdo de 10 g kg™ do blend de acidos
organicos na dieta resultou em cerca de 7% de aumento no ganho de peso quando comparado
com os peixes alimentados com a dieta controle, e maior taxa de crescimento especifico entre
os tratamentos. Petkam et al. (2008) também ndo detectaram diferenga significativa para o
ganho em peso, comprimento total e a conversao alimentar em tilapia-do-Nilo alimentada com
um blend de 4cido e sais organicos (formiato de cdlcio, propionato de calcio, lactato de célcio,
fosfato de célcio e acido citrico) em diferentes niveis (0,5, 1,0 e 1,5%) por 8 semanas. Porém,
neste mesmo trabalho, na inclusao de 1,5% houve um aumento numérico de 11% no peso
corporal quando comparado com o tratamento controle.

Bjerkeng, Storebakken e Wathne (1999) relataram que o salmao-do-Atlantico Salmo
salar alimentado com dietas suplementadas com 0, 5 ou 20 g kg™! de um blend de sais de 4cidos
organicos (sais de sodio dos acidos acético, propidnico e butirico) ndo mostraram efeitos
significativos no crescimento. Porém, Saei ef al. (2016) ao testar diferentes niveis de um blend
de acidos organicos para alevinos de truta-arco-iris por 60 dias verificaram que as dietas
suplementadas com 0,1% e 0,2% de Bio Acid Ultra (Biochem, Alemanha) apresentaram melhor
desempenho de crescimento (p <0,05), incluindo ganho de peso, taxa de crescimento especifico
e conversdo alimentar.

Desta forma, os diferentes resultados relatados podem ocorrer pois, os efeitos
promotores de crescimento dos acidos organicos da dieta parecem depender das espécies,
fisiologia, idade e/ou tipo e dosagem do acido organico utilizado (NG; KOH, 2017).

A morfologia do intestino reflete o estado de saude dos peixes, estando ligada a
capacidade de assimilagdo de nutrientes e as fun¢des imunologicas (FIGUEIREDO, 2017). A
suplementagdo com o blend de acidos organicos na dieta de A. ocellaris apresentou diferengas
significativas em alguns parametros histomorfométricos. O niimero de pregas intestinais
permaneceu inalterado apos os animais completarem 70 DAE. Apds 98 DAE houve um
aumento significativo nos tratamentos T15 e T20 quando comparado com o tratamento

controle. A altura das pregas intestinais apds 70 DAE foi maior no tratamento controle,
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entretanto, apds 98 DAE, os tratamentos T10 e T15 apresentaram maiores valores para este
parametro.

Seguindo essa tendéncia, a area no 70 DAE ndo apresentou diferenca significativa entre
os tratamentos, porém, no 98 DAE, o tratamento T15 apresentou a maior area das pregas
intestinais e foi significativamente diferente do tratamento controle. E possivel notar que, os
resultados dos tratamentos com a inclusdo do blend de acidos apareceram apds 77 dias de
experimento (98 DAE) para nimero, altura, largura e area das pregas intestinais, ou seja, devido
a um tempo maior de inclusdo do blend de acidos organicos. Dessa forma, os resultados indicam
que os efeitos na histomorfologia intestinal de A. ocellaris comecaram no 77° dia de
experimento da inclusdo do blend de acidos organicos, principalmente na concentracao de 15 g
kgl

O ntmero de pregas intestinais assim como a altura das mesmas, fornece mais area de
superficie para absor¢do de nutrientes e melhorias na saude intestinal, refletindo no efeito
positivo da suplementacao do blend de acidos organicos (Mohamed et al., 2014). De acordo
com Schwarz et al. (2010), o aumento da altura das vilosidades intestinais pode favorecer a
absorcao de nutrientes da dieta, melhorando a taxa de conversao alimentar. Este fato confirma
a tendéncia observada e discutida anteriormente, especialmente no tratamento T15, que
apresentaram menor valor numérico de conversdao alimentar, e maior valor para altura das
pregas intestinais.

Apos 77 dias de experimento, o numero de células caliciformes nos tratamentos com o
blend de 4cidos organicos foi maior, porém sem apresentar diferenca significativa. As células
caliciformes tém a fungdo produtora de muco e sdo secretoras de glicoproteinas. Sua presenca
no intestino de peixes tem relacdo com as condicdes alimentares, barreira contra patogenos
intestinais, protecdo do epitélio da acdo de enzimas digestivas € na presenga de pH
acentuadamente acido, como ¢ o caso das dietas suplementadas com o blend de acidos
organicos (MACARI; FURLAN; GONZALES, 1994; HONORATO et al., 2011). Porém, no
presente estudo ndo foram encontradas diferencas significativas para células caliciformes e
perimetro em ambos os tempos. Addam et al. (2019) constataram que a suplementacao de um
blend de acidos organicos e Oleo essencial Lippia origanoides na dieta de tilapia-do-Nilo
aumentou a altura das pregas intestinais e o nimero de células caliciformes da por¢ao anterior
do intestino, no entanto, na por¢ao posterior nao foi encontrada diferenca significativa para as
células caliciformes. Também nao houve diferenga significativa no niimero de pregas, area,

perimetro e largura das pregas intestinais da por¢ao anterior e posterior.
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No entanto, houve uma tendéncia a melhora na conversdo alimentar, que juntamente
com o aumento efetivo da area, nimero e largura das pregas apds 77 dias de experimento (98
DAE), especialmente no tratamento com inclusdo de 15 g kg -1 dos acidos orgénicos na dieta,
indicam um maior aproveitamento dos nutrientes da ragdo. Estes fatos podem ser
economicamente importantes durante a engorda de A. ocellaris.

Dados sobre os efeitos dos acidos organicos sobre a morfologia intestinal em animais
aquaticos sdo escassos (NG; KOH, 2017) e dose e espécie-dependentes. Devido a isso, as
respostas na histomorfologia intestinal de peixes alimentados com blend de acido organicos
podem ser diversas.

Pouco se sabe sobre as mudancas nas atividades das enzimas digestivas quando 4cidos
organicos sdo suplementados a dieta dos peixes. A melhora no desempenho do crescimento e
na utilizagcdo de alimentos devido aos acidificantes pode ocorrer devido a disponibilidade de
diferentes minerais € o aumento da secrecao de algumas enzimas, como proteases (AGOUZ;
SOLTAN; MESHREF, 2015).

Li, Li e Wu (2009) indicaram que a suplementag¢do das dietas de tilapia hibrida (O.
niloticus * O. aureus) com o acido citrico (10 g kg™!) reduziu as atividades da protease no
intestino em 35,1%. Su ef al. (2014) ao avaliarem a suplementacdo de acido citrico (0, 1, 2, 3,
4 ¢ 5 g kg') na dieta do camardo-branco-do-Pacifico (Litopenaeus vannamei) nio observaram
diferenca significativa na atividade da amilase intestinal entre os tratamentos. Porém, o
tratamento com a inclusio de 2 g kg™! de 4cido citrico apresentou atividade de protease intestinal
superior ao tratamento controle (sem inclusao).

No presente trabalho, nao foi encontrado diferenga significativa entre os tratamentos
para atividade da amilase entre os tratamentos, também nao houve aumento da atividade em
relagdo ao tempo. Kuz'mina (1996) detectou diminuicdo da atividade amilédsica durante a
ontogenia de peixes (Esox lucius; Perca fluviatilis; Rutilus rutilus). De forma similar, Infante e
Cahu (2001) observaram no robalo europeu (Dicentrarchus labrax) ¢ no red drum que a
expressao da amilase diminuiu com a idade (a partir da terceira semana apos eclosao), enquanto
para tripsina foi observado um aumento na atividade. Essa diminuicdo da amilase sugere que o
desenvolvimento dos peixes € geneticamente programado e sutilmente modificado pela
composi¢do da dieta (INFANTE; CAHU, 2001).

A atividade especifica da quimotripsina ndo apresentou diferenca entre os tratamentos,
assim como nao foi observado aumento da atividade durante o desenvolvimento dos peixes. De

acordo Applebaum e Holt (2003) a expressao aumentada de quimotripsina estd associada a um
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periodo em que ha uma redugdo na taxa de crescimento. No presente trabalho a reducdo da
atividade da quimotripsina pode ser explicada pelo desenvolvimento dos juvenis.

Nos peixes, a atividade de proteases intestinal ocorre em pH alcalino. A tripsina
pancreatica, por exemplo, € ativada entre o pH 7,0 a 11,0 dependendo de fatores como substrato,
morfometria do tubo digestorio e o arranjo das pregas intestinais (SEIXAS-FILHO, 2003). A
tripsina € uma enzima pancreética que indica um indice util e significativo do estado nutricional,
bem como da capacidade de crescimento e da qualidade da dieta, sugerindo que a baixa
atividade da tripsina indica que o alimento possui baixa qualidade ou ndo foi digerido pelo
animal (HJELMELAND et al., 1984; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al., 2006). Com
1sso0, observa-se que no presente trabalho, houve uma maior atividade (p<0,05) da tripsina nos
juvenis de 98 DAE quando comparados com os de 70 DAE em todos os tratamentos, indicando
que houve a boa qualidade da dieta em todos os tratamentos ¢ o desenvolvimento do trato

digestorio dos juvenis.

2.6 CONCLUSAO

A suplementacgdo da racio com o blend de 4cidos organicos comercial (126,5 g kg™! de
formiato de amoénio, 115,5 g kg™ de acido formico, 82,5 g kg™ de acidos graxos vegetais, 66,0
g kg'! de 4cido propidnico e 55,0 g kg! de 4cido acético) ofertada para juvenis (21 DAE: peso
21,0 mg; comprimento total 7,94+0,58 mm) do peixe-palhaco Amphiprion ocellaris, por 77 dias
de experimento, diminui proporcionalmente o pH das dietas de acordo com o aumento do nivel
do blend de acidos organicos. Apds 77 dias de experimento (98 DAE) o tratamento com
inclusdo de 15 g kg! do blend de 4cidos organicos apresentou alteragdes benéficas da
morfologia intestinal, indicando um maior aproveitamento dos nutrientes da ragdo. No entanto,
os pardmetros zootécnicos (sobrevivéncia, ganho de peso, taxa de crescimento especifico em
peso, crescimento didrio em comprimento, consumo de ragdo, taxa de conversao alimentar e
fator de condi¢do) e a atividade das enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina e amilase) ndo
foram influenciados estatisticamente com a inclusdo do blend de acidos organicos.

E importante realizar estudos futuros com um periodo maior de suplementacio a fim de

entender o efeito do blend de acidos no desempenho zootécnico de juvenis de 4. ocellaris.
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