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RESUMO

Objetivo do trabalho foi de avaliar o efeito promotor de crescimento do extrato de
orégano para juvenis de tilapia nilotica (Oreochromis niloticus), juntamente com a inclusdo de
proteina. Foram utilizados 360 juvenis machos de tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus),
com peso médio inicial de 36,80 £ 11,85g, alojados em 30 tanques com capacidade de 100L
cada, durante 60 dias. Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos tanques, constituindo
12 animais por unidade experimental. Ao final do periodo experimental, quatro animais de
cada unidade tiveram o sangue coletado por meio de puncdo cardiaca, para analises de
glicose, proteina plasmatica total e hematocrito. De cada animal abatido, foi coletada uma
amostra do intestino para andlise morfométrica. Os animais foram eviscerados e
acondicionados em embalagens plasticas, para posterior determinacdo dos teores de matéria
seca, cinzas, proteina bruta, energia bruta e extrato etéreo. O grupo alimentado com 33% de
PB e 2,5% de orégano apresentou os maiores valores para ganho de peso médio e ganho de
peso. Para o indice hepatossomatico, os tratamentos contendo 1,5% e 2,0% diferiram entre si,
sendo o grupo com 30% de PB apresentando maiores valores. A dieta com inclusdo de 33%
de proteina teve valores positivos para os parametros de desempenho e hematolégico dos
animais, além dos pardmetros corporais dos animais estarem inalterados e adequados para a
espécie. A melhor porcentagem utilizada de orégano foi a de 2,5%, por ter melhorado o

ganho de peso dos animais.

Palavra-chave: alimento funcional, desempenho, oreochromis niloticus.



ABSTRACT

The aim of the study was to assess how the protein inclusion in the diet can improve
the growth promoting effect of oregano extract to juvenile tilapia (Oreochromis niloticus).
360 juvenile males of Nilotic tilapia (Oreochromis niloticus) were used, with initial average
weight of 36,80 + 11,85¢g, kept in 30 tanks with a capacity of 100L each, for 60 days. The
animals were randomly distributed in the tanks, consisting 12 animals. At the end of the
experiment, four animals of each unit had blood collected by cardiac puncture. Of each
slaughtered animal was collected a gut sample to morphometric analysis. The animals were
gutted and packed in plastic containers for later determination of dry matter, ash, crude
protein, gross energy and ether extract. The group fed 33% CP and 2,5% oregano had the
highest values for average weight gain and weight gain. For hepatosomatic, treatments
containing 1,5% and 2,0% different from each other, and the group with 30% CP had higher
values. The diet with addition of 33% protein does not adversely alter the performance
parameters of hematology and animals besides animal body parameters are unchanged and
appropriate for the species. The best percentage of oregano used was 2,5%, having improved

the weight gain of the animals.

Keywords: functional food, performance, oreochromis niloticus.



1. INTRODUCAO

A aquicultura ¢é a atividade do setor de producdo de alimentos que apresenta maior
crescimento anual, atualmente ela é responsavel por quase 50% da producdo de pescado
(FAO, 2012). A producdo de tilpia corresponde a uma importante parcela da producédo
continental de pescado. Por ser uma espécie capaz de tolerar regimes de criacdo intensivos,
com uma taxa de crescimento satisfatoria e boa aceitacdo de seus produtos pelo mercado, o
interesse em seu cultivo é crescente.

A utilizacdo de sistemas intensivos de criacdo é um importante fator para que a
atividade aquicola tenha um desempenho econémico atrativo. Além do melhor
aproveitamento das instalacBes, a maior producdo por volume de &gua utilizado favorece para
que haja uma maior eficiéncia de utilizacdo dos insumos ao longo da cadeia produtiva. A
capacidade da espécie de tolerar regimes intensivos de criagdo é fundamental, nestas
condicdes a qualidade da agua tende a ficar prejudicada, havendo um maior contato entre
individuos, importante fator de estresse. Agentes infecciosos encontram, assim, condigdes
propicias para se propagar, podendo elevar o risco de surtos de doencas causadoras de
mortalidades massivas, capazes de inviabilizar a produgdo (Cnaani, 2006).

A maneira tradicional de se contornar problemas associados a ocorréncia de doencas é
pelo uso de agentes quimicos antimicrobianos, embora seu uso seja associado a riscos a saide
publica. Principalmente no que tange a utilizacdo em ambientes aquéaticos, o0 risco é mais
acentuado, haja vista que geralmente os antibiéticos sdo administrados misturados a racéo, e
somente uma fracdo é absorvida pelo animal, sendo eliminado no ambiente e induzindo a
selecdo de bactérias e genes de resisténcia (Romero, 2012).

Considerando os riscos associados ao uso massivo de antibidticos, principalmente
quanto ao seu uso profilatico, € de fundamental relevancia a proposta de alternativas viaveis
capazes de reduzir a incidéncia de doencas. Uma das alternativas que vém sendo estudas no
campo da nutracéutica € a adicdo de plantas ou extrato de plantas aromaticas, cujos principios
ativos apresentam propriedades antimicrobianas, antioxidantes e imunoestimulantes, ou seja,
com amplo espectro de aplicagdo para o desenvolvimento de dietas que promovam uma
melhor adaptacdo do animal ao sistema de producdo (Brennes, 2010; Windish, 2008; Kiron,
2012; Volpatti, 2012; Hashemi, 2011; Dorman, 2000; Zheng, 2009; Harikrishnan, 2011).



Os aditivos alimentares derivados de ervas, temperos e outras plantas, por fortalecer o
sistema de defesa ndo especifico do organismo, conferem um amplo espectro de atuacéo, com
baixo custo e menor impacto ao ambiente. Tradicionalmente reconhecidos como seguros e
livres de residuos, apresentam reconhecidas vantagens potenciais em relacdo aos antibidticos
tradicionalmente utilizados, sendo em sua maioria produtos baratos quando comparados a
outros aditivos (Harikrishnan, 2011). Assim, o trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
promotor de crescimento do extrato de orégano para juvenis de tilapia nildtica (Oreochromis

niloticus), juntamente com a inclusao de proteina.

2. REVISAO DE LITERATURA

A aquicultura mostrou um rapido crescimento nos ultimos 30 anos. Com isso, 0S
sistemas mais utilizados para producao sdo aqueles onde ha um adensamento de animais por
volume de agua, podendo ser um fator estressante a esses animais. As alteracGes metabolicas
oriundas de uma condicao de estresse cronico podem provocar imunossupressao (Tort, 2011).
Assim, a probabilidade de ocorréncia de surtos de doengas é alta, sendo necessarias medidas
que favorecam a adaptacdo dos animais ao ambiente de cultivo, evitando ou diminuindo os
prejuizos do estresse cronico. Determinadas intervencdes nutricionais sdo capazes de
reestabelecer os sistemas de defesa do organismo a normalidade, auxiliando na prevencao e
resisténcia a doencas (Trichet, 2010).

Os antibioticos sdo usados para controlar doencas de peixes, reforcar o sistema
imunoldgico e também como promotores de crescimento. No entanto, o uso de antibidticos
tem sido restrito devido a inducéo de resisténcia as bactérias e aos residuos que podem liberar
em meios aquaticos (Citarasu, 2010). Mais ainda, durante a proibicdo de antibidticos sub-
terapéuticos como promotores de crescimento na Unido Europeia, em 2006, alternativas aos
antibioticos usados na aquicultura tém recebido muita atencéo (Balcazar et al., 2006;Brickell
e Dalmo, 2005; Shinn et al., 2003). Essas tendéncias correlacionam-se bem com a crescente
sensibilidade dos consumidores, que exigem cada vez mais que as praticas agricolas sejam
sustentaveis e que os alimentos ndo sejam contaminados quimicamente (Francis et al., 2005;
Rawling et al., 2009).

Na Gltima década, os estudos focaram sobre a aplicacdo do uso de extratos de

plantas, produtos a base de plantas e Oleos essenciais para substituir os antibioticos como
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promotores de crescimento em ragdes para animais (Alcicek et al., 2003; Athanasiadou e
Kyriazakis, 2004; Botsoglou. et al., 2002;. Christaki et al., 2004; Giannenas et al., 2005;
Jamroz e Kamel, 2002; Kommera et al., 2006; Mao et al., 2005; Peeter et al., 2006; Yuan et
al., 2006; Vieira et al., 2008). Especialmente na aquicultura, o potencial das substancias
fitogénicas em dietas de peixe ndo é somente na utilizacdo como alternativa aos antibidticos,
mas podem ser estendidos para outras areas de interesse, como o controle de doengas,
resposta imune e resisténcia dos peixes (Jian e Wu, 2003), ou a melhoria da qualidade de
armazenamento e as propriedades antioxidantes dos filés de peixe (Gatlin et al., 1992).

As substancias fitogénicas constituem o0s ingredientes bésicos de muitos
antimicrobianos comerciais usados atualmente na satde humana e conservacdo de alimentos
(Burt, 2004). In vitro, o efeito antimicrobiano de alguns extratos de plantas é tdo consistente
guanto o efeito de antibidticos (Cowan, 1999). No entanto, o efeito dos extratos de plantas in
vivo ndo é consistente, comparado aos antibidticos, e para 0 mesmo produto usado em
condigdes semelhantes, mas ndo iguais, os resultados podem diferenciar muito (Windisch et
al., 2008). A dieta € um dos principais fatores que alteram o efeito antimicrobiano de extratos
de plantas in vitro (Si et al., 2006).

AlteracBes na microbiota intestinal pelo uso de antibiéticos podem comprometer a
relacdo benéfica entre hospedeiro e microbiota. Patdgenos oportunistas estdo presentes no
organismo, ndo representando um risco significante. Apds o uso de antibidticos, ocorre uma
reducdo da diversidade bacteriana, o que pode favorecer o crescimento desses patdgenos
(Navarrete et al., 2008). Além disso, alguns antibioticos, como a oxitetraciclina e o florfenicol
também podem provocar imunossupressdo (Romero et al., 2012).

A manipulacdo da microbiota intestinal pode apresentar importantes efeitos
imunoregulatorios, pela inducdo da tolerancia da mucosa intestinal, assim como melhorar a
morfologia intestinal, estimular atividade enzimatica e producdo de vitaminas, melhorando a
conversdo alimentar e taxa de crescimento de peixes (Qi et al. 2009). Existe um equilibrio a
ser mantido entre a comunidade de organismos existentes no ambiente aquatico, no trato

digestivo e sua interacdo com a superficie da mucosa intestinal (Rombout et al., 2011).
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2.1.ALIMENTOS FUNCIONAIS

O termo surgiu primariamente no Japdo, por volta dos anos 80, referindo-se aqueles
alimentos que além de seu valor nutritivo, auxiliavam em funcgdes especificas do corpo,
devido alguma substancia presente nos mesmos. Naquela época uma das primeiras definicbes
de alimentos funcionais foi proposta pela Foods for Specified Health Use (FOSHU) como
aqueles alimentos que tém efeito especifico sobre a saude, devido a sua constituicdo quimica,
e que ndo devem expor quem 0s consome, ao risco higiénico ou a saude (Moraes, 2006).
Nestes termos, 0s alimentos funcionais possuem potencial para promover a salde por meio de
mecanismos nao previstos na nutricdo convencional, devendo ser salientado que esse efeito se
restringe a promocao da saude e ndo a cura de doencas (ROBERFROID, 2007).

A legislacdo brasileira ndo define alimento funcional, mas sim a alegacéo de propriedade
funcional e alegacdo de propriedade de salde e estabelece as diretrizes para sua utilizagéo,
bem como as condi¢des de registro para os alimentos com alegacédo de propriedade funcional
e/ou, de saude. A alegacdo de propriedade funcional engloba o papel metabdlico ou
fisiologico que o composto tem no crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras
fungBes normais do organismo humano, enquanto a de saude compreende a existéncia da
relacdo entre o alimento ou ingrediente com doenca ou condicdo relacionada a salde
(ANVISA, 1999).

Estes alimentos podem ser classificados de acordo com o alimento em si, ou conforme os
componentes bioativos nele presentes como, por exemplo, as fibras dietéticas, os probi6ticos,
0s prebidticos, os compostos funcionais, os fitoquimicos, as vitaminas e 0s minerais
essenciais, carotendides, peptideos bioativos, além de acidos graxos insaturados dmega 3 e 6
(KOMATSU et al., 2008).

2.1.1. OREGANO (Origanum vugare L.)

O orégano (Origanum vugare L.) & uma planta aromatica com distribuicdo em toda
area do Mediterraneo, que pertence a familia Lamiaceae, nativa das regides Euro-Siberiana e
Irano-Siberiana.Essa planta é a mais conhecida espécie de orégano, é bastante ramificada,

perene e de hastes arroxeadas, atingindo de 30 a 50 cm de altura (Costa, 2009). E amplamente
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cultivada na regido sul e sudeste do Brasil, para uso culinério (Costa, 2009) o que favorece

sua utilizagdo em dietas para animais.

O dleo essencial e as folhas secas do orégano sdo conhecidos por possuirem
atividades, in vitro, antimicrobianas (Sivropoulou et al., 1996; Lambert et al., 2001),
antifungicas (Thompson, 1989), inseticidas (Karpouhtsis et al., 1998), e antioxidantes
(Botsoglou et al., 2002), anti-helmintica (Force et al., 200) e digestiva (Cabuk et al., 2005), e
contém moléculas com bioatividades intrinsecas na fisiologia e metabolismo animal. Essas
atividades séo atribuidas principalmente aos seus principios ativos primarios: carvacrol, timol
e Seus precursores y-terpineno e p-cimeno. Devido especialmente a atividade antimicrobiana
in vitro, espera-se que a utilizacdo do 6leo essencial na producdo animal tenha resultados
terapéuticos e profilaticos. Entdo, a erva ou o 6leo essencial, ou 0os componentes unicos do
6leo essencial tém sido testados como promotores de crescimento em frangos de corte (Cross
et al., 2002; Lee et al., 2003a, b) e suinos (Tsinas et al., 1998; Docic and Bilkei, 2003).
Entretanto, os beneficios no desempenho dos animais ndo foram consistentes entre esses

estudos.

O timol e o carvacrol sdo considerados ingredientes que melhoram a saude na industria
alimenticia (Shoji and Nakashims, 2004). O timol (2-isopropil-5-metilfenol) € um
monoterpeno que € encontrado em varios 6leos essenciais (Gomez-Carneiro et al., 1998). Tem
efeito antimicrobiano em bactérias, fungos e leveduras (Shapiro et al., 1994; Manou et al.,
1998). O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) é um constituinte comum em aditivos. E usado
frequentemente em varios produtos como condimento e agente antimicrobiano, mostrando um

amplo espectro de atividades contra bactérias, leveduras e fungos (Knowles et al., 2005).

A acdo bactericida dos principios ativos do 6leo de orégano ocorre por meio da alteracdo
da permeabilidade da membrana celular bacteriana, devido a caracteristica hidrofobica dos
Oleos essenciais. Os principios ativos causam desestruturacdo das membranas celular e
mitocondrial das bactérias, tornando-as mais permeéaveis, ocasionando danos as proteinas da
membrana e perda de ions e metabolitos celulares (Lambert et al., 2001). Ha interferéncia nos
processos Vvitais bacterianos, o que resulta em morte. Apesar dos mecanismos de agdo serem
semelhantes aos dos antibidticos sintéticos, ndo ha evidéncias de resisténcia bacteriana ao

o0leo de oregano (Luchese, 2009).

Os principios ativos secundarios (1,8-cineole, linalol, acetato linalil, o-terpenol,

isoborneol, trans-dihidrocarvone e transcarveol) dessa espécie tém demonstrado significativa
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relevancia, visto que a eficiéncia do carvacrol e timol isolados ndo atingem a mesma
eficiéncia do 6leo essencial (Zheng et al., 2009, Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn,
2010). A eficacia dos principios ativos nos 0leos essenciais pode variar de acordo com a parte

da planta utilizada, espécie da planta e as condic¢des do cultivo (Bevilaqua et al. 2007).

Ahmadifar et al. (2011) estudando o efeito do timol-carvacrol em p6 nos niveis 0, 1.0, 2.0,
3.0 g kg-t em dietas para juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) observaram que 0s
animais alimentados com dietas com 2,0 e 3,0 g kg-! apresentaram maior peso final,
comprimento final e ganho de peso, melhor conversdo alimentar e 0 maior nimero de
linfocitos que o grupo controle. Além disso, o conteldo lipidico foi maior nos peixes
alimentados com 1,0 e 2,0 g kg-t de timol-carvacrol que nos outros grupos, e maior teor de

proteina corporal no grupo alimentado com 3,0 g kg-1.

2.2.TILAPIA

A tilapia é um peixe tele6steo, pertencente a familia dos ciclideos, originario da Africa
e amplamente cultivado em cerca de 100 paises no mundo (Romana-Eguia et al., 2004). Cerca
de 22 espécies de tilapia sdo cultivadas no mundo, porém, a tilapia nil6tica (Oreochromis
niloticus), a tilapia mocambicana (O. mossambicus) e a tilapia azul (O. aureus) sdo as

espécies mais criadas comercialmente.

Entre as espécies de peixes mais cultivadas, a tilapia nil6tica é a que melhor resiste a
altas temperaturas, baixa concentracdo de oxigénio dissolvido, alta concentracdo de amonia na
agua, condicGes ambientais adversas, altas densidades, tem rapido crescimento, € capaz de
utilizar a produtividade primaria dos viveiros e pode ser manipulada geneticamente
(Popma&Phelps, 1998). De acordo com Lahav&Ra'nam (1997), sua principal vantagem € o
baixo custo relativo, principalmente no que se refere a producéo de alevinos, alimentacéo e

qualidade da sua carne.

A tilapia nilotica destaca-se como peixe de potencial para aquicultura, visto sua
rusticidade, habito alimentar onivoro, aceitacdo de ragdes com grande facilidade e adaptacéo

ao confinamento (Boscolo et al.,2001).
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Apesar dos 6timos indices zootécnicos, com a intensificagdo da producéo, os animais
ficam sujeitos a um ambiente propicio a surgimento de doengas que podem se manifestar de
maneira clinica ou subclinica. Ocorre, entdo, a necessidade de inclusdo de alimentos que em

suas propriedades favorecam a adaptacdo desses animais em sistemas de producao intensivos.

2.3.PROTEINA

As proteinas sdo polimeros de aminoécidos e constituem as estruturas quimicas mais
abundantes e funcionalmente diversas nos sistemas biol6gicos. Praticamente todos o0s
processos vitais dependem das proteinas, seja por meio das enzimas, das proteinas sanguineas
ou mesmo na formacao de ossos e musculos (Champe e Harvey, 1996).

Segundo Pezzato (1999, citado por HAYASHI et al., 2002), as proteinas
correspondem aos nutrientes de méaxima importancia, pois sdo 0s componentes constituintes
do organismo animal e o perfil aminoacidico é decisivo para a sua qualidade e determina seu
valor como componente da dieta. A alimentacao é responsavel pela maior parte do custo de
producdo na tilapicultura, sendo que a fracdo alimentar mais onerosa é sem duvida a proteica.
Este fato se deve principalmente aos altos niveis de proteina bruta utilizados nas ragdes. Para
gue ndo sejam fornecidos niveis excessivos desse nutriente, torna-se de fundamental
importancia determinar as exigéncias proteicas dos animais para cada fase de cria¢do (Furuya
et al., 1996), para formulacdo de uma racdo bem balanceada e de menor custo (Shiau & Lan,
1996). O nivel de proteina em dietas para a tilapia afeta diretamente o desempenho (El-Sayed
& Teshima, 1992; Viola et al., 1994; Furuya et al. 1996; Al-Hafedh et al. 1999; Al-Hafedh,
1999), as caracteristicas reprodutivas como maturacdo sexual e fecundidade (Gunasekera et
al., 1996; Siddiqui et al., 1998; Al-Hafedh, 1999), a composi¢do corporal em termos de
percentagem de gordura e proteina (Al-Hafedh, 1999) e também a composi¢do dos ovos
(Gunasekera et al., 1996).

E de fundamental importancia o fornecimento de racdo com adequado teor de proteina
digestivel e balango aminoacidico, pois a porcdo proteica que ndo for digerida e absorvida
sera excretada. O suprimento dietario de proteina € um dos principais fatores que influenciam
a produtividade dos peixes e a producdo de residuos nitrogenados que sdo excretados na agua
(Tibbetts et al., 2000), que pode resultar em reducdo no desempenho dos animais e poluicéo
do ambiente de criacao e dos corpos d’agua que receberem os efluentes. Segundo Mires et al.
(1990), verifica-se atualmente que a principal fonte de poluicdo em sistemas intensivos de

cultivo de peixes é proveniente do fornecimento de alimentos ricos em proteina.
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Sendo a proteina um ingrediente caro e com efeito poluidor (se utilizado de forma
inadequada), é importante estudar mais de um nivel de inclusdo em dietas para os animais,
guando em conjunto com alimentos funcionais, para determinar se menores niveis de proteina
promovem o mesmo desempenho de niveis comuns para as especies estudadas. Se ao
comparar isso, e houverem os mesmos resultados, entdo os niveis mais baixos de proteina
podem ser utilizados sem causarem prejuizo no desempenho dos animais, além da economia

proporcionada pela diminuicdo da porcentagem de proteina na dieta.

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Aquacultura (LAQUA), na Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), por um periodo de 60 dias.
Foram utilizados 360 juvenis machos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus), com peso
médio inicial de 36,80 + 11,85¢g, alojados em 30 tanques com capacidade de 100L cada. Os
animais foram distribuidos ao acaso nos tanques, de forma que cada tanque com 12 animais
constituiu uma unidade experimental. O delineamento experimental foi casualizado em
esquema fatorial 2x5, sendo dois niveis de proteina bruta (30% e 33%) e cinco niveis de
orégano (0, 150, 200, 250 e 300 mg kg -1), totalizando 10 tratamentos e 3 repeti¢es. As
dietas utilizadas neste experimento foram extrusadas no proprio laboratério seguindo a
composicdo presente nas tabelas 1 e 2. O orégano utilizado foi obtido na forma de folhas
secas, sendo essas trituradas, pesadas de acordo com 0s niveis em cada tratamento, e

adicionadas a mistura da racdo a ser extrusada.

Tabela 1. Formulagdo e composicao percentual das dietas experimentais contendo 30% de
proteina bruta e concentragdes crescentes de orégano.

Ingredientes Niveis de orégano (%)
(%) 0,00% 1,50% 2,00% 2,50% 3%
Soja Farelo 37,19 37,19 37,19 37,19 37,19
Arroz Quirera 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00
Peixe Farinha 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Trigo Farelo 11,95 11,95 11,95 11,95 11,95
Oleo Soja 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00

Inerte 17,4417 17,2917 17,2417 17,4417 17,1417



Fosfato 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Bicalcico
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Suplemento
vitaminico e 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
mineral3
Oxido de cromo 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
BHT 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Orégano 0,000 0,150 0,200 0,250 0,300
Composicéo percentual® (%)
Proteina Bruta 30,44 29,91 30,48 29,76 28,97
Gordura 5,67 9,28 9,07 7,95 11,96
Energia Bruta? 3786,20 3785,33 3885,84 3922,22 3910,04
Fosforo total 0,51 0,51 0,51 0,51 0,51
Calcio 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83
Lisina total 1,6599 1,6599 1,6599 1,6599 1,6599
Metionina total 0,5080 0,5080 0,5080 0,5080 0,5080
Treonina total 1,0865 1,0865 1,0865 1,0865 1,0865

1 Valores determinados em laboratdrio e expressos com base na matéria seca.

2 Valores expressos em Kcal kg-L.
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3 Suplemento vitaminico e mineral: Vit. A, 1.200.000 Ul; Vit. D3, 200.000 UI; Vit. E, 12.000 mg; Vit. K, 2.400 mg; Vit. By,
4.800 mg; Vit. Bz, 4.800 mg; Vit. Bs, 4.000 mg; Vit. B12, 4.800 mg; Ac. félico, 1.200 mg; Ac. Pantoténico, 3.750 mg; Vit. C,
48.000 mg; Biotina, 48 mg; Colina, 65.000 mg; Niacina, 24.000 mg; Fe, 10.000 mg; Cu, 6.000 mg; Mn, 4.000 mg; Zn, 6.000

mg; I, 20 mg; Co, 2 mg; Se, 20 mg.

4 Butilhidroxitolueno.

Tabela 2. Formulagédo e composicao percentual das dietas experimentais contendo 33% de

proteina bruta e concentracdes crescentes de orégano.

Ingredientes

Niveis de orégano (%)

(%)
0,00% 1,50% 2,00% 2,50% 3%
Soja Farelo 45,00 45,00 45,00 45,00 45,00
Arroz Quirera 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00
Peixe Farinha 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Trigo Farelo 14,62 14,62 14,62 14,62 14,62
Oleo Soja 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12
Inerte 8,9368 8,7868 8,7368 8,6868 8,6368
Fosfato 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Bicalcico
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
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Suplemento
vitaminico e 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
mineral®
Oxido de cromo 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
BHT 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Orégano 0,000 1,50 2,00 2,50 3,00
Composigéo percentual® (%)
Proteina Bruta 32,96 32,72 34,25 33,39 33,52
Gordura 8,74 4,43 8,76 9,37 7,66
Energia Bruta? 3842,26 3849,33 3851,44 3913,14 3945,12
Fosforo total 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52
Calcio 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Lisina total 1,8939 1,8939 1,8939 1,8939 1,8939
Metionina total 0,5647 0,5647 0,5647 0,5647 0,5647
Treonina total 1,2386 1,2386 1,2386 1,2386 1,2386

! Valores expressos com base na matéria seca.
2 Valores expressos em Kcal kg-L.

3 Suplemento vitaminico e mineral: Vit. A, 1.200.000 Ul; Vit. D3, 200.000 UI; Vit. E, 12.000 mg; Vit. K, 2.400 mg; Vit. By,
4.800 mg; Vit. B2, 4.800 mg; Vit. Bs, 4.000 mg; Vit. B1z, 4.800 mg; Ac. félico, 1.200 mg; Ac. Pantoténico, 3.750 mg; Vit. C,
48.000 mg; Biotina, 48 mg; Colina, 65.000 mg; Niacina, 24.000 mg; Fe, 10.000 mg; Cu, 6.000 mg; Mn, 4.000 mg; Zn, 6.000
mg; |, 20 mg; Co, 2 mg; Se, 20 mg.

4 Butilhidroxitolueno.

Ambdnia e nitrito foram mensuradas utilizando-se kits comerciais colorimétricos
Alfakit®, mantidas abaixo de 1,0 mg I-1. As unidades experimentais foram sifonadas
diariamente para a retirada de restos de racao e excretas.

Os animais foram alimentados trés vezes ao dia (8:00, 12:00 e 16:00 horas) até a
saciedade aparente. Ao final de cada alimentacdo, quando os animais ja ndo manifestavam
comportamento alimentar, as sobras do oferecido eram recolhidas e armazenadas em freezer a
-20 °C até que fossem secas em estufa de ventilacdo forcada, durante 96 horas, para que

fossem posteriormente pesadas.

No periodo experimental, foram avaliados os parametros de desempenho: ganho de
peso.
O ganho de peso dos animais seré calculado de acordo com a equacéo:
GP =PF — Pl
GP = ganho de peso (em gramas)
PF = peso final (em gramas)

Pl = peso inicial (em gramas)
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Ao final do periodo experimental, quatro animais de cada unidade, mantidos em jejum
durante 12 horas, tiveram o sangue coletado por meio de puncdo cardiaca com auxilio de
seringa descartavel de 1 ml, contendo EDTA (10%). Uma gota de sangue foi utilizada para
avaliacdo de glicose, utilizando-se o glicosimetro digital AccuCheck (Roche®). Em seguida,
0 sangue coletado foi acondicionado em microtubos para analise de hematocrito e proteina
total plasmatica, utilizando microcentrifuga (Micro SPIN 1000) e refratbmetro.

Ap0s as coletas de sangue, os animais foram insensibilizados em gelo fundente para
abate por secgdo medular. De cada animal abatido, foi coletada uma amostra do intestino para
analise morfométrica.

Em seguida, foi coletado o figado para célculo do indice hepatossomatico, segundo a
equacao:

IHS = [PF/PV] x 100

IHS = indice hepatossomatico (em %)
PF = peso do figado (g)
PV = peso vivo (g)

Apb6s a coleta do figado, os animais foram eviscerados e acondicionados em
embalagens pléasticas, para posterior determinacdo dos teores de matéria seca, cinzas, proteina

bruta, energia bruta e extrato etéreo, segundo metodologia proposta pela A.0.A.C. (2010).

Para a anélise de morfometria da mucosa intestinal, os fragmentos de intestino foram
retirados do bouin e lavados com alcool 70% até que todo 0 excesso de bouin fosse removido.
Trés fragmentos de aproximadamente 0,5 cm foram cortados e armazenados em cassetes
contendo alcool 70%. Em seguida, foram desidratados em série ascendente de alcool (80% e
90% por duas horas cada, e no alcool absoluto por quatro horas sendo o alcool trocado na
metade desse tempo) para posterior diafanizacdo (mantidos durante 15 minutos em xilol).
Logo apbs, os tecidos forram emblocados com parafina a 56°C. Para obter os cortes
histoldgicos utilizou-se um micrétomo (Microm HM). Foram realizados cortes de 5 um de
espessura, as fitas de parafina obtidas na microtomia foram transferidas para banho maria
mantido a 40°C para que se fixassem nas laminas. A lamina, quando totalmente seca, era
levada a estufa a 56°C, por 25 min, para que o excesso de parafina derretesse permanecendo

na lamina apenas o tecido.
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Na etapa de coloragéo, as laminas foram rehidratadas, submetidas a dois banhos em
xilol de 10 minutos cada e solucbes decrescentes de &lcool (100, 90, 80 e 70%), por 10
minutos no alcool absoluto e 5 minutos nos subsequentes. Em seguida, foram lavadas para
agua corrente por 15 minutos, para que entdo pudessem ser corados pelo método de
hematoxilina-eosina: solucdo aquosa de hematoxilina por 20 segundos e colocados em &gua
corrente por 15 minutos. Posteriormente, coradas em eosina por 30 segundos e lavada com
agua potavel para tirar o excesso de eosina, para finalmente, realizar desidratacdo (alcool 100,
90, 80 e 70% por 5 min) e diafanizacdo (xilol por 10 min). As laminas foram montadas com

uma gota de entellan para que fossem acrescentadas as laminulas.

As analises morfométricas foram realizadas utilizando microscdpio éptico binocular
(Laborana, modelo: L-2000) com aumento de 100 vezes e lente ocular micrométrica. Foram
selecionadas e medidas 30 vilosidades por animal, cujas alturas (comprimentos em linha reta,

pum) foram tomadas a partir da base superior até seu apice.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey, utilizando o programa Sisvar.

Diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05.

4. RESULTADOS

A sobrevivéncia dos animais do experimento apresentou média de 98,6% do total de
animais. Os valores do desempenho dos animais sdo apresentados na Tabela 3. A altura das
vilosidades ndo apresentou diferenca significativa dentro ou entre 0s dois niveis de proteina.
Ja o0 ganho de peso diario e ganho de peso apresentaram diferenca significativa somente entre
os dois niveis de proteina, no tratamento utilizando 2,5% de orégano, sendo que 0 grupo
alimentado com 33% de PB apresentou 0s maiores valores para essas duas variaveis. O indice
hepatossomatico das til&pias apresentou diferenca significativa dentro do grupo de peixes que
recebeu dieta com 30% de PB e entre as duas porcentagens. Para o grupo alimentado com
30% de PB, o tratamento contendo 2,0% de orégano diferiu do tratamento contendo 3,0% de

orégano, sendo que o primeiro apresentou maior valor. Entre as porcentagens, o IHS dos
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animais referentes aos tratamentos contendo 1,5% e 2,0% diferiram entre si, sendo o grupo

com 30% de PB apresentando maiores valores de IHS.

Tabela 3 Valores do Ganho de peso diario (GPD, g dia-), ganho de peso (GP, g), indice
hepatossomatico (IHS, %) e altura das vilosidades intestinais (VIL, um) de juvenis de tilapia
alimentados com diferentes niveis de proteina e niveis crescentes de orégano na dieta.

Niveis de orégano na racao

% PB na ragao 0,00% 1,50% 2,00% 2,50% 3,00% C.V. p-valor
GPD 3 juea  27a  2a0s  soam  sqa 1865 0523
P B saora otoass 1m0 110n0aa Teegss 1855 05213
HS gg 32’,2725aab Sé???saaABb 33?3’3 Sé,()elga;) zz,fgba 206 01417
VIL 3 iies aite sisa seore vmrre 14 0895

Letras diferentes (maitsculas em coluna e minusculas em linha) indicam diferenca pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os valores das variaveis relacionadas a composicdo da carcaca sdo apresentados na

Tabela 4. Somente a energia bruta (EB), no grupo contendo 33% de PB, apresentou diferenca

entre os tratamentos, apresentando valor menor no tratamento contendo 2,0% de orégano e

maiores valores nos tratamentos contendo 1,5% e 2,5%.
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Tabela 4 Teores de proteina bruta (PB, %), extrato etéreo (E.E, %), matéria seca (MS, %),
cinzas (%) e energia bruta (EB, kcal g-1), expressos com base na matéria seca, de juvenis de
tilapia alimentados com niveis crescentes de orégano na ragéo.

Niveis de orégano na racao
% PBnaracdo 0,00%  150% 2,006 250% 3,000 C.V. p-valor

30 5128a 53.72a 5353a 4997a 545la

PB 33 5506a 550la 5102a 5237a 5419a 1o0°° 02253
30 3178a 3199a 3099a 3142a 3077a

EE 33 30,46a 31,60a 3318a 31,85a 3154a 12402 09589
30 9549a 9452a 9484a 9392a 9519a

MS 33 957a 9557a 9536a 9483a 94324 /07 00583
_ 30 1443a 1345a 141a 1325a 13,66a

Cinzas 33 1402a 1357a 133a 1317a 1306a >°oit 08922
30 5712a 5527,5a 5590,5a 5710,6a 56631a

EB 33 55602 ab 5682,7a 53457 b 5712,1a 5509,6ab 2219 0.0865

Letras diferentes (maiusculas em coluna e mindsculas em linha) indicam diferenca pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os valores das variaveis sanguineas sao apresentados na Tabela 5. Para os valores de
glicose houve diferenca dentro do grupo contendo 30% de PB, onde os tratamentos contendo
1,5%, 2,5% e 3,0% de orégano diferiram entre os dois primeiros e o Gltimo, sendo esse
apresentando menor valor de glicose entre todos os niveis de orégano. Para os valores de
proteina total (PT), também houve diferenca dentro do grupo contendo 30% de PB, onde os
tratamentos contendo 2,0%, 2,5% e 3,0% de orégano diferiram entre o primeiro, que
apresentou maior valor de PT, e os dois Gltimos tratamentos. Houve diferenca entre as
porcentagens de PB, nos tratamentos contendo 1,5% e 2,0% de orégano, sendo que 0 grupo
com 33% de PB apresentou valores menores de PT para esses dois tratamentos em relacdo ao

grupo com 30% de PB. Os valores de hematdcrito ndo apresentaram diferenca significativa.
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Tabela 5 Valores sanguineos de glicose (mg ml-t), proteina total (PT, g dI-!) e hematdcrito
(Htc, %) de juvenis de tilapia alimentados com diferentes niveis de proteina e niveis
crescentes de orégano na dieta.

Niveis de orégano na racéo
% PBnaracdéo  0,00% 1,50% 2,000 2,50% 3,0000 C.V. p-valor

. 30 5538ab  6133a 50.75ab 6233a 48500

Glicose 33 4975a 5317a 5427a 5383a 5333a L088 00239
30 725ab 700aAb 753aA 632b 620b

PT 33 638a 58aB 510aB 59a 5g82a 1092 0007
30 2088a 2017a 2008a 2000a 19.67a

Hitc 33 2067a 1983a 1908a 2142a 18,00a 2103 06542

Letras diferentes (maitsculas em coluna e mindsculas em linha) indicam diferenca pelo teste de Tukey (p < 0,05).

5. DISCUSSAO

A utilizacdo de extratos herbais em dietas para peixes € um conceito comumente utilizado
na aquacultura (Gatlin et al., 2007), e estudos futuros devem ser feitos usando esses extratos

como potenciais promotores de crescimento e salde dos animais.

Promotores de crescimento agem na microbiota intestinal e levam a uma melhora no
desempenho animal, muitos tém efeitos na microbiota direta ou indiretamente. Entretanto,
peixes tém somente alguns beneficios nutricionais a partir da microbiota intestinal,
comparados aos animais terrestres como o0s ruminantes, e a microflora pode afetar de forma

ruim se ndo for controlada (Zheng et al., 2009).

A adequada sobrevivéncia dos animais no experimento indica que, nos niveis testados, o
orégano ndo apresentou toxidez para 0s animais, proporcionando seguranca em sua utilizacéo.
Resultados com elevada sobrevivéncia foram relatados por Shalaby et al. (2006) para alevinos
de tilapia do Nilo estocados a uma densidade de 200 alevinos/m3 e alimentados com dietas
contendo diferentes niveis de extrato de alho. Além disso, a auséncia de efeito sobre a
sobrevivéncia em diferentes espécies foi relatada por Zheng et al. (2009) para juvenis de
bagre do canal (Ictalurus punctatus) alimentados com dietas contendo 6leo essencial de
orégano e por Navarrete et al. (2010) para juvenis de truta (Oncorhynchus mykiss)
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de oleo essencial de tomilho (Thymus

vulgaris).
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O presente estudo mostrou que a suplementacdo de orégano na ragdo promoveu a
melhora no ganho de peso dos animais alimentados com dietas contendo 2,5% de orégano e
33% de PB. Zheng et al. (2009) perceberam que a combinacéo de timol e carvacrol teve efeito
positivo no crescimento do bagre do canal (Ictalurus punctatus). De forma parecida,
Ahmadifar et al. (2011) demonstraram que a administragdo do p6 de timol e carvacrol
aumentaram o crescimento e imunoestimulagéo de trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss). U.
Acar et al. (2015), observaram efeito positivo no ganho de peso de tilapias alimentadas com
diferentes niveis de Oleo de casca de laranja. M.S. Ghehdarijani et al. (2016), utilizando
diferentes niveis de alho em dietas para Rutilus caspicus, observou que o grupo alimentado
com 10 mg kg! de alho apresentou melhores valores de ganho de peso, comparado ao grupo
controle. O beneficio desses dois principios ativos no crescimento dos animais, pode estar
relacionado aos efeitos na atividade metabolica e digestdo dos alimentos. (Ahmadifar et al.,
2011). Porém, a interacdo entre esses compostos e a atividade da microflora intestinal podem
causar efeitos positivos, e maiores estudos relacionados a essa microflora devem ser feitos.

Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn (2010), avaliaram a suplementacéo de carvacrol e
cimeno, e ndo observaram diferencas no ganho de peso de tilapia nilética. Volpatti et al.
(2012) ao adicionar 0,025 e 0,05% de carvacrol a dieta de Robalo europeu (Dicentrarchus

labrax), também ndo observaram diferencas no crescimento dos animais.

No presente estudo, ndo foi observada diferenca significativa para as vilosidades dos
animais, entre os grupos alimentados com os dois niveis de proteina e entre os niveis de
orégano. Hurzana de Mello et al. (2013), observaram influéncia positiva na altura e largura
dos vilos, assim como na espessura das células epiteliais de revestimento da mucosa, e no
aumento do nimero de células caliciformes em dietas adicionadas de probidtico para tilapias
do Nilo. O mesmo foi observado por Medri et al. (1999), para a mesma espécie, porém,
alimentadas com ragdo suplementada com levedura alcooleira. Corroborando com os valores
observados no trabalho, Brito (2013) também ndo observou influéncia positiva da utilizacéo
de diferentes niveis de orégano em dietas para tilapia, nas vilosidades intestinais.

E possivel que, no presente trabalho, a inclusdo do orégano tenha modificado o perfil da
populacdo microbiana intestinal, devido a melhora no ganho de peso, que também
possivelmente melhorou com o aumento da proteina. A estimulacéo e auxilio da producédo de
enzimas digestivas, através da secrecdo de amilases exdgenas (Merrifield et al., 2010; Pirarat
et al., 2011) e seu papel na imunologia intestinal de peixes (Rombout et al., 2011) sdo formas

pelas quais a microbiota intestinal pode exercer seus efeitos benéficos para peixes.
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O uso de doses mais elevadas de 6leos essenciais e extratos herbais na dieta tem sido
frequentemente recomendado, seja para promover uma melhora na imunidade como em
juvenis de tilapia (Yin et al.2006), seja para melhorar o desempenho zootécnico, como em

alevinos de tilapia alimentados com extrato de alho (Shalaby et al., 2006),

Os peixes em geral tém a capacidade de estocar grandes quantidades de glicogénio no
figado, sendo que estas variacdes energeticas sao evidenciadas de maneira significativa no seu
peso percebido através da relacdo hepatossomatica (Hoar Randarll, 1971), sendo que no
presente estudo, percebe-se que o grupo alimentado com 30% de PB obteve maiores niveis de
IHS. Supde-se que esses animais estiveram numa condic¢do na qual induziram-nos a depositar

glicogénio ou lipidio no figado, para que pudessem superar essas condi¢des.

Os valores da composicdo corporal dos animais do experimento somente apresentaram
diferencas na energia bruta, no grupo de animais alimentados com 33% de PB na dieta.
Shalaby et al. (2006) observaram uma tendéncia diferente do presente estudo, onde alevinos
de tilapia, que alimentados com diferentes niveis de extrato de alho apresentaram aumento
significativo para o contetdo de proteina corporal até 3%, o que ndo foi registrado para a
maior dose. Zheng et al. (2009) registraram um aumento significativo para a concentragdo de
proteina no musculo de juvenis de bagre do canal alimentados com dietas contendo 0,05% de
6leo essencial de orégano.

Apesar das diferencas estatisticas apresentadas nos valores de glicose dos animais que se
alimentaram de dietas contendo 30% de PB, onde o tratamento contendo 3,0% de orégano
apresentou valor médio de 48,50 mg ml-, as médias se aproximam da normalidade de valores
de glicose para a espécie utilizada no experimento (<60 mg/100mL) (Fernandes e Volpato,
1993; Yavuzcan et al., 1997; Barcellos et al., 1999; Barreto e Volpato, 2006).

Gulec et al. (2013) observaram reducdo na concentracdo de glicose em trutas arco iris,
alimentadas com 6leo de tomilho e funcho. A diminui¢do da concentracdo é devido a
capacidade dos 6leos de plantas em reduzir os efeitos estressores (Giileg et al., 2013). U. Acar
et al. (2015), também observaram reducdo na concentracdo de glicose de tilapias nos maiores
niveis do 6leo de casca de laranja na dieta, porém, os niveis de proteina total aumentaram a
medida em que os niveis do 6leo aumentaram.

A concentracdo de proteinas plasmaticas totais reflete um equilibrio entre as
concentracdes extra e intravascular de proteinas (Pierson, 2000). Entre as suas funcOes
fisiologicas, que podem ser alteradas pelo cortisol, balanco hidrico e doencas, estdo a

concentracdo de aminoacidos nos tecidos, regulagdo do equilibrio acidobésico, transporte de
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moléculas, hemostasia, resposta inflamatoria e resisténcia a infecgdes (Thomas et al., 2000).
No presente estudo, houve diferenca nos valores de proteina total entre os dois niveis de
proteina, nos tratamentos contendo 1,5% e 2,0% de orégano, sendo que o grupo com 33% de
PB apresentou valores menores de PT para esses dois tratamentos em relagdo ao grupo com
30% de PB. Como o grupo contendo menor nivel de PB na dieta apresentou valores maiores
de PT, sugere-se que 0s animais desse grupo e dos devidos tratamentos passaram por uma
situacdo estressante, além disso, a proteina da dieta ndo pode ter contribuido para esse
aumento, pois o grupo com maior nivel de proteina apresentou valores mais baixos. Assim,
sd80 necessarios mais estudos para comprovar o que pode ter induzido esse aumento dos

valores de proteina total sanguinea.

No estudo, para as médias de hematocrito ndo apresentaram diferenca entre nenhum dos
tratamentos contendo diferentes niveis de orégano, nem entre os grupos contendo diferentes
niveis de proteina bruta na dieta. Ahmadifar et al. (2011) também ndo observaram alteragdes

no hematdcrito de truta arco-iris alimentadas com dietas contendo carvacrol e timol.

6. CONCLUSAO

A dieta com inclusdo de 33% de proteina alterou de forma positiva os parametros de
desempenho e hematologico dos animais. A melhor porcentagem utilizada de orégano foi a de

2,5%, por ter melhorado o ganho de peso dos animais.
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