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Efeito do gengibre como aditivo fitogénico na nutricao de tilapia-do-nilo

RESUMO

Objetivou-se avaliar o desempenho, pardmetros hemato-bioquimicos sericos,
imunoglobulinas, microbiota intestinal e aceitabilidade do filé de juvenis de tilapia-do-
nilo Oreochornis niloticus alimentadas com deitas contendo gengibre. O experimento foi
realizado no laboratorio de Aquacultura, da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, MG, onde 440 juvenis de tilapia-do-nilo (8,46 g + 0,30) foram distribuidos em
20 tanques (350 L) em um delineamento inteiramente casualizado. Os tratamentos
experimentais consistiram na incluséo de gengibre em pd nas concentragdes de 5, 10, 15
e 20 g Kg* e uma dieta controle, isenta do aditivo. Apos o periodo experimental de 60
dias os peixes foram pesados individualmente e foram coletadas amostras de sangue,
intestino e filé para as analises hemato-bioquimicas, microbioldgicas e sensoriais,
respectivamente. Observou-se maior ganho de peso e peso final nos peixes alimentados
com as dietas contendo 5, 10 e 15 g Kg, sendo o melhor nivel de inclusdo estimado em
11 g Kg*. Ndo foram observadas diferencgas entre os tratamentos para o consumo de
racao, conversao alimentar aparente e sobrevivéncia. Verificou-se aumento nos niveis de
glicose sanguinea com a inclusdo do gengibre e uma redugdo nos niveis de colesterol e
triglicerideos. A inclusdo do gengibre influenciou as variaveis sanguineas analisadas,
onde os valores de volume globular e eritrocitos foram maiores nos peixes alimentados
com as dietas contendo gengibre entretanto para o volume globular, somente o tratamento
5 Kg™ néo diferiu do controle; Para a variavel leucdcitos totais foram observados maiores
valores para os niveis de inclusio 5 e 10 g Kg™ ja os niveis de inclusdo 15 e 20 g Kg™*
resultaram em menores valores dessa variavel. Maiores valores de neutrofilos e
monaocitos foram observados nos peixes alimentados com 5, 10 e 20 g Kg™. Para as
variaveis monocitos e linfcitos os maiores niveis de inclusdo (15, 20 g Kg™?), resultaram
em menores valores. Ndo foram observadas diferencas para o peso do baco entre os
tratamentos. Quanto as proteinas séricas, foi verificado maiores valores de o -2 globulina
para os peixes alimentados com a dieta contendo 5g Kg* diferindo dos demais
tratamentos. Também foi observada alteracdo na populacdo de bactérias totais da
microbiota intestinal, com maior populacdo para os peixes alimentados com a dieta
contendo 10 g Kg?. Ndo foi observada diferenca na aceitabilidade do filé entre o
tratamento controle e os demais niveis de inclusdo. Os resultados deste estudo
demonstram que a adigdo de 10 g Kg* gengibre em dietas de tilapia-do-nilo proporciona
efeito benéfico nas varidveis estudadas, sem alterar o sabor para o consumidor.

Palavras- chave: Aceitabilidade, imunoestimulante, imunoglobulina, Zingiber officinale
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Ginger effect as phytogenic additive in nutrition of Nile tilapia

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the performance, serum blood-biochemical
parameters, immunoglobulins, intestinal microbiota and acceptability of juvenile Nile
tilapia niloticus Oreochornis fillet fed you throw containing ginger. The experiment was
conducted in the laboratory of Aquaculture at the Federal University of Minas Gerais,
Belo Horizonte, MG, where 440 juveniles of Nile tilapia (8.46 g + 0.30) were distributed
in 20 tanks (350 L) a completely randomized design. The treatments consisted in adding
powdered ginger at concentrations of 5, 10, 15 and 20 g Kg™ and a control diet, free of
the additive. After the trial period of 60 days the fish were individually weighed and blood
samples were collected, gut and fillet for blood-biochemical analysis, microbiological
and sensory respectively. A higher weight gain and final weight in fish fed diets
containing 5, 10 and 15 g Kg*, with the level of inclusion estimated at 11 g Kg™. No
differences were observed among treatments for feed intake, feed conversion and
survival. An increase in blood glucose levels with the addition of ginger and a reduction
in cholesterol and triglyceride levels. The inclusion of ginger influenced blood variables,
where the packed cell volume values and erythrocytes were higher in fish fed diets
containing ginger but for the packed cell volume, only the treatment 59 Kg did not differ
from control; For the variable total leukocytes were observed higher values for the
inclusion levels 5 and 10 g Kg* since the inclusion levels 15 and 20 g Kg? resulted in
lower values of this variable. Higher values of neutrophils and monocytes were observed
in the fish fed 5, 10 and 20 g Kg*. For monocytes and lymphocytes varying the largest
inclusion levels (15, 20 g Kg?) resulted in lower values. No differences were observed in
spleen weight between treatments. The serum protein was observed higher o -2 globulin
values for fish fed the diet containing 5 g Kg* differing from the other treatments. Also,
changes were observed in the total population of bacteria of the intestinal microbiota,
with population for fish fed with diet containing 10 g Kg™. There was no difference in
the acceptability of the fillet between the control treatment and the other inclusion levels.
The results of this study demonstrate that the addition of 10 g Kg* ginger in Nile tilapia
diets provides beneficial effect on variables without changing the taste for the consumer.

Key words: Acceptability, Immunostimulant, Immunoglobulin, Zingiber officinale
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INTRODUCAO

A aquicultura mundial tem crescido expressivamente, com producdo de 70,2
milhdes de toneladas em 2013, um acréscimo de 5,6% quando comparado a 2012, onde
obteve-se uma producdo de 66,5 milhdes de toneladas. Deste total produzido,
aproximadamente 89% ¢é oriundo da regido asiatica, perfazendo 62,5 milhdes de toneladas
(FAO, 2015).

Em termos produtivos, o Brasil exibe dados aquém do seu potencial, pois além de
possuir um vasto litoral e inUmeras bacias hidrogréficas, detém grande numero de
espécies com potencial produtivo. Em 2010 o pais ocupava a 19° posicao entre 0s maiores
produtores de pescados, com uma producdo de 628.704,3 toneladas (BRASIL, 2011),
tendo destaque produtivo para a espécie Oreochromis niloticus, a tilapia-do-nilo.

No cenario nacional, em 2010 foram produzidas 253.824,1 toneladas de tilapia,
sendo mais que o dobro da segunda espécie com maior producdo, o tambaqui Colossoma
macropomum (111.084,1 ton) (BRASIL, 2011). Tal destaque € principalmente em fungéo
de caracteristicas intrinsecas da espécie, sendo apreciada pelo consumidor além de ser
apropriada para a industria de filetagem.

Um ponto negativo para o cultivo de peixes em ambientes tropicais é a grande
incidéncia de doencas, pois sabe-se que o ambiente aquatico € constituido de um
equilibrio dindmico entre os peixes e 0s micro-organismos, onde quaisquer alteracoes
favorecem o crescimento de patdgenos e afetam negativamente o sistema imunoldgico
dos animais, causando mortalidade e por consequéncia, perdas produtivas. Estima-se que
no ano de 2030, aproximadamente 93,4 milhdes de toneladas de pescados serdo perdidas
em funcédo de doencas (FAO, 2015).

De modo geral, o surgimento de doencas esta atrelado ao estresse, seja por
flutuacdo na qualidade da &gua, elevada densidade de estocagem, falta de manejo
sanitario correto, manuseio inadequado ou exposi¢do a compostos quimicos que além de
contribuirem para a invasao bacterianas, desencadeiam respostas que imunosuprimem 0s
animais, como o0 aumento na secre¢do dos corticosterdides e catecolaminas, culminando
em uma diminuigdo das defesas organica (MARIANO et al., 2011).

Com o intuito de elevar a produtividade do sistema e reduzir as perdas em fungéo

de doencgas, a utilizacdo de aditivos alimentares se tornou uma pratica comum, dentre eles
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0s compostos antimicrobianos, pois além de ser adotado como uma medida profilatica,
por causa da sua acao bactericida ou bacteriostatico, beneficia o desempenho animal por
meio da selecdo da microbiota intestinal e reduzindo a carga bacteriana potencialmente
patdgenas dos sistemas de cultivos.

Porém, apesar do efeito positivo no desempenho zootécnico, a utilizacdo
demasiada de antibidticos acaba gerando perdas e tornando-se um problema de saide
publica por causa do aumento do numero de micro-organismos resistentes aos
antibioticos e acimulo na carcaca e no ambiente (ARIAS e CARRILHO, 2012). Em
fungéo destas premissas, iniciou-se a busca por aditivos alimentares que atuem como
imunoestimulantes e promotores de crescimento, propiciando beneficios tanto a salde
quanto ao desempenho de peixes, destacando assim os probioticos, prebioticos e 0s
aditivos fitogénicos.

Por definigéo, aditivos fitogénicos sdo compostos oriundos de plantas que,
adicionados a dieta, asseguram melhorias no desempenho e no sistema imunitéarios dos
animais. Essas melhorias estdo relacionadas com as propriedades flavorizantes, aumento
nas secrecdes enzimaticas melhorando a digestibilidade e absorcdo de nutrientes e com
suas atividades bioldgicas como antibacteriana, antiviral, antifungica, antioxidante e
imunoestimulatéria (HASHEMI e DAVOODI, 2011).

Dentre os aditivos fitogénicos, pode-se destacar o gengibre Zingiber officinale,
uma planta herbéacea originaria Asia Tropical e do Arquipélago Malaio. Apresenta
rizomas que séo ricos em compostos quimicos dos quais 0s tornam apreciaveis tanto na
culinéria quanto na medicina tradicional chinesa e tibetana (AFZAL et al., 2001). Foi
descrito taxonomicamente em 1807, pelo botanico William Roscoe, entretanto suas
propriedades ja eram conhecidas e foram mencionadas nos escritos de Confancio (551-
479 A.C.).

O seu rizoma é composto de inimeras substancias, sendo elas volateis ou ndo, 0s
quais conferem ao gengibre as suas a¢des farmacologicas e bactericidas. Segundo Jolad
et al. (2004) apresentam aproximadamente 115 compostos quimicos, dentre eles
monoterpenos (felandreno, canfeno, cineol, geraniol, curcumene, citral, terpineol,
borneol) e sesquiterpenoides (zingibereno, sesquifelandreno, bisaboleno, farneseno,

arcurcumeno, zingiberol).
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Na aquicultura, a utilizacao de aditivos fitogénicos ainda é ténue, porém pesquisas
iniciais evidenciaram o potencial de espécies herbaceas como o gengibre na producéo de
peixes, favorecendo tanto o desempenho como a resposta imune. Com isso, objetivou-se
avaliar a influéncia do gengibre para o desempenho, varidveis bioquimicas séricas,

hematologicas, microbioldgicas e sensoriais de tilapia- do-nilo.

REVISAO DE LITERATURA

Tildpia Oreochromis niloticus

A tilapia-do-nilo é uma espécie onivora pertencente & classe dos ciclideos. E
endémica da Africa e do Oriente Médio e atualmente esta inserido no grupo dos peixes
mais produzidos no mundo. Acredita-se que a sua criagdo teve inicio a mais de 4000 anos
atras no Egito entretanto o seu potencial para a aquicultura s6 foi estabelecido em 1940
(GUPTA et al., 2004). No Brasil, foi introduzida em 1952, atualmente o pais € um dos
maiores produtores do mundo (AGOSTINHO et al., 2007).

A grande produtividade dessa espécie em todo o mundo estd associada a
caracteristicas inerentes, como rapido crescimento, atingindo o peso de abate de 700g em
8 meses (KUBITZA, 2009), tolerancia a alteracbes ambientais, como: temperatura,
apresentando crescimento satisfatorio em uma ampla faixa entre 24 e 32 °C; podendo
tolerar baixas concentragdes de O2D e alta amdnia, tendo como CLso a concentracéo de
2,46 ppm (EL- SAYED, 2004).

Também apresenta resisténcia a estresse e doencas, facilidade da reproducéo em
cativeiro e habito alimentar onivoro, aceitando uma gama de ingredientes e elevada
porcentagem de incluséo de proteina vegetal nas racbes como demonstrado por Al-Kenaw
et al. (2008) comparando o crescimento de tilapia-do-nilo alimentada com diferentes
niveis de proteina de origem vegetal (farelo de soja) e origem animal (farinha de peixe),
concluiram que inclusdo de 25% de proteina bruta da fonte vegetal ndo afeta
negativamente o ganho de peso. El- Sayed (1998) afirmou que a inclusdo de fontes de
proteina de alternativas, como farelo de soja, farinha de carne e 0ssos, farinha de sangue,

farinha de sub produtos avicolas é uma boa alternativa a substituicdo a farinha de peixe
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na producdo de tilapia devido ao fato da espécies apresentar bom crescimento e a 6tima
relacdo custo beneficio.

Um outro ponto positivo quanto a tilapicultura esta relacionado com a inddstria,
pois esta espécie nao apresenta espinhos em forma de “Y” (mioceptos), o que a torna
apropriada para a filetagem (BOSCOLO et al., 2003).

Atualmente, muitas tecnologias sdo empregadas para agregar valor comercial aos
files de tilapia, como defumacédo (SOUZA et al., 2004), preparacdo de nuggets (ROSA et
al., 2013) e hamburguer (FREITAS et al., 2012), aumentando a procurar do consumidor

pelo produto.

Antibioticos como controle de doencas na aquicultura

Designados primariamente para fins terapéutico, devido ao seu potencial
bactericida e bacteriostatico, os antibidticos na aquicultura tém grande importancia, pois
como os peixes sdo produzidos em densidades elevadas o que resulta em uma baixa
imunoldgica devido ao estresse e um aumento na quantidade de bactérias causadoras de
doencas, esses agentes sdo eficientes para reduzir as perdas causadas pelas principais
bacterioses na producdo (BURRIDGE et al., 2010).

Os antibioticos sdo classificados conforme complexidade da molécula em B-
lactamas, quinolones, tetraciclines, macrolides, sulfonamidas e outros (KUMMERER,
2009), definindo assim o seu modo de acdo. Para bactérias gram positivas, o principal
modo de acdo € a inibicdo da sintese de peptideoglicanos e beta lactama, constituintes da
parede celular. J& para as bactérias gram negativas ocorre a inibicdo de mecanismos
cruciais para desenvolvimento celular, como a sintese proteina bacteriana e DNA, porém
em funcdo dessa inespecificidade dos antibioticos, eles acabam sendo danosos para uma
gama de células (NIKAIDO, 2009, ROMERO et al., 2012).

Diante dessa problematica, a utilizacdo de antibioticos na producdo animal é
regulamentada por agéncias governamentais especificas. Segundo a legislagéo brasileira,
na aquicultura so é permitido a utilizacdo do antibiotico florfenicol (BRASIL, 2010).
Ressalta-se que este antibidtico é de amplo espectro, tendo sua eficiéncia comprovada no
controle de Aeromonas hydrophila (CARRASCHI et al., 2011), Edwardsiella tarda,

Pseudomonas aeruginos e Streptococcus spp. (GOZI et al. 2011).
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Em outros paises, com os EUA, permite-se a utilizacdo de um nimero maior de
compostos antimicrobianos, tais como a oxitetraciclina, florfenicol, norfloxacino,
eritromicina e sulfonamidas, respeitando a dosagem e o0 tempo de para que esses animais
sejam abatidos. Pode-se frisar que antibidticos utilizados para o tratamento de
enfermidades em humanos ndo podem ser utilizados na producdo animal devido ao maior
risco de resisténcia microbiana (SERRANO, 2005).

Antibioticos na producéo animal

O efeito benéfico de alguns fungos e bolores foram descritos em civilizagGes
antigas que se beneficiavam das propriedades terapéuticas desses micro-organismos no
tratamento de feridas infectadas, porém, somente em 1928 que por acidente, o
bacteriologista Alexander Fleming, movido pela intenso deslumbramento do poder dos
leucécitos em destruir bactérias (PEREIRA e PITA, 2005), descobriu que micro-
organismos produziam substancias que detinham o poder de inibir o crescimento de
outros micro-organismos, dando a esta substancia o nome de penicilina (DERDERIAN,
2007).

De grande importancia na Segunda Guerra Mundial (1939-1945), a penicilina,
salvou a vida de milhares de saldados acometidos por bacterioses nos campos de batalhas.
Em 1940, comecou a producdo em escala comercial para fins terapéuticos, iniciando
assim a era dos antibioticos (PEREIRA e PITA, 2005). Em 1947, o termo antibidtico foi
definido por Waksman como inibigdo do crescimento ou atividade metabdlica de uma
bactéria por substancias produzidas por um outro micro-organismo.

Na producdo animal, tais compostos eram utilizados somente com fins
terapéuticos até a década de 1940. No inicio dos anos 1950 foram iniciados 0s primeiros
estudos que avaliaram o potencial promotor de crescimento animal. Sieburth et al. (1951)
avaliaram o efeito do antibiotico na microbiota intestinal e crescimento de peru e suinos.
Elam et al. (1953) afirmaram que a administracdo de antibioticos na alimentacdo de
frangos aumenta significativamente o ganho de peso e diminui o nimero de Clostridium
sp. por grama de fezes. Em 1955, Coates e colaboradores observaram redugdo no peso
intestinal de frangos alimentados com penicilina devido a reducédo de possiveis infecgoes

intestinais.
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Na aquicultura, essa pratica obteve os primeiros relatos em 1957, onde Snieszko
avaliaram o uso de antibiéticos em dietas de peixes salmonideos. Struhsaker et al. (1973)
avaliaram a sobrevivéncia de larvas de Caranx mate alimentadas com dietas contendo
antibioticos. Ahmad e Matty (1989) avaliaram o efeito da alimentacdo com antibiotico no
crescimento e composicgéo corporal de carpa obtendo um ganho de peso superior cerca de
322% nos peixes alimentados com virginiamicina.

No ambito nacional, os estudos com a utilizacdo de antibidticos foram iniciados
por Kronka et al. (1982) que estudaram a inclusdo de antibidticos em ragdes de suinos.
Ribeiro et al. (1984) observaram o efeito na virginiamicina no desenvolvimento e
caracteristicas da carcaca de suinos.

Concomitante com o advento dos estudos relacionados a utilizagéo de antibioticos
como promotor de crescimento animal surgiram as primeiras alusdes sobre a resisténcia
dos micro-organismos aos agentes antimicrobianos e os possiveis riscos ambientais desta
pratica. Starre Reymond (1951) observaram a resisténcia a estreptomicina em coliformes
da microbiota intestinal de perus alimentados com dietas contendo antibio6ticos. Esses
pesquisadores afirmaram que com a alimentacdo de apenas trés dias com antibioticos, ja
€ necessario para o0 aparecimento de bactérias resistentes, fazendo um alerta para o
potencial perigo a satde publica na utilizacdo de antibidticos na producéo animal.

Quanto ao risco ambiental, Pramer (1958) afirmou que os antibidticos podem
persistir no solo por um tempo suficiente para ter um efeito biolégico, podendo
influenciar na germinacdo das plantas e microbiota do solo.

Um percalgo inerente a utilizacdo desses compostos é a forma de oferta aos
animais, podendo ser adicionada na dieta ou diretamente na dgua de cultivo, sendo que
em ambos esses aditivos sdo carreados para o ambiente. Um outro ponto negativo € o fato
da baixa utilizacao pelos peixes, pois eles ndo conseguem metabolizar esses agentes, com

isso acabam sendo excretados cerca de 70% na agua (BURRIDGE, 2010).
Antibiéticos como promotores de crescimento
A utilizagdo de antibidticos como promotores de crescimento consiste na

administracdo de doses abaixo das terapéuticas tendo por finalidade melhorar os indices

zootécnicos nos sistemas de cultivos. Salienta-se que como sdo adicionadas baixas doses
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e 0s peixes ndo sdo eficientes em metaboliza- los, o efeito promotor de crescimento dos
antibidticos esté atrelado a modulagéo da microbiota intestinal, sendo que animais germ-
free ndo apresentam tal beneficio (SOUZA, 2005).

O modo de acdo na microbiota intestinal consiste na reducdo dos micro-
organismos como um todo, devido a baixa seletividade da molécula, com isso reduz
também os micro-organismos patogenos responsaveis pela produgdo de metabolitos
toxicos que propiciam inflamagdes intestinais (DIBNER e RICHARDS, 2005).

Alteracdes na microbiota intestinal de peixes foram observadas por He et al.
(2010) que analisaram as alteracGes na microbiota intestinal de tilapias alimentadas com
florfenicol, flavomicina e a combinacdo desses dois elementos. Apds oito semanas de
alimentacdo, foi observada uma reducdo nas bactérias intestinais totais dos peixes
alimentados com os antibiéticos, sendo a florfenicol mais eficiente (0,2 x10” UFC g
matéria seca (MS)) do que a flavomicina (0,47 x10" UFC g* MS) e a combinagéo dos
dois (0,43 x10” UFC g** MS) quando comprados ao tratamento controle (1,11 x10’ UFC
gl MS), concluindo que estes antibioticos modulam significativamente a microbiota
intestinal.

He et al. (2011) observaram o efeito promotor de crescimento, alteracdes na
microbiota intestinal e imunidade especifica de tilapia-do-nilo alimentadas com dietas
contendo florfenicol e Saccharomyces cerevisiae. Observou-se maior ganho de peso e
menor concentracdo intestinal de Escherichia coli para os peixes alimentados com
antibidtico. Esses pesquisadores ndo observaram efeito benéfico do antibidtico e da
levedura na atividade da lisozima, entretanto os peixes alimentados com levedura
obtiveram maior atividade fagocitica, ratificando a hipdtese de que o efeito promotor de
crescimento dos antibidticos em peixes estd restrito a manipulacdo da microbiota
intestinal.

Em termos econdmicos, poucos estudos foram realizados a fim de averiguar a
eficiéncia econémica dessa pratica na producdo animal. Graham et al. (2007) fizeram
uma analise econémica sobre a utilizacdo de antibidticos como promotores de
crescimento na producdo de frangos, chegando a conclusdo de que os ganhos em

crescimento sdo insuficientes para compensar 0s custos com o antimicrobiano.

Aditivo fitogénico
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O poder medicinal das plantas ja era conhecido por civilizagbes primitivas, sendo
ingeridos ou com aplicacdes tdpicas com o propdsito curativo. Na Suméria, civilizacao
mais antiga que se tem registro, utilizava-se a papoula, épio e outras plantas locais para a
preparacdo de remedios (DONG e KELLY, 2009). H4 mais de 1000 anos, os Maias e 0s
Astecas experimentavam plantas para amenizar patologias (HALBERSTEIN, 2005). Essa
pratica também era encontrada no Brasil pré-descobrimento, onde segundo SOUSA
(1587), os nativos se beneficiavam dos poderes anti-inflamatdrio de algumas plantas
como caju (Anacardium occidentale), maracuja (Passiflora sp.) e mandioca (Manihot
esculenta).

Algumas plantas possuem um eficiente aparato quimico que além de as
protegerem da acdo de patdgenos e predadores sdo grandes atrativos para 0S
polinizadores. Estas substancias ndo estéo relacionadas como o crescimento da planta e
grande parte da energia € destinada para a producdo desses compostos, sendo denotados
de metabdlitos secundario. Vale ressaltar que os metabolitos secundarios derivam do
metabolismo primario do carbono e sdo agrupados, principalmente, em quatros classes:
terpenos, compostos fendlicos, glicosideos e alcaloides e cada classe é responséavel por
uma ou mais a¢des farmacoldgicas (AVALOS GARCIA e CARRIL, 2011).

Os terpenos, compostos insollveis em agua sao sintetizados no ciclo do acido
mevaldnico e derivam da unido de isoprenos, moléculas de cinco carbonos, sendo
classificado conforme a unido de isoprenos em monoterpenos, sesquiterpenos,
tetraterpenos, quando apresentam respectivamente cinco, 15 e 40 isoprenos. Os
compostos fendlicos compdem um grupo diverso e sao sintetizados a partir de um fenol,
nos ciclos dos &cidos siquimico e malénico. Compostos glicosideos sdo formados pela
condensacdo de moléculas de glicose. Os alcaloides, compostos solGveis em agua,
derivam de aminoacidos como a tirosina, triptofano e lisina (AVALOS GARCIA e
CARRIL, 2011).

Define-se como aditivo fitogénicos um grupo de aditivos naturais promotores de
crescimento oriundos de plantas que, quando incorporados a dieta animal, sdo capazes de
favorecer o desempenho devido a melhorias na digestibilidade dos nutrientes, excrecdo
de enzimas digestivas, selecionando a microbiota intestinal eliminando os patdgenos e
atuando como imunoestimulante (YITBAREK, 2015).
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A incorporagéo desses aditivos na dieta animal pode ser de distintas formas, como
por meio do Gleo essencial, nome denominado ao liquido oleoso composto pelos
metabolitos secundarios da planta, extraido de distintas partes por meio de destilacao por
arraste a vapor, hidrodestilacéo, extragdo com CO> supercritico dentre outros (ANDREO
e JORGE, 2006; LOURENCO, 2007). Um outro modo de incorporacao é na forma de po,
desidratando e moendo determinada parte da planta. Vale ressaltar que o Gltimo modo de
incorporacdo tem um menor custo de producédo, apresentando em ambos uma resposta
benéfica, como demonstrado por Ross et al. (2006) ao verificaram o efeito bactericida
tanto do 6leo essencial de alho como no alho em po, concluindo que ambos séo eficientes.

Na alimentagcdo humana, os aditivos fitogénicos ja demonstraram sua eficiéncia a
muitos anos, entretanto estudos sobre a utilizacdo desses aditivos na salde e producao
animal sdo recentes. Sone e Hitati (1937), observaram o aumento da atividade intestinal
de coelhos com a utilizacdo de 6leo essencial de canela. Ja a descoberta de que os aditivos
fitogénicos sdo eficientes também para promover o crescimento animal é ainda mais
recente, sendo os primeiros estudos realizados no inicio da década de 90, onde Horton et
al. (1991) verificaram o efeito do alho no crescimento, composicao da carcaca e sanguinea
de frangos.

Na aquicultura, estudos tem demonstrado a influéncia promissora de distintos
aditivos fitogénicos no desempenho e na saide animal como a inclusdo de Scutellaria
baicalensis solidéu-de-baical (KIM et al., 2013), Euphorbia hirta erva de santa luzia
(SHEIKHLAR et al., 2011), Echinacea purpurea echinacea (GUZ et al., 2011), Allium
sativum alho (TALPUR e IKHWANUDDIN, 2012) e Cinnamomum zeylanicum canela
(AHMAD et al., 2011).

Aditivos fitogénicos como promotores de crescimento

A eficiéncia dos aditivos fitogénicos em melhorar o desempenho animal esta
atrelada a inameros modos de acdes, influenciando positivamente desde a melhoria da
digestdo e absorgdo de nutrientes até em fatores celulares, como a maior producéo de
anticorpos (FRANKIC et al., 2009; IMMANUEL et al., 2009).

Frankic et al. (2009) compilaram informages referentes as fontes vegetais e 0s

principais efeitos, informando que a canela, cravo (Syzygium aromaticum), cardamom
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(Amomum sp.), pimenta (Capsicum frutescens), alho e gengibre (Zingiber officinale)
atuando beneficamente na estimulacdo da digestdo, devido ao aumento na sintese de
enzimas pancreaticas e digestivas.

Platel e Srinivasan (2000*°) afirmaram que alguns aditivos como a curcumina
Curcuma longa, capsaicina, piperina e gengibre estimularam a atividade da amilase
pancreatica, tripsina e quimiotripsina. Maior secrecdo biliar foi observada em ratos
alimentados com alho, curcumina e ajowan Trachyspermum ammi.

Na aquicultura, melhorias no desempenho foram evidenciados por Yilmaz et al.
(2013) ao suplementarem tilapia (O. mossambicus) com 0; 0,5; 1; 1,5 e 2,0% de cominho
Cuminum cyminum. Os autores observaram efeito quadratico no ganho de peso onde a
inclusdo de 1% propiciou maior ganho. Os menores ganhos com os maiores niveis de incluséo
foram justificados como um possivel efeito toxico de altas concentracdes do aditivo, ja o
maior ganho com a incluséo de 1% foi relacionado com o aumento na utilizacéo de nutrientes.

Acar et al. (2015) avaliaram o efeito da incluséo de 0,1%; 0,3% e 0,5% do 6leo
essencial de laranja Citrus sinensis no desempenho de tildpia O. mossambicus e
observaram um maior desempenho para os peixes alimentados com a incluséo de 0,5%,
sugerindo um possivel efeito benéfico na microbiota intestinal. Moraes et al. (2014)
concluiram que a inclusdo de 0,5 g/Kg de dleo essencial de orégano em dietas para
Astyanax altiparanae atua como promotor de crescimento. Felicitta et al. (2013)
avaliaram o efeito da inclusdo de 10, 20 e 30 g Kg™* de alho ou cebola (Allium cepa) no
crescimento de tilapia O. mossambicus. Esses pesquisadores identificaram que a inclusao

de 3% para ambos os aditivos propiciou o melhor desempenho.

Influéncia na microbiota intestinal

O efeito antisséptico de compostos vegetais foi demonstrado em estudos como 0s
realizados por Aurora e Kaur (1999) ao comparar a sensibilidade de bactérias e leveduras
humanas ao alho, gengibre, cravo-da-india, pimenta preta, pimenta negra e compara-los
com o antibidtico nistatina. Os resultados evidenciam que as leveduras apresentaram
maior zona de inibicdo com o alho e que este aditivo e o cravo podem ser utilizados como
tratamento tdpico para a inibicdo de doencas de pele. Prabuseenivasan et al. (2006)

avaliaram o efeito de 21 Gleos essenciais contra seis espécies de bactérias (Escherichia
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coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Bacillus
subtilis e Staphylococcus aureu), onde encontraram de destes, 19 apresentaram efeito
inibitdrio significativo em ao menos uma espécie.

A microbiota intestinal € um ambiente dindmico e quaisquer alteracdes nesse
sistema pode desencadear a proliferacdo de bactérias patogénicas. O efeito inibitdrio no
crescimento de patdgenos na microbiota intestinal foi demonstrado por Bona et al. (2012)
ao avaliarem a incluséo de 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta
no controle de Salmonella sp., Eimeria sp. e Clostridium sp., observando uma reducao
na populacdo desses patdgenos, assim como uma menor incidéncia de enterite em
frangos. Ahmed et al. (2013) verificaram uma reducdo na populacédo de E. coli e S.
typhimurium assim como um aumento na populacdo de Lactobacilos sp. e Bacillus sp.
em suinos alimentados com dietas contendo um mix de 6leo essencial composto por
orégano, anis e chicoria.

Em peixes, o efeito manipulador na microbiota intestinal de peixes foi elucidado
por Nwabueze (2014) ao estudar a inclusdo de gengibre em dietas para Clarias
gariepinus, observando reducdo na populacdo de espécies de Bacillus sp., Escherichia
sp., Staphylococcus sp. e Streptococcus sp.. Mahmoud et al. (2004) concluiram que o
carvacrol e o timol apresentam grande atividade bacteriana na microbiota de truta.

Os mecanismos de acdo pelos quais os aditivos influenciam na manipulagéo da
microbiota intestinal estdo diretamente relacionados com as caracteristicas quimicas dos
compostos secundarios, indicando que determinadas moléculas apresentam distintas
influencias na manipulagdo. Helander et al. (1998) ao testarem o0 modo de acdo dos
compostos fendlicos, cavracol, timol e cinamaldeido, como inibidor de crescimento nas
bactérias Gram- negativo E. coli e S. typhimurium identificaram que o timol e o cavracol
interagem como a membrana celular, desintegrando-a devido a alteracdo na
permeabilidade da membrana aos cations H* e K*, além de diminuir o aporte de ATP
intracelular, resultando em uma deplecéo energética. O cinamaldeido também apresentou
inibicdo do crescimento dessas bactérias, entretanto apresentam mecanismos distintos,
atingindo o periplama e influenciando em mecanismos crucial de sobrevivéncia da
bactéria.

Os terpenoides, sdo compostos lipofilicos, que interagem com a membrana celular

por meio do aumento da concentragdo de peroxidos lipidicos, 0 que provoca a perda da
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integridade, exteriorizacdo dos componentes celulares e por consequéncia a morte
(BADAWY e ABDELGALEIL, 2014). Segundo os mesmos pesquisadores, as atividades
antimicrobianas de alguns 6leos essenciais atuam de forma sinérgica, destruindo os
fosfolipidios da membrana, desregulando o aparato enzimatico, coagulando o citoplasma
e causando disturbio eletrolitico nas bactérias.

A microbiota intestinal também ¢é alterada pelos aditivos fitogénicos devido ao
efeito prebidtico exercido por eles, pois como apresentam em sua COmMPOSICa0
polissacarideos estes acabam beneficiando o crescimento de bactérias benéficas, como
Lactobacilos sp. e Bifidobacteria sp.. Essas classes de bactérias produzem &cido latico,
atuando como antimicrobianos devido a reducao do pH intestinal, aderindo-se ao epitélio
intestinal e competindo por nutrientes (BALCAZAR et al., 2006).

Imunomodulador

O sistema imune é um sistema de defesa altamente adaptavel para garantir a
integridade do organismo. Essa protecéo € mediada por um complexo sistema de células
e moléculas capazes de eliminar grande variedade de patdgenos, sendo classificados em
inato e adaptativo (ROBERTS, 2012).

O sistema imune inato constitui a primeira linha de defesa do organismo,
composto por células fagociticas (neutréfilos / células polimorfonucleares (PMNSs),
monacitos /macrofagos e células dendriticas) e células natural Killer (NK). Quando o
sistema imune inato ndo consegue deter o agente infeccioso, o sistema imune adaptativo
é acionado, consistindo de componentes celulares e humorais como linfécitos e citocinas
(GILL et al., 2009).

Alguns leucdcitos apresentam alta capacidade fagocitica enquanto que outros
produzem anticorpos, sendo divididos em agranuldcitos, sem granulagdes no citoplasma
(linfocitos e monacitos) e granuldcitos, com granulagdes citoplasmaticas (neutréfilos,
basofilos e eosindfilos). Na classe dos leucécitos agranuldcitos, os linfocitos sdo células
com funcionalidade heterogénea, atuando desde o reconhecimento de antigenos
(linfocitos T e B) até exterminando células infecciosas. Ja 0s mondcitos, tem como fungao
a fagocitose de corpos estranhos assim como a sinalizagdo para outras celulas sobre

agentes estranhos por meio de sinalizadores quimicos (ROBERTS, 2012).
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Os neutrofilos, eosinéfilos e baséfilos sdo altamente especializados para a
fagocitose, entretanto ndo fagocitam o0s mesmos elementos. Os neutrofilos, sdo
importantes contra agentes infecciosos, os basofilos estdo relacionados ao processo
alérgico ja os eosindfilos fagocitam anticorpos (ROBERTS, 2012).

Um grande namero de constituintes de plantas tem demonstrado efeito no sistema
imune, modulando e exercendo agdes anti-inflamatdria e antiestresse (BIN-HAFEEZ et
al.,, 2003). Desta forma, esses compostos sdo comumente denotados como
imunoestimulante, ou seja, fatores que estimulam a imunidade do hospedeiro,
apresentando uma resposta ndo especifica contra os patégenos e aumentando a resposta
de células humorais (TAN e VANITHA, 2004).

O efeito de aditivos fitogénicos no sistema imune esta relacionado com o aumento
na atividade e no nimero de leucdcitos, células responsaveis pela defesa do organismo,
contra bactérias e corpos estranhos. Nya e Austin (2011) ao suplementarem dietas de truta
Oncorhynchus mykiss com alho observaram um aumento significativo no nimero de
leucdcitos totais, persistindo este efeito até 28 dias apds a interrupg¢édo da alimentacdo com
alho. Acar et al. (2015) concluiram que a inclusdo de 0,1% de 6leo essencial de Citrus
sinensis aumenta significativamente os valores de leucdcitos totais. Resultado semelhante
foi observado Immanuel et al. (2009) com a inclusdo de Cynodon dactylon, Withania
somnifera e Zingiber officinale.

Aly et al. (2008) ao suplementaram tilapia-do-nilo com alho observaram aumento
significativo na contagem de leucdcitos e maior atividade fagocitica nos mondcitos e
neutrofilos.

Os neutrofilos produzem radicais livres com o objetivo de destrui células
invasoras, a esse fenbmeno da-se o nome de explosdo respiratoria. Aly et al. (2008)
observaram maior atividade da explosao respiratoria dos neutrofilos de tilapia alimentada
comalho. Nya e Austin (2011) utilizando o mesmo aditivo em dietas para truta observam
efeito similar, como o0 aumento no nimero de monacitos, linfocitos e neutrofilos. Sutilli
et al. (2016) observaram o efeito dos 6leos esséncias de estoraque Ocimum americanum,
capim limdo Cymbopogon flexuosus e malaleuca Melaleuca alternifolia no sistema imune
de peixe vermelho Sciaenops ocellatus e observaram um aumento na atividade da

explosdo respiratoria.
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A resposta imune humoral é medida pela producéo de anticorpos, sendo este uma
classe de proteinas denominadas imunoglobulinas. Comumente, estas proteinas presentes
no plasma sanguinea sdo denominadas como alfa, beta e gamaglobulinas e suas fracdes,
em funcdo de sua mobilidade eletroforética (THRALL, 2007), estando a producao de
anticorpos associadas a fracdo gama.

A fracdo alfa-1 conjunto de vérias proteinas, entre as quais a alfa-1-antitripsina,
protrombina, transcortina, globulina ligadora de tiroxina e alfa-fetoproteina ocorrendo um
aumento dessa fracdo geralmente em processo infecciosos e inflamatérios. A alfa 2-
globulina é constituida por haptoglobina e alfa-2-macroglobulina, estando associada a
eventos patologicos. A beta globulina, beta-lipoproteinas, transferrina e componente C3
do complemento esta relacionada com processos cronicos, e a gama globulina fracédo
constituida por imunoglobulinas (Igs), sintetizadas em resposta a estimulo antigénico
(SILVA et al., 2008; NAOUM et al., 2011).

A influéncia de compostos secundarios de plantas nas imunoglobulinas foi
evidenciada por Washiya et al. (2013) ao suplementarem ratos com ajoene, principio ativo
do alho, e observarem um aumento de IgA intestinal nesses organismos, entretanto os
mecanismos pelos quais este fendmeno ocorre ainda ndo foram elucidados.

Alp et al. (2012) ao suplementarem frangos com o 6leo essencial de orégano ndo
observaram alteracBes nos niveis de imunoglobulinas sérica. Badr et al. (2012)
observaram alteracdes nas imunoglobulinas de tilapia- do-nilo alimentadas com dietas
contendo alecrim Rosmarinus officinalis. Ngugi et al. (2015) observaram um aumento de
5% na imunoglobulina de Labeo victorianus alimentados com dietas contendo urtiga
Urtica dioica. Immanuel et al. (2009) observaram um aumento na imunoglobulina de
tilapia alimentada com deitas contendo canela, Aegle marmelos, Withania somnifera e

gengibre.

Bioquimica plasmatica

Os compostos quimicos das plantas também podem influenciar nos metabolitos
plasmaticos, reduzindo os niveis de colesterol e triglicerideo. Acar et al. (2011)
observaram uma reducdo nos valores de glicose sanguinea, triglicerideos e colesterol e

um aumento nos valores de proteina plasmatica total de tilapia alimentadas com dietas
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contendo alho, sendo respectivamente 59,88 mg/dL; 47,87 mg/dL; 60 mg/dL e 4,94 g/dL.
Esses pesquisadores afirmaram que a redugdo no nivel de glicose sanguinea ocorreu
devido uma reducéo no nivel de estresse.

Ngugi et al. (2015) observaram reducdo nos niveis plasmaticos de glicose e
cortisol de L. rohita alimentados com U. dioica apds infeccdo com Aeromonas
hydrophila, concluindo que o efeito nos niveis na glicose sanguinea é resultando da a¢éo
das catecolaminas, estimulando a glicogendlise no figado (MOMMSEN et al., 1999).

Immanuel et al. (2009) observaram uma reducdo nos valores de colesterol e
triglicerideos de tilapia apos alimentagdo com deitas incluidas de canela, Aegle marmelos,
Withania somnifera e gengibre, entretanto esses pesquisadores ndo encontraram diferenca
significativa nos niveis sanguineos de glicose. Kim et al. (2013) ndo observaram reducéo
nos valores sanguineos de Silurus asotus alimentados com deitas contendo Scutellaria
baicalensis. Os mecanismos pelos quais os aditivos fitogénicos reduzem os niveis
plasmaéticos de colesterol esta relacionado com a reducgdo da sintese dessa molécula, além

da maior conversdo de colesterol em sais biliares (ANDALLU et al., 2003).

O gengibre

O gengibre é uma planta herbacea pertencente ao género Zingiber que inclui
aproximadamente 85 espécies vegetais. Uma grande caracteristica deste género €
presenca de rizomas, caules subterraneos, constituido em sua maior propor¢do de amido
com numerosas celulas secretoras de oleoresinas (ELPO e NEGRELLE, 2004),
perfazendo em entre 5 a 8% do gengibre in natura (CHRUBASIK et al., 2005).

Originario da Asia, atualmente esta planta é cultivada em muitos paises devido ao
seu poder medicinal. Sua acdo farmacologica ja era conhecida a mais de 2500 anos atras,
sendo utilizado na medicina tradicional chinesa para curar problemas digestivos
(KEMPER, 1999). Tal efeito é resultado da sua composic¢do rica em 6leo essencial,
variando entre 1 a 3% do peso do gengibre. Jolad et al. (2004) encontraram 63 compostos
quimicos, sendo que destes, 20 seriam desconhecidos. Esses autores também ressaltaram
que a pungéncia do gengibre esta relacionado com a presenca de compostos fendlicos,
dentre eles os gingerois, apresentando maior abundancia o [6]- gingerol e os shagoals.

Estudos recentes tém demonstrado o efeito benéfico do gengibre na salde
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humana, apresentando acdo anti-inflamatéria (OJEWOLE, 2006), analgésica
(HANIADKA et al., 2013) e bactericida (JOE et al., 2009).

Na bioguimica sanguinea, Tanabe et al. (1993) observaram a reducao nos niveis
sanguineos de colesterol de ratos com hipercolesterolemia, diminuindo a biossintese deste
componente por meio da inibicéo da sintese da enzima chave HMG-CoA redutase e maior
estimulo da enzima 7 alfa hidroxilase, responséavel pela converséo de colesterol em &cido
biliar (ANDALLU et al., 2003). Alteracbes nos niveis de glicose sanguineas foram
observados por Agoreyo et al. (2008) ao suplementarem dietas de ratos obtendo maiores
valores quando comprado ao grupo controle.

Na producédo animal, a utilizagdo do gengibre como aditivo ainda é recente e tem
ganhado destaque nos ultimos anos. Elmakki et al. (2013) avaliaram a inclusdo de 0.25,
0.50 e 0.75% de gengibre em dietas para frango observando efeito positivo com a inclusédo
de 0,75%. Khan et al. (2012) afirmaram que o gengibre pode ser utilizado na produgéo
de aves como promotor de crescimento, devido ao aumento no consumo de ragédo em
funcdo de uma melhora na palatabilidade da dieta, aumento nas secre¢cdes de enzimas
gastrointestinais, culminando em um maior ganho de peso. Lee et al. (2013) avaliaram a
utilizacdo de extrato de gengibre em dietas para suinos, concluindo que este aditivo

favorece o sistema imune.

Utilizacao do gengibre na aquicultura

Com o objetivo de verificar a eficacia do gengibre como promotor de crescimento
e imunoestimulantes para Lates calcarifer Talpur et al. (2013) suplementaram dietas com
1,2, 3,5e 10 g/kg e observaram efeito linear crescente no ganho de peso com a inclusao
do gengibre, como peso final de 34,2 g para o tratamento controle e 67,8g para a maior
inclusdo do aditivo. Foi observado também uma maior sobrevivéncia dos peixes
alimentados com gengibre quando desafiados com o Vibrio harveyi e identificado que a
inclusdo do gengibre alterou os nimeros de eritrocitos e leucocitos, além de reduzir os
niveis de glicose, triglicerideos e colesterol sanguineo.

Nya e Austin (2009) avaliaram o efeito dos niveis de gengibre com (0; 0,05; 0,1;
0,5 e 1,0 g/ 100 g) como imunoestimulante para dietas de truta desafiadas com A.

hydrophila e encontraram além de um maior ganho de peso dos peixes alimentados com
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1,0 g/100g, maior sobrevivéncia com aumento significativo na atividade fagocitica,
explosdo respiratéria, atividade da lisozima e maiores valores de globulina.

Immanuel et al. (2009) avaliaram o efeito do extrato acético de Cynodon dactylon,
Aegle marmelos, Withania somnifera e Z. officinale na atividade imunologica e no
crescimento de tildpia mogambicana e observaram que, dentre os aditivos testados, 0s
peixes alimentados com gengibre apresentaram maior ganho de peso, sendo 139%
superior ao tratamento sem a inclusao de aditivo. A utiliza¢éo do aditivo reduziu os niveis
sanguineos de colesterol e triglicerideos e aumentaram os niveis de globulina, albumina
e proteinas do plasma.

Haghighi e Rohani (2013) avaliaram o efeito imune estimulatério em trutas
alimentadas com deita contendo 1% de gengibre e observaram alteracfes positivas nas
varidveis hematoldgicas, com aumento nos valores de hematdcrito, leucécitos totais,
linfocitos, neutréfilos e mondcitos, assim como na atividade da explosao respiratorio e da
lisozima, afirmando que o gengibre pode ser utilizado como imunoestimulante em dietas
para truta.

Arulvasu et al. (2013) avaliaram a administracdo de gengibre no crescimento,
sobrevivéncia e reposta imune de Catla catla e identificaram maiores valores de
eritrdcito, leucdcitos e hemoglobina nos peixes alimentados com gengibre, como também
maior atividade bactericida e sobrevivéncia quando desafiados com A. hydrophila.

Ao suplementarem juvenis de Huso huso, Kanani et al. (2014) observaram
aumento significativo nos valores de neutrofilos e eosinéfilos, assim como nos valores de
globulina, porém esses pesquisadores ndo encontram diferencas significativas no ganho

de peso.
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CAPITULO 1

Desempenho, bioquimica sérica, microbiota intestinal e analise sensorial de til&pia-do-
nilo alimentada com dietas contendo gengibre
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Desempenho, bioguimica sanguinea, microbiota intestinal e analise sensorial de

tilapia-do-nilo alimentada com dietas contendo gengibre

RESUMO

Objetivou-se com este estudo determinar o efeito de gengibre em pé Zingiber officinale
como um aditivo fitogénico em dietas para tilapia-do-nilo Oreochornis niloticus. Foram
utilizados 440 juvenis de til&pia-do-nilo (8,46g + 0,30) distribuidos em 20 tanques
plasticos (350 L). Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, composto por
cinco tratamento com quatro repeticdes cada. Os tratamentos experimentais consistiram
na inclusdo de gengibre em pd nas concentragdes de 5, 10, 15 e 20 g Kg* e uma dieta
controle, isenta do aditivo. Ap6s o periodo de 60 dias os peixes foram pesados
individualmente e coletadas amostras de sangue, intestino e filé para as analises
bioquimicas, microbioldgicas e sensoriais, respectivamente. Observou-se maior ganho de
peso e peso final nos peixes alimentados com as dietas contendo 5, 10 e 15 g Kg?, sendo
o melhor nivel de incluséo estimado em 11 g Kg™. Verificou-se aumento linear dos niveis
de glicose sanguinea com a inclusdo do gengibre e uma reducao nos niveis de colesterol
e triglicerideos. A populacéo de bactérias totais da microbiota intestinal foi maior para os
peixes alimentados com a dieta contendo 10 g Kg?. N&o foi observada diferenca
sensoriais. Os resultados deste estudo demostram que a inclusio de 10 g Kg™* na dieta de
tilapia-do-nilo proporciona efeito benéfico nas varidveis estudadas, sem alterar o sabor

para o consumidor.

Palavras-chave: Zingiber officinale, colesterol, micro-organismo intestinal,

aceitabilidade
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The performance, electrophoretic profile of serum proteins, intestinal microbiota
and sensory analysis of Nile tilapia fed diets containing ginger

ABSTRACT

The study aimed to determine the effect of ginger as a phytogenic additive in diets
for Nile tilapia Oreochornis niloticus. 440 juveniles Nile tilapia were used (8,46g + 0,30)
distributed in 20 plastic tanks (350 L). A completely randomized design was used,
composed by five treatments with four repetitions each. The treatments consisted in
adding powdered ginger in concentrations of 5 kg 5, 10, 15 e 20 g Kg* and a diet control,
free of additives. After 60 days the fishes were weighed individually, blood, but and fillet
samples were collected for biochemical, microbiological and sensory analysis
respectively. There were a higher weight gain and final weight in fishes fed diets
containing 5, 10 e 15 g Kg* being the best level of inclusion estimated in 11 g Kg™. There
was a linear increase of blood glucose levels with the inclusion of ginger and a reduction
in cholesterol and triglyceride levels. There were also changes in the population of total
bacteria of the intestinal microbiota with the highest population of fished fed with the diet
containing 10g Kg . There was no statistical difference in sensory analysis. The results
of this study shows that the inclusion of 10 g kg-1 in the Nile tilapia diet provides beneficial effect
on variables without changing the taste for the consumer.
Key words: Zingiber officinale, immunostimulant, intestinal microorganism,

immunoglobulin, acceptability
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INTRODUCAO

A aquicultura mundial tem crescido em ritmo acelerado e tal sucesso esta
associado as boas praticas de manejo e aperfeicoamento das técnicas produtivas.
Entretanto grandes perdas ainda sdo geradas devido ao estresse causado pelo manejo
inadequado e as elevadas densidades de estocagem utilizadas. Em funcdo disso, desde a
proibicdo da utilizacdo de antibioticos como promotores de crescimento na producéo
animal, a utilizacdo de imunoestimulante é uma alternativa viavel e coerente, pois além
de ndo causarem danos ao ambiente e a salude do consumidor, acarreta em melhorias
produtivas.

Aditivos fitogénico sdo compostos oriundos de plantas adicionados a dieta que
assegurem melhorias no desempenho e no sistema imunitarios dos animais. Essas
melhorias estdo relacionadas com as propriedades flavorizantes, aumento nas secre¢es
enziméaticas melhorando a digestibilidade e absorcdo de nutrientes, além das suas
atividades  bioldgicas, antibacteriana, antiviral, antifingica, antioxidante e
imunoestimulatoéria (Hashemi e Davoodi, 2011).

O gengibre (Zingiber officinale) é uma planta herbacea que apresenta rizomas
ricos em compostos fenolicos, dentre eles gingerois e shogaois que atuam como
antioxidante (Singh et al., 2008), antimicrobiano (Andrade et al., 2012),
antocolesterolémico, além de auxiliar na reducdo de triglicerideos sanguineos (lwashita
et al., 2001). Outros estudos demonstram também que o gengibre afeta positivamente as
proteinas plasmaticas, aumentando os niveis séricos de albumina em frangos (Saeid et al.,
2010) e selecionando beneficamente a microbiota intestinal, reduzindo
consideravelmente a populacdo Escherichia coli, Streptococcus anteric, Streptococcus
aureus e Vibrio parahoemplyticus em catfish Clarias gariepinus (Olukayode e Barakat,
2014).

A tilapia-do-nilo é uma espécie onivora, pertencente a familia Cichilidae,
endémica da Africa e do Oriente Médio, estando atualmente inserida no grupo dos peixes
mais produzidos no mundo. A grande produtividade dessa espécie em todo o mundo esta
associada a caracteristicas inerentes da espécie, como rapido crescimento, tolerancia a
alteracGes ambientais, resisténcia a estresse e doencas e facilidade da reprodugdo em
cativeiro (Sayed, 2005).
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Na aquicultura, estudos com a inclusdo do gengibre em dietas para tilapia ainda
s80 escassos e 0s seus beneficios ndo foram elucidados. Com isso objetivou-se avaliar o
efeito da inclusdo de niveis de gengibre em po6 nas varidveis zootécnicas, indices
bioquimicos, proteinas plasmaticas, microbiota intestinal de tilapia-do-nilo, além da

possivel interferéncia desse aditivo na aceitabilidade mercadoldgica do filé.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratorio de Aquacultura da Universidade
Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, Brasil, por um periodo de 60 dias. Foram
distribuidos mil juvenis de tilapia-do-nilo da linhagem tailandesa com peso médio de 2 g
em 20 tanques com volume de 350L em um sistema de recirculagdo, com temperatura
controlada (29 °C) e aeragdo constante por um periodo de 20 dias, onde foram alimentadas
cinco vezes ao dia (8:00; 10:00; 12:00; 14:00 e 16:00) até a saciedade aparente,
correspondendo ao periodo de adaptacao.

Posteriormente, foram escolhidos e alocados em um delineamento inteiramente
casualizado 440 juvenis com peso médio inicial de 8,46 + 0,30 g, em 20 tanques de
plastico (350 L), com densidade de 22 peixes por tanque, em cinco grupos experimentais
e quatro repeticdes. Os tanques eram abastecidos com fluxo continuo de agua em um
sistema de circulacdo fechada de agua, com filtragem bioldgica, sistema de aquecimento
e aeracdo constante individual através de soprador.

Os tanques eram sifonados duas vezes ao dia, apds a primeira e a Ultima
alimentacdo para retirada de fezes e semanalmente verificou-se as varidveis fisicas e
quimicas da &gua como temperatura, O2D, O2 % e pH ficando em 28,5 °C; 6,28 £ 0,21
mg L2, 80,75 + 2,76 % e 6,52 a 7,92, respectivamente.

Para a confeccéo das dietas experimentais formulou-se uma dieta basal (Tabela 1)
conforme as necessidades nutricionais de tilapia-do-nilo com auxilio do programa
computacional SUPER CRAC®, sendo esta racéo utilizada como tratamento controle. Os
ingredientes foram moidos individualmente em moinho tipo faca com peneira de 0,5 mm.
Para os demais tratamentos, utilizou-se a formula do tratamento controle acrescido dos

diferentes niveis de gengibre em po, 5; 10; 15 e 20 g Kg'*, conforme cada tratamento. As
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dietas foram peletizadas e armazenadas em refrigerador (4 °C) durante todo o periodo

experimental.

Tabela 1- Composicéo (g Kg?) das dietas experimentais.

Dietas experimentais

Ingredientes Controle 5 10 15 20
Farelo de soja - 45% 396,98 394,98 392,98 390,98 388,98
Farinha de peixe- 235,0 233,0 232,0 231,0 230,0
55%
Quirera de arroz 180,0 179,0 177,0 175,0 173,0
Farelo de trigo 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0
Oleo de soja 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Fuba de milho 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0
Fosfato bicalcio 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
DL metionina 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
Compl. min e vit! 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Sal comum 5,0 5,0 5,0 5,0 50
BHT?2 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Oxido de cromo 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Gengibre em po 0 50 10,0 15,0 20,0
Valores analisados (g Kg?)
Matéria seca 905,5 913,1 913,7 910,7 912,6
Protefna bruta 333,4 329,2 321,3 333,3 326,0
Energia bruta® 439342 42656 43811 43733  4.388,6
Extrato Etéreo 98,6 100,7 98,5 92,2 100,3

1 complexo mineral e vitaminico: Composigao/Kg: Mg — 2.600 mg; Zn — 14.000 mg; Fe — 10.000 mg; Cu — 1.400 mg; Co — 20 mg;
|1 — 60 mg; Se — 60 mg; Vit. A —1.000.000 Ul; Vit. D3 —400.00 Ul; Vit. E — 10.000 mg; Vit. K3 — 500 mg; Vit. B1 — 2,500 mg; Vit.
B2 —2.500 mg; Vit. B6 — 2.500 mg; Vit. B12 — 3.000 mcg; Vit. C — 35.000 mg; Ac. Félico — 500 mg; Ac. Pantoténico — 5.000 mg;
Niacina — 10.000 mg; Biotina — 80.000 mcg; Colina — 200.000 mg; Metionina — 130 g; Inositol — 5.000 mg; Etoxiquin — 15.000 mg.
2 Butilhidroxitolueno. 3Energia bruta ((Kcal Kg?)

Durante o periodo experimental, os peixes foram alimentados trés vezes ao dia
(8:00; 12:00 e 16:00) até a saciedade aparente.

Ao final do experimento, os juvenis foram submetidos a jejum de 8 horas e
posteriormente foram contados e pesados individualmente para determinacdo dos
pardmetros de sobrevivéncia, ganho de peso (GP), consumo de ragdo aparente (CRA) e
conversao alimentar aparente (CA). De cada unidade experimental retirou-se

aleatoriamente quatro peixes para coleta de sangue (1 mL) via puncdo cardiaca e em
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seguida foram eutanasiados em solucdo de benzocaina (1:500 v/v) para retirada do
intestino e do filé.

Verificou-se os niveis de glicose sanguinea com auxilio do Glicosimetro Accu-
Chek. Separou-se o plasma sanguineo por meio de centrifugacdo por 15 minutos a 3000
rpm para as andlises de proteina total pelo método de refratdbmetros, colesterol e
triglicerideos com auxilio de kits monoenzimaticos (Bioclin).

Realizou-se a analise do perfil eletroforético das proteinas séricas conforme
metodologia modificada descrita por Naoum (1990), utilizando gel de algarose, tampéao
TRIS e 27 minutos de corrido em gel. Posteriormente, as fitas foram lidas e determinados
os valores das proteinas através software CELM.

Com as amostras intestinais dos peixes submetidos aos tratamentos 10, 20 g Kg™*
e sem a inclusdo do gengibre, realizou-se a pesagem em balanca analitica e condicionou-
as em tubos de ensaios esterilizados para a posterior maceracao e diluigdo em série de 10°
% 10° e 107 para a contagem da populacio de bactérias totais e bactérias Gram negativo.
As amostras foram semeadas em duplicatas em placa de Petri contendo o meio de cultura
ASA (&gar sangue) e MC (4gar MacConkey) e incubadas em estufas a 30 °C por 72 horas
para a posterior contagem das colonias (AOAC, 1990).

Para a andlise sensorial realizou-se previamente analise da qualidade do filé,
segundo RDC12 (ANVISA, 2001), para a presenca de Salmonella spp. e coliformes totais
e termo tolerantes, seguindo a IN 62 (MAPA, 2003), e posteriormente 0s mesmos foram
padronizados com tamanho 10 cm, identificados e submetido a cozimento em vapor de
agua por 15 minutos.

As amostras foram servidas a oito provadores treinados, onde estes responderam
um questionario de quatro pontos: 1- nenhuma diferenca do padréo; 3- leve diferenca do
padrdo; 5- regular diferenca do padrdo e 7- extrema diferenca do padréo, com a opcao de
identificarem também se o sabor da amostra era agradavel ou desagradavel ou se
observaram alteracGes na coloragéo.

Com dados obtidos, verificou-se a hipotese de normalidade pelo teste de
Anderson- Darling e homogeneidade das varidncias. Apo0s determinada diferenca
estatistica para as variaveis que apresentaram distribui¢cdo normal, aplicou-se anélise de
regressdo segmentada e teste de Tukey a 5 %. Para as variaveis ndo normais, perfil

eletroforético das proteinas plasmaticas, colesterol, glicose, triglicerideos aplicou-se o
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teste de Kruskal Wallis e para a microbiota intestinal aplicou-se o teste mediana de Mood.
As andlises foram realizadas com o auxilio dos programas computacional MINITAB 17
e 0 R.2.13.1. Para a anélise sensorial, as respostas dos questionarios foram analisadas
estatisticamente pelo teste de Friedman pareado pelo programa InfoStat, da UNC,
Cordoba, Argentina, 2008.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferencas estatisticas (p<0,05) nas variaveis ganho de peso e
peso final (Tabela 2). O maior peso final e ganho de peso foi observado para os peixes
alimentados com as dietas contendo 5, 10 e 15 g Kg™ de gengibre, diferindo do tratamento
controle. Os peixes alimentados com a dieta contendo 20 g Kg-1 apresentaram um menor

ganho de peso e peso final, ndo diferindo do tratamento controle.

Tabela 2 - Valores médios de desempenho de juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com
racOes contendo niveis de gengibre.

Niveis de inclusdo de gengibre (g Kg?)
Variaveis 0 5 10 15 20 CV (%) p-valor

PF*1(g) 84,57+1,0° 93,54+ 45%® 90,56+0,4%® 94,14+2,9° 88,67+0,4* 3,74 0,023
GP*?(g) 76,11+1,09° 85,33+4,51% 82,15+0,43* 86,58+1,8% 80,33+0,44* 4,07 0,004
Con®(g) 1,83+0,15 2,07+0,6 1,94+0,8 1,96+0,16 2,06+0,26 8,26 0,262
C.A* 1,31+0,05 1,33+0,03 1,30+0,02 1,35+0,03 1,38+0,04 4,05 0,371
Sob® (%) 99,4 99,7 99,7 98,10 98,10 0,57 0,228

Fonte: Construida a partir dos dados originais de desempenho de til&pia-do-nilo alimentada com dieta
contendo gengibre.'Peso final;2Ganho de peso; 3Consumo; “Conversdo alimentar aparente;>Sobrevivéncia
Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05).

N&o foram observadas diferencas estatisticas para o consumo diario de racéo,
conversdo alimentar e sobrevivéncia entre os tratamentos, permanecendo com uma média
de 1,97; 1,34; 99%, respectivamente.

Por meio da andlise de regressao € possivel observar que a partir da inclusdo de
aproximadamente 11 g Kg™ ha um declinio no peso final (Figura 1) e no ganho de peso
(Figura 2), sendo este o nivel de inclusdo de gengibre ideal para proporcionar maiores

indices para tilapia-do-nilo.
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O efeito promotor de crescimento do gengibre foi observado por Arulvasu et al.
(2013) ao suplementarem dietas de carpa Catla catla com 0,1; 0,5 e 1 g Kg, obtendo
melhor desempenho com o maior nivel de inclusdo do aditivo. Talpur et al. (2013)
observaram maior ganho de peso para juvenis de Lates calcarifer alimentados com dietas

contando 10 g Kg* de gengibre, resultado semelhante ao observado neste estudo.

Figura 1 - Anélise polinomial do peso final de tilapia-do-nilo alimentadas com dietas
contendo diferentes niveis de inclusdo de gengibre
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Figura2 - Analise polinomial do ganho de peso de tilapia-do-nilo alimentadas com dietas
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O melhor desempenho dos peixes alimentados com até 11 g Kg de gengibre na
dieta pode estar associado com o aumento na digestibilidade dos nutrientes devido a um
aumento nas secrecdes enzimaticas pancreaticas como demonstrado por Chattopadhyay
et al. (2004). Platel e Srinivasan (2000) estudaram o efeito do acafrdo Curcuma longa,
pimenta Capsicum annum, piperina Piper nigrum e do gengibre na atividade das enzimas
lipase, amilase, tripsina e quimiotripsina de ratos obtendo um acréscimo de 184% e 120%
nas atividades enzimas pancredticas amilase e tripsina, respectivamente, quando
comparados ao tratamento controle dos ratos alimentados com gengibre. Esses
pesquisadores também observaram um incremento significativo de 17% na atividade da
sacarase na mucosa intestinal.

O menor ganho de peso dos peixes alimentados com 20 g Kg* de gengibre,
quando comparada a inclusdo de 10 g Kg™, na dieta pode estar relacionada ao possivel
efeito toxico que altas concentracfes desse aditivo pode causar (ZHANG et al., 2010).

N&o foram observadas alteracGes nos valores de proteina plasmética, porém o
gengibre afetou os niveis de sanguineos de glicose, colesterol e triglicerideos (Tabela 3).
A inclusdo de gengibre aumentou os niveis plasmaticos de glicose, entretanto o
tratamento com a inclusdo de 5 g Kg* ndo diferiu do controle. Para o colesterol, os
maiores niveis de inclusdo (10, 15 e 20 g Kg?) resultaram em menores valores, diferindo
do controle. Ja os triglicerideos nos niveis de inclusio 10 e 15 g Kg foram observados

os menores valores, diferindo do controle e do maior nivel de inclusao.

Tabela 3 - Parametros bioquimicos/séricos de juvenis de tilapia- do-nilo alimentados com
dietas contendo niveis de gengibre

Niveis de inclusdo de gengibre (g Kg?)

Variaveis 0 5 10 15 20 CV p-valor
PTN 7,26x£0,57 7,75+0,51 7,65+0,4 7,00+0,7 6,97+0,3 7,66 0,228
2GLI 111,0+14,3° 140,2+10,2% 172,0+10,4® 165,7+25,9% 173,0+7,1* 10,02 0,001
coL 261,7429,3% 228,2+23,0% 164,7+15,4° 180,4+24,1¢ 195,4+11,2¢ 10,03 0,001
‘TRI 133,5+12,4* 119,8+11,6® 104,5+10,1° 100,1+3,1° 111,1+20,32 9,24 0,005

Fonte: Construida a partir dos dados originais da bioquimica sérica de tilapia-do-nilo alimentada com dieta
contendo gengibre. *PT- proteinas totais (g dL™); 2GLI- gliocose (mg dL;); 2 COL- colesterol (mg dL™);
“TRI- triglicerideos (mg dL) - Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem
estatisticamente pelo teste Kruskal- Wallis (p<0,05).
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O aumento no nivel de glicose sanguinea é resultante da caracteristica
termogénica do gengibre, aumentando a secrecdo de catecolaminas (Plantenga et al.,
2006) e por consequéncia aumentando a glicogenodlise no figado (MARIANO et al.,
2011). Antache et al. (2014) encontraram maior concentracao de glicose sanguinea em
tildpia-do-nilo alimentada com dieta contendo gengibre quando comparados aos peixes
sem a inclusdo de aditivo ou alimentados com Rosmarinus Officinalis (alecrim) e
Hippophae rhamnoides (espinheiro maritimo), entretanto Talpur et al. (2013) observaram
reducdo na glicose sanguinea em Lates calcarifer.

Observou-se uma reducdo nos niveis de colesterol sanguineo nos peixes
alimentados com gengibre. Em estudo com Lates calcarifer, Talpur et al. (2013)
observaram reduc&o no colesterol sanguineo de peixes alimentados com 3,5 e 10 g Kg*!
de gengibre. Efeito similar foi observado por Nicoll e Henein (2007) ao suplementaram
dietas de ratos com gengibre, concluindo que este aditivo atua no figado reduzindo a
sintese de colesterol, além de estimular a conversdo de colesterol em &cidos biliares.
Nammi et al. (2007) observaram reducéo na expressdo do RNAm da enzima HMG CoA
redutase em ratos alimentados com gengibre. Andallu et al. (2003) afirmaram que o efeito
hipercolesterémico do gengibre é em funcdo do estimulo da enzima 7 alfa hidroxilase,
responsavel pela conversao de colesterol em &cido biliar.

Para a producdo aquicola, maior quantidade de &cidos biliares pode melhorar o
aproveitamento de lipideos da dieta e o desvio das proteinas das vias catabolicas para as
vias anabolicas.

Foi observada redugdo nos niveis de triglicerideos nas tilapias alimentadas com gengibre
em comparagéo ao tratamento controle, resultado semelhante ao observado por Talpur et
al. (2013) ao adicionar gengibre em dietas para Lates calcarifer. Bhandari et al. (2008)
afirmaram que o efeito do gengibre na reducéo dos triglicerideos ocorre devido a reducédo
nos niveis do carreador VLDL (very low density lipoprotein). Nao foram observadas
diferencas estatisticas entre os tratamentos para a populagéo de bactérias Gram negativo
(Tabela 4). Ja para a populacdo de bactérias totais, foi observado maior nimero de

colonias para os peixes alimentados com a dieta contendo 10 g Kg de gengibre.
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Tabela 4 - Contagem de células bacterianas Gram negativo (MC) e bactérias totais (ASA)
da microbiota intestinal (UFC. 10°°) de tilapia-do-nilo alimentados com dieta
contendo gengibre

Niveis de inclusdo de gengibre (g Kg?) Meio de cultura n UFC p-valor
0 MC 5 6,2 0,153
10 MC 5 405,6

20 MC 5 3,6

0 ASA 5 10,2° 0,003
10 ASA 5 651,42

20 ASA 5 30°

Fonte: Construida a partir dos dados originais da microbiota intestinal de tilapia-do-nilo alimentada com
dieta contendo gengibre. Médias seguidas por letras mindsculas diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente dos pelo teste Mediana de Mood (p<0,05).

A microbiota intestinal é bastante sensivel aos ingredientes da dieta,
modificando-a e com isso a utilizacdo de aditivo fitogénico em dietas para peixe afeta
esse ecossistema aumentando a proliferando bactérias benéficas (BALCAZAR et al.,
2006). Os mecanismos pelos quais esse fendmeno ocorre ainda ndo estdo elucidados,
porém especula-se que as caracteristicas lipofilicas de alguns componentes quimicos
interajam com a membrana plasmatica de determinadas bactérias (HELANDER et al.,
1998), o que acarreta em morte celular.

Quanto a andlise sensorial, ndo foi observada diferenca estatistica (p=0,795) entre
a aceitacdo do filé das tilapias do tratamento controle em relacdo as alimentadas com
dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de gengibre, sendo todos os filés
considerados agradaveis. Nenhum juiz notou diferenca de cor e do padrdo, mostrando que
a adicdo de gengibre na racdo ndo interfere na aceitabilidade do filé.

Conclui-se que a inclusdo de 11 g Kg* de gengibre em dietas para tilapia-do-nilo
tem um efeito positivo no desempenho, podendo este ser utilizado como promotor de

crescimento sem influenciar na aceitabilidade mercadoldgica de seu filé.
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CAPITULO 2

Influéncia do gengibre nos tecidos hematopoiéticos, variaveis hematoldgicas e perfil

eletroforético das proteinas sericas de tilapia-do-nilo



61

Influéncia do gengibre nos tecidos hematopoiéticos nas variaveis hematologicas e
perfil eletroforético das proteinas séricas de tilapia-do-nilo

RESUMO

Objetivou-se com este estudo determinar o efeito do gengibre (Zingiber officinale) nas
varidveis hematologicas, perfil eletroforético das proteinas séricas e o peso dos tecidos
hematopoiéticos, figado e bago de tilapia-do-nilo. As dietas experimentais continham 5,
10, 15 ¢ 20 g Kg! de gengibre em po, além de uma dieta controle, isenta do aditivo. Os
peixes foram alimentados por um periodo de 60 dias e ao final do periodo experimental
foram coletados o figado e o bago e amostras sanguineas onde verificou-se os valores de
volume globular, eritrocito total, leucocito total, neutréfilos, monocitos e linfécitos e com
o plasma sanguineo verificou-se as proteinas séricas. A inclusdo do gengibre influenciou
significativamente as variaveis analisadas, onde maiores valores de eritrocitos e volume
globular foram observados nos peixes alimentados com as dietas contendo gengibre
entretanto somente o tratamento 5 g Kg™! diferiu do controle para o volume globular; Para
a variavel leucdcitos totais foram observados maiores valores para os niveis de inclusao
5¢e 10 g Kg'! e os maiores niveis de inclusido (15 e 20 g Kg™!) resultaram em menores
valores dessa variavel. Maiores valores de neutrofilos foram observados nos peixes
alimentados com 5, 10 e 20 g Kg'!, diferindo do tratamento controle. Para as variaveis
mondcitos e linfocitos os maiores niveis de inclusio (15, 20 g Kg'), resultaram em
menores valores. Os peixes alimentados com 5 g Kg' de gengibre tiveram maiores
valores de a 2 globulina, diferindo dos demais tratamentos. Nao foram observadas
diferenca para o peso do bago entre os tratamentos, ficando com uma média de 0,178 g,
entretanto, para o peso do figado a inclusio de 20 g Kg™! resultou em menor peso. Os
resultados deste estudo demonstram que a inclusdo de 5 g Kg™!' de gengibre em dietas de

tilapia-do-nilo altera as varidveis estudadas, atuando como imunoestimulantes.

Palavras- chave: Zingiber officinale, hematologia, imunoglobulina, tildpia-do-nilo
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Ginger influence in hematopoietic tissues and in haematological variables of Nile tilapia

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the effect of ginger (Zingiber officinale) in
haematological variables, electrophoretic profile of serum proteins and weight of
hematopoietic tissues, liver and spleen Nile tilapia. Experimental diets contained 5, 10,
15 and 20 g Kg! ginger powder, and a control diet, free of the additive. The fish were fed
for 60 days and at the end of the experimental period were collected liver and spleen and
blood samples where there was a globular volume values, the total erythrocyte, the total
leukocytes, neutrophils, monocytes and lymphocytes and to the blood plasma was found
to serum proteins. The inclusion of ginger significantly influenced the analyzed variables,
where higher values of red blood cells and packed cell volume were observed in fish fed
diets containing ginger however only treatment 5 g Kg! differed from the control to the
packed cell volume; For the variable total leukocytes were observed higher values for the
inclusion levels 5 and 10 g Kg™! and higher inclusion levels (15 and 20 g Kg™!) resulted
in lower values of this variable. Further neutrophil values were observed in the fish fed
5,10 and 20 g Kg™!, differing from the control treatment. For monocytes and lymphocytes
varying the largest inclusion levels (15, 20 g Kg™!) resulted in lower values. Fish fed 5 g
Kg'! of ginger had higher a values 2 globulin, differing from the other treatments. There
were no difference in spleen weight between treatments, leaving an average of 0.178 g,
however, for the inclusion liver weight of 20 g Kg™! resulted in a lower weight. The results
of this study demonstrate that the addition of 5 g Kg™!' of ginger in Nile tilapia diets alter

the variables, acting as immunostimulant.

Key words: Zingiber officinale, hematology, immunoglobulin, Nile tilapia
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INTRODUCAO

O gengibre, uma planta herbéacea originaria da Asia Tropical e do Arquipélago
Malaio, nos ultimos anos tém ganhado destaque tanto na producdo animal quanto na
nutricdo humana, devido a composi¢ao dos seus rizomas ricos em compostos quimicos,
dentre eles, gingerois e shagoals (SINGH et al., 2009), dos quais 0s tornam apreciaveis
tanto na culinaria quanto na medicina alternativa (AFZAL et al., 2001), estando associada
a efeitos benéficos, como a reducdo dos niveis plasmaticos de colesterol e glicose
(IWASHITA etal., 2001), melhorias imunoldgicas (GRZANNA et al., 2005), modulacao
beneficamente da microbiota intestinal (ANDRADE et al., 2012) e influéncia nos
parametros hematoldgicos (ARULVASU et al., 2013).

Os peixes sdo organismos desprovidos de medula 6ssea e a hematopoiese ocorre
principalmente no baco, rins, figado, intestino e timo (AGIUS e ROBERTS, 2003).
AlteracOes nesses tecidos podem ser resultantes da acdo de agentes infecciosos,
compostos toxicos, imunossupressdo dos animais (MACHADO et al., 1985), como
também resultantes da acdo benéficas de alguns aditivos (BANERJEE et al., 2001).

Estudos referentes a modulacédo da producéo de células sanguineas por aditivos
fitogénicos indicam que espécies como o alho e o gengibre influenciam na modulagéo da
producédo de células vermelhas (WU et al., 2001) e influencia na expressdo génica dos
percussores hematopoiéticos (FERRI-LAGNEAU et al., 2012).

Objetivou-se por meio deste estudo avaliar a influéncia de niveis crescente de

gengibre, na dieta de tilapias, sob pardmetros sanguineos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Aquacultura da Universidade
Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, Brasil no periodo de seis de Junho de 2014 a seis
de Agosto de 2014. Mil juvenis de tilapia-do-nilo da linhagem tailandesa com peso médio
de 2g foram distribuidos em 20 tanques com volume de 350L em um sistema de
recirculacdo, com temperatura controlada (29 °C) e aeracdo constante por um periodo de
20 dias, onde foram alimentadas, com racdo comercial, cinco vezes ao dia (8:00; 10:00;

12:00; 14:00 e 16:00) até a saciedade aparente, correspondendo ao periodo de adaptacéo.
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Posteriormente a este periodo, foram escolhidos e alocados, em um delineamento
inteiramente casualizado, 440 juvenis de til&pia-do-nilo com peso medio inicial de 8,46¢
+ 0,30 em 20 tanques (350 L), com densidade de 22 peixes por tanque, em cinco grupos
experimentais e quatro repeticdes cada. Os tanques eram abastecidos com fluxo continuo
de 4gua em um sistema de circulacéo fechada de agua, com filtragem bioldgica, sistema
de aquecimento e aeracdo constante individual através de soprador.

Os tanques eram sifonados duas vezes ao dia, ap6s a primeira e a ultima
alimentacdo para retirada de fezes. Semanalmente, verificou-se as variaveis fisicas e
quimicas da agua como temperatura, OD, O2 % e pH sendo os valores médios de 28,5 +
0,24°C; 6,28 + 0,21 mg L%, 80,75 + 2,76% e 6,52 a 7,15 respectivamente.

Para a confecgédo das dietas experimentais, formulou-se uma dieta basal (Tabela
1) conforme as necessidades nutricionais de tilapia-do-nilo com auxilio do programa
computacional SUPER CRAC®, sendo o tratamento controle. Para os demais tratamentos,
utilizou-se a férmula da dieta basal acrescida dos diferentes niveis de gengibre em po, 5;
10; 15 e 20 g Kg%, conforme cada tratamento.
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Tabela 5 - Composicdo (g Kg™) das dietas experimentais

Dietas experimentais

Ingredientes Controle 5 10 15 20
Farelo de soja - 45% 396,98 394,98 392,98 390,98 388,98
Farinha de peixe- 55% 235,0 233,0 232,0 231,0 230,0
Quirera de arroz 180,0 179,0 177,0 175,0 173,0
Farelo de trigo 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0
Oleo de soja 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Fuba de milho 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0
Fosfato bicalcio 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
DL metionina 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
Compl. min e vit! 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Sal comum 5,0 5,0 5,0 5,0 50
BHT? 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Oxido de cromo 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Gengibre em po 0 5,0 10,0 15,0 20,0
Valores analisados (g Kg?)

Matéria seca 905,5 913,1 913,7 910,7 9126
Proteina bruta 3334 329,2 3213 333,3 326,0
Energia bruta® 439342  4.2656 43811 43733  4.3886
Extrato Etéreo 98,6 100,7 98,5 92.2 100,3

1 complexo mineral e vitaminico: Composigao/Kg: Mg — 2.600 mg; Zn — 14.000 mg; Fe — 10.000 mg; Cu — 1.400 mg; Co — 20 mg;
1 — 60 mg; Se — 60 mg; Vit. A —1.000.000 UI; Vit. D3 — 400.00 UI; Vit. E — 10.000 mg; Vit. K3 — 500 mg; Vit. B1 — 2,500 mg; Vit.
B2 —2.500 mg; Vit. B6 — 2.500 mg; Vit. B12 — 3.000 mcg; Vit. C — 35.000 mg; Ac. Félico — 500 mg; Ac. Pantoténico — 5.000 mg;
Niacina — 10.000 mg; Biotina — 80.000 mcg; Colina — 200.000 mg; Metionina — 130 g; Inositol — 5.000 mg; Etoxiquin — 15.000 mg.
2 Butilhidroxitolueno. 3Energia bruta (Kcal Kg-1).

Durante o periodo experimental, os peixes foram alimentados trés vezes ao dia
(8:00; 12:00 e 16:00) até a saciedade aparente e ao final do periodo experimental de 60
dias, os juvenis foram submetidos a jejum de 8 horas e de cada unidade experimental
retirou-se aleatoriamente quatro peixes, totalizando 16 peixes por tratamento, para coleta
de 1 mL de sangue via puncdo cardiaca em seringas de 2mL contendo 10 pL de
anticoagulante EDTA (4cido etilenodiaminotetracético sal dipotéssico a 10%). Logo apds
a coleta, o material foi homogeneizado, posteriormente identificado e processado.

Determinou-se o volume globular pelo método de microhematodcrito. Realizou-se
contagem total de leucocitos e eritrocitos, com auxilio da camara de Neubauer, utilizando-

se solu¢dao de azul de toluidina a 0,01% (diluido em solugdo de cloreto de sodio). A
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contagem diferencial dos leucécitos foi realizada por meio de extensdes sanguineas
corados pelo método Panoético rapido (Laborclin) e contados 200 leucocitos em cada
esfregaco.

Com os dados verificou-se a normalidade das varidveis por meio do teste
Anderson-Darling e homocedasticidade pelo teste Bartlett. Para as varidveis que nao
ajustam em uma distribuicdo normal e homocedasticidade (volume globular, leucocitos
totais, neutréfilos e linfocitos), aplicou-se o teste de mediana de Mood. Para as varidveis,
proteinas séricas, eritrocito e monocito, aplicou-se analise de variancia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Alteracdes nos valores das variaveis sanguineas foram observadas com a inclusao
do gengibre. Maiores valores de volume globular foram observados nos peixes
alimentados com as dietas contendo gengibre (Figura 1), entretanto somente o tratamento

com a inclusdo de 5 g Kg! diferiu do controle.

Figura 3 - Valores de volume globular de juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com
dietas contendo gengibre.

45,0
~ 40,0

a
ab ab ab
b
25,0
20,0
S
=]
0 5 10 15 20

Niveis de inclusdo de gengibre (g Kg?)

w W
o o
o o

globular (108 pL1

€
-
o
o

Vol

H
o o
o O

o
o

Meédias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente pelo teste de
mediana de Mood (p<0,05)



67

Maior volume globular em peixes alimentados com gengibre também foram
observados por Talpur et al. (2013) ao suplementarem Lates calcarifer com 2, 3, 5 ¢ 10g
Kg!, apresentando valor médio de 29,4. Kanani et al. (2014) observaram um aumento no
volume globular de 57% de Huso huso alimentados com dietas contendo 10 g Kg! de
gengibre por um periodo de 40 dias.

Foram observados maiores valores de eritrocitos (Figura 2) para os peixes
alimentados com a dieta contendo gengibre em todos os niveis, nao diferindo entre si,

entretanto, diferindo do controle.

Figura 4 - Valores de eritrocitos de juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com dietas
contendo gengibre.
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Tukey (p<0,05)

O gengibre contém em sua composi¢cdo compostos bioativos dentre eles os
gingerois. Estudo demostrou que esse composto afeta positivamente na transcri¢ao de
fatores regulatorios da eritropoiese, como demostrado por Ferri-Lagneau et al. (2012) em
larvas de zebra fish. Segundo esses autores, o gengibre influencia no fator de transcrigao
GATA-1, responsavel, na via mieloide, pela formagdo de eritrocitos. Maiores valores
nessa variavel pode indicar um aumento na capacidade metabdlica respiratoria dos peixes,
o que pode culminar em maiores taxas de desempenho.

Para leucdcitos totais os niveis mais baixos de inclusio (5 e 10 g Kg!) causaram
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aumento significativo no nimero de leucécitos em relagdo aos demais tratamentos
controle (Figura 3), enquanto que os niveis mais altos promoveram efeito inverso. Talpur
et al. (2013) observaram um aumento linear crescente no nimero de leucécitos de Lates
calcarifer alimentados com dieta contendo até 5 g Kg!' de gengibre, posteriormente
ocorreu uma redugio no maior nivel de inclusdo do aditivo (10g Kg™'). Nya e Austin
(2009) observaram maiores valores de leucocitos em truta alimentadas com 1 g Kg'!' de
gengibre. Os leucdcitos podem ser indicadores de saude dos peixes, tendo papel
importante no sistema imune inato € um aumento nessa variavel pode indicar efeito

imunoestimulatdrio e propriedades anti infecciosas do gengibre (TALPUR et al., 2013).

Figura 5 - Valores de leucdcitos totais de juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com
dietas contendo gengibre.
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Os neutroéfilos sao células fagociticas, capazes de defender o organismo por meio
da producao de radicais livres que destroem os invasores, sendo um indicativo de resposta
imunitaria (ALY e MOHAMED, 2010). A inclusdo de alguns aditivos fitogénicos em
dietas para peixe tem causado um aumento significativo no niimero de neutrofilos. A
inclusdo de gengibre incrementou os valores de neutréfilos, nos grupos 5, 10 e 20g Kg™!

(Figura 4).
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Figura 6 - Valores de neutrofilos de juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com dietas
contendo gengibre.
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Resultados semelhantes foram observados por Lima et al. (2015) ao incluirem
alho e canela em dietas de piavugu, Nya e Austin (2009) ao incluirem gengibre e alho em
dietas para truta e Aly e Mohamed (2010) ao adicionarem circuma em dietas de tilapia.

Os nimeros de mondcitos e linfocitos tiveram redugdo nos grupos alimentados
com os maiores niveis de inclusdo (15, 20 g Kg'!), quando comparado aos menores niveis

de inclusdo (5 e 10 g Kg!), conforme a figuras 5 e 6.
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Figura 7 - Valores de mondcitos de juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com dietas
contendo gengibre.
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Figura 8 - Valores de linfocitos de juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com dietas
contendo gengibre.
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Os monocitos, assim como os neutrdfilos, sao células fagociticas, ja os linfocitos
sdo responsaveis pela producao de anticorpos e resposta celular e a influéncia do gengibre
na proliferacdo destas células pode estar relacionada com maior expressao do fator de
transcricdao PU.1. Na via linf6ide, este fator tem grande importancia na regulacao genética
na producgdo de linfocitos. Ja na via mileodide, influencia na produgdo de macréfagos e
células granulociticas (HSU et al. 2001). Vallejos Vidal (2015) observou um aumento no
fator de transcrigdo PU.1 de Sparus aurata alimentados com dietas contendo
imunoestimulantes até 14 dias de alimentagdo, entretanto ocorreu significativa redugao
até o 28° dia de alimentacao.

N&o foram observadas diferencas estatisticas nas concentracdes das proteinas
séricas pré-albumina, albumina, o -1, B globulina e y globulina, entretanto os peixes
alimentados com a dieta contendo 5 g Kg™ de gengibre obtiveram os maiores valores de
a -2 globulina (Tabela 2).

Tabela 6. Valores médios do perfil proteico eletroforético de juvenis de tilapia-do-nilo

alimentados com ra¢6es contendo niveis de gengibre

Niveis de inclusdo de gengibre (g Kg?)

Variaveis (g dL™?) 0 5 10 15 20 p-valor
Pré-albumina 0,780+1,0 0,811+1,21 0,859+1,56 0,883+1,33 0,892+1,25 0,298
Albumina 0,583+0,73 0,606+0,79 0,653+1,42 0,559+1,18 0,600+1,89 0,556
a-1 globulina 3,09+0,46 2,79+0,82 2,68+1,17 2,62+1,05 2,63+0,78 0,920
a-2 globulina 1,04+0,33> 1,66+0,59° 1,18+0,6° 1,47+0,64°> 1,14+0,45° 0,048
B-globulina 1,05+0,26 1,11+0,47 0,99+0,53 0,81+0,25 0,93+0,29 0,268
y-globulina 0,186+0,19 0,254+0,14 0,280+0,16 0,286+0,1 0,288+0,13 0,4466

*meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste Kruskall -Wallis

Pesquisas tem demonstrados a efetividade dos aditivos fitogénicos na melhoria da
resposta imune, porém o0s mecanismos pelos quais geram tais fendmenos ainda sao
obscuros. Zhang et al. (2009) verificaram um aumento nas proteinas plasmaticas até a
inclusdo de 5 g Kg em dietas para frango. Em peixes, Nya e Austin (2009) observaram
um aumento significativo nas concentrac6es de globulina de truta (Oncorhynchus mykiss)
alimentada com dietas contendo gengibre. Immanuel et al. (2009) observaram aumentos

das globulinas de Oreochromis mossambicus alimentadas com 1% de Cynodon dactylon,



72

Aegle marmelos, Withania somnifera e Zingiber officinale. A o -2 globulina em humanos
apresenta como fungdo primordial a produgdo de células sanguineas como neutrofilos,
monocitos, eosinofilos dentre outras (Woof e Kerr, 2008). Em peixes, a sua funcdo nao
estd bem definida, mas acredita-se que tenha funcbes parecidas com as fungdes nos
humanos.

Nao foram observadas diferenga para o peso do bago entre os tratamentos (Tabela
3), ficando com uma média de 0,178 g. J& o peso do figado foi afetado pela inclusdo de
gengibre, sendo o maior peso observado nos peixes alimentados com a dieta contendo 5
g Kg'! e menor peso nos peixes do tratamento com a inclusdo de 20 g Kg™!'. O maior peso
no figado dos peixes do tratamento controle e da menor inclusdo do gengibre pode ser
resultante na maior deposicao de gordura nesse 6rgdo. O gengibre atua beneficamente na
reducdo dos niveis sanguineos de triglicerideos e j& possui a sua eficiéncia comprovada

na reducgdo de gordura visceral (MATSUDA et al., 2009).

Tabela 6. Peso médio dos tecidos hematopoiéticos de juvenis de tilapia- do-nilo
alimentados com dietas contendo niveis de gengibre

Niveis de inclusdo de gengibre (g Kg?)
Variaveis 0 5 10 15 20 CV p-valor
Figado(g) 2,02+0,56% 2,31+0,64* 1,88+0,64% 1,89+055% 1,66+0,54° 44,60 0,045
Baco(g) 0,19+0,07 0,19+011 0,16+0,06 0,17+0,08 0,18+0,06 34,12 0,574

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05)

O figado ¢ um tecido altamente associado com a granulopoeise, formagao de
neutréfilo, eosindfilos e basofilos, em peixes teledsteos. Ja o baco ¢ um 6rgdo acessorio
hematopoiético com a funcdo de filtrar o sangue, destruir células além de armazenar
eritrocitos (MUMFORD et al., 2007). Alteracdes demasiadas no peso do figado podem
indicar possivel acimulo de gordura visceral, patologia conhecida como esteatose

hepatica ou hipertrofia dos hepatdcitos causado por algum agente toxico.

CONCLUSAO
A inclusdo de 5 g Kg? gengibre influéncia na producéo de células sanguineas e
imunoglobulina de tilapia-do-nilo indicando que este aditivo desempenho um efeito

imunomodulador.
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CONSIDERACOES FINAIS

o A adi¢do de gengibre em p6 na alimentacdo de juvenis de tilapia-do-nilo resulta
em maior ganho de peso e peso final até a inclusdo de 11 g Kg?, sem alterar o consumo
de racdo, a conversao alimentar aparente e a sobrevivéncia.

o A inclusdo do gengibre em pd reduz os niveis sanguineos de colesterol e
triglicerideos, assim como aumento nos valores de glicose.

o Suplementacdo dietética de gengibre altera os valores de imunoglobulinas,
evidenciando possivel efeito imunoestimalador.

o A suplementacdo com o gengibre influencia os valores de células de sanguineas
dos peixes, melhorando o seu estado de salde.

o A adicdo de 10 g Kg? gengibre demostra efeito modulador na microbiota
intestinal.

o Maiores niveis de inclusdo do gengibre resultam em menores pesos do tecido
hepatico.

o Conforme os resultados obtidos neste estudo, a inclusdo de baixas doses de
gengibre influencia beneficamente tanto no desempenho zootécnico quanto na salde de
juvenis de tilapia-do-nilo, fazendo-se necessario novos estudos para elucidar os

mecanismos de acdo dos quais tornaram esses resultados possiveis.



