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Crescer é como trair

De repente amanhecer

Ja na hora de partir pra vida
Viver é mais que crescer

E querer achar o fim

Do saber, da lei, da vida

Do nada

De tudo, de si

Djavan
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RESUMO

Efeitos da administracio oral de esferas de alginato com extrato de folhas de
Moringa oleifera nas repostas bioquimicas e de desempenho de juvenis de carpa

colorida (Cyprinus carpio)

O estudo objetivou avaliar o efeito do extrato de folha de Moringa oleifera (EMO)
contido em esferas na alimentagdo da carpa colorida (Cyprinus carpio). As esferas foram
obtidas a partir da técnica de encapsulamento, que consiste em adicionar o EMO no
alginato de sodio, onde a solugdo foi adicionada em gotas ao cloreto de calcio, formando
as esferas com EMO. Foram utilizados 96 juvenis de carpa colorida, com 25,87 (+ 4,97)
g. Os juvenis foram distribuidos aleatoriamente em 16 aquarios em sistemas de
recirculacdo de agua. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
causalizado com quatro tratamentos e quatro repeti¢des. As diferentes dietas durante o
periodo experimental foram: dieta Basal (T1); dieta com inclusdao de 20 mL de EMO (T2);
dieta basal e esferas com 20 mL de EMO (T3); dieta basal e esferas com 0 mL de EMO
(T4), com duracao de 60 dias. No ltimo dia, foi realizada a pesagem e coleta sanguinea
para os indices de desempenho e parametros bioquimicos nos animais antes € apos o
desafio de estresse, que foi de exposi¢do ao ar e teve duracao de 300 s. A suplementagao
com EMO nao afetou os indices de desempenho e composicdo corporal dos peixes. O
grupo T3 apresentou aumento significativo (p<0,05) no nivel de albumina plasmatica no
periodo anterior ao estresse. O EMO influenciou significativamente (p<0,05) no aumento
do colesterol total e da enzima aminotransferase (AST) apds o estresse de exposicao ao
ar no grupo T3, em relagdo a T1 e T4. Os demais parametros, enzima alanina
aminotransferase (ALT), glicose, proteina total, albumina, triglicerideos, HDL e LDL,
ndo apresentaram diferenca significativa em nenhuma das etapas. Em conclusdo, o uso
do extrato de folha de moringa nao afetou o desempenho e a composi¢ao centesimal da

carcaga e apresentou efeitos adversos nos parametros bioquimicos das carpas.

Palavras-chave: Esferificacdo, estresse, planta medicinal, peixe ornamental



ABSTRACT

Effects of oral administration of alginate spheres with Moringa oleifera leaf extract
on the biochemical and performance responses of juvenile colored carp (Cyprinus

carpio)

The research aimed to evaluate the effect of Moringa oleifera leaf extract (MLE) in the
feeding of colored carp (Cyprinus carpio), in the form of spheres and included in the diet.
The spheres are obtained from the encapsulation technique that consists of adding the
MLE to the sodium alginate, this solution is added in drops to the calcium chloride, after
this series, the MLE spheres are formed. 96 juveniles of colored carp were used, with
25.87 (= 4.97) g. Juveniles were equally distributed in 16 aquariums in recirculation
systems. The experiment was carried out in a completely randomized design with four
treatments and four repetitions. The different diets during the experimental period were:
basal diet (T1); diet with inclusion of 20 mL of MLE (T2); basal diet and spheres with 20
mL of MLE (T3); basal diet and spheres with MLE 0 mL of MLE (T4), lasting 60 days.
On the last day, biometry and blood samples were obtained for performance indices and
hematological and biochemical parameters in the animals before and after the stress
challenge, which was exposure to air and lasted 300 seconds. The supplementation with
MLE did not affect the consumption of diets, whether with or without alginate spheres,
not affecting the performance indices and body composition of the fish. The T3 group
showed a significant increase (p<0.05) in the plasma albumin level in the period before
the stress. The MLE had a significant influence (p<0.05) in the increase in total
cholesterol and aminotransferase enzyme (AST) after the stress of exposure to air in the
T3 group, in relation to T1 and T4, the other parameters, alanine aminotransferase enzyme
(ALT), glucose, total protein, albumin, triglycerides, HDL and LDL showed no
significant difference in any of the steps. In conclusion, the use of moringa leaf extract
did not affect the performance and proximate composition of the carcass and had adverse

effects on the biochemical parameters of carp.

Keywords: Colored carp, alginate sphere, stress, moringa



INTRODUCAO

O encapsulamento ou a esferificagdo visam aumentar a estabilidade nutricional de
um produto que serd administrado oralmente. E uma técnica acessivel e tem como fungio
a protecdo dos compostos da exposicdo ao ar e das interacdes com outros nutrientes
presentes em uma dieta (KUROZAWA e HUBINGER, 2017; ZHANG et al., 2021). A
técnica esferificacdo consiste em criar uma pelicula protetora, com a utilizagdo do
alginato e cloreto de calcio (TSAI et al., 2017; BASTOS et al., 2020a).

A interagdo entre a estrutura quimica de um alimento pode ser alterada durante o
processamento pela neutraliza¢do da biodisponibilidade de compostos e reducdo do seu
potencial biologico, como, por exemplo, compostos fenolicos, que representam o maior
grupo de antioxidantes presente nos vegetais (RIBAS-AGUSTI et al., 2018). Muitas
plantas medicinais vém sendo adicionadas a dieta dos peixes. No entanto, ¢ comum que
os nutrientes presentes nessas plantas sejam perdidos ou reduzidos nos alimentos durante
0 processamento € armazenamento, pois a composi¢ao quimica das plantas ¢ fortemente
suscetivel a fatores ambientais, como umidade, exposi¢do ao ar e a luz (DADI et al., 2020;
NURHADI et al., 2020).

Neste contexto, estudos prévios verificaram a eficiéncia de encapsulamento na
prevencao da deterioragdo de aditivos alimentares com alginato de so6dio, como o extrato
da estévia (Stevia rebaudiana), (ARRIOLA et al., 2016), extrato de folha e caule de
beterraba (Beta vulgaris) (CALVO et al., 2018), extrato de propolis (KESKIN et al.,
2019), extrato de casca da fruta pitaya (Hylocereus polyrhizus) (FATHORDOOBADY et
al., 2020), 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) (BENAVIDES et al., 2016), 6leo
de peixe (Brevoortia tyrannus) (BANNIKOVA et al., 2018), 6leo essencial de cravo-da-
India (Syzygium aromaticum) (FAIDI et al., 2019), 6leo essencial de pimenta-preta (Piper
nigrum L.) (BASTOS et al., 2020b), 4acido folico (CAMACHO et al., 2019) e probiotico
(Lactobacillus rhamnosus) (HUGUES-AYALA et al., 2020).

Originaria da India, a Moringa oleifera tem distribuigdo geografica em paises de
clima tropical e subtropical. Utilizada na industria alimentar e quimica, apresenta elevado
valor nutricional (GRANELLA et al., 2021), fonte de antioxidantes naturais como o0s
flavonoides, fenodlicos, terpenoides, vitamina A e C, calcio, ferro e potdssio, esses

componentes podem contribuir para o bem-estar animal (KOU et al., 2018; EL-KASSAS



et al., 2020; SULTANA, 2020). Utilizadas nas dietas como aditivos naturais por
apresentarem aumento do crescimento ¢ melhora da satude de peixes, diversas partes da
planta podem ser utilizadas, como as folhas e sementes, na dieta da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) (IBRAHIM et al., 2019; SOROR et al., 2021).

A utilizacdo do EMO conferiu melhora da imunidade e maior resisténcia ao
estresse € a microrganismos patogenos em espécies de carpa comum (Cyprinus carpio)
(KHALIL e KORNI, 2017; KORNI et al., 2020), ¢ como imunoestimulante ¢ aumento da
capacidade antioxidante da carpa cruciana (Carassius auratus gibelio) (ZHOU et al.,
2022).

A carpa colorida (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758)¢ uma espécie
extensivamente estudada e de grande importincia econdmica na piscicultura ornamental,
além disso, representa um modelo biologico para estudos de inclusdo de fitoquimicos
(BAO, 2019). Entretanto, poucos sdo os estudos que verificaram administra¢do oral das
esferas de alginato na aquicultura, como vacinas de acidos nucléicos em linguado japonés
(Paralichthys olivaceus) (TIAN et al., 2008) e extrato de enzimas do processamento de
camardo em tilapia Nilo (Oreochromis niloticus) (RODRIGUEZ et al., 2018).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da esferificagdo do EMO
sobre os indices de desempenho zootécnico e bioquimicas dos juvenis de carpa colorida

antes e ap0s o desafio de exposi¢do ao ar.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/carassius-auratus

REVISAO DE LITERATURA

Espécie Carpa Colorida (Cyprinus carpio)

A carpa comum, pertencente a familia Cypinidae da ordem Cypriniformes, foi a
primeira espécie de peixe domesticada para consumo, seu cultivo foi disseminado na
Europa, América, Australia e Africa (BALON, 2004; PENNE e PIERCE, 2008). A carpa
¢ uma das espécies mais cultivadas mundialmente, com producdo anual de 4,2 milhdes
de toneladas (RAHMAN, 2015; FAO, 2022).

Na produgdo de espécies ornamentais, a carpa tem se destacado devido as suas
variadas e intensas cores (HULATA, 1995). A carpa colorida ¢ um peixe ornamental
importante na industria pet, pois possui alto valor de mercado, utilizada principalmente
na ornamentagdo de lagos (ZHANG et al., 2020b). As variantes do C. carpio foram
criadas na Asia, com intencionalidade seletiva de qualidades fisicas especificas, como
cor, padrao de tamanho e longevidade (LEWBART, 2002; YADAV et al., 2020).
Apresentam crescimento superior quando comparado a carpa comum, vivem mais de 30
anos e chegam a atingir 90 cm de comprimento (TEMPERO et al., 2006; KHANI et al.,
2017; USANDI et al., 2019).

Devido a ampla tolerancia de fatores climaticos é uma espécie com potencial de
cultivo em qualquer parte do mundo (YANAR et al., 2019), peixe euritérmico com
tolerancia térmica que varia as entre as temperaturas de 15 a 30 °C, porém, demonstra
melhor crescimento em torno 24 a 28 °C (DESAI e SINGH, 2009; OYUGI et al., 2012)
e pH na faixa de 7,5 a 8,0 (HEYDARNEJAD, 2012).

A carpa habita diversos ambientes, preferencialmente em aguas Iénticas,
profundas e com vasta vegetagdo, com habito alimentar amplo, apresenta alimentagdo
onivora, de macroinvertebrados, plantas e matéria organica (GARCiA—BERTHOU, 2001;
RAHMAN, 2015; DADEBO et al.,, 2015; KHAN et al, 2016), também possui
caracteristica reprodutiva ovipara, chega a maturidade sexual em 3 a 4 anos, as fémeas
sdo mais robustas e maiores que os machos de mesmo ciclo de vida (LEWBART, 2002).

Viérios trabalhos foram realizados para testar plantas naturais e seus subprodutos,

para esta espécie de peixe, C. carpio, que representa, assim, um modelo de estudo para



pesquisas relacionadas a diferentes formulas dietéticas e seus efeitos antioxidantes (BAO,

2019).

Aditivos na Alimentaciao de Carpas

As plantas medicinais podem ser utilizadas com finalidade imunoprofilatica e
apresentam diversas caracteristicas positivas, devido as variedades de compostos
encontrados em suas estruturas, por sua diversidade e abundancia e por seu baixo custo
(VAN HAI, 2015). Suas propriedades fitoquimicas favorecem a saide (AWAD e
AWAAD, 2017), melhoram aspectos fisicos, como intensidade de cor e brilho (KUMAR
et al., 2017), diminuem o estresse causado pelo manejo, como a reducao do nivel de dgua
dos aquarios (YOUSEFI et al., 2020) e tem efeito sedativo durante o transporte de peixes
ornamentais (BALAMURUGAN et al., 2016; DA SILVA et al., 2017)

Exemplos de estudos conduzidos com a carpa comum, utilizados como aditivos
na dieta a folha de alecrim (YOUSEFI et al., 2019), o agrido (BILEN et al., 2018), a
dedaleira chinesa (WANG et al., 2015), o extrato da folha de ginkgo (BAO, 2019) ¢ o
extrato folha de oliveira (ZEMHERI-NAVRUZ et al., 2019), apresentaram melhora nos
parametros de crescimento, atividades imunologicas e aumento das enzimas antioxidantes
(superdxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase). O gengibre e a folha de alecrim
mostraram efici€éncia na diminuicao do estresse oxidativo em alta densidade de estocagem
e como consequéncia a redu¢do da glicose e o cortisol (YOUSEFI etal., 2019; FAZELAN
et al., 2020). Extrato da fruta Ziziphus jujuba, melhorou os parametros de desempenho
(HOSEINIFAR et al., 2019) e o extrato de fruta de dend€ e a curcumina um composto
ativo extraido do acafrdo, favoreceu o crescimento e a imunidade da mucosa da pele
(HOSEINIFAR et al., 2015; GIRI et al., 2019). Um estudo com polifendis demonstrou
efeito sobre o crescimento, melhoria dos niveis séricos € aumento da atividade
antioxidante (JAHAZI et al., 2020).

Ja com a carpa colorida, foram testados os polifendis, que teve efeito anti-
inflamatdrios (ZHANG et al., 2020b), as sanguinarinas, um alcaloide da raiz Sanguinaria
canadenses, que também apresentou efeito anti-inflamatdrio, além de antioxidante e
antimicrobiano (ZHANG et al., 2019) e o 6leo essencial de orégano, que aumentou a

atividade das enzimas digestivas, capacidade antioxidante e imunologicas (ZHANG et



al., 2020a). Dessa forma, ¢ crescente o interesse dos piscicultores em trabalharem uma

nutri¢do de forma preventiva de doengas ou em melhorar a satide (YOUSEFI et al., 2020).

Planta Medicinal Moringa oleifera

A moringa ¢ uma espécie de planta perene, pertencente a familia Moringaceae,
apresenta grande plasticidade ecologica, pode ser cultivada em regides de clima tropical
e subtropical (GOPALAKRISHNAN et al., 2016; FALOWO et al., 2018). Considerada
um arbusto, a moringa atinge cerca de 30 cm de altura entre 3 a 6 semanas ap0s o plantio,
que sao mais favoraveis em solo arenoso e pH 5,0 a 9,0, com varia¢ao de precipitagdo
anual de 300 a 1500 mm (OJIAKO et al., 2011; SHARMA et al., 2011; VALDES et al.,
2017; GRANELLA et al., 2021).

Originaria na India, a moringa ¢ muito comum nos continentes asiatico ¢ africano,
em alguns paises da Africa, como Senegal e Benin, a moringa ¢ fornecida em unidades
de saude para tratar criangas com caréncia alimentar e lactantes, devido ao seu alto valor
nutricional (KASOLO et al., 2010; GOPALAKRISHNAN et al., 2016; VALDES et al.,
2017), pode ser introduzida como ingrediente funcional enriquecedor de alimentos como
sopa, pao, biscoito, bolo e iogurte (OGUNSINA et al., 2011; KOLAWOLE et al., 2013;
ALAM et al.,, 2014; BABAYEJU et al., 2014; HEKMAT et al., 2015; OYEYINKA ¢
OYEYINKA, 2018). A moringa tem sido muito utilizada como suplemento alimentar,
planta medicinal de acdo farmacologica e para variadas finalidades industriais (GUPTA
etal., 2018; LIU et al., 2018).

Hadju et al. (2021) avaliou a composicdo quimica das folhas de moringa na
Indonésia, que apresentou teores de proteinas totais 24,24 a 29,83%, gordura 8,43 29,56%
e Cinzas de 10,10 a 11,65%. Outro trabalho que analisou a composi¢ao quimica das folhas
de moringa colhidas em Minas Gerais, Brasil, apresentou teores médios de proteina
28,7%; gordura 7,1%, cinzas 10,9%, e carboidrato 44,4% (TEIXEIRA et al., 2014). De
forma geral a folha de moringa sao fonte de proteinas, vitaminas, minerais e carotenoides,
polifendis, flavonoides, saponinas, taninos entre outros (LEONE et al., 2015; GIUBERTI
et al., 2021), que vem sendo utilizada de diversas formas aplicadas a alimentag¢do, com

propriedade fitoquimicas e farmacologicas.


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#9

Diversas partes da planta podem ser utilizadas, as sementes tém potencial de
biorremediacdo, sao utilizadas como coagulante natural no tratamento de efluente, rica
em acido oleico, tocoferdis e esterodis, extraidos de seu 6leo (IJAROTIMI et al., 2013;
SHAN et al.,, 2017; VILLASENOR-BASULTO et al., 2018), a raiz ¢ usada como
condimento (GOPALAKRISHNAN et al., 2016), das flores sao feitas infusdes, usada no
tratamento de inflamagdes e sao importantes fontes de carotenoides (ARYA et al., 2014;
SAINI et al., 2014) e a folha, parte da planta mais utilizada e estudada, onde ha uma
concentracao maior de compostos bioativos (VERGARA-JIMENEZ et al., 2017).

As caracteristicas antioxidantes e propriedades nutracéuticas derivam da
sintetizagdo de fitomodleculas, através das vias metabodlicas primadrias e secundarias das
plantas que dao origem aos compostos, principalmente os bioativos (BRILHANTE et al.,
2017; GUPTA etal., 2018; VALDIVIE-NAVARRO, 2019). Agua, metanol ¢ etanol, sdo
os melhores solventes e mais utilizados para extragdo de compostos antioxidantes
(SIDDHURAJU e BECKER, 2003; PRABAKARAN et al., 2018), sendo o metanol o que
apresenta resultados mais satisfatorios em termos de quantificagdo (SIDDHURAIJU e
BECKER, 2003), dessa forma as plantas podem ser incluidas na alimentacdo, frescas ou
secas, pos, cha e também como alternativa na forma de extrato que conta com beneficio
de apresentar uma maior concentragdo de ingredientes ativos (AWAD e AWAAD, 2017;
ZHU, 2020).

Os fenodlicos representam um grande grupo de compostos antioxidantes, a
caracteristica molecular dos compostos fenolicos ¢ a presenca de anéis aromaticos com
pelo menos um grupo hidroxila, sdo desde moléculas simples como os acidos fenolicos
como estruturas complexas como os flavonoides, que representa um dos principais grupos
de fendlicos que possuem dois anéis aromaticos ligados por um heterociclo (RIBAS-
AGUSTI etal., 2018). As folhas apresentam alta concentragdo de fendlicos, como taninos
e flavonoides (Quercetina, kaempfenol e apigenina) (SINGH et al., 2009; SALEEM et
al., 2020), acido folico, piridoxina, acido nicotinico ¢ Vitaminas C, D ¢ E (QI et al., 2016;
VAZQUEZ-LEON et al., 2017) minerais como, magnésio, zinco, manganés, potassio,
calcio, fosforo, ferro e cobre (FALOWO et al., 2018; ALI et al., 2019).

Além dos fatores climéaticos e geograficos os teores de flavonoides e fenolicos sao
influenciados qualitativamente e quantitativamente pelos métodos de processamento e

armazenamento, pela polaridade do solvente, método de obtengdo e tempo de extracdo



(DONGMEZA et al., 2006; RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2015). Como apresentado por
Bennour et al. (2020), que comparou diferentes métodos de extracao de folhas de moringa
cultivadas no Sul da Tunisia, utilizando metanol a 70% com o rotaevaporador a 40 °C e
obteve o teor de 44,20 = 0,08 (mg QE/g), valor superior ao encontrado nesse trabalho que
foi de 20,62 + 4,44 a temperatura de 45 °C (mg QE/g) e superior ao encontrado por
(DJEMOUI et al., 2019) que foi de 17,74 + 0,04 de (mg QE/g), também utilizando o
metanol 70% que obteve de teor para fenolicos 117,86 = 0,22 (mg GAE/g) superior ao
encontrado nesse trabalho que foi de 10,15 + 4,85 (mg GAE/g).

Polifendis e flavonoides podem sofrer degradacdo por exposicdo a luz e a altas
temperaturas e suas concentragdes sao também influenciadas pela técnica de extracao
utilizada (BENNOUR et al., 2020) outras diferencas nos teores desses compostos podem
ser explicados pelos fatores climaticos e grau de maturacao da planta que podem alterar
as suas caracteristicas fisicas e quimicas (DJEMOUI et al., 2019).

Devido a essa grande variedade de compostos bioativos, varias pesquisas tém sido
feitas de modo a elucidar melhor as formas de acdo da moringa na alimentagdo animal,
que possui a¢do farmacoldgica com propriedades hipocolesterolémica, antidiabética, anti-
inflamatdrias e antioxidante, anti-hipertensiva, antibacteriana, antifiingica e fortalece o
sistema imunologico (AEKTHAMMARAT et al., 2020; EL-GAWAD, 2020; EZZAT et
al., 2020; LUETRAGOON et al., 2020; MAGAIJI et al., 2020; SALEEM et al., 2020).

A farinha de folhas de moringa a 1,5% foi adicionada a dieta da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), manteve os indices de crescimento, e melhorou
significativamente as enzimas antioxidantes, ALT e AST, concentragdo de glicose e
cortisol, apos o estresse com privagado alimentar de uma semana (ELABD et al., 2019).
Estudos utilizaram EMO na alimentacao de organismos aquaticos sao limitados. O extrato
de moringa a 0,5% apresentou efeito antiviral no camardo de d4gua doce (Macrobrachium
rosenbergii) que também apresentou melhora no desempenho zootécnico (KALEO et al.,
2019), e o EMO foi eficiente antibacteriano em estudo com Cyprinus carpio (KORNI et
al., 2020), se apresentando como um composto rico em antioxidantes e uma alternativa

como imunoestimulante.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629918319380#bb0100
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Técnica de Esferificacao

O encapsulamento ¢ uma alternativa como complemento alimentar, por evitar a
deterioracdo dos compostos que podem trazer beneficios a saude (KUROZAWA e
HUBINGER, 2017). Ele consiste em reter um material, que se deseja preservar, contra
condi¢cdes ambientais adversas, de forma que a liberacdo do composto seja de forma
controlada. Apresenta também beneficios por camuflar caracteristicas organolépticas
indesejaveis, conserva as caracteristicas especificas por nao reagir com outras substancias
e aumenta o tempo de prateleira do encapsulado (DESAI e PARK, 2005; KHOR et al.,
2017; BASTOS et al., 2020b).

A esferificacdio ¢ uma técnica de encapsulamento oriunda da gastronomia
molecular, de baixo custo, que dispensa o uso de equipamentos especializados
(BRENNER e SORENSEN, 2015; KUROZAWA e HUBINGER, 2017), onde ¢ possivel
o encapsulamento de um liquido, ingrediente ativo ndo gelificado, protegido por uma fina
membrana externa gelatinosa (LEE e ROGERS, 2012; BENAVIDES et al., 2016).

A técnica basica de esferificacdo ¢ um processo onde o primeiro passo ¢ adicionar
um liquido, ou material que serd encapsulado ao alginato de sddio, essa solugao ¢ retirada
com uma seringa ou uma pipeta e através da extrusdo gota a gota ¢ submersa em uma
solucdo de célcio, essa interacao produz uma membrana fina em torno do liquido. O célcio
mais utilizado é na forma de cloreto de calcio, pela rapidez de agdo com o alginato em
interagir com os catides divalentes (LEE e ROGERS, 2012; TSAl etal., 2017), a extrusao
¢ uma técnica complementar que permite o controle do tamanho das esferas, utilizando
energia elétrica ou mecanica (DHAMECHA et al., 2019).

O alginato ¢ um polissacarideo natural, composto por (1,4) f-D-manuronato (M)
e a-Lguluronato (G) ¢ biodegradavel, ndo toxico, de baixo custo e evita que durante o
encapsulamento seja preciso o uso de alta temperatura (TSAI et al., 2017; NIIZAWA et
al., 2019; ALMURISI et al., 2020), ¢ um anionico natural extraido de espécies de algas
marrons (Phaeophyceae) e de bactérias (Azobacter vinelandii) (ARRIOLA et al., 2016).
Alginato de sédio ¢ constituido apos o processo de reacdo e purificacdo, do alginato
tratado com solucao alcalina (PAWAR e EDGAR, 2012), sdo moléculas soluveis em dgua
que aumentam a viscosidade e sdo frequentemente usados como texturizadores, com
propriedades gelificantes, estabilizantes e de natureza inerte (DRAGET, 2009;
FERNANDO et al., 2019).
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A administragdo controlada de medicamentos ¢ estudada para aumentar a eficacia
terapéutica, pesquisas sugerem que o uso de encapsulamento ¢ eficiente, quando o
objetivo ¢ manter a estabilidade dos compostos bioativos de fatores externos, como
oxigénio, luz, pH e alta temperatura (MAQSOUDLOU et al., 2020). O apresamento em
géis de alginato ¢ uma estratégia simples de sistema de liberagdo controlado, fornecendo
melhor protecdo seja de um ingrediente alimenticio, compostos bioativos e farmacos
(RAMDHAN et al., 2020).

Sobre a estabilidade dos compostos, como, por exemplo, os polifenois, que sao
altamente sensiveis a luz e ao calor, Arriola et al. (2016), demonstraram que o conteudo
de polifenois totais do extrato de estévia foram mantidos, preservando as propriedades
antioxidantes. A beterraba rica em betacianina e polifendis quando encapsulado com
alginato de sodio manteve 70% da atividade antioxidante preservada (CALVO et al.,
2018) e também os terpenos, do dleo essencial de pimenta-preta, foram mais conservados
quando comparados ao grupo nao encapsulado (BASTOS et al., 2020b).

Encapsulamento de betacianina extraida da casca da fruta pitaya vermelha
(Hylocereus polyrhizus) durante o armazenamento por 60 dias, exibiu atividade
antioxidante e total de betacianina maiores e menor taxa de degradacdo a altas
temperaturas (60, 80 e 100 °C) quando comparado com a betacianina ndo encapsulada
(FATHORDOOBADY et al., 2020). Outros exemplos encapsulados com o alginato de
sodio e que apresentaram estabilidade dos compostos foram, o oleo de peixe
(BANNIKOVA et al., 2018), 6leo essencial de tomilho (BENAVIDES et al., 2016), 6leo
essencial de cravo (FAIDI et al., 2019) probidtico Lactobacillus rhamnosus (HUGUES-
AYALA et al., 2020), acido folico (CAMACHO et al., 2019) e extrato etandlico da
propolis (KESKIN et al., 2019).

Estresse em Peixes

Na aquicultura véarios sdo os fatores que predispde os peixes a condi¢des aversivas
que favorecem ao estresse, que podem ser fisicos, como manejos didrios, transporte e
ruidos, também pode estar relacionado com alteracdes da qualidade de dgua (temperatura,
oxigénio dissolvido, compostos nitrogenados, salinidade, pH, produtos quimicos), assim
como a presenga de patdgenos, além dos estressores sociais, como relagdes de dominio,

agressividade e aglomeracao (PORTZ et al., 2006; TORT, 2011; BARBAS et al., 2019;
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WU et al., 2020). Ambientes aquaticos passam por variagdes de niveis de oxigénio
dissolvido ao longo do dia e também mudangas influenciadas pelos ciclos sazonais
(LUSHCHAK e BAGNYUKOVA, 2007; SUN et al., 2020), o declinio do oxigénio
dissolvido pode ter relagdo com o aumento da temperatura e concentragdo iOnica,
aumento da densidade de estocagem, e proliferacdo de algas e bactérias (MAKRINOS e
BOWDEN, 2016; HE et al., 2019).

O estresse pela exposicdo ao ar € um estresse agudo comum na aquicultura, que
pode ocorrer durante a captura e soltura do peixe, ¢ causado pela adesdo dos filamentos
branquiais e consequentemente pela inibigdo de trocas gasosas (FERGUSON; TUFTS,
1992). A resposta ao estresse envolve varios sistemas, como os neurais, endocrinos e
imunes, o estresse pode ser agudo, quando de curto prazo e alta intensidade, e estresse
crénico, de longo prazo e baixa intensidade, onde a possibilidade de infec¢des no estresse
cronico se tornam ainda maiores (PORTZ et al., 2006; TORT, 2011).

A exposicdo a condi¢des aversivas pode levar a alteragdes fisioldgicas e
desequilibrios do sistema antioxidante. Substincias que retardam ou previnem a oxidacao
de um substrato sao chamadas de antioxidantes (HALLIWELL, 1995), podem ser usadas
para reduzir ou prevenir o estresse oxidativo (TOGHUEO e BOYOM, 2019).
Antioxidantes sdo doadores de protons, inibe o processo inicial desencadeado pelos
radicais livres, bloqueia a producdo de radicais metalicos, podem agir no aumento da
atividade do sistema de defesa de antioxidantes end6geno, repara moléculas danificadas
e impede varias doengas (HALLIWELL etal., 1995; KALCHER, 2009). Os antioxidantes
produzidos pelo organismo agem enzimaticamente, a exemplo da glutationa peroxidase
(GPx), catalase (CAT), e superdxido dismutase (SOD), ou ndo enzimaticamente, como a
glutationa (SINHA et al.,, 2014; ZENGIN et al.,, 2016). Além dos antioxidantes
produzidos endogenamente, o organismo utiliza aqueles provenientes da dieta, como o a-
tocoferol, carotenoides, acido ascorbico e flavonoides (KRISHNAIAH et al., 2011).

Os efeitos de extrato de plantas vegetais podem contribuir com a diminui¢ao das
alteragoes fisioldgicas. O extrato de folhas de amoreira (Morus alba L.) melhorou a
atividade antioxidante e inibiu o estresse por hipoxia nas carpas crucianas (LI et al., 2020).
Extrato de folhas de carvalho (Quercus castaneifolia) e extrato de lavanda (Lavandula
angustifolia) reduziram significativamente os niveis de glicose e cortisol nos grupos com

a suplementagao apds o estresse de aglomeragdo da carpa comum (PARAY et al., 2020;
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YOUSEFI et al., 2020). Extrato de bambu (Melocanna baccifera) reduziu as respostas ao
estresse de baixo pH de carpas rohu (Labeo rohita) (KHAN; SAHA; SAHA, 2018). Com
o aumento da producdo de peixes, sdo necessdrias novas técnicas para tratamentos

terapéuticos e farmacos, como forma de aumentar as respostas de resisténcia ao estresse

e das alteracdes ambientais (NARDOCCI et al., 2014).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/melocanna
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/labeo-rohita
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MATERIAL E METODOS

Localizacdo, Animais e Condicoes Experimentais

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso dos Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, sobre o n.° 23007.008020/2017-11.

Os animais foram fornecidos pela piscicultura Sitio Santo Antonio, da cidade de
Dom Macedo Costa, Ba, Brasil. A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Nutrigdo e
Comportamento de Peixes (Aqua/UFRB) do Nucleo de Pesquisa em Pesca e Aquicultura
(NEPA) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB), Cruz das Almas, Ba,
Brasil. Antes dos experimentos, os animais foram aclimatados ao sistema de recirculagao
de dgua por um periodo de 10 dias.

Foram utilizados 96 juvenis de Cyprinus carpio, com peso médio 25,87 (+4,97) g
e comprimento total de 12,75 (+0,66) cm, alojados em grupos de 6 peixes/aquario em 16
aquarios de 60 L, em um sistema de recirculacdo de agua com filtros mecanicos e
biolégicos com bomba d’agua (3000 L/h), e aeracdo constante.

O experimento ocorreu em uma camara de isolamento térmico, adaptada para
estudos de comportamento e nutri¢cdo de peixe, com controlador digital de temperatura e
fotoperiodo de 12 h luz e 12 h escuro, conduzido em delineamento inteiramente
causalizado com 4 tratamentos e 4 repetigdes.

A temperatura da agua (28,81 £ 0,91 °C) e pH (7,43 + 0,38) foram monitoradas
diariamente, com medidor multiparametro HANNA HI 9828, amonia semanalmente com

teste colorimétrico (Labcon Test, Camboria—SC, Brasil).

Dietas Experimentais

Todas as dietas atenderam as necessidades nutricionais para a espécie, segundo
NRC (2011). Dessa forma, foram formuladas duas racdes purificadas, isoprotéicas e
isoenergéticas. Para a producdo das ragdes experimentais todos os ingredientes foram
pesados, misturados, umedecidos com 20% de dgua a temperatura de 60 °C e em seguida

peletizados com matriz de 2,5 mm e, posteriormente desidratadas em estufa de ventilacao
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forcada a 55 °C por 24 horas e armazenadas em frascos pretos e mantidas refrigeradas
durante todo o periodo experimental. Amostras de cada ra¢ao foram reservadas para
realizagdo das analises bromatologicas (Tabela 1) segundo a metodologia da AOAC
(2005).

A fabricacdo das ragdes e as andlises de composicao centesimal das mesmas foram
realizadas no Laboratorio de Nutricdo e Comportamento Alimentar de peixes (AQUA -
UFRB) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB). A inclusao de 20
mL/kg EMO na dieta e na esferificagao foram baseadas em estudos prévios (KHALIL e
KORNI, 2017; KALEO et al., 2019). Os tratamentos foram compostos por: dieta basal
(T1); dieta basal com inclusao de 20 mL/kg de EMO (T2); dieta basal e esferas com 20
mL/kg EMO (T3); dieta basal e esferas sem EMO (T4).

O arragoamento, a 1,5% de biomassa, ocorreu duas vezes ao dia, as 9:00 horas e
16:00 horas. As esferas (T3 e T4) foram ofertadas 30 minutos antes da dieta basal. O
periodo experimental ocorreu durante 60 dias.

Os aquarios foram sifonados diariamente uma hora apds a alimentacdo para a

aferi¢do das sobras de ragdo, esfera e retirada de excretas.

Tabela 1 - Composi¢ao quimica percentual e valores nutricionais das dietas purificadas

Ingredientes (g kg™!) Tl T2
Caseina® +albumina® (50%) 90% 320 320
de pureza)

Gelatina® 60 60
Oleo de soja 50 50
Oleo de peixe! 50 50
Dextrina® 100 100
Amido (7% CP) 200 200
Fosfato bicalcio 10 10
Premix vitaminico mineral’ 40 40
Celulose (CMC) 20 20
a-celulose 150 150
Total 1000 1000
EMO (mL) - 20
BHT 0,2 0,2
Matéria seca (%) 92,20 91,07
Proteina bruta (%) 37,77 34,06

Extrato etéreo (%) 3,86 4,98
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Cinzas (%) 7,78 7,39

2 Casefna PURA — Labsynth; ® Albumina: clara de ovo pasteurizada desidratada, valor calérico (3.428,57

kcal = 14.392,86 KJ)kg; carboidrato 71,43 g/kg; proteina 785,71 g/kg; sodio 15,25 g/kg;® Gelatina: po

granulado, s6lido, inodoro; “Maltodextrina natural, valor caldrico (3.840 Kcal = 16.120 KJ)/kg ; carboidrato
960 g/kg; amido 960 mg/kg; sodio 460 mg/kg; ‘Premix vitaminico/mineral: Acido Folico 1200,00 mg/kg;
Acido Nicotinico 20,00 g/kg; Acido Pantotenico (10.000,00 mg/kg; BHT 5.000,00 mg/kg; Biotina 200,00
mg/kg; Cobalto 80,00 mg/kg; Cobre 3.500,00 mg/kg; Colina 100,00 g/kg; Ferro 20,00 g/kg; lodo 160,00
mg/kg; Inositol 25,00 g/kg; Manganés 10.000,00 mg/kg; Selénio 100,00 mg/kg; Zinco 24,00 mg/kg.
Vitamina A 2.400.000,00 Ul/kg; Vitamina B1 4.000,00 mg/kg; Vitamina B2 4.000,00 mg/kg; Vitamina
B12 8.000,00 mecg/kg; Vitamina C 60,00 g/kg; Vitamina B2 4.000,00 mg/kg; Vitamina B6 3.500,00 mg/kg;
Vitamina D3 600.000,00 Ul/kg;

Coleta e Preparacio do Material Vegetal

As folhas de moringa foram coletadas na zona rural do municipio de Teodoro
Sampaio, Bahia, Brasil. Todo o material foi armazenado em sacos plasticos escuros e
transportado até o Laboratério de Pescados e Cromatografia Aplicada (LAPESCA), da
Universidade Federal da Bahia (UFBA). As folhas foram selecionadas, onde folhas secas
e com manchas foram retiradas, depois as folhas passaram pelo processo de higienizagao
em agua corrente, posteriormente em agua destilada. As amostras foram desidratadas
através do processo de liofilizagcdo, em temperatura -32 °C, em seguida as folhas foram
maceradas e armazenadas em refrigerador -6 °C em embalagens escuras protegidas da luz

até o momento da obtencao do extrato ¢ das analises.

Obtencio do Extrato Hidrometanoélico

As folhas de moringa liofilizadas foram pesadas e adicionadas a solucdo
utilizando 70% metanol e 30% de agua destilada 1:40 (g/mL), a extracdo ocorreu durante
o periodo de 72 horas (DADI et al., 2018), em um agitador e refrigerador (Tecnal) a 28
°C, ap0Os esse processo o extrato passou por filtros de papel para remover qualquer
particula so6lida e concentrados no rotaevaporador (40 a 45 °C). A solugdo-estoque foi
armazenada em frascos de vidro ambar e refrigerada até o uso nas condi¢des

experimentais.
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Esferificacao

As microparticulas de alginato de sodio foram produzidas usando técnica de
gotejamento de solucdo de alginato e material nucleo sobre solucdo de cloreto de calcio,
sendo esta a base para a formagao das particulas. Foram elaborados dois tipos de esferas,
um contendo EMO e outro com agua destilada (tratamento T4). A metodologia a seguir
¢ uma adaptacdo da técnica descrita por Tsai et al. (2017). As esferas contendo EMO e
agua destilada foram preparadas pela técnica de extrusdo, usando alginato. Foram
preparadas duas solugdes: solucdo 1, foi preparada em meio aquoso com concentragdo de
1% de cloreto de célcio (CaClz) a temperatura ambiente e agitagdo manual. Solugdo 2 foi
feita dissolvendo o alginato de s6dio a uma concentragdo de 1% em agua destilada sob
constante agitacdo manual, até¢ sua completa dissolucdo. Na solucdo 2 de alginato de
sodio, foram adicionados 20 mL de EMO por kg/ragdo. Em seguida, a solug¢do 2 foi
extrusada lentamente e gota a gota, por uma pipeta de 3 mL, na solugdo contendo cloreto
de célcio para a formagao de esferas. As esferas foram mantidas na solugdo de cloreto de
calcio por 20 segundos e, em seguida, com o auxilio de uma peneira de 53, as esferas
eram removidas da solucao e lavadas em agua destilada para retirada do residuo de cloreto
de calcio (Figura 1). O mesmo processo foi realizado para produzir esferas com agua

destilada do tratamento T4.
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Figura 1 — Esferas de alginato de sodio

Fonte: Acervo do autor

Analise Extrato de Folhas de M. oleifera
Determinacio de Flavonoide Total
Determinacio do Conteudo Fendlico Total

O fenolico total do EMO foi determinado espectrofotometricamente de acordo
com o método de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton et al. (1999). Uma aliquota de
20 uL de EMO, 2,5 mL reagente Folin 10% e 2 mL de carbonato de so6dio 7,5%, foram
misturados em tubos de ensaio e repousados em abrigo sem luz por 2 horas. A leitura em
absorbancia 725 nm foi medida em espectrofotometro UV em cubeta de vidro.

As analises foram realizadas em triplicatas e o teor de fenolico total foi
determinado a partir da curva de calibracdo preparada com 4cido galico R*>= 0,9876 na

faixa de concentragio de 50 a 300 ug L' (SINGLETON e ROSSI, 1965).

Tabela 2 - Composi¢do quimica das folhas de Moringa oleifera liofilizadas; teores
percentuais de proteina bruta, extrato etéreo, cinzas e matéria seca

Composic¢ao (%) Folhas de Moringa oleifera liofilizadas
Proteina Bruta 23,99 £ 0,025
Extrato Etéreo 10,45+ 2,48

Cinzas 10,38 £ 1,08
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Matéria Seca 89,74 + 1,85

Fonte: Construida a partir de dados originais das folhas de moringa que foram utilizadas para a obtengdo
do extrato usado no experimento.

Tabela 3 - Teor de Fenolicos Totais (mg GAE/g) e Flavonoides totais (mg QE/g) do
extrato de folhas de Moringa oleifera

Composigao Extrato de folhas de Moringa oleifera
Fenolicos (mg GAE/g) 10,15+ 4,85
Flavonoides (mg QE/g) 20,62 + 4,44

Fonte: Construida a partir de dados originais das folhas de moringa que foram utilizadas para a obtengao
do extrato usado no experimento. Teor de Fenolico Total e Flavonoide Total em EMO, expressa em
Fendlico total: mg GAE (equivalente de acido galico)/g de EMO; Flavonoide total: mg QE (equivalente de
quercetina)/g EMO; os valores sdo média e DP.

Composicao Centesimal das Dietas, Folhas de M. oleifera Liofilizadas e Carcaca de

Peixes

As dietas, folhas de moringa e as carcagas de peixes dos diferentes tratamentos
foram avaliadas em triplicatas em relacdo a composi¢do bromatoldgica: proteina bruta,
extrato etéreo, cinzas e fibras foram determinadas conforme descritas pela Associacao de
Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC, 2005).

A matéria seca ¢ umidade foram determinadas por secagem de amostras a 105 °C
até peso constante. Cinza por incineragdo em mufla a 600 °C por 4 h; extrato etéreo.
A determinagdo foi realizada pela técnica de Soxhlet usando éter de petroleo como
material. Proteina bruta, o teor de nitrogénio total foi determinado pelo método semi-

micro Kjeldhal, utilizando-se o fator 6,25 para a obtencao do teor de proteina total.

Desafio de Exposicao ao Ar

Apbs 60 dias experimentais, 48 peixes (n=3) foram submetidos ao teste de
exposicao ao ar por 300 s. Os animais foram expostos ao ar individualmente, em um

ambiente forrado com uma flanela umida para evitar injarias.
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Foi realizada de forma subsequente: a coleta de sangue, a pesagem e biometria e
eutanasia por sec¢ao medular para posterior coleta de 6rgdos e carcaca, em todos os

animais, incluindo os peixes que nao passaram pelo desafio.

Parametros de Desempenho Zootécnico
Ao final do periodo experimental e apds um jejum de 24 horas, todos os animais
foram pesados (balanca semi-analitica digital de 0,01g) e medidos (paquimetro com
precisdo de 0,1 cm).
Foram calculados os seguintes indices de desempenho zootécnicos:
e Peso Inicial — PI (g):
PI = [peso total da amostra (g) ~ numero de peixe da amostra]
e Peso Final — PF (g):
PF = [peso total da amostra (g) + nimero de peixes da amostra]
e Ganho de Peso — GP (g):
GP =PF - PI
e (Ganho de Peso Diario — GPD (g/dia):
GPD = (PF - PI) + periodo experimental
e (Consumo Total — CT (g):
CT = Total de ragdo consumida + numero de peixes por repeticao
e Consumo Diario — CD (g):
CD= Consumo total + periodo experimental x 100
e Sobrevivéncia— S (%):
S = (nimero final de peixes) + (numero inicial de peixes) x 100
e Taxa de Eficiéncia Proteica - TEP (%):
TEP = Ganho de peso (g) + proteina na dieta (g).

Parametros Bioquimicos

A coleta de sangue ocorreu pela técnica de venopuncao do vaso caudal do peixe
(WEINERT et al., 2015), com auxilio de seringa (3 mL) por meio de agulha hipodérmica
estéril 21G, sem heparina. Os pardmetros bioquimicos analisados foram: proteina total

(g/dL"); albumina (mg/dL™"); glicose (mg/dL"); triglicerideos (mg/dL™"); lipoproteinas
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séricas (HDL (mg/dL™"); LDL (mg/dL-1); VLDL (mg/dL-1); Colesterol Total (mg/dL1).
Analises foram medidas por Kits comerciais (Bioclin®, Belo Horizonte-MG, Brasil) e as
leituras foram realizadas em espectrofotometro dptico conforme a absorbancia especifica

para cada analise.

Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistical Analysis
System versdo 9.4 (SAS). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Cramér-
von Mises e ao teste de homocedasticidade de Levene. Posteriormente, foram submetidos
ao teste de ANOVA e, havendo diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros de Desempenho Zootécnico e Composi¢ao Centesimal da Carcaca

Durante os 60 dias de experimento, ndo ocorreu mortalidade e os animais
apresentaram consumo voluntario. Os parametros de desempenho sdo apresentados na
Tabela 4.

Nao houve diferenga significativa (p>0,05) paras os parametros consumo total,
consumo médio, consumo didrio, peso inicial, peso final, ganho de peso, ganho de peso
diério, comprimento padrdo inicial, comprimento padrao final, comprimento total inicial,

comprimento total final, eficiéncia proteica, taxa de eficiéncia proteica.

O efeito das dietas experimentais na composi¢do corporal foi apresentado na
Tabela 5, as diferentes dietas e a inclusao das esferas com e sem o extrato de moringa nao
alteraram significativamente (p>0,05) os teores de proteina bruta, extrato etéreo, cinzas e

matéria seca.
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Tabela 4 - Pardmetros de desempenho da carpa (Cyprinus carpio) apés 60 dias de
alimentacdo com diferentes dietas contendo esferas de alginato e extrato de Moringa
oleifera

Dietas
Parametros T1 T2 T3 T4 P value
PI(g)! 2522+2,72 26,01 £1,17 26,39+047 25,51 +1,15 0,74
PF (g)* 27,28 £0,91 28,14 +£2,03 29,38+0,42 27,62+0,30 0,10
CPI (cm)? 10,44 + 0,14 10,46 £ 0,13 10,54 +£0,13 10,36 + 0,23 0,53
CPF (cm)* 9,78 £0,15 990+0,16 9,84+0,10 9,73+0,26 0,61
CTI (cm)® 12,73 £ 0,26 12,75+ 0,24 12,92+0,11 12,67 +0,22 0,41
CTF (cm)® 12,51 £ 0,12 12,45+ 0,20 12,55+£0,22 12,54 +0,20 0,89
GP (g)’ 2,05+1,86 2,13+1,37 299+047 2,11+0,86 0,69
GPD (g/dia)® 0,03 + 0,03 0,04+0,02 0,05+0,01 0,04 +0,01 0,69
CT (g/100g)’ 74,10 £1,53 70,12+2,95 69,41 +2,44 70,39 +2091 0,86
TEP (%) 0,06 + 0,06 0,07+0,04 0,09+0,01 0,07 +0,03 0,69
S (%) 100 100 100 100 -

T1: Dieta Basal; T2: Dieta com 20 ml/ kg de Extrato de Folha de M. oleifera; T3: Dieta Basal mais esferas
com 20 ml/kg de Extrato de folha de M. oleifera e T4: Dieta Basal mais esferas com 0 ml/kg de Extrato de
folha de M. oleifera. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo
teste Tukey (p<0,05). 'PI (g): Peso Inicial; 2PF (g): Peso Final; 3CPI (cm): Comprimento Padrdo Inicial;
4CPF (cm): Comprimento Padrio Final; >CTI (cm): Comprimento Total Inicial; ®*CTF (cm): Comprimento
Total Final; ’GP (g): Ganho de Peso; 8 GPD (g/dia): Ganho de Peso Diario; °CT (g): Consumo Total; °TEP

(%): Taxa de Eficiéncia Proteica; ''S (%): Sobrevivéncia.

Tabela 5 - Composicao da carcaca do peixe carpa colorida Cyprinus carpio ap6s 60 dias
experimentais com diferentes dietas contendo esferas de alginato e extrato de Moringa
oleifera; em percentuais de Proteina Bruta, Extrato Etéreo, Cinzas e Matéria Seca

Dietas
Parametros T1 T2 T3 T4 P value
Proteina 40,99+2,19 41,58+096 41,52+1,04 41,81 +2,91 0,96
Bruta (%)
Extrato 33,83 +2,33 34,42 £2,83 35,70 £3,03 34,53 +0,94 0,81
Etéreo (%)
Cinzas (%) 10,65 0,42 10,55 £0,46 10,38 +0,16 10,48 £0,69 0,91
Matéria 96,31 0,89 96,50 +£0,28 95,95 +0,12 95,92 +0,49 0,51

Seca (%)
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T1: Dieta Basal; T2: Dieta com 20 ml/ kg de Extrato de Folha de M. oleifera; T3: Dieta Basal mais esferas
com 20 ml/kg de Extrato de folha de M. oleifera e T4: Dieta Basal mais esferas com 0 ml/kg de Extrato de
folha de M. oleifera. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo
teste Tukey (p<0,05)

Nao foram observadas, no presente estudo, diferencas significativas nos dados de
desempenho e composigao do peixe inteiro. O consumo nao foi influenciado pela adigao
das esferas na alimentagdo de carpas coloridas, o que demonstra que as esferas com ou
sem 0 EMO ndo alteram a saciedade e ndo promovem o ganho de peso e podem ser
utilizados de forma simultdnea ao arragoamento, como estratégia de administracdo oral
de compostos, apesar do EMO nao ter apresentado efeito, seja adicionado a dieta ou na
forma de esferificagdo. Foi demonstrado em estudos prévios que a esferificacao preserva
compostos antioxidantes de alteragdes fisico-quimicas durante o processamento e
mantém estabilidade melhorando assim a biodisponilidade do produto esferificado
durante a digestdo, mesmo com a variacdo do pH gastrico (ARRIOLA et al., 2016;
GORBUNOVA et al., 2018; DADI et al., 2020). As esferas de alginato contendo pDNA
foram resistentes a degradacdo e apresentou eficdcia significativa de imunizagdo apos
administracao oral em linguado japonés (Paralichthys olivaceus) (TIAN et al., 2008) e
esferas de alginato de sodio e bentonita contendo extrato de enzimas obtidas do
processamento de camardo, melhoraram 27% a atividade enzimatica do intestino dos
peixes tilapia Nilo (Oreochromis niloticus) comparado com 0s outros grupos em jejum e
alimentados apenas com a dieta, porém nao foi verificado ganho de peso, conversao
alimentar e taxa de sobrevivéncia (RODRIGUEZ et al., 2018).

Estudos demonstraram que as plantas utilizadas nas suas diversas formas em po
ou extrato, fontes de polifenois, vitamina C, carotenoides e quercetina, produziram efeitos
positivos no desempenho da carpa (C. carpio) (WANG et al., 2015; BILEN et al., 2018;
BAO, 2019; HOSEINIFAR, et al., 2019; YOUSEFI et al., 2019; ZEMHERI-NAVRUZ
et al., 2019; ABDEL-LATIF et al., 2022). Porém, no presente trabalho, ndo foi possivel
observar o efeito do EMO nas variaveis de desempenho, o mesmo teor de EMO foi
avaliado no estudo de KHALIL e KORNI (2017) que utilizou a quantidade de 20 mL
EMO/kg de dieta na alimentagao de alevinos de C. carpio e foi observada a promocao do
ganho de peso e taxa de crescimento especifico quando comparado com o grupo controle
(KHALIL e KORNI, 2017), assim como também, a inclusao da farinha moringa a 1,5%
na ragao de tildpia do Nilo (O. niloticus) (ELABD et al., 2019) e EMO a 0,5% influenciou

para um melhor desempenho zootécnico do camardao de agua doce, o M. rosenbergii
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(KALEO et al., 2019). A composi¢ao e teor dos compostos bioativos presentes nas folhas
de moringa podem ter sido influenciados pela técnica de extragao utilizada.

Porém, mesmo teores mais elevados de moringa na dieta de peixes, podem nao
promover o desempenho zootécnico, como foi demonstrado pelos estudos em que a
inclusdao da folha de moringa em pd adicionadas as dietas da tilapia de Mogambique
(Oreochromis mossambicus) a 3% 6% 9% e 12% e nado foi observada diferenca estatistica
nos parametros de desempenho (MBOKANE e MOYO, 2018) e dietas suplementadas
com folhas moringas em po, 5%, 10% e 15% em peixes guppy (Poecilia reticulata) ndo
afetou significativamente no ganho de peso, taxa de crescimento especifico e taxa de
sobrevivéncia (BISHT et al., 2020). As diferencas encontradas entre os estudos com
teores mais baixos e mais elevados de moringa, podem ser pelas variadas técnicas
utilizadas de inclusdo da moringa na dieta ou ainda pela técnica de extragdo utilizada e
tipo de solvente, que por consequéncia ird influenciar na quantidade dos compostos
bioativos da moringa (HOSSAIN et al., 2020).

Parametros Bioquimicos

Os valores dos parametros bioquimicos sao apresentados na tabela 6. No periodo
que antecedeu o desafio de exposi¢ao ao ar, apenas o teor de albumina do tratamento T3
apresentou diferenga significativa (p<0,05) em relagdo aos outros tratamentos. Os demais
parametros, glicose, ALT, AST, proteina total, triglicerideos, HDL, LDL, nao

apresentaram diferenca significativa (p>0,05).

As variaveis colesterol tota e AST apresentaram maiores teores nos pos estresse
(p<0,05) no tratamento T3 em relacdo aos grupos T1 e T4, ou seja, os tratamentos sem a
inclusao do EMO e foram similares ao tratamento T2. Os demais parametros, glicose,
ALT, proteina total, albumina, triglicerideos, HDL e LDL, ndo apresentaram diferenca

nos pos estresse de exposi¢ao ao ar (p>0,05).

No presente estudo, peixes alimentados com esferas de extrato de folha de
moringa demonstraram um aumento da albumina antes do estresse, nos pos estresse essa
variacdo ndo foi encontrada e ndo ocorreu diferenca no nivel da proteina plasmatica em
nenhuma das etapas. No entanto, estudos comprovam que o uso de plantas medicinais
pode aumentar simultaneamente os indices de proteina total e albumina de carpas

Cyprinus carpio (YOUSEFI et al., 2019; ABDEL-LATIF et al., 2020; MOHAMMADI
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et al., 2020). A Proteina Total sérica ¢ um indicador imunoldgico, mudangas na
concentracao de proteina sao resultados da diferenga do volume plasmatico, devido ao
desequilibrio osmotico entre o meio extracelular e intracelular, alteragdes dos niveis
plasmaticos de proteina total sdo indicadores de estresse (MC DONALD e MILLIGAN,
1992). A exposi¢do da tilapia do Nilo ao herbicida pendimentalina, mostrou que
diminuicdo dos niveis séricos de proteina total e albumina, ja os grupos expostos ao
herbicida e tratados com extrato de folhas moringa (20mL/30L de 4agua), apresentaram
aumento de proteina total e albumina a niveis semelhantes ao do grupo controle (animais
ndo expostos a pendimentalina), dessa forma o extrato de folhas de moringa apresentou
funcdo hepatoprotetora pela regulacdo positiva dos niveis séricos em comparagao ao
grupo tratado apenas com pendimentalina (HAMED e EL-SAYED, 2019). Fato
semelhante ocorreu com o aumento dos niveis de proteina total, com a administra¢do
dietética de extrato de folhas de artemisia (Artemisia annua) ap6s a exposi¢do a amonia
Cyprinus carpio (MIRGHAED et al., 2020).

Triglicerideos e colesterol sdo importantes indicadores de satde para os peixes.
Suas fungdes biologicas principais sdo o armazenamento de energia, a formacao de
estruturas celulares e sinalizacdo. Alteragdes do colesterol total podem indicar disfunc¢ao
hepatica e distirbios do metabolismo e lipoproteinas (ZHAI et al., 2014; BRUM et al.,
2018). Nesse estudo, ocorreu altera¢ao nos niveis de colesterol no tratamento T3, com a
utilizacdo do EMO esferificado, apos o desafio de exposicao ao ar. Carpa comum tiveram
Aeromonas hydophila injetadas e tratadas com 1g/L de extrato aquoso de folha de
Azadirachta indica, os grupos tratados com o extrato aumentaram os teores de glicose,
colesterol séricas em relagdo ao controle, o que provavelmente ocorreu pelo estresse
causado durante o manejo de tratamento dos grupos infectados (HARIKRISHNAN et al.,
2003). Mistura de extrato de ervas adicionados a dieta da carpa, onde o tratamento a 0,5%
aumentou significativamente o teor de colesterol total em relagdo ao grupo controle,

enquanto o grupo a 1% nao diferiu do controle (YUAN et al., 2007).

A incorporagdo das plantas medicinais na dieta dos peixes pode favorecer para
ocorrer um menor aumento das enzimas ALT e AST apds uma condicdo de estresse, o
que sugere que ocorre protecdo da integridade da membrana das células do figado
(MONIR et al., 2020), mecanismos hepatoprotetores que podem ser atribuidos ao uso de

antioxidantes, a capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio (CAO etal., 2016).



26

Testes bioquimicos sdo parametros importantes para avaliar o estado da satde dos peixes,
auxiliando no diagnostico de doengas (MOGHANLOU et al., 2018; MIAO et al., 2020).
No presente estudo, a enzima AST plasmatica apresentou maior valor no tratamento com
a utilizacdo do EMO esferificado. Em uma possivel lesao hepatica os niveis de ALT e
AST podem extravasar para a circulacdo, pois sd0o enzimas que se concentram nos
hepatocitos (MIRGHAED et al., 2020), ou ainda pode ter ocorrido hemolise durante o
processamento da amostra, vazamento das enzimas dos eritrocitos no plasma, o que pode
levar a uma interpretagao controversa (MIRGHAED et al., 2017). Foi observado com a
utilizacdo do extrato de folhas de moringa a 0,15 e 0,25% /kg suplementados na dieta
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), a melhora nos parametros plasmaticos com a
diminui¢do do ALT e AST, do colesterol e triglicerideos nos grupos suplementados e ndo
obteve diferenca significativa nos niveis da proteina total sérica (MONIR et al., 2020).
Sao exemplos de condi¢des de estresse em ambientes aquaticos o aumento de
temperatura, alta densidade de estocagem e manuseio, transporte e triagem de animais.
Os animais foram expostos ao ar antes da coleta para andlises bioquimicas. Quando em
situacdo de estresse, pode ocorrer aumento na secrecao de catecolaminas, corticosteroides
pelo eixo hipotdlamo-pituitario-interrenal (HPI) (BARTON, 2002). Indicadores como a
glicose sdo utilizadas para monitorar fatores que afetam o equilibrio homeostatico
(MAKARAS et al., 2020), a glicose ¢ a principal fonte de energia que sustenta as fungdes
vitais e em niveis elevados podem levar a desequilibrios nas fungdes imunoldgicas e

diminuig¢ao do crescimento dos peixes (HUANG et al., 2018).

Os niveis de glicose sérica mensurados nos peixes alimentados ndo foram
influenciados com EMO na ragdo e nas esferas. Entretanto, fatores estressantes para os
peixes sdo comuns na aquicultura e as plantas medicinais sdo alternativas para atenuar os
danos causados. A exemplo de estudos, a utilizagdo do extrato de folha de carvalho
(Quercus castaneifolia), suplementada 1 e 2 g/kg na dieta da carpa comum diminuiu
significativamente os niveis de glicose e cortisol nos grupos com a suplementacao apos o
estresse de aglomeracdo com a reduc¢dao 80% do nivel de dgua do meio (PARAY et al.,
2020), diminuicdo que também ocorreu nos niveis séricos de alevinos de carpa com a
inclusdo do alecrim em pd na dieta, em estresse de aglomeragdo em rede por 3h

(YOUSEFI et al., 2019).
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A inclusdo de altas concentragdes de moringa (40 e 50%) na alimentacao de tilapia
do Nilo, afetaram negativamente os indices hematologicos e bioquimicos dos peixes,
como foi demonstrado pela diminui¢do da proteina total séricas e globulina, e aumento
das enzimas hepaticas AST e ALT, indicando efeito adverso no estado imunoldgico dos
peixes, nesse mesmo estudo demonstrado que folhas de moringa até o nivel de 15% nao

produz efeitos negativos na saude da tilapia do Nilo (AHMED et al., 2014).
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Tabela 6 - Parametros bioquimicos séricos de juvenis de carpa colorida (Cyprinus carpio) alimentados com diferentes dietas

esferas de alginato e extrato de folha de Moringa oleifera pds estresse de exposi¢ao ao ar

Antes estresse Dietas
Pariametros T1 T2 T3 T4 P value
Glicose (mg/dL™") 93,21 +£13,70 80,57 £ 6,75 82,44 +2,04 83,04 + 12,79 0,62
ALT (U/L) 16,0 + 5,96 18,0 +3,0 16,0 +4.91 9,5 +4,69 0,29
AST (U/L) 198,00 + 26,78 142,00 + 68,08 184,00 + 27,25 170,00 + 83,00 0,79
Proteina Total (g/dL™") 1,73 £ 1,64 3,10+ 0,14 3,99 + 0,08 2,59 +0,34 0,12
Albumina (mg/dL™") 1,27 £0,00° 1,34 £0,11° 1,82 +0,08° 1,06 £ 0,16° 0,003
Colesterol Total (mg/dL") 123,23 +17,78 121,72 + 8,50 154,41 + 5,65 110,91 +38,71 0,32
Triglicerideos (mg/dL™") 219,10 + 87,49 217,88 +£22,49 234,76 £ 19,78 139,70 + 31,30 0,33
HDL (mg/dL™") 39,09 £ 6,02 42,94 + 3,11 54,42 +10,35 42,21 +13,32 0,41
LDL (mg/dL™") 13,47 £ 4,04 10,61 £+ 2,38 15,94 + 0,64 9,15+5,51 0,22
Pos estresse Dietas
Parametros T1 T2 T3 T4 P value
Glicose (mg/dL™") 83,52 +37,71 84,10 + 26,57 76,35+ 12,76 99,14 + 36,97 0,54
ALT (U/L) 16,00 + 4,59 15,00 + 1,28 18,00 + 3,28 16,00 + 2,98 0,32
182,00 + 28,58¢ 0,001

AST (U/L)

205,03 +12,23°

187,00 + 25,79 215,68 £21,16%
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Proteina Total (g/dL™") 3,21 +0.21 3,47 +0,52 3,19+0.21 3,02+0,.21 0,20
Albumina (mg/dL") 1,34+0,18 129+0,16 135+0,13 1,33 +0,15 0,92
Colesterol Total (mg/dL) 120,29 +£2,70% 132,48 + 1421 138,68 + 6,11° 116,5 + 2,83¢ 0,001
Triglicerideos (mg/dL) 224,09 + 54,14 236,68 + 29,45 231,07 29,92 238,10 + 59,90 0,85
HDL (mg/dL") 4425 + 5,12 42,31 +5,79 43,97 + 4,19 44,41 +2.,51 0,79
LDL (mg/dL") 12,45+ 3,10 16,19 + 5,04 12,12 + 4,81 13,17 + 4,39 0,24

T1: Dieta Basal; T2: Dieta com 20 ml/ kg de Extrato de Folha de M. oleifera; T3: Dieta Basal mais esferas com 20 ml/kg de Extrato de folha de M.
oleifera; T4: Dieta Basal mais esferas com 0 ml/kg de Extrato de folha de M. oleifera; ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato aminotransferase;
HDL: Lipoproteina de alta densidade e LDL: Lipoproteina de baixa densidade. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem

estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05).
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CONCLUSAO

A suplementagdo com EMO na dieta ou na forma de esferas, na concentragdo de
20 mL kg, ndo influenciou significativamente desempenho zootécnico, composigio
centesimal e sobrevivéncia das carpas e apresentou efeitos adversos nos pardmetros
bioquimicos. Novas pesquisas sdo necessarias com a espécie C. carpio para ser elucidado

o efeito da M. oleifera na satde dessa espécie.
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