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CAPITULO I



INTRODUCAO

Considerac0es iniciais

A producdo de pescado mundial no ano de 2012 foi de 138 milhdes de toneladas,
destas, 136,2 milhdes de toneladas foram utilizadas para consumo humano. Estima-se
que até 2030 a aquicultura sera responsavel por mais de 60% da producdo mundial de
pescado para consumo humano (FAO, 2014 e MAPA, 2015). Breve panorama da
aquicultura mundial mostra dados da producéo aquicola total em 2012 de 66,6 milhdes
de toneladas, com 41,9 milhdes de toneladas provenientes da aquicultura de agua doce e
24,7 da aquicultura marinha (FAO, 2014 e MAPA, 2015).. Em relacdo a organismos
aquaticos cultivados, 44,1 milhdes de toneladas oriundas da producdo total de peixes,
constituindo 36,8 milhGes de toneladas de peixes de agua doce (FAO, 2014 e MAPA,
2015).

O Brasil apareceu no ano de 2012 em décimo segundo lugar no ranking dos
paises com maior producdo aquicola mundial, com 707.461 toneladas e a China em
primeiro lugar producéo de 41.108.306 toneladas (FAO, 2014 e MAPA, 2015).

A aquicultura continental no Brasil é representada pela piscicultura com
producdo de 476.512 toneladas de peixes e entre os peixes cultivados, a tilapia tem
grande regionalizacdo, cujo cultivo estende-se da regido nordeste, sudeste e parte da
regido sul ( MAPA, 2015).

Devido a baixa producdo nacional e ao grande potencial do pais para o
desenvolvimento da atividade aquicola, medidas estdo sendo tomadas para aumentar a
producdo. Segundo MAPA (2015) entrou em vigor o “Plano de desenvolvimento da
aqliicultura” cujo objetivo é aumentar a producdo aquicola para dois milhdes de
toneladas até 2020.

O maior desafio da aquicultura hoje € melhorar a qualidade dos efluentes
mantendo altos indices de producdo. Diversos fatores podem influenciar na qualidade
dos efluentes oriundos de atividades aquicolas, dentre eles, relacdo energia/proteina,
manejo alimentar, digestibilidade dos alimentos e excesso de nutrientes (CYRINO et
al., 2010).

O fosforo e o nitrogénio sdo alguns dos residuos provenientes da aquicola que

podem causar eutrofizacdo nas colecfes de agua (GREEN et al., 2002). Sendo estes, 0s



nutrientes mais limitantes para producdo priméria de algas e 0os mais impactantes em
aguas doces e ambientes marinhos (BOYD, 1979; 1990). O fosforo nao digerido ou o
excesso do mineral lixiviado pode estimular o crescimento de algas, resultando em
diminuicdo da qualidade da 4gua no ambiente (JAHAN et al., 2002)

O excesso de célcio na dieta prejudica a absorcdo do fésforo, assim como o
excesso de fosforo também prejudica a absor¢do do célcio (FRACALOSSI E CYRINO,
2013). O mineral célcio é considerado importante elemento para a utilizagcdo do fdésforo
devido a proteina ligada ao calcio que atua transportando o calcio e o fosforo para o
intestino (BRODY, 1999; HOUSAIN e YOSHIMATSU, 2014).

O célcio e o fdsforo estdo associados tanto no metabolismo quanto na fisiologia
animal, além disso, constituem o fosforo de célcio, principal componente estrutural dos
tecidos mineralizados. Ambos minerais também sdo responsaveis por atuar diretamente
no equilibrio &cido base dos fluidos corporais (NRC, 2011).

O crescimento e a composi¢do quimica dos peixes sdo influenciados pela
manipulacdo de diferentes nutrientes nas dietas. Visto que a deficiéncia de fésforo tem
como consequéncia o aumento da gliconeogénese do figado e, com isso, incremento na
sintese de &cidos graxos a partir dos aminoacidos (TAKEUCHI e NAKAZOE, 1981),
tais fatores podem elevar a quantidade de gordura em peixes (TAKEUCHI e
NAKAZOE, 1981; ONISH et al., 1987) e alterar as caracteristicas de carcaca, bem
como a deposicao lipidica.

A maioria dos peixes mantém a relacdo calcio e fésforo constante no corpo
(NRC, 2011). Contudo, para manter a propor¢do destes minerais na vértebra, esta
relacdo deve ser mantida na formulacdo da dieta dos animais; caso contrario, 0 excesso
de nutrientes seréa lixiviado e podera alterar a composicdo quimica da agua no ambiente
(JAHAN et al., 2002). Porém, pesquisas realizadas sobre a mal formacéo Ossea e a
prevaléncia desta condi¢cdo em peixes sdo definidas pobremente (LALL e McCREA,
2007).

Relacéo célcio e fosforo
A exigéncia nutricional de calcio em peixes pode ser atendida pela absorcéo de
calcio presente na agua. Estudos realizados com peixes sugerem que deve ser

considerada a proporgdo de calcio em relacdo ao fosforo e a outros minerais, além dos



niveis individuais destes minerais nas dietas (PORN-NGAM et al., 1993,. LI et al.,
1996). Entretanto, observou-se que juvenis de tilapia-hibrida (Oreochromis niloticus x
O. aureus) alimentados com dietas ndo suplementadas de calcio obtiveram menor ganho
de peso e baixo teor do mineral nas escamas, este fato ocorreu devido aos animais
estarem circunstancialmente em &guas cujo teor do célcio era de 30mg L™ (SHIAU e
TSENG, 2007). ROBINSON et al. (1987) observaram que a exigéncia de célcio para
tilapia-aurea (Oreochromis aureus) criados em &gua livre de calcio é de 7,0g kg™ de
calcio na dieta. O aproveitamento de célcio da agua varia de acordo com a capacidade
da espécie de peixe e a suplementacdo na dieta pode ser necessaria, principalmente em
aguas com baixos teores de calcio dissolvido (FRACALOSSI E CYRINO, 2013).

Estudo com carpa-comum apresentou como resultado relacdo negativa entre a
quantidade de fdésforo absorvida e os teores de célcio na dieta (NAKAMURA et al.,
1982). O excesso de célcio na dieta em relacdo ao fosforo afetou negativamente o
crescimento e a sobrevivéncia da garoupa (YE et al., 2006). A absor¢do de fésforo em
carpa comum e truta-arco-iris (Onchorhynchus mykiss) foi reduzida com o aumento dos
niveis de célcio da dieta (PORN-NGAM et al., 1993).

Estudo com “red sea bream” (Pagrus major) apresentou a relacdo calcio e
fosforo satisfatéria quando as propor¢des dos minerais foram de 1:2 e 1:1,
respectivamente (SAKAMOTO e YONE, 1973), embora o estudo realizado por
LOVELL (1978) ndo tenha encontrado nenhuma diferenca nas relacbes. As taxas de
crescimento do bagre-do-canal (Ictalurus punctatus) alimentados com dietas contendo
diferentes proporcdes de calcio e de fosforo, ndo apresentaram diferencas quando as
dietas continham niveis acima de 3 g kg™ de célcio e 4 g kg™ fésforo (LOVELL, 1978).

A exigéncia de fosforo e a Otima relacdo célcio e fésforo no crescimento e
composicdo tecidual da carcaga de “mrigal” (Cirrhinus mrigala) foi encontrada nos
animais alimentados com dieta contendo a relacdo 1:4 na dieta. No mesmo experimento,
teores de proteina da carcaca, lipidios e fosforo aumentaram com a inclusdo de fosforo
na dieta. Os niveis de calcio e fosforo encontrados nesta investigagédo foi de 0,19: 0,75
(PAUL et al., 2004). Miranda et al. (2000) encontraram nivel de 2,59 kg™ de fésforo
disponivel na dieta para ocorrer a minima mineralizacdo 0ssea destes peixes. Segundo
estes autores, alevinos da tilapia-do-nilo obtiveram o6timo desempenho com dietas

contendo as relagfes 1:1 e 1:1,5 de célcio e fésforo.



Calcio

O caélcio possui papel importante na contracdo muscular, coagulacdo sanguinea,
transmissdo de impulsos nervosos por meio da producéo de acetilcolina, na integridade
da membrana, na divisdo celular, manutencéo do equilibrio &cido-base e na ativagao
enzimética (PATERSON, 1978; FRACALOSSI E CYRINO, 2013). Além de participar
dos diversos processos fisioldgicos dos peixes, o célcio esta diretamente envolvido no
desenvolvimento e manutencao do sistema esquelético, sendo encontrado em maior teor
nos 0ssos e escamas (FLIK et al., 1986).

Diversos hormonios interagem para regular o balanco extracelular de célcio e
fosforo. Os mais importantes sdo o paratormoénio (PTH) e o calcitriol (1,25
diidroxivitamina D). O paratorm6nio € um hormonio polipeptidico que ajuda a regular o
calcio plasmatico ao afetar a reabsorcdo e ou a formacdo Ossea, a excrecao e ou
reabsorcdo do Ca?* renal e a sintese do calcitriol, afetando consequentemente a absorcao
gastrointestinal do Ca®*. Parece n&o haver nenhuma relacdo entre as concentragdes
fisioldgicas do fosforo extracelular e a secrecdo de PTH e a excrecdo de PTH, exceto
quando alteracdes nas concentragdes de fésforo modificam os niveis circulantes de Ca**
(GOODMAN e GILMAN, 2012).

A vitamina D participa da mineralizacdo 6ssea atuando na deposicdo do calcio e
do fosforo, ela regula a absorcdo de célcio induzindo o transporte do mineral para o
l[imen intestinal por meio dos canais de célcio (BRONNER, 2009). A absorcdo de
calcio pode ser realizada por meio de transporte ativo e passivo.

Diferenca essencial entre vertebrados terrestres e peixes consiste na absorcdo de
calcio diretamente da agua pelo segundo grupo, 0s quais podem cumprir toda a sua
exigéncia de célcio ou em parte durante a privacdo alimentar do mineral (ICHII e
MUGIYA, 1983). A absorcéo de calcio ocorre, principalmente, por meio das branquias,
sendo estas consideradas mais importantes para a regulagdo do célcio fisiologico
(HANSSEN et al., 1991; FLIK et al., 1995). Peixes mantém o nivel de calcio no sangue
pela mobilizacao de calcio no osso (FLIK et al., 1986).

A capacidade de absorcdo de célcio da agua varia entre espécies de peixes,
sendo a nutricdo de célcio importante devido a falta de célcio disponivel para o

crescimento e mineralizacdo Ossea em peixes de viveiro. No entanto, a falta de



conhecimento sobre a disponibilidade de calcio proveniente da dieta e pelo ambiente
torna-se dificil determinar a exigéncia de calcio para peixes (FRACALOSSI E
CYRINO, 2013). A absorcdo de céalcio da agua, a interacdo do célcio da dieta e da
absorvida por meio da &gua, da biodisponibilidade a partir de diferentes fontes
alimentares, a relacdo ideal com o fosforo, interagdo com outros minerais da dieta sdo
areas importantes a serem estudadas para melhorar a compreensdo do mineral na
nutricdo em peixes (SHIAU e TSENG, 2007).

A suplementacdo de célcio na dieta ndo € necessaria para o crescimento de
alguns peixes de adgua doce quando criados em ambiente contendo niveis adequados de
calcio (OGINO e TAKEDA, 1976, 1978; WATANABE et al., 1980; ICHII e MUGIYA,
1983; SHIM e HO, 1989). Este fato também ocorre em algumas espécies de agua
salgada, ndo sendo necessaria a suplementacdo de célcio na dieta de “Black sea bream”
(Acanthopagrus schlegelii) e “red sea bream” (HOSSAIN e FURUICHI, 1999a,b).
Porem, foi observado para “filefish” (Monacanthus cirrhifer) o aumento da absorgéo, na
auséncia de suplementacdo de calcio na dieta(HOSSAIN e FURUICHI, 2008a). A
absorcdo foi baixa em comparacdo com “redlip-mullet” (Lisa fraematocheila),
indicando que esta espécie precisa de suplementagdo de calcio na dieta, além do calcio
absorvido a partir de 4gua do mar. A suplementacdo de calcio na dieta é essencial para
“redlip-mullet” (HOSSAIN e FURUICHI, 2000a). Em, “japanese flounder”
(Paralichthys olivaceus) ndo ocorreu aumento na absorcdo de calcio da dgua do mar
quando o mineral ndo estava disponivel na dieta (HOSSAIN e FURUICHI, 2000b,
2008b). A absorcéo de célcio da 4gua do mar e do mineral na dieta é diferente entre os
peixes marinhos, o que deve ser considerado antes da suplementacdo de calcio nas
dietas (HOSSAIN e FURUICHI, 2009). A capacidade de aproveitamento do célcio na
agua varia com a espécie de peixe, fazendo com que a suplementacdo de calcio na dieta
possa ser necessaria. Peixes podem absorver o célcio a partir da agua, sendo
preocupacdo importante aos nutricionistas de peixes devido ao fato da necessidade ou
néo de suplementacdo (HOSSAIN e YOSHIMATSU, 2014).

Peixes de agua doce podem crescer normalmente quando houver calcio
suficiente no ambiente, mesmo alimentados com dieta deficiente do mineral (FLIK e
VERBOST, 1993; HWANG et al., 1996). Porém, baixos teores de calcio na dgua dos
peixes podem limitar o crescimento (RODGERS, 1984).



A suplementacdo de célcio na dieta ndo foi necessaria em algumas espécies de
peixes de agua doce (OGINO e TAKEDA, 1976, 1978; WATANABE et al., 1980;
SHIM e HO, 1989). No entanto, para outras espécies existe a necessidade de
suplementacdo de calcio na dieta, como para carpa-capim (Ctenopharyngodon idella),
ciclideo-americano, jundia (Rhamdia quelen), Robalo (Morone saxatilis) e til&pia-aurea
(ROBINSON et al., 1984;. DOUGALL et al., 1996; CHAVEZ-SANCHEZ et al., 2000;
COPATTI et al., 2005; SHIAU e TSENG, 2007; LIANG et al., 2012). A exigéncia
nutricional de célcio em peixes é atendida preferencialmente por meio da absorcao
direta deste elemento presente na agua, de forma total ou parcial (LOVE, 1980;
FRACALQOSSI E CYRINO, 2013).

Absorcao de célcio

Os peixes possuem sistema enddcrino com funcbes semelhantes as de mamiferos
(LALL e MCCREA, 2007), e apresentam os metabolitos da vitamina D idénticos aos de
mamiferos terrestres (NAHM et al., 1979; YANDA e GHAZARIAN, 1981; HAYES et
al., 1985; SUNDELL et al., 1992; GRAFF et al.,1999). A vitamina D3 e 1,25- (OH) ,D3
estimulam a captacéo de célcio intestinal em peixes (FENWICK et al., 1984).

O intestino delgado é 6rgao importante para a absorcao de célcio e fosforo e, por
conseguinte, alvo principal para o sistema enddcrino da vitamina D. Estudo em carpa-
comum (Cyprinus carpio) revelou que enterdcitos isoladas expostos a 1,25 (OH) ,D3
aumentaram a atividade da proteina C quinase ndo apresentando alteracdo no teor de
célcio intracelular (NEMERE et al., 2000). O fluxo de célcio a partir do limen para o
plasma em enguia-européia (Anguilla Anguilla L.) foi estimulada pela 1,25 (OH) ,D3
dependente da dose (CHARTIER et al., 1979). As concentracBes fisiologicas da
vitamina D estimulam a captacdo intestinal de célcio pelos peixes (FENWICK, 1984).

O bacalhau-do-atlantico (Gadus morhua) apresentou aumento da absorgéo
intestinal de célcio quando suplementado com 25 (OH) D3 (SUNDELL e
BJORNSSON, 1990). Os locais de sintese de 1,25 (OH) D3 poderiam ser responsaveis
pelos efeitos observados a partir do metabdlito 25 (OH) D3; 1,25 (OH) ,D3 e 24,25
(OH) ,D3 afetando a absorcéo de calcio no intestino desta espécie de peixe (LARSSON
etal., 1995).



O teor de calcio nas escamas da Tilapia esculentia é 19 a 24 % do peso seco,
sendo as escamas importantes locais de armazenamento e metabolismo do calcio
(GARROD e NEWELL, 1958). A quantidade de céalcio nas escamas dos peixes diminui
durante a época reprodutiva e na inanicdo (YAMADA, 1956; GARROD e NEWELL,
1958)

Necessidade de calcio

A necessidade de calcio na dieta é afetada pela composi¢do quimica da agua e
pelas diferencas entre espécies (LALL e MCCREA, 2007). Estudos sobre o nivel de
exigéncia de célcio na dieta foram realizados apenas para um nimero limitado de peixes
(HOSSAIN e YOSHIMATSU, 2014). Peixes de agua doce podem absorver
eficientemente o calcio disponivel da agua, porém, algumas espécies necessitam da
suplementacéo do mineral na dieta. Peixes cultivados em aguas contendo 20mg L™ de
calcio ndo necessitavam de suplementacdo (OGINO e TAKEDA, 1976). A necessidade
de célcio determinada para bagre-do-canal (Ictalurus punctatus) em &guas livres de
calcio foi de 4,59 kg® (ROBINSON et al., 1986). Em &guas livres de célcio, foi
necessario suplementar 7g kg™ de célcio na dieta para tilapia-do-nilo (ROBINSON et
al., 1987).

Tilpia-hibrida criadas em aguas contendo cerca de 30 mg L™ de célcio foi
encontrada a exigéncia de 0,4 g kg™ do mineral na dieta (SHIAU e TSENG, 2007). A
exigéncia de célcio na dieta encontrada para carpa capim foi de 1g kg™ (LIANG et al.,
2012) e truta-arco-iris apresentaram crescimento méximo com 15g kg™ do mineral
suplementado na dieta, sendo que suplementacdes superiores reduziram o crescimento
desta especie (ANDREWS et al., 1973).

Exigéncia de calcio em peixes marinhos como: “Tiger-puffer”, “japanese-
flouder” e corvina-gigante (Nibea japonica) variam entre 1 e 2,5 g kg” da dieta
(HOSSAIN e FURUICHI, 1999c, d, e). A absorc¢éo de célcio da 4gua do mar por “Black
sea bream” foi adequada para atender as suas necessidades (SAKAMOTO e YONE,
1976; HOSSAIN e FURUICHI, 1999a, b). Em salmé&o-do-atlantico (Salmo salar) a
suplementacdo por meio da dieta foi desnecessaria devido ao fato de que peixes desta
espécie utilizam o calcio proveniente da dgua do mar (LALL e BISHOP, 1977). A

suplementacéo de célcio em dietas para tilapia-azul aumentou os teores de calcio nos



0ssos destes animais em aguas com baixos teores do mineral (O'CONNELL e GATLIN,
1994).

Fosforo

O fosforo € um macromineral fundamental para o crescimento e a reproducgdo
dos peixes (ROY e LALL, 2003). Este mineral encontra-se distribuido em todas as
células do organismo (LOVELL, 1988) participando de processos metabdlicos
essenciais, presente nos acidos nucléicos, fosfolipidios, enzimas, compostos glicoliticos
e de alta energia. Atua como moderador covalente na fosforilagdo oxidativa, ou seja,
participa da regulacdo de inimeros processos metabdlicos, sendo um dos principais
anions da estrutura cristalina dos ossos (BERNE, 1980).

Sinais da deficiéncia do fosforo podem ser indicados pela falta de apetite,
reducdo na eficiéncia alimentar, maior acimulo de gordura na carcaga € menor
mineralizagcdo dos ossos (NRC, 1993), interferindo diretamente no crescimento do
animal. A sua deficiéncia influencia o metabolismo intermediario exercendo papel
importante na transferéncia de energia quimica no organismo por meio do trifosfato de
adenosina (NELSON E COX et al., 2011) prejudicando a digestibilidade de lipideos,
carboidratos e, consequentemente, de energia (RODEHUTSCORD et al., 2000),
afetando o crescimento.

A quantidade de fdsforo necessaria para prevencdo da deficiéncia em peixes
varia com o tamanho do animal, taxa de crescimento, estagio de desenvolvimento e
fatores externos (SUGIURA et al.,2004). Os primeiros estudos sobre este mineral e sua
relacdo com a estrutura 6ssea mostraram que vertebrados terrestres podem continuar
crescendo com dietas contendo baixos niveis de fosforo, utilizando o nutriente
armazenado no sistema esquelético até sua exaustdo (SUGIURA et al., 2004).

O alimento possui maior importancia que a agua para suprir a necessidade em
fosforo dos peixes, sendo que aproximadamente 90% do fosforo proveniente desta fonte
é destinado a constituicdo dos tecidos de sustentacdo (STEFFENS, 1987). Contudo, o
fosforo presente nos alimentos convencionais encontra-se parcialmente indisponivel na
forma de fitato, devido ao fato da mucosa intestinal dos peixes ndo secretar a enzima
fitase (VIELMA et al., 1998.)
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Os peixes utilizam suas reservas de fosforo armazenadas no esqueleto e em
outros tecidos para suprir suas necessidades de crescimento (LALL, 2002), variando a
exigéncia de acordo com a especie. As exigéncias em fésforo dependem da fonte desses
minerais e das caracteristicas do sistema digestorio. Esse mineral é absorvido com mais
facilidade pelos peixes que possuem estdmagos, em relagdo aos que ndo o possuem,
sendo melhor absorvido em pH &cido (STEFFENS, 1987).

InformacBes sobre exigéncias, valor bioldgico dos alimentos e fontes
inorganicas sdo dados importantes para formulacdo de dietas para peixes, sendo
essenciais na formulacdo de racfes de baixo custo e que reduzam a excrecdo de
nutrientes como o fosforo para o meio (MUKHOPADHYAY e RAY 1997;
PENAFLORIDA, 1999).

O faésforo ndo absorvido pelo animal sera excretado e perdido na agua, que apos
decomposicdo ird eutrofizar o meio (WEISMANN et al., 1988). Tal impacto ambiental
esta diretamente relacionado com a quantidade e qualidade do fésforo presente na racéo
(ROY et al.,, 2002). A principal inclusdo de fésforo no ambiente aquéatico pela
piscicultura é por meio de racGes e, consequentemente, da excrecdo dos animais
(ODUM e BARRETT, 2007).

A suplementagdo do mineral é essencial, sobretudo, quando a fonte utilizada é
de origem vegetal (SUGIURA et al., 1998) este elemento se apresenta na forma de
fosforo fitico ou fitato, indisponivel aos peixes (VIELMA e LALL, 1998). A
substituicdo da farinha de peixe por proteina vegetal afeta a digestibilidade e a
biodisponibilidade do fosforo na dieta.

As exigéncias de fosforo para peixes sdo praticamente satisfeitas pela dieta
(WILSON et al., 1982). A absorcdo do fosforo proveniente da dieta é dependente do
grau de moagem do alimento, podendo influenciar na utilizacdo do mineral e na
solubilidade do nutriente no ponto de contato com a membrana absortiva (MC
DOWELL, 1992; LI et al., 1996). Além da fonte do mineral na dieta, as exigéncias do
peixe também dependem das caracteristicas anatdmicas das espécies. Em peixes cujo
estdmago compde o aparelho digestorio, a absorcdo de fosforos de baixa solubilidade é
superior, devido ao pH mais &cido, quando comparada a espécies que nao o possuem
(STEFFENS, 1987). As taxas de absorcdo e de assimilacdo também variam entre as

espécies e, consequentemente, suas exigéncias (HEPHER, 1990). Sollveis em &cido, 0s
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fosforos da alimentagdo séo absorvidos em consideravel quantidade mediante trocas de
formas ndo idnicas no trato digestorio e, por transporte na forma iénica do estbmago até
mausculos e tecidos estruturais (STEFFENS, 1987).

Exigéncia do fosforo para peixes

Animais alimentados com baixos teores de fosforo disponivel apresentaram
piora na conversdo alimentar, bem como reducédo do consumo e menor ganho de peso o
que pode estar relacionado com a pior relacdo célcio e fosforo (FRACALOSSI e
CYRINO, 2013). As relacdes de célcio e fosforo disponivel adequadas para alevinos de
tilapia-do-nilo foram de 1,5 e 1,0; fundamentais para o crescimento e a retencdo de
minerais pela tilapia-do-nilo (FURUYA, 2010).

Existe variabilidade nas exigéncias de fosforo devido as diferencas da
disponibilidade do mineral das dietas, espécies e fase de crescimento. (NRC, 2011). A
exigéncia dietética de fésforo para juvenis de salmdo-do-atlhantico, alimentados com
dietas contendo 4, 8, 10, 15 e 25 g kg™ de fésforo e uma ragdo comercial contendo 17 g
kg™, durante nove semanas, ndo diferiram em ganho de peso. Porém, os resultados
foram menores quando comparado a peixes alimentados com a racdo comercial. A
eficiéncia alimentar e teor de fésforo corporal normais indicaram que a exigéncia para
esta fase foi de aproximadamente 10g kg (ASGARD e SHEARER, 1997).

Juvenis de salmdo-do-atlantico apresentaram crescimento reduzido consumindo
dieta deficiente em fosforo ap6s nove semanas (BAEVERFJORD et al., 1998). Os
efeitos de alto e baixo teor de fosforo na dieta para salmao-do-atlhantico foram
investigados e, apos 30 dias de experimento ndo foram observados efeitos sobre o peso
corporal dos peixes, enquanto que as dietas com baixo teor de fosforo resultaram em
aumento do teor lipidico e reducdo no teor de cinzas, P, Ca, Mg e Zn, comparado aos
peixes alimentados com dietas contendo elevados niveis de fosforo (HELLAND et al.,
2005).

O nivel de fosforo recomendado para maxima mineralizagdo 6ssea de juvenis de
carpa comum foi de 15g kg® (Ogino e Takeda, 1976). Em experimento para
determinacéo da exigéncia de fésforo para alevinos de carpa comum, mostrou que o teor
de fosforo corporal aumentou com o aumento dos niveis de fésforo nas dietas. As

exigéncias minimas de fosforo, baseadas no ganho de peso, teor de fosforo corporal e
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excrecéo de fosforo foram de 6,4; 7,1 e 6,0g kg™, respectivamente (SUKUMARAM et
al., 2009).

Em bagre-do-canal, o fosforo sérico, cinzas e fosforo no osso aumentaram
linearmente com o aumento dos niveis do fésforo na dieta (EYA e LOVELL, 1997).
Para alevinos de bagre-do-canal alimentados com dietas contendo niveis e relacBes de
célcio (5,0 a 20g kg™) e fésforo (5,0 a 12,0g kg™), a exigéncia de fésforo disponivel foi
de aproximadamente 8,0 g kg™ da dieta. Nestes experimentos os ganhos de peso foram
méximos em peixes alimentados com dieta contendo 15,09 kg™ de célcio, porém, os
valores de cinza nos 0ssos do cranio e nas vértebras indicaram que a exigéncia maxima
de célcio para mineralizagdo 6ssea pode ser maior que para o crescimento Gtimo
(ANDREWS et al., 1973).

Salmbdes (Oncorhynchus nerka) alimentados com dieta suplementada com
fosforo e ferro apresentaram teor elevado de cinzas, célcio, fosforo, ferro e magnésio no
corpo quando comparados aos alimentados com dieta basal, enquanto que os teores de
proteina e gordura ndo diferiram (SEKINE e SATO, 1933).

Juvenis de “milk-fish” (Chanos chanos) apresentaram ganho de peso, teores de
cinza nos 0ssos, célcio e fosforo nas escamas aumentados até o nivel de fésforo de 8,99
kg" da dieta, sendo o nivel de fésforo necessario para o crescimento 6timo e a
mineralizagdo de juvenil de “milk-fish” 8,59 kg™ da dieta (BORLONGAN e SATOH,
2001).

Os valores referentes ao ganho de peso e eficiéncia alimentar indicaram que as
exigéncias minimas de fésforo disponivel para juvenis de “sunshine bass” (Morone
chrysops x M. saxatilis) foram de 4,1 e 4,6g kg™ na dieta. Analises de célcio nos 0ssos,
fosforo dos 0ssos e escamas indicaram a necessidade minima de fosforo disponivel na
dieta de 5,4g kg™* para a maxima mineralizagdo 6ssea (BROWN et al., 1993).

O ganho de peso, a conversdo alimentar e a eficiéncia proteica da tilapia-do-nilo
foram melhorados com a inclusdo de fdésforo na dieta (DATO-CAJEGAS e
YAKUPITIYAGE, 1996). Os efeitos do aumento do teor de fosforo na racdo foram
estudados para juvenis de “tiger barb” (Barbus tetrazona), sendo o ganho de peso,
eficiéncia alimentar e composi¢cdo mineral do corpo e ossos afetados pelos niveis

fosforo presentes nas dietas. Os peixes alimentados com a dieta contendo baixos niveis
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de fosforo apresentaram elevado teor de gordura corporal (ELANGOVAN e SHIM,
1998).

Experimento realizado com juvenis de bacalhau-do-atlantico demonstrou
aumento significativo do comprimento do peixe, melhor eficiéncia alimentar e
mineralizacdo Ossea adequada com o aumento da suplementagdo de fdsforo
(KOUSOULAKI, 2010).

Truta-arco-iris alimentadas com dietas isentas de suplementacdo de célcio e
fosforo apresentaram reducdo no apetite, retardo no crescimento, anemia hipocrémica
microcitica e, em certa porcentagem dos peixes, convulsdo e morte apds duas semanas
de experimento. Os peixes sobreviventes apresentaram escoliose, lordose e descamacéo
de ossos craniais (OGINO e KAMIZONO, 1975).

Estudo com juvenis de truta-arco-iris relataram valores de cinzas, niveis de
fésforo e calcio corporal e pele com escamas, responsivos para niveis entre 2,3 e 11,6 ¢
kg™ de fésforo na dieta, enquanto o crescimento dos peixes e a eficiéncia alimentar n&o
responderam aos niveis de fosforo (SKONBERG et al.,1997).

Estimou-se a exigéncia de fésforo para “large yellow croaker” (Pseudosciaena
crocea) cuja taxa de crescimento especifico que aumentou com a inclusédo de fosforo
disponivel entre 3,0 a 6,9 g kg™* na dieta. A composicao corporal demonstrou que o teor
de fosforo corporal, vértebras e escamas responderam ao nivel de fésforo disponivel na
dieta. A exigéncia de fosforo disponivel minima para o 6timo crescimento foi de 7,09
kg™ e para 6rgdos ou vértebras, de 8,9 e 9,19 kg™ da dieta, respectivamente (MAI et al.,
2006).

A exigéncia de fdsforo foi avaliada para juvenis de robalo-japonés (Lateolabrax
japonicus), apresentando os teores de cinza, lipidios, proteina, fosforo corporal,
vértebras e escamas, responsivos aos niveis de fosforo disponivel nas dietas que
continham entre 6,8 e 9,0 g kg™ do mineral (ZHANG et al., 2006).

A exigéncia de fosforo para o “Black sea bream” cujo nivel estimado para 0
melhor ganho de peso foi de 5,5 g kg™ de fésforo disponivel. O teor de fésforo presente
no corpo, vértebras e escamas dos peixes indicou que as necessidades para esta espécie
foram atendidas com os niveis de 8,1; 8,7 e 8,89 kg™, respectivamente. (SHAO et al.,
2008).
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A necessidade de fésforo para “whitefish” (Coregonus lavaretus) mostrou que
os peixes alimentados sem suplementacdo de fosforo apresentaram hipofosfatemia,
baixos teores de fosforo corporal e baixos teores de fosforo plasmatico. Para obter 95%
do teor maxima de cinzas nas vértebras e crescimento maximo, as necessidades de
fosforo disponivel foram de 6,5 e 6,2g kg™, respectivamente (VIELMA et al., 2002).

Em juvenis de perca prateada (Bidyanu bidyanus) a porcentagem de ganho de
peso aumentou com a adicdo de 2,4 a 7,2 g kg™ de fosforo nas dietas. Os resultados
indicaram que o crescimento maximo foi obtido de animais alimentados com dieta
contendo 7,1 g kg™ de fésforo. Os teores de fésforo no plasma aumentaram com 0s
niveis de fosforo de 7,2 e 10,8 g kg™, porém sem efeitos no teor de calcio plasmatico,
magnésio, zinco e atividade da fosfatase alcalina no plasma foram menores em peixes
alimentados com dietas com baixos niveis de fosforo. Sinais de deficiéncia de fosforo
foram caracterizados por crescimento deficiente, perda de apetite, coloragdo escura,
menor atividade fisica, mineralizacdo Gssea pobre e aumento no teor de lipideos no
corpo e figado dos peixes (YANG et al., 2006).

A exigéncia de fosforo na dieta para juvenis de “chinese sucker” (Myxocyprinus
asiaticus) alimentados com ragdes contendo 3,1; 5,3; 7,5; 9,6 e 11,8 g kg™ de fésforo
disponivel. Contudo, a exigéncia minima de fosforo em dietas para juvenis de “chinese
sucker” foi de 7,4 g kg™, sendo que as exigéncias estabelecidas pelos teores de fosforo
do corpo, vértebras e escamas foram de 8,3, 8,8 e 8,6 g kg™ de fésforo disponivel,
respectivamente (YUAN et al., 2011).

Absorcao de fosforo

O fosforo é absorvido no duodeno por mecanismo de transporte ativo com co-
transporte do ion sdédio. A taxa de transporte ativo aumenta com a presenca do
horménio calcitrol, considerado a forma ativa da vitamina D3(1,25 (OH),D3). O
transporte do fosforo no jejuno e ileo ocorre por mecanismo passivo, sendo a taxa de
transporte do fosforo dependente principalmente da suo teor no limen intestinal
(GOODMAN e GILMAN, 2012).

A absorcdo do fosforo é feita no intestino delgado por meio das fosfatases

intestinais que hidrolisam a forma organica, assim, a maior parte da absorc¢do do fésforo
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ocorre na forma inorganica (McDOWELL, 1992; MARTINI 2006; DA SILVA e
COZZOLINO, 2007).

O ion fésforo representa importante papel no metabolismo de carboidratos,
lipideos, e aminoacidos; no metabolismo dos tecidos musculares e nervosos; nos
processos metabolicos que envolvem funcdo tampdo em fluidos de corpo (LALL,
2002). A deficiéncia de fésforo tem como consequéncia aumento da gliconeogénese no
figado e, com isso, incremento na sintese de acidos graxos a partir dos aminoacidos
(TAKEUCHI e NAKAZOE, 1981).

Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina € uma enzima polifuncional, que funciona como
transfosforilase catalisando a transferéncia de grupos de um composto para 0 outro, em
pH alcalino e desempenhando papel central na mineralizacdo do esqueleto de animais
aquaticos (LAN et al., 1995; ZIKIC et al., 2001). A fosfatase alcalina no 0sso ou no
plasma vem sendo usada como indicador de desenvolvimento dsseo. Altos niveis de
fosfatase alcalina indicaram peixes hipofosfattmicos em “red sea bream”
(SAKAMOTO e YONE, 1980). A atividade da enzima em juvenis de tilapia hibrida foi
menor em peixes alimentados com dietas sem suplementacdo de célcio (SHIAU e
TSENG, 2007). AlteracBes nos niveis plasmaticos de fosfatase alcalina podem levar ao
aumento da deposicdo de lipideos na carcaca (BAEVERFJORD et al., 1998; ZANG et
al., 2006., YANG et al., 2006; FURUYA et al., 2008).

Enzimas séricas como a fosfatase alcalina e a aspartato aminotransferase séo

consideradas marcadores séricos importantes na analise da funcao hepatica de animais.

Aspartato aminotransferase (AST)

A aspartato aminotransferase & uma enzima envolvida no metabolismo de
proteinas e aminoacidos (FOLMAR, 1993; ZIKIC et al.,, 2001). A AST catalisa a
transferéncia do grupo amina do &cido aspartico para o a-cetoglutarato com formacgéo
de glutamato e oxaloacetato, sendo o oxalato reduzido pela acdo da malato
desidrogenase, a0 mesmo tempo em que a coenzima NADH é oxidada a NAD
(STRYER, 1990).
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Adenosina trifosfato sintetase (ATPase)

A ATPase desempenha papel importante no transporte de ions atraves das
células e desta forma contribui para o equilibrio osmotico dos peixes (STAGG et al.,
1992; ATLI e CANLI, 2011). A enzima se liga a diferentes cofatores apresentando
funcdes especificas. A Na'/K*-ATPase esta envolvida no transporte ativo de eletrolitos
através das branquias. A Ca?*-ATPase possui a funcdo de remover os fons Ca’** do
citoplasma para impedir a reducdo dos niveis de Ca®* séricos. A Mg**-ATPase é
responsavel pela regulacdo trans-epitelial do fon Mg?*, desempenhando papel
importante na fosforilacdo oxidativa e transporte i6nico (ATLI e CANLI, 2011). Por
meio da fosforilagdo oxidativa a célula obtém a maior parte da energia a partir da
degradacdo de matéria organica. A formacao dos complexos de Mg?* isola parcialmente
as cargas negativas influenciando a conformacédo dos grupos fésforo em nucleotideos
tais como ATP e ADP (NELSON E COX, 2011).

A ATPsintetase ou ATPase, ¢é um complexo enzimatico localizado na
membrana mitocondrial interna que a partir de ADP e fdsforo inorganico, catalisa a
formacdo e hidrélise do ATP, acompanhado por fluxo de protons (NELSON E COX,
2011). O ATP hidrolisado libera energia que é direcionada para os processos anabélicos
onde moléculas simples sdo ligadas formando moléculas complexas como lipidios,
polissacarideos, proteinas e acidos nucléicos.

A ATPase € considerada como biomarcador sensivel utilizado para avaliar a
fragilidade da membrana das branquias (STAGG et al., 1992). O figado é o d6rgdo que
desempenha papel vital em diversas vias metabdlicas dos peixes (MOON et al., 1985),
sendo o principal 6rgdo onde ocorre acumulagdo, biotransformacdo e excrecdo de
produtos do metabolismo de xenobioticos (TRIEBSKORN et al., 1994). O figado
possui funcbes de assimilar e armazenar nutrientes, produzir bile, manter a
mineralizacdo corporal com o processamento de carboidratos, proteinas, lipideos e
vitaminas (FRACALOSSI E CYRINO, 2013).

Esta tese foi dividida em dois estudos:

Estudo I: tem como objetivo avaliar a influéncia do calcio e fosforo no
desempenho produtivo e mineralizacdo 6ssea de juvenis da tilapia-do-nilo.

Estudo Il: tem como objetivo avaliar a influéncia do célcio e fosforo na

utilizacdo de nutrientes e bioquimica de juvenis da tilapia-do-nilo.
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Ambos os artigos foram normatizados de acordo com a revista Aquaculture
Nutrition.
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Calcio e fosforo para tilapia-do-nilo: desempenho produtivo e mineralizagdo 6ssea

Resumo

Neste estudo foram utilizados 330 juvenis da tilapia-do-nilo (peso inicial
15,26+0,3g) alimentados com dieta ausente de suplementagdo e suplementadas com
3,4:5,1; 5,1:5,1; 6,7:10,0 e 10,0:10,0g kg™ de célcio e fosforo, durante 96 dias. Peixes
alimentados com 5,1: 5,1g kg™ apresentaram peso final e ganho de peso menor (P<0,05)
comparados aos com 6,7:10,0 e 10,0:10,0g Kg™. A conversdo alimentar de peixes
alimentados com dieta suplementada foi melhor (P<0,05) comparada aos alimentados
com dieta ndo suplementada. A andlise morfométrica da vértebra dos peixes mostrou
aumento (P<0,05) em animais alimentados com 6,7:10,0g Kg™. O teor de célcio e
fosforo corporal de peixes alimentados com 6,7:10,0g kg™ foi maior comparado aos
alimentados com 5,1:5,1g kg™. O teor de cinzas nas vértebras de peixes alimentados
com dietas suplementadas foi maior (P>0,05) comparada aos sem suplementacdo. O
teor de calcio na vértebra dos peixes alimentados com dieta contendo 10,0:10,0g kg™ foi
maior (P<0,05) comparado as demais.O teor de calcio na vértebra dos peixes
alimentados com dietas contendo 6,7:10,0 e 5,1:5,1g kg™ foi maior (P<0,05) comparado
aos alimentados com 3,4:5,1g kg'. Os teores de fosforo na vértebra de peixes
alimentados com dietas de 3,4: 5,1g kg™ e 6,7:10,0g kg foram menores (P<0,05)
comparados aos peixes alimentados com as demais dietas. As dietas 6,7:10,0 e
10,0:10,0g kg™ de célcio e fosforo atenderam as necessidades dos Juvenis da tilapia-do-

nilo em desempenho e mineralizagdo 6ssea.

Palavras chave: mineral, nutri¢do, peixes, vértebra, relagdo
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Calcium and phosphorus for Nile tilapia: growth performance and bone

mineralization

Abstract

This study used 330 juveniles of Nile tilapia (initial weight 15.26 + 0.3g) fed
unsuplemented diet and supplemented with 3.4: 5.1; 5.1: 5.1; 6.7:10.0 and 10.0:10.0g
kg™ of calcium and phosphorus for 96 days. Fish fed with 5.1: 5.1g kg™ final weight
and had lower weight gain (P <0.05) compared to those with 6.7: 10.0 and 10.0:10.0g
kg™. The feed of fish fed with diet supplemented was better (P <0.05) compared to the
unsupplemented diet fed. The morphometric analysis of the vertebra showed fish
increase (P <0.05) in animals fed with 6.7: 10.0 g kg™. The body calcium and
phosphorus fish fed with 6.7:10.0 g kg™ was higher compared to fed 5.1: 5.1g kg™*. The
ash content in fish fed diets supplemented vertebrae was higher (P> 0.05) compared to
no supplementation. The calcium content in fish vertebrae fed a diet containing 10.0:
10.0 g kg™ was higher (P <0.05) compared to too much trouble calcium content in the
vertebrae of fish fed diets containing 6,7 : 10.0 and 5.1: 5.1g kg™ was higher (P <0.05)
compared to fed 3.4: 5.1g kg™. The phosphorus content in the vertebra fish fed diets
with 3.4: 5,1g kg™ and 6.7: 10.0 g kg™ were lower (P <0.05) compared to fish fed with
the other diets. Diets 6.7:10.0;10.0:10.0g kg™* of calcium and phosphorus met the needs

of juveniles of Nile tilapia in performance and bone mineralization.

Keywords: mineral, nutrition, fish, vertebra, relationship
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Introducéo

O célcio e o fésforo atuam em conjunto no desenvolvimento, manutencdo do
sistema esquelético e estabilidade das vértebras e sdo exigidos em grandes quantidades
pelos peixes (Robinson et al. 1987), sendo o fosforo absorvido preferencialmente do
alimento e o célcio da agua (Nose e Arai 1979). A deficiéncia destes minerais pode
causar deformidades esqueléticas, mortalidade, reducdo do crescimento e baixa
utilizacdo dos nutrientes pelos animais causando perdas econémicas (Aunsmo et al.
2008).

A maioria dos peixes mantém a relacdo célcio e fésforo constante no corpo
(NRC 2011), sendo esta relacdo importante na mineralizacdo de tecidos corporais.
Peixes que receberam racdo deficiente em fosforo, mas com calcio suficiente na agua e
racdo, apresentaram baixo teor de célcio nos tecidos independente da quantidade de
fésforo presente na dieta (Sakamoto e Yone 1979; Ogino et al. 1979; Watanabe et al.
1980).

O excesso de calcio interfere na absorcdo de fosforo, sendo o contrario
verdadeiro (NRC 2011). Quando existe excesso de calcio, o fosforo ndo é absorvido
pelo intestino porque este elemento se combina com o calcio formando composto
biologicamente indisponivel aos peixes (Andrews et al. 1973; Porn-Ngan et al. 1993; Li
et al. 1996).

As necessidades de fésforo para peixes foram estimadas entre 0,3 e 8,0% (NRC
2011), sendo encontrados valores de 8,6 g kg™ para alevinos da tilapia-do-nilo (Yao et
al. 2014). A necessidade de calcio depende da disponibilidade do mineral na agua,
sendo de 0,7% para tildpia-do-nilo em aguas livres de calcio e de 0,37 em aguas
contendo 2% de calcio (Hossain e Yoshimatsu 2014). A adicdo de fésforo em dietas
melhorou o ganho de peso, crescimento, teor de fosforo corporal e teor de fosforo na
vertebra de juvenis da tilapia-do-nilo (Yao et al. 2014) e, a adi¢do de célcio melhorou o
ganho de peso, teor de calcio e fésforo em 0ssos e escamas para a mesma espécie (Shiau
e Tseng 2007).

Dentro do contexto apresentado, estudar a influéncia do célcio e fosforo para

juvenis da tilapia-do-nilo sobre desempenho e mineraliza¢do 0ssea.
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Material e Métodos

Dietas Experimentais

Foram avaliadas quatro dietas suplementadas com calcio e fosforo visando obter
relagbes entre o calcio e o fosforo de 1,0:1,0 e 1,0:1,5 e uma dieta ausente de
suplementacdo destes minerais para ser utilizada como controle negativo. As fontes
utilizadas nas dietas suplementadas foram fésforo monopotéssico e fésforo bicalcico
(Furuya et al. 2010).

As dietas foram constituidas de um tratamento ausente de suplementacéo,
contendo apenas o célcio e fésforo presente nos alimentos, as demais dietas foram
formuladas para conter 3,4:5,1g kg™ (relagdo 1,0:1,5); 5,1:5,1 g kg™ (relacdo 1,0:1,0);
6,7:10,0g kg™ (relacdo 1,0:1,5) e 10,0:10,0g kg™ (relacéo 1,0:1,0), de célcio e fésforo,
respectivamente. As dietas foram balanceadas de acordo com Furuya et al. (2010). O
suplemento vitaminico-mineral presente nas dietas ndo continha célcio e fésforo em sua
composicao (Tabelal).

Apds a formulacdo das dietas, os ingredientes foram moidos a 0,42 mm e
homogeneizados em misturador automatico (ACAO CIENTIFICA®, Piracicaba-SP,
Brasil). A mistura foi processada em extrusora de rosca simples (EXTEEC®, Ribeir&o
Preto, Brasil), desidratada em estufa de circulagdo forcada a 55 °C por 12 h e
armazenados a -20 °C para posterior utilizagdo.

Os peixes foram adaptados as dietas por sete dias e durante todo o periodo
experimental os animais foram alimentados quatro vezes ao dia até a saciedade
aparente. As alimentacdes foram realizadas as 8h30min, 11h30mim, 14h30min e
17h30min.

Ensaio experimental

Foram utilizados 330 juvenis de tilapia-do-nilo com peso médio inicial de 15,26
+ 0,3 g distribuidos em 15 aquéarios de 500L. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado com cinco tratamentos e trés repetices. Foi utilizado sistema
de recirculacdo e filtragem de agua por meio de filtro mecénico e bioldgico, o
aquecimento foi controlado por meio de termostato digital (26°C) mantendo a

temperatura constante, fotoperiodo de 12 h E: 12 h L e uso de lampada UV.
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Foram avaliados célcio da agua (3,14 mg L™) e parametros de qualidade
utilizando-se sonda multipardametro YSI 556e (YSI Environmental, Yellow Spring, OH,
USA), medidos o pH (6,8) e por meio de kit, amdnia téxica (0,004ppm- Labcon®),
dureza ( 17,41 ppm de CaCos-Labcon®). Apés o periodo de 96 dias, os peixes foram
eutanasiados (Benzocaina 0,1g L™) e pesados para avaliar os indices de desempenho
produtivo: ganho de peso (GP) = (peso final — peso inicial) (g); peso final (g); taxa de
crescimento especifico = (In (média final do peso) — In (média inicial do peso)) / tempo
* 100 (% dia ™); conversdo alimentar = (consumo de ragdo / ganho em peso) (g g™);

taxa de sobrevivéncia = (n° de peixes vivos / n° de peixes mortos) *100 (%).

Coleta de amostras

Foram coletados aleatoriamente trés peixes por tanque para as analises de
composicédo corporal. Os peixes foram pesados, moidos e secos em estufa de circulagao
de ar por 24h a 55 °C, esta mistura foi armazenada para posterior analise.

Para a retirada das vértebras, seis peixes foram cozidos em aparelho de
microondas por 5min. A vértebra de cada peixe foi coletada e seca em estufa de
circulacéo de ar por 12 h a 105 °C e para remoc&o de gordura, em seguida, as vértebras
foram colocadas em aparelno Soxhlet (Foss Tecator Soxtec Sistema HT2 1045,
Hoeganaes, Suécia) por 12 h para remoc¢do da matéria graxa e foram novamente secas
em estufa por 12 h. Estas vértebras foram moidas e armazenadas para posterior analise.

As escamas de seis peixes por aquario foram coletadas e secas em estufa de
circulacdo de ar por 12 h a 105 °C e para remoc¢do de gordura, as escamas foram
colocadas em aparelho de (Soxhlet Foss Tecator Soxtec Sistema HT2 1045, Hoeganaes,
Suécia) por 12 h para remocdo da matéria graxa e foram secas novamente em estufa por
12 h, moidas em moinho criogénico e armazenadas para posterior analise. Foram
coletadas amostras de agua para determinacao de célcio. Para histologia foram retiradas
as vértebras de nove peixes por tratamento e imediatamente submetidas a fixacdo em
formol 5%. As amostras foram descalcificadas e submetidas a corte de 4um na quarta
vértebra, por meio de micrétomo automatico (Leica®2145). Em seguida procedeu-se a
coloracgéo pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE), conforme protocolo histotécnico

padréo.
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Analises quimicas

Para determinacdo do teor de cinzas, as amostras processadas do corpo, das
vertebras e das escamas, foram determinadas segundo AOAC (2000).

Para determinacdo de calcio e fosforo, as amostras processadas foram digeridas
em mistura contendo 2 mL de acido nitrico e 3 mL de &cido perclérico em bloco
digestor até a obtencdo de extrato &cido transparente (AOAC 2000).

A determinacdo do célcio das amostras mineralizadas e da agua, foi realizada
por espectrofotometria de absorcdo atdbmica em chama. Solucdo de 5% de Oxido de
lantanio foi adicionada ao extrato &cido para prevenir interferéncia do fésforo presente
nas amostras.

A determinacdo do fosforo das amostras mineralizadas foi realizada por

espectrofotometria no visual, utilizando o método vanadomolibdico.

Analise histoldgica

Foram realizadas analises morfométricas da vértebra de juvenis da tilapia-do-
nilo para obter medidas de comprimento de o0sso depositado. A leitura das laminas
histoldgicas foi realizada com auxilio de microscépio 6tico (Leica® DM750) acoplado
ao sistema analisador de imagens Leica®(Image-Pro Plus versdo 4.5.0.27) no

Laboratorio de imagens da zootecnia, FMVZ - Unesp, Botucatu.

Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + DP. Todos os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA). As diferencas entre os tratamentos foram
analisadas pelo teste de Duncan ao nivel de significancia P <0,05. Programa estatistico
utilizado foi 0 SAS.

Comité de ética

Os experimentos produzidos foram aprovados pela Comissdo de Etica no uso de
animais da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade Estadual
Paulista (protocolo 09/2013 — CEUA).
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Resultados

Desempenho

Peixes alimentados com dieta contendo 5,1: 5,1g kgde calcio e fésforo
apresentaram peso final e o ganho de peso menor (P<0,05) quando comparados aos
animais que consumiram as dietas contendo 6,7:10,0 e 10,0:10,0g Kg™ de célcio e
fosforo (Tabela 2).

A conversdo alimentar de peixes ausentes de peixes alimentados com as dietas
suplementadas de célcio e fosforo foi melhor (P<0,05) comparada a peixes alimentados
com a dieta ndo suplementada. Nao houve diferenca (P >0,05) na taxa de sobrevivéncia
(Tabela 2).

Mineralizagao

A anélise morfométrica da vértebra (Figura 1) dos peixes mostrou aumento
(P<0,05) do comprimento a partir dos animais alimentados com dietas contendo
6,7:10,0g Kg™* de célcio e fosforo, respectivamente (Tabela 2).

O teor de célcio e fésforo corporal de peixes alimentados com dietas contendo
6,7:10,0g kg™ de calcio e fésforo foi maior comparado aos peixes alimentados com
5,1:5,1g kg™ de calcio e fésforo (Tabela 3). N&o houve diferencas (P>0,05) no teor
corporal de cinzas dos peixes alimentados com as dietas experimentais (Tabela 3).

O teor de cinzas avaliado nas vértebras de peixes alimentados com as dietas
suplementadas de célcio e fosforo foi maior (P>0,05) comparada as cinzas dos peixes
alimentados com a dieta sem suplementacédo (Tabela 3).

O teor de calcio na veértebra dos peixes alimentados com a dieta contendo
10,0:10,0g kg™ de célcio e fosforo foi maior (P<0,05) comparado as demais dietas
(Tabela 3). O teor de calcio na vertebra dos peixes alimentados com dietas contendo
6,7:10,0 e 5,1:51g kg* de calcio e fésforo foi maior (P<0,05) comparado aos
alimentados com dieta contendo 3,4:5,1g kg™.

Os teores de fosforo na vertebra de peixes alimentados com as dietas de 3,4:
5,19 kg™ de calcio e fosforo e de 6,7g kg™ de calcio e 10,0g kg™ de fosforo foram

menores (P<0,05) comparados aos peixes alimentados com as demais dietas (Tabela 3).
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O teor de cinzas, célcio e fosforo das escamas dos peixes alimentados com as
dietas experimentais ndo apresentaram diferencas (P>0,05) quando comparados o0s

tratamentos (Tabela 3).

Discussao

A suplementacéo de calcio e fosforo nas dietas dos peixes proporcionou reducéo
na conversdo alimentar quando comparada aos animais alimentados com a dieta sem
inclusdo. Este fato pode ser associado ao aumento do peso final e ganho de peso em
todos os tratamentos (Tabela 2), embora os peixes alimentados com 6,7:10,0 e
10,0:10,0g kg™ tenham apresentado valores de peso final e ganho de peso superiores aos
demais tratamentos. Em todos os tratamentos, os peixes apresentaram teores de cinza da
vértebra maiores comparados aos alimentados sem inclusdo. O teor de célcio da
vértebra destes animais mostrou aumento exceto em peixes alimentados com 3,4g kg™.
Embora tenha ocorrido aumento de céalcio na vértebra dos peixes alimentados com
5,1:5,1; 6.7:10,0; 10,0:10,0 apenas os tratamentos 6,7:10,0 3 10,0:10,0 apresentaram
maior comprimento da morfometria da vértebra.

O célcio e o fosforo sdo os principais constituintes do 0sso, sendo este
considerado metabolicamente ativo, podendo sofrer continua remodelacdo 0ssea (Lall e
Lewis-MCcrea 2007). Os processos de formacdo, mineralizacdo e reabsorcao 6ssea sao
influenciados pelo nivel de fosforo nas dietas (Roy et al. 2003). A concentracao
extracelular destes minerais é controlada por horménios que afetam a entrada no
intestino e saida pelos rins; quando necessario, estes hormonios regulam a retirada de
mineral do reservatdrio esquelético. O paratormdnio (PTH) pode exercer efeitos
catabdlicos e anabolicos sobre 0 0sso. A elevacdo crénica do PTH pode aumentar a
reabsorcéo Ossea e consequentemente a liberacdo de célcio no liquido extracelular. A
principal célula alvo do PTH no 0sso é o ostoblasto (células formadoras de 0sso), além
de recrutar células precursoras dos osteoclastos para formar novas unidades de
remodelagem dssea. (Goodman e Gilman, 2012).

O aumento no ganho de peso e peso final em animais alimentados com dietas

contendo 3,4:5,1 e 5,1:5,1g kg-1 de célcio e fosforo ocorreu em detrimento a redugéo do
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fésforo na vértebra. A deficiéncia de fosforo na dieta de peixes teledsteos diminui com
o teor mineral do 0sso, significando atraso na mineralizacdo (Vielma et al. 2002) .

Os teores de célcio e fosforo corporal dos peixes apresentaram aumento quando
comparados aos animais alimentados com dietas contendo 5:1,5,1g kg™ de célcio e
fésforo.A adequacdo das concentragdes absolutas de célcio e fésforo nas dietas pode
interferir na absorcdo destes minerais, pois o excesso de calcio limita a absor¢do
intestinal do fésforo, porque o fésforo se combina com o célcio formando composto
biologicamente indisponiveis aos peixes (Andrews et al. 1973). A utilizacdo de fosforo
é dependente de calcio, sendo a calmodulina, a proteina responséavel por transportar o
calcio e o fosforo para o intestino dos animais (Brody 1999).

As dietas 6,7:10,0 e 10,0:10,0g kg’ de célcio e fésforo atenderam as

necessidades dos Juvenis da tilapia-do-nilo em desempenho e mineralizacdo 6ssea.
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Tablel. Composition of basal and experimental diets (dry matter 100%)

Ingredients (g kg™) 0:0 345.1 5151 6.7:10.0 10.0:10.0
Soybean meal 458.70 465.14 465.92 468.19  468.90
Corn, gluten-60 58.60 56.03 55.82 60.00 60.00
Wheat middling 100.00 100.00 97.98 90.00 90.00
Corn, grain 367.70 349.13 349.40 316.24  311.97
Soybean oil - - - 11.81 13.09
HCL- Lysine 2.58 2.49 2.48 2.49 2.48
Methionine 241 2.45 2.45 2.46 2.46
Threonine 3.37 3.37 3.37 3.39 3.39
Triptophan 0.01 - - 0.01 0.01
Dicalcium phosphate - 7.37 14.22 20.67 33.95
Monopotassium phosphates - 7.42 1.78 18.14 7.14
Butylated hydroxytoluene 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Salt 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Vitamin C 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
Vitamin and mineral

oremix’ 5.00 5.00 5.00 500 500
Estimated composition

Digestible energy (kcal kg™) 3086 3039 3036 3036 3036
Digestible protein (%) 26.81 26.81 26.81 26.81 26.81
Crude fiber (%) 4.40 4.41 4.40 4.29 4.29
Crude lipid (%) 0.90 0.88 0.87 2.03 2.16
Calcium (%) 0.16 0.34 0.51 0.67 1.00
Available phosphorus (%) 0.20 0.51 0.51 1.00 1.00
Lysin (%) 1.53 1.53 1.53 1.53 1.53
Methionine (%) 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52
Methionine+Cystine (%) 0.86 0.86 0.86 0.86 0.86
Threonine (%) 1.18 1.18 1.18 1.18 1.18
Triptophan (%) 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30

!Vitamin and mineral premix: Vitamin A = 1.000.000 1U kg*; Vitamin D3 = 500.000 IU kg™;

Vitamin E = 20.000 U kg™; Vitamin K3 = 500 mg kg™; Vitamin B1 = 1.900 mg kg™; Vitamin B2 =
2.000 mg kg'™; Vitamin B6 = 2.400 mg kg*; Vitamin B12 = 3.500 mg kg'*; Vitamin C = 25 g kg™*; Niacin
=5.000 mg kg™; calcium pantothenate = 4.800 mg kg™; Folic acid =200 mg kg™; Biotin = 40 mg kg;
Manganese = 7.500 mg kg'*; Zinc = 210 g kg™; Iron = 12,50 g kg™; Copper =2.000 mg kg'*; lodine = 200
mg kg*; Selenium = 70 mg kg™*; Butylated hydroxyl toluene = 300 mg kg™.
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Table 2. Initial body weight (IBW), Final body weight (FBW), Body weight gain (BWG), Morphometric
vertebral length (MVL) Feed conversion (FC) and Survival of juvenile Nile-tilapia fed diets containing
different levels of calcium and phosphorus

0:0 3.4:5.1 5.1:5.1 6.7:10.0 10.0:10.0
IBW (g) 1537+ 0.1 15.44 +0.2 15.04 + 0.6 15.06 + 0.4 14.80+ 0.5
FBW (g) 39.53+2.0°  118.63+354®  108.60 +3.2° 157.57 +31.82*® 153.9+ 145"
BWG (g) 2414+1.9° 10316 +353®  9356+37° 142.48+31.9°  139.04 +3.2°
FC (g g™ 2.14 + 0.4° 1.47 +0.5" 1.47 +0.05° 1.28 +0.35" 1.19 + 0.06°
Survival (%)  90.91+4.5 86.36 + 7.9 89.39+5.2 93.34+5.2 96.98 + 2.6

MVL (um) 130,52 +14,35° 140,31 +12,88° 141,73+287° 166,38 +9,58" 198,11 + 1,46

Values are as means + standard deviation of three replicates. Means followed by the same letter in the
column do not differ among themselves by Duncan test (p<0.05). BWG: [final body weight (g) — initial
body weight (g)]; FC: [feed intake (g)/ body weight gain (g)]; Survival: [(number of final fish/number
of initial fish)]*100
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Table 3. Calcium (Ca) and phosphorus (P) levels and Ca/P ratio in scale, vertebrae and carcass of juvenile
Nile-tilapia fed diets containing various levels of calcium and phosphorus

0:0 3.4:5.1 5.1:5.1 6.7:10.0 10.0:10.0
Body composition (g kg™
Ash 9.61+1.1 8.94+0.3 8.98+0.3 758+ 2.4 8.81+0.5
Calcium 5.64 + 0.4%® 6.71+0.8® 5.25+0.2° 12.82 + 6.8° 10.40 + 6.0
Phosphorus 411 +0.4%® 462 +1.2% 3.77+0.1° 10.31 £ 6.5° 9.46 + 6.1
Ca/P 1.35+0.1 1.51+04 1.39+0.1 1.41+04 1.13+0.1
Vertebrae (g kg™
Ash 50.31 + 0.8 54.69 + 2.2° 95.26 + 0.9% 56.88 + 3.7° 58.54 + 1.1%
Calcium 171.67+7.1°  176.83+7.1°  187.43+3.3"  189.68+4.9°  199.78 +6.2°
Phosphorus 56.48 + 2.6 51.31 +0.4° 54.61 + 1.4° 51.38 +1.9° 54.94 + 0.6
Ca/P 3.04+0.1 3.45 + 0.05 3.44+0.1 3.69+0.2 3.64+0.1
Scales (g kg™)
Ash 27.65+4.1 25.65+ 7.5 23.85+1.6 26.49 +3.2 28.63 +3.8
Calcium 124.34+10.4 12855+ 20.4 121.74+7.9 131.71+14.8  140.66 +10.1
Phosphorus ~ 114.02+20.6  118.71+365  102.25+125  119.28+21.6  130.90 +15.8
Ca/P 1.10+0.1 1.12+0.2 1.20+0.1 1.11+0.1 1.07 +0.05

Values are as means + standard deviation of three replicates. Means followed by the same letter in the
column do not differ among themselves by Duncan test (p<0.05).



Figurel. Vertebrae histological section of juvenile Nile tilapia fed diets
containing 0 (1A); 0,34: 0,51 (1B); 0,51:0,51 (1C); 0,67:1,0 (1D) and 1,0:1,0
(1E) of calcium and phosphorus, respectively. Locations represented for * are

bone matrix. They represent locations that were performed Morphometric cuts.
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Calcio e fosforo para tilapia-do-nilo na utilizacdo de nutrientes e parametros

bioquimicos

Resumo

Para investigar influéncia do célcio e fosforo sobre juvenis da tilapia-do-nilo, foram
utilizados 60 peixes (peso médio, 80,3+1,0g) alimentados com dieta ausente de
suplementacéo e suplementadas com 3,4:5,1; 5,1:5,1; 6,7:10,0 e 10,0:10,0g kg™ de
calcio e fosforo, durante 96 dias. Todas as dietas foram acrescidas de oxido de crémio
I11. Peixes suplementados apresentaram maior (P<0,05) taxa de crescimento especifico.
A concentracdo de orto fosfato na agua dos aquérios de peixes alimentados com 5,1:5,1
e 10,0:10,0g Kg*foi maior (P<0,05). A retencdo de fésforo foi maior (P<0,05) com a
inclusdo deste mineral na dieta. Maiores (P<0,05) valores de colesterol total foram
apresentados no soro de peixes alimentados com 3,4: 5,1g kg™ e 5,1:5, 1g kg™ . Peixes
alimentados com a dieta contendo 6,7:10,0g kg™ de calcio e fésforo apresentaram
valores de colesterol séricos menores (P<0,05) comparados aos demais tratamentos. A
atividade da ATPase no figado e concentracdo de triglicerideos no soro aumentaram em
peixes (P<0,05) com a inclusdo dos minerais na dieta em relacdo aos peixes alimentados
com dieta sem inclusdo. Juvenis da tilapia-do-nilo apresentaram melhor resultado

quando alimentados com 6,7:10,0g kg™ de célcio e fosforo na dieta.

Palavras chave: Orto fosfato, ATPsintetase, Lipideo, Peixes, Nutrientes
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Calcium and phosphorous to the Nile tilapia in the use of nutrients and

biochemical parameters

Abstract

0 investigate the influence of calcium and phosphorus on juvenile of Nile tilapia, 60
fish were used (mean weight 80.3 + 1.0g) fed unsupplemented and diet supplemented
with 3.4: 5.1; 5.1: 5.1; 6.7: 10.0 and 10.0: 10.0 g kg™ of calcium and phosphorus for 96
days. All diets were added to chromium Ill oxide. Supplemented fish had higher (P
<0.05) specific growth rate. The concentration of ortho-phosphate in water for fish
tanks fed with 5.1: 10.0 and 5.1: 10.0 g kg™foi higher (P <0.05). The phosphorous
retention was higher (P <0.05) with the inclusion of this mineral in the diet. Higher (P
<0.05) Total cholesterol values were found in the serum of fish fed with 3.4: 5,1g kg™
and 5,1: 5, 1 g kg-1. Fish fed diets containing 6,7:10.0 g kg™ of calcium and phosphorus
had lower serum cholesterol levels (P <0.05) compared to other treatments. The ATPase
activity in the liver, serum triglyceride concentration in fish increased (P <0.05) with the
inclusion in the diet compared to fish fed with diet without inclusion. Juvenile of Nile
tilapia showed better results when fed with 6.7: 10.0 g kg™ of calcium and phosphorus
in the diet.

Keywords: Ortho-phosphate, ATP synthase, Lipid, Fish, Nutrients
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Introducéo

A aquicultura tem como desafio melhorar a qualidade dos efluentes mantendo os
niveis de producdo elevados. Os efluentes provenientes dos sistemas de producao
contém fdsforo e nitrogénio, fato que pode contribuir para o crescimento excessivo de
algas e macrofitas no meio aquéatico (Pillay 1992). Contudo, um modo eficaz para
reduzir a carga de efluentes da aquicultura seria modificar a formulacédo de dietas para o
crescimento de peixes objetivando a diminuicdo da excrecdo de fosforo e nitrogénio
para 0 meio (Cowey e Cho 1991; Talbot e Furo 1994). No pais, a eliminacao permitida
de fosforo corresponde & 0,035mg/L, segundo resolucdo do CONAMA.

O fosforo ingerido possui trés destinos, ser retido para o crescimento, estar
presente em residuos sélidos e ser excretado (Lall 1991; Sugiura et al. 2000a). No
entanto, alguns fatores podem influenciar os destinos do fosforo ingerido, dentre eles,
incluem a forma do fésforo ingerido e sua disponibilidade, o nivel de fosforo na dieta, a
regulacdo fisioldgica da absorcao intestinal e a excrecdo urinaria de fosforo (Lall 1991;
Vielma e Lall 1998; Rodehutscord et al. 2000. ; Sugiura et al. 2000b).

A forma predominante de fésforo em alimentos de origem vegetal é o fosforo
fitico, total ou parcialmente indisponivel aos peixes (NRC 2011). No entanto, a
substituicdo por fontes protéicas de origem vegetal em dietas podem reduzir os residuos
de fosforo mesmo sem a adicdo de fitase (Jahan et al. 2000; Vielma et al. 2000),
melhorando a absorcdo do mineral pelos animais.

A relacdo de calcio e fosforo adequada pode melhorar o aproveitamento de
fosforo pelos peixes (Lall e LewisMcCrea 2007). O fosforo é um componente
importante dos acidos nucléicos (DNA e RNA) e dos compostos de transporte de
energia como fosfolipidios das membranas celulares, bem como, da adenosina-trifosfato
(ATP) (Lall 1991).

As fungdes metabolicas nos peixes dependem da energia oriunda do ATP. Esta
energia é proveniente das fontes lipidicas, entre elas, 0s acidos graxos que associados a
proteinas representam 0s principais nutrientes essenciais para estes animais. Desta
forma, a principal funcdo dos lipideos consiste em produzir energia metabolica para
crescimento, nutricdo, natacdo e armazenamento em peixes (Tocher 2003). Poucos
estudos descrevem a composi¢do dos ganhos e depositos energéticos dos peixes

alimentados com diferentes racGes. Além disso, sdo escassas as informacgdes sobre a



51

utilizacdo de distintas fontes de nutrientes na composicdo energética em diversos
tecidos de peixes (Dabrowski et al. 2010), incluindo pesquisas relacionadas a minerais.
O objetivo desta pesquisa foi avaliar a influéncia de dietas contendo niveis de

calcio e fosforo sobre a retencdo de nutrientes e parametros bioguimicos.

Material e Métodos

Dietas Experimentais

Foram avaliadas quatro dietas suplementadas com calcio e fosforo visando obter
relagbes entre o calcio e o fosforo de 1,0:1,0 e 1,0:1,5 e uma dieta ausente de
suplementacdo destes minerais para ser utilizada como controle negativo. As fontes
utilizadas nas dietas suplementadas foram fosforo monopotassico e fosforo bicélcico.

As dietas foram constituidas de um tratamento ausente de suplementacéo,
contendo apenas o célcio e fésforo presente nos alimentos, as demais dietas foram
formuladas para conter 3,4: 5,1g kg™ (relacdo 1,0:1,5); 5,1:5,1 g kg™ (relagdo 1,0:1,0);
6,7:10,0g kg™ (relagdo 1,0:1,5) e 10,0:10,0g kg™ (relagdo 1,0:1,0) de célcio e fésforo,
respectivamente. As dietas foram balanceadas de acordo com Furuya et al. (2010). O
suplemento vitaminico-mineral presente nas dietas ndo continha célcio e fésforo em sua
composicao e todas as dietas foram acrescidas de éxido de crémio Il (Tabelal).

Apds a formulacdo das dietas, os ingredientes foram moidos a 0,42mm e
homogeneizados em misturador automético. A mistura foi processada em extrusora e
desidratada em estufa de circulacéo forgada a 55°C por 12h e armazenados a -20°C para
posterior utilizacéo.

Os peixes foram adaptados as dietas por sete dias e durante todo o periodo
experimental os animais foram alimentados quatro vezes ao dia até a saciedade
aparente. As alimentagdes foram realizadas as 8h30min, 11h30mim, 14h30min e
17h30min.

Determinacéo dos coeficientes de disponibilidade
Foram utilizados 60 peixes com peso médio de 80,3 £ 1,0 g distribuidos em

cinco tratamentos para determinacdo dos coeficientes de disponibilidade aparente do



52

calcio, do fosforo e para determinacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente da
proteina e energia.

Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia até a saciedade aparente e nos
dias da coleta de fezes as alimentacdes do periodo vespertino foram realizadas com
maior freqliéncia. As coletas de fezes foram realizadas em dias alternados, em tanques
conicos de 300 L para sedimentacdo das fezes (Cho et al. 1982). Os tanques foram
conectados a um filtro bioldgico e a temperatura da agua foi mantida a 26 °C por
termostato eletronico.

As fezes foram coletadas e armazenadas a -20 °C até a obtencdo de volume
representativo da amostra. As amostras foram secas em estufa de circulacdo forgada a
55 °C por 24h, maceradas e removidas as escamas. As amostras de fezes foram
submetidas a digestdo acida (nitrica e perclorica) e a analise do oxido de cromio Il foi
realizada por espectrofotometria visivel (Spectrofotometer Femto® model 6000s).

Os coeficientes de absorcao aparente foram calculados de acordo com a equacao
descrita por Cho e Kaushik, (1990): CDA (%) = 100-[100*(%Cr,03 dieta/ % Cr,03
fezes)*(%nutriente fezes/ %nutriente dieta)]; taxa de crescimento especifico descrito

por Cho (1992): TCE: [((peso final (g)) — (peso inicial(g))/(dias de experimento)]*100;

Analises Bioquimicas

Foi retirado sangue de seis peixes por tanque por meio de punc¢do da veia caudal
para determinacdo de proteinas totais, calcio, triglicérides, colesterol, atividade da
fosfatase alcalina e atividade da aspartato aminotransferase. O sangue foi centrifugado a
5000 rpm por 15min para a retirada do soro e armazenado a -20°C até o dia seguinte
para a realizacdo das andlises, sendo estas realizadas por meio do Kits da Labtest®
(Minas Gerais, Brasil). Para a determinagdo da atividade da adenosina trifosfato
sintetase foi retirado o figado de seis peixes por tanque e armazenados em nitrogénio
liquido para posterior anélise.

A determinacdo das proteinas totais no soro dos peixes foi realizada pelo método
do Biureto. Este método consiste na reacdo dos ions cobre (em meio alcalino) com as
ligaghes peptidicas das proteinas séricas formando cor puarpura com absorbancia
méaxima em 545nm. Esta absorbancia é proporcional o teor das proteinas nas amostras

(Labtest®, Proteinas Totais, Minas Gerais, Brasil).
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As andlises de célcio foram realizadas por meio da reagdo do Ca®* com arsenazo
Il formando complexo de cor azul. A determinacdo da absorbancia deste produto
medida nos comprimentos de onde de 600 nm é proporcional o teor de célcio nas
amostras (Labtest®, Ca arsenazo Liquiform, Minas Gerais, Brasil).

As avaliagOes de triglicérides foram realizadas pela sua hidrolizagcdo por meio da
lipoproteina lipase liberando glicerol. O glicerol é convertido em glicerol-3-fosforo que
¢ oxidado a dihidroxiacetona e a peroxido de hidrogénio pela presenca de
glicerolfosforo oxidase. O acoplamento do perdxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e
do 4-clorofenol produziu reacdo que catalisada pela peroxidase produz uma
quimoneimina que tem maior absorbancia em 505 nm que é diretamente proporcional
aos triglicerideos das amostras (Labtest®, Triglicérides Liquiform, Minas Gerais,
Brasil).

Nas amostras de soro dos peixes, os ésteres do colesterol foram hidrolisados a
colesterol livre e &cido graxo. O colesterol livre foi oxidado por meio da colesterol
oxidase formando 4 colestenona e peroxido de hidrogénio. Na presenca de oxidase e
peréxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados formando a
antipirilquinonimina que possui absor¢cdo méxima a 500nm. Sendo a intensidade de
radiacdo absorvida diretamente proporcional & teor de colesterol na amostra
(Labtest® Colesterol Liquiform, Minas Gerais, Brasil).

A atividade da enzima fosfatase alcalina foi determinada em modo cinético. Em
pH alcalino, esta enzima hidrolisou o p-nitrofenilfésforo liberando fosforo inorganico e
p-nitrofenol. O p-nitrofenol possui elevada absorbéancia a 405nm, sendo sua quantidade
produzida diretamente proporcional a atividade da fosfatase alcalina na amostra
(Labtest® Fosfatase Alcalina Liquiform, Minas Gerais, Brasil).

A analise da enzima aspartato aminotransferase realizada por meio da enzima
malato desidrogenase, sendo o oxalato reduzido a malato e a coenzima NADH é
oxidada. A oxidacdo desta coenzima € monitorada por meio de espectrofotdmetro em
340nm sendo a reducdo da absorbéancia diretamente proporcional a atividade da enzima
na amostra (Labtest®, AST/GOT Liquiform, Minas Gerais, Brasil).

Para determinar a atividade da adenosina trifosfato sintetase (ATP-ase, E.C.
2.7.1.20) e da proteina, foram homogeneizados 200mg do tecido em 5mL de solugdo

tampdo fdsforo gelada a 0,1 mol/L com pH de 7,4. Os tecidos foram homogeneizados
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em aparelho Potter-Elverhjem de vidro com homogeneizador em teflon. O homogenato
foi centrifugado a 10000rpm por 15min. O precipitado resultante foi ressuspendido em
ImL de tampdo fésforo a 0,1mol/L com pH 7,4 contendo 250mmol/L de manitol,
70mmol/L de sacarose e Immol/L de EDTA. A atividade da ATPase foi realizada por
meio de um leitor de placas para fluorescéncia, fluorescéncia polarizada, absorbéncia e
luminescéncia (Dcom®Micro-injecio Automatica, Flex Station 3, Molecular Devices
Microplaca, California, USA) em 340nm e controlado por meio do software SoftMax
Pro® (Molecular Devices, California EUA). A temperatura utilizada para realizacio da
analise foi de 25°C. Os reagentes utilizados para analisar o precitado do tecido hepatico
s30 provenientes da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO) (Novelli et al. 2010). A reducéo da
absorbancia é diretamente proporcional a atividade da enzima na amostra.

A analise da proteina do precipitado ressuspendido foi realizada pelo método do

Biureto (Labtest® Proteinas Totais, Minas Gerais, Brasil).

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como media + DP. Todos os dados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA). As diferencas pelos tratamentos foram
determinadas pelo teste de Duncan ao nivel de significancia P<0,05.

Resultados

Utilizag&o Protéica e Energética

Valores de fosforo total e fosforo disponivel foram apresentados na Tabela 2.

Todos os peixes suplementados com dietas de calcio e fosforo apresentaram a
taxa de crescimento especifico maior (P<0,05) comparados aos animais sem
suplementacéo. Os peixes alimentados com as dietas contendo 5,1: 5,1 g Kg ™ de célcio
e fosforo apresentaram reducdo do crescimento especifico quando comparados aos
demais tratamentos (Tabela 3).

A concentracdo de orto fosfato na &gua dos aquéarios foi maior (P<0,05) em
peixes alimentados com as dietas contendo 5,1:5,1 e 10,0:10,0g Kg™ de calcio e fésforo.

A retencdo de fosforo foi maior (P<0,05) de acordo com a inclusdo deste mineral
na dieta (Tabela 3).
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N&o houve diferenca (P>0,05) na taxa de eficiéncia protéica nos peixes deste

estudo.

Bioquimica

Os valores de colesterol total no soro de peixes alimentados com dietas contendo
3,4: 51 e 5,1:5,1g kg de célcio e fésforo foram maiores (P<0,05) comparados aos
animais alimentados com dieta sem inclusdo. Peixes alimentados com a dieta contendo
6,7:10,0g kg™ de calcio e fosforo apresentaram valores de colesterol séricos menores
(P<0,05) quando comparado ao soro de peixes alimentados com os demais tratamentos,
enquanto os peixes alimentados com dieta 10,0:10,0g kg™ ndo apresentaram alteracio
na concentracdo deste pardmetro em relacdo aos animais alimentados com dieta sem
inclusdo (Tabela 4). A atividade da ATPase no figado dos peixes aumentou (P<0,05)
com a inclusdo de célcio e fosforo na dieta (Tabela 4). Os valores de proteina total,
calcio total, fosfatase alcalina e AST encontradas no soro dos peixes ndo apresentaram
diferencas (P<0,05) entre os tratamentos (Tabela 4).

A concentracdo de triglicerideos séricos nos peixes alimentados com dietas
suplementadas com célcio e fosforo foram maiores (P<0,05) com relacdo aos peixes
alimentados com dieta sem incluséo de célcio e fosforo (Tabela 4).

Discusséo

A relacdo célcio e fosforo pode influenciar na utilizacdo da energia e da proteina
pelos peixes. Esta relacdo, quando adequada, pode melhorar o aproveitamento de
fosforo pelos animais (Lall e McCrea 2007), sendo este mineral importante no
metabolismo energético e de aminoacidos (Lall 2002). Embora, as inclusdes de célcio e
fésforo nas dietas ndo tenham alterado a concentracao de proteina sérica destes animais.

A piora na retengdo de fosforo em peixes alimentados com 5,1:5,1g kg’de
fosforo pode ser atribuida aos menores niveis do mineral na dieta. Aumento da inclusao
do mineral aumenta sua deposi¢do no corpo dos peixes (Lall, 2002).

Peixes que consumiram dieta contendo 5,1:5,1g kg'de célcio e fésforo,
respectivamente apresentaram baixa taxa de crescimento especifico. A adequacdo das
concentragOes absolutas de célcio e fosforo nas dietas pode interferir na absorcéo destes

minerais, pois 0 excesso de célcio limita a absorcdo intestinal do fdésforo, porque o
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fésforo se combina com o célcio formando composto biologicamente indisponivel aos
peixes (Andrews et al. 1973).

A inclusdo de célcio e fosforo foi responsavel pelo aumento da taxa de
crescimento especifico em detrimento & concentracdo de colesterol sérico em peixes
alimentados com 6,7:10,10g kg™ de célcio e fésforo.

O colesterol é precursor da vitamina D, de &cidos biliares e de horménios
esterdides (Nelson e Cox 2011). Mecanismos regulatorios de transporte e biossintese de
colesterol podem manter o suprimento deste esterdide no organismo (Nelson e Cox
2011). A reducdo do colesterol no soro de peixes que apresentaram maior taxa de
crescimento especifico (6,7:10,10g kg™*) pode ter ocorrido devido & maior utilizacdo do
colesterol como precursor dos horménios de crescimento e da vitamina D (Nelson e
Cox 2011).

A inclusdo de fésforo na dieta melhorou a atividade da enzima ATPase nos
peixes, promovendo aumento da atividade da ATPase em todos os tratamentos. A
ATPase é um complexo enzimatico que a partir de ADP e fdésforo inorgénico catalisa a
formacédo e hidrdlise do ATP acompanhado por fluxo de prétons (Nelson e Cox 2011).
O ATP hidrolisado pode ter liberado energia que foi direcionada para 0s processos
anabolicos (Nelson e Cox 2011), refletindo no crescimento dos peixes.

O fésforo atua no metabolismo intermediario participando dos processos
metabolicos de transformacdo da energia quimica por meio do ATP (Nelson e Cox
2011). As proteinas quinases sdo enzimas que catalizam a fosforilacdo de proteinas por
meio do ATP, estas proteinas estdo envolvidas em diversas respostas celulares como
incremento da musculatura esquelética por meio da hipertrofia das fibras musculares,
estimulacdo da lipolise, aumento na gliconeogénese, gliclise, insulina e glucagon,
(Moody et al.2000).

O aumento da producdo de energia via ATP, pode induzir a sintese de acidos
graxos no figado elevando sua concentracdo no tecido hepatico. Os acidos graxos séo
esterificados a triacilglicerois nos hepatdcitos, posteriormente excretados na circulagdo
por meio da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), colesterol. Fato que pode
ter contribuido com o aumento do triacilglicerol no soro dos animais que receberam

dietas suplementadas de célcio e fosforo (Novelli 2005; Sligte et al. 2003).
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Os sinais de deficiéncia de fosforo incluem crescimento deficiente e perda de
apetite (Yuan et al. 2011), estes fatores podem influenciar o aporte de nutrientes para os
animais. A falta de nutrientes poderia prejudicar a taxa de crescimento especifico, bem
como a producdo de lipoproteinas hepaticas reduzindo o teor de colesterol sérico, sendo
que a utilizacio de fontes alternativas de triacilglicerol pelos peixes alimentados com
dieta sem inclusdo de célcio e fosforo pode explicar a reducdo em seus teores.

As concentracOes de orto fosfato na dgua dos aquarios dos peixes alimentados
com dietas contendo 5,1:5,1 e 10,0:10,0g kg™ de célcio e fésforo foram inferiores aos
niveis maximos permitidos de 0,035mg L™ (Conama, 2009). Contudo, a 4gua do aquario
de peixes alimentados com as demais dietas apresentaram concentragdes bastante
reduzidas de orto fosfato. O fésforo ndo absorvido pelo animal pode ser excretado e
perdido na agua (WEISMANN et al., 1988), este fato esta diretamente relacionado com
a quantidade e qualidade do fésforo presente na ragdo (ROY et al., 2002).

A retencdo de fosforo ter aumentado de acordo com a inclusdo do mineral na
dieta pode ser explicado devido ao fato de que os processos de formacédo, mineralizacédo
e reabsorcdo 6ssea sdo influenciados pelo nivel de fosforo nas dietas (Roy et al. 2003).
A deficiéncia de fésforo na dieta de peixes teledsteos diminui com o teor mineral do
0ss0, significando atraso na mineralizagdo (Vielma et al. 2002).

O nivel de 6,7:10,0g kg™ de célcio e fésforo para juvenis da tilapia-do-nilo foi
adequado devido ao fato da agua do aquario destes peixes apresentarem teor reduzido

de orto fosfato, sem alterar pardmetros de crescimento especifico e producdo de energia.
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Ingredients (g kg'l) 0:0 3.4:5.1 5.1:5.1 6.7:10.0 10.0:10.0
Soybean meal 458.70 465.14 465.92 468.19 468.90
Corn, gluten-60 57.60 55.03 54.82 59.00 59.00
Wheat middling 100.00 100.00 97.98 90.00 90.00
Corn grain 367.70 349.13 349.40 316.24  311.97
Soybean oil - - - 11.81 13.09
HCL-Lysine 2.58 2.49 2.48 2.49 2.48
Methionine 2.41 2.45 2.45 2.46 2.46
Threonine 3.37 3.37 3.37 3.39 3.39
Triptophan 0.01 - - 0.01 0.01
Bicalcic phosphates - 7.37 14.22 20.67 33.95
Monopotassium phosphates - 7.42 1.78 18.14 7.14
Chromium oxide Il 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Butylated hydroxy toluene 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Salt 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Vitamin C 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
Vitamin and mineral premix* 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Estimated composition

Digestible energy (kca kg™) 3086 3039 3036 3036 3036
Digestible protein (%) 26.81 26.81 26.81 26.81 26.81
Crude fiber (%) 4.40 441 4.40 4.29 4.29
Crude lipid (%) 0.90 0.88 0.87 2.03 2.16
Calcium (%) 0.16 0.34 0.51 0.67 1.00
Available phosphous (%) 0.20 0.51 0.51 1.00 1.00
Lysin (%) 1.53 1.53 1.53 1.53 1.53
Methionine (%) 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52
Methionine+Cystine (%) 0.86 0.86 0.86 0.86 0.86
Threonine (%) 1.18 1.18 1.18 1.18 1.18
Triptophan (%) 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30

Vitamin and mineral premix: Vitamin A = 1.000.000 IU kg*; Vitamin D3 = 500.000 U kg™

Vitamin E = 20.000 1U kg?; Vitamin K3 = 500 mg kg*; Vitamin B1 = 1.900 mg kg™; Vitamin B2 =
2.000 mg kg'™; Vitamin B6 = 2.400 mg kg*; Vitamin B12 = 3.500 mg kg'*; Vitamin C = 25 g kg™*; Niacin
=5.000 mg kg™; calcium pantothenate = 4.800 mg kg™; Folic acid =200 mg kg™; Biotin = 40 mg kg;
Manganese = 7.500 mg kg'*; Zinc = 210 g kg™; Iron = 12,50 g kg™; Copper =2.000 mg kg'*; lodine = 200
mg kg*; Selenium = 70 mg kg*; Butylated hydroxyl toluene = 300 mg kg™.
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Table2. Analyzed values of Total calcium (Ca (o), Phosphorus available (P ,yailanie), TOtal phosphorus
(P tta) @nd Digestibility coefficient (CDA) of Nile tilapia juvenile

0:0 3.45.1 5.1:5.1 6.7:10.0 10.0:10.0
Analyzed values (%)
P available 0.18 0.50 0.52 1.06 1.07
P total 0.76 131 1.41 2.12 2.21
CDA cruge protein 93 94 95 95 94
CDA Gross energy 77 79 81 84 82

Values are as means + standard deviation of three replicates. Means followed by the same letter in the
column do not differ among themselves by Duncan test (p<0.05). Apparent digestibility coefficient
(CDA) =100 - [100*(% Cr,03 diet/% Cr,05 feces)* (% nutrient feces/ % nutrient diet)];
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Table 3. Values of protein efficiency rate (PER), specific growth rate (SGR), Ortho-Phosphate (OP) and
Phosphorus retention (PR) of Nile tilapia juvenile

0:0 3.4:5.1 5.1:5.1 6.7:10.0 10.0:10.0
PER 2.45+0.2 341412 3.20+0.1 3.10 + 0.65 2.91+0.28
SGR 9.13+1.9° 91.37 + 36.6™ 81.79+45°  132.73+33.3% 12942 +135°
oP 0.007 +0,00°  0.007 + 0,00 0.034+0,02°  0.004 + 0,00 0.031 + 0,00°
PR - 6.44 +0.9° 498 +05° 14.94 +1.1° 16.39 + 6.1°

Values are as means + standard deviation of three replicates. Means followed by the same letter in the
column do not differ among themselves by Duncan test (p<0.05). SGR: [(In (final weight) — In (initial
weight)) / (total experiment days)]*100;
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Table 4. Cholesterol, Triglycerides, Calcium, Protein Alkaline phosphatase enzymatic activity (AF), aspartate
aminotransferase (AST) in serum and adenosine triphosphate synthetase (ATPase) in liver of juvenile Nile-tilapia fed
diets containing various levels of calcium and phosphorus

0:0 3451 5151 6.7:10.0 10.0:10.0

Serum analyzis
Cholesterol (mgdL?) 151,07 +7.47" 182.78 + 15.49° 181.59 + 4.69° 107.16 +2.87°  156.23 + 12.28"

Triglycerides (mgdL?) 82.61+14.83" 331.16+9.85°  371.30 + 167.38° 470.10 £ 38.87%  471.55 +222.33%

Calcium (mg dL™? 20.28 +3.14 21.62+1.47 20.16 +1.35 21.96 +£1.39 20.06 £2.21
Protein (gdL? 4.32 £0.92 437041 4.48 £ 0.50 3.50+0.36 4.15+0.54
Serum’ enzymatic activity

AF (UL 28.25+4.28 18.89 +2.43 24.42 +6.53 31.86 £ 2.59 27.59 £10.72
AST (uLh 11.17+£1.96 12.51£2.48 13.51+£3.84 12.75£1.53 12.78 £ 3.61

Liver’ enzymatic activity
ATPase (Ug" protein)  0.86  0.37° 1.45+0.2° 2.06 +0.22% 1.50 + 0.05" 2.53 + 0.56°

Values are as means + standard deviation of six replicates. Means followed by the same letter in the

column do not differ among themselves by Duncan test (p<0.05).
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Implicacdes

Os juvenis da tilapia-do-nilo podem regular o célcio e fésforo ingerido a fim de
manter no corpo a relacdo 1:1. Este fato pode ocorrer desde que em condi¢Oes
necessarias como: quantidades suficientes de célcio na agua, ou se necessario,
suplementacdo do mineral por meio da dieta. Além de atender as necessidades de
fosforo disponivel para a espécie. Desta forma, ao utilizar as relacdes deve-se atentar
aos niveis destes minerais nas dietas. O fato de que a relacdo célcio e fésforo adequada
pode ser de 1:1 ou de 1:1,5 propicia aos profissionais de aquicultura meios para a
utilizacdo de fontes de fosforo economicamente e sazonalmente mais propicias.

Associar as necessidades minerais dos peixes formulando dietas com 0 maximo
aproveitamento do nutriente pode reduzir o impacto ambiental proveniente da atividade
aquicola. A relacdo célcio e fosforo adequada, associada a energia e a proteina, bem
como a relacdo entre eles podem nos dar informac6es a respeito da lixiviacao de fésforo
e nitrogénio para 0 meio além de contribuir com a utilizacdo correta dos nutrientes
propiciando 6timo crescimento, melhorando a saude dos animais e conseglientemente

aumentando a produgéo.



