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CAPITULO 1 - Considerag@es gerais
1. Situacéao e Perspectivas da Aquicultura

O aumento da populacdo mundial tem elevado a demanda por alimentos
protéicos de origem animal; por conseguinte, ha maior procura pelo pescado uma
vez que se trata de um alimento saudavel, rico em proteinas e sais minerais, além
de possuir baixos teores de gordura e colesterol. Porém, a maioria das areas de
pesca de captura no planeta alcancou seu potencial maximo de extracdo e o
fornecimento de pescado ndo podera, por muito mais tempo, atender a demanda
mundial (FAO, 2010). Considerando que as possibilidades reais de expansao da
captura pesqueira estdo praticamente esgotadas, a alternativa natural para o
suprimento desse mercado passa a ser a aquicultura.

A exploracgéo indiscriminada dos estoques pesqueiros naturais e a crescente
diferenca entre a quantidade de pescado capturado e a demanda de consumo
tornaram a aquicultura uma das alternativas mais viaveis no mundo para producdo
de alimento de alto valor protéico para consumo humano (Camargo e Pouey, 2005).
O vigoroso e gradual desenvolvimento da aquicultura compensara a diminuicdo da
producdo pesqueira que tem boa parte da sua atividade ja explorada e esgotada
(Sindiracdes, 2011).

A estimativa mundial de consumo per capita de peixe aumentou ao longo dos
anos, de uma média de 9,9 kg, em 1960, até uma demanda aparente per capita de
17,2 kg, em 2009 (FAO, 2010). No Brasil, também houve um ligeiro aumento no
consumo de 7,6 kg, em 1996, para aproximadamente 9,0 kg/ habitante/ ano, em
2009. O Ministério da Pesca e Aquicultura estabeleceu a meta de aumentar o
consumo brasileiro para 12 kg/ per capita (Sindiracbes, 2011), quantidade
recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (MPA, 2010).

O Brasil apresenta varias caracteristicas que proporcionam um enorme
potencial para a aquicultura, tais como, a disponibilidade de recursos hidricos e de
grandes extensdes de terra passiveis de serem destinadas ao cultivo, o clima
favoravel, a mao de obra abundante, a boa adaptabilidade das espécies destinadas
a criacdo e a crescente demanda por pescado no mercado interno, aspectos que
tém contribuido para impulsionar a atividade no pais (Oliveira, 2009).

A producdo aquicola nacional continental vem obtendo um crescimento

bastante significativo nos ultimos anos. Em 2009, o setor apresentou uma elevagéo



na producédo de 19,6 %, quando comparada com a de 2008. Este incremento pode
ser um reflexo das politicas publicas voltadas para o setor, que contribuiram para
melhorar 0 acesso aos programas governamentais existentes, como a nova lei que
criou o Ministério de Aquicultura e Pesca, em substituicdo da Secretaria Especial de
Aquicultura e Pesca (SEAP), a fim de estruturar uma cadeia produtiva para garantir
um desenvolvimento sustentavel no setor pesqueiro e aquicola (MPA, 2010).

No Brasil, o0 aumento da produgcdo de organismos aquaticos estimulou o
avanco das industrias de racdo. A demanda por ragdo para peixes, em 2010, foi de
345 mil toneladas e crescimento de 15 % em relacdo ao ano de 2009. Em 2011, a
estimativa de producéo é de 489 mil toneladas de racGes para peixes e camardes,
um crescimento de 14 % (Sindiracdes, 2011). A producao brasileira pode alcancar
dois milhdes de toneladas, alavancada pelo clima favoravel, disponibilidade de agua
doce, extensdo litoranea e milhdes de hectares de areas alagadas e reservatoérios
(Sindiracdes, 2011). Contudo, a piscicultura ainda apresenta resultados modestos
de desenvolvimento, devido aos processos de producdo adotados e a falta de
informacdes sobre as espécies nativas com potencial zootécnico (Beerli et al.,
2004), uma vez que grande parte dos cultivos sdo com espécies exoticas, o que €
de certa forma surpreendente, em vista da grande diversidade de espécies nativas
(cerca de trés mil espécies apenas na Bacia Amazoénica). Uma das razfes para que
isso ocorra, provavelmente, estd na falta de informacbes facilmente acessiveis

sobre o cultivo de espécies nativas (Baldisserotto e Gomes, 2010).
2. Importancia da espécie

O pacu, Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887), membro da familia
Characidae e subfamilia Serrasalminae, possui ampla distribuicdo geografica na
América do Sul, sendo encontrado desde a Bacia dos Rios Paraguai - Uruguai até a
Bacia do Rio Prata. Na natureza, o pacu € um peixe rastico que utiliza alimentos
bastante diversificados, variando as fontes em funcdo da sazonalidade (Abimorad e
Carneiro, 2004). E considerada uma das espécies de grande valor comercial e de
grande potencial para a piscicultura nacional e até internacional (Resende, 2003), ja
sendo cultivado em paises como China, Myanmar, Tailandia e Vietna (FAO, 2010).

E uma das espécies mais estudadas e produzidas nas regides Sul, Sudeste e

Centro-Oeste do Brasil e ocupa, atualmente, posicdo de destague na pesca



comercial e esportiva, sendo a quinta espécie continental mais produzida e a sexta
espécie em captura no Brasil (MPA, 2010). Seus estoques tém diminuido nas
Ultimas décadas, principalmente devido a sobrepesca e também as grandes
alteracdes em seu habitat (Britski et al.,, 2007). A sobrepesca do pacu tem sido
considerada fator significativo no impacto sobre os ecossistemas de agua doce,
uma vez que ja se demonstrou que o pacu, bem como outros grandes peixes
frugivoros, é um importante dispersor de sementes e colabora para a regeneracao
das florestas (Galetti et al., 2008).

E uma espécie onivora, mas que apresenta habito alimentar especificamente
frugivoro e herbivoro, do tipo podador, e de carater oportunista (Silva, 1985), que se
alimenta principalmente de folhas, caules, frutos e sementes. Havendo necessidade
e oportunidade, pode ingerir insetos, aracnideos, moluscos e pequenos peixes. Na
estacdo chuvosa o pacu permanece nas areas inundadas ingerindo vegetais com
grande quantidade de carboidratos e, no periodo da seca, alimenta-se nos leitos dos
rios, onde existe pouca disponibilidade de alimento (Silva, 1985).

Por alimentar-se basicamente de folhas e de frutos de arvores, acredita-se
gue tenha habilidade especial na digestdo e na absorcdo de alimentos grosseiros,
ricos em carboidratos. Além de possuir caracteristicas de precocidade, rusticidade,
carne saborosa e 6timo crescimento, trata-se de uma espécie que aceita muito bem
0 arragoamento, 0 que propicia 0 sucesso da criagdo em sistemas de cultivos
intensivos. Apesar de todas essas caracteristicas, ainda h& necessidade de
informacdes a respeito dessa espécie (Dias-Koberstein et al., 2005).

Pela sua importancia na aquicultura nacional, o pacu tem se destacado como
uma das espécies nativas de peixes de aguas interiores mais estudadas (Bicudo,
2008). Os primeiros estudos relacionados a nutricdo com a espécie visaram
determinar e exigéncia e a digestibilidade da proteina, utilizando dietas
isoenergéticas (3000 kcal EM kg™) com 14, 18, 22 e 26 % de PB (Carneiro,
Castagnolli, 1984; Carneiro et al., 1984). Nestes estudos, a dieta com 26 % de PB
promoveu maior aproveitamento da proteina e maior ganho em peso dos peixes.
Brenner (1988) determinou a exigéncia protéica de alevinos de pacu, usando seis
dietas com 3300 kcal EM kg™ e 12, 20, 28, 36, 44, e 52 % de PB. Este autor
determinou a exigéncia de 36 % para peixes com peso inicial de 22 g. Abimorad
(2008) a exigéncia em lisina para alevinos de pacu em 1,64 % de lisina digestivel

(5,57 % da proteina da dieta) usando dietas préaticas balanceadas de modo a



simular o perfil de aminoacidos muscular da espécie, utilizando os valores de
aminoacidos digestiveis dos ingredientes.

Além da exigéncia nutricional da espécie, a qualidade dos ingredientes
utilizados nas dietas também € essencial na nutricdo de peixes. Vidotti et al. (2002)
encontraram coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) de 72,5 e 80 % da
proteina oriunda da silagem de peixe acida e fermentada, respectivamente, para
juvenis de pacu. Abimorad e Carneiro (2004) avaliaram a digestibilidade da proteina
de 13 ingredientes: farinha de penas, farinha de peixe, farinha de visceras, farinha
de sangue, farelo de soja, farinha de carne e 0ssos, soja tostada, farelo de algodao,
soja crua, levedura, farelo de trigo, sorgo, farelo de arroz e milho para o pacu.
Apenas a farinha de penas (75,73 £ 11,33 %), farinha de sangue (57, 72 + 7,14 %) e
a levedura (68,86 + 14,68 %) apresentaram coeficientes de digestibilidade aparente
inferiores a 80 % para a PB. Abimorad et al. (2008) avaliaram a digestibilidade dos
aminoacidos de seis ingredientes pelo pacu. Neste trabalho, todos os ingredientes
apresentaram CDA elevados (maiores que 86 %) para os aminoacidos, sendo 0s
maiores valores observados no farelo de glaten de milho (91,7 %), farelo de soja
(91,5 %) e farinha de peixe (90,8 %).

Para melhorar e otimizar a alimentacdo do pacu, é fundamental que se
conheca o nivel de aproveitamento dos ingredientes da dieta (Abimorad e Carneiro,
2004), e uma ferramenta muito importante para auxiliar nestas pesquisas sdo 0s
estudos sobre o tempo de transito gastrointestinal de dietas elaboradas com os
principais produtos e subprodutos produzidos no Brasil, resultando em maior
precisdo no balanceamento de dietas para organismos aquaticos e portanto,

intervindo diretamente nos aspectos nutricionais e econémicos.
3. Tempo de transito gastrointestinal de alimentos em peixes

O tempo de transito gastrointestinal é importante para o estabelecimento da
frequéncia de oferta do alimento em situacdes diversas, como no periodo de
suspensao do arracoamento antes de manejo profilatico, biometria e transporte,
evitando problemas aos peixes e reducdo da qualidade de agua (Urbinati et al.,
2010).

Ademais, as estratégias de alimentacdo em piscicultura devem visar a

otimizacdo dos indices de crescimento com consequente reducdo de dejetos no



ambiente (Schnaittacher et al., 2005). O desenvolvimento de estratégias bem
sucedidas na producédo de peixes pode garantir um bom desenvolvimento e maxima
rentabilidade no cultivo; para que isso ocorra, € necessario um fornecimento
adequado na quantidade e qualidade das racOes, evitando-se a degradacao das
condicbes da agua, através do excesso de nutrientes acumulados nos tanques de
cultivo. A melhora da eficiéncia alimentar em peixes depende da integracdo de
fatores como caracteristicas fisioldgicas, habito alimentar e exigéncia nutricional da
espécie, composicdo quimica e disponibilidade de nutrientes dos ingredientes
selecionados para confeccéo da racdo completa (Lanna et al., 2004).

O trato gastrointestinal realiza uma notavel variedade de fung¢des, como
transporte do contetddo luminal, secrecdo e absorcado de ions, 4gua e nutrientes,
fluxo sanguineo, defesa contra patdogenos e eliminacdo de residuos e/ou
substancias nocivas (Schemann, 2005). Os materiais ingeridos e produtos residuais
sdo impulsionados ao longo de seu comprimento para absorcdo de nutrientes e
eliminacdo de residuos. Esse papel vital é realizado através de contracdes
reguladas e coordenadas. Direcao, frequéncia e distancia percorrida por contragdes
gastrointestinais influenciam a capacidade de impulsionar o contetddo luminal
distalmente através do intestino (Field et al., 2009). O tempo de contato entre as
enzimas digestivas e seus substratos e duragdo de permanéncia dos nutrientes nos
locais de absorcdo sdo dependentes da velocidade de transito (Fauconneau et al.,
1983).

Um dos fatores que regulam a transformacéo dos alimentos e a absor¢céo dos
nutrientes dentro do tubo digestivo é a velocidade de transito dos alimentos. O
tempo de retencdo dos alimentos também ocorre em fungdo da temperatura de
aclimatacdo dos peixes, influenciando igualmente na quantidade de alimento
consumido espontaneamente (Possompes et al., 1973, citado por Dias-Kobertein et
al., 2005).

Diversos estudos mostram que os fatores abidticos da &agua e as
caracteristicas fisicas e quimicas da racdo podem influenciar o tempo de passagem
do alimento pelo trato digestivo dos peixes (Fauconneau et al., 1983; Carneiro et al.,
1994; Van der Meer et al., 1997; Sveier et al., 1999; Usmani e Jafri, 2002; Silva et
al., 2003; Venou et al., 2003; Dias-Koberstein et al., 2005).

A temperatura € o principal fator abidtico que influencia na taxa do

metabolismo em peixes, atingindo diretamente o consumo de alimento e o processo



digestivo (Silva e Araujo-Lima, 2003). Esta correlacionada positivamente com a taxa
de consumo diario de diferentes tamanhos de presas (Salam e Davies, 1994) e
também afeta as taxas de alimentacdo, a atividade hidrolitica das enzimas
digestivas e as taxas de absorgéao intestinal.

Inimeras técnicas sao utilizadas na determinacdo do tempo de passagem
dos alimentos através do aparelho digestivo em peixes, a fim de determinar o tempo
de transito gastrointestinal e/ou a taxa de evacuacgéo gastrica. Entre eles podemos
encontrar: coleta direta através de dissecacgdo (Zarate e Lovell, 1999; Venou et al.,
2003; Braga et al., 2007; Adamidou et al., 2009), uso de marcadores inertes na dieta
(Fauconneau et al., 1983; Storebakken, 1985; Storebakken et al.; 1999; Silva et al.,
2003; Lanna et al., 2004; Dias-Koberstein et al., 2005), radiografias (Barbieri et al.,
1998; Hossain et al., 1998, Field et al., 2009) e a utilizacdo de is6topos radioativos
(Peters e Hoss, 1974 citado por Barbieri et al., 1998; Storebakken et al., 1981).

O uso de animais “in vivo” em modelos de transito gastrointestinal é limitado
devido as técnicas de trabalho frequentemente intensas e invasivas. Portanto, como
€ necessario que haja um 6érgdo estrutural para realizacdo destes estudos, um
modelo pratico de transito gastrointestinal ndo-invasivo, “in vivo”, € importante para
a pesquisa cientifica basica (Field et al., 2009). Nesse caso, a analise de isétopos
estaveis tem ainda como vantagem, o fato de indicar o que esta sendo assimilado
pelo organismo animal (Grey et al., 2004).

A fim de definir o periodo de coleta de excretas apds a Ultima alimentacdo em
estudos de digestibilidade, torna-se fundamental o conhecimento prévio do tempo
de passagem da digesta pelo tubo digestivo dos peixes. De forma geral, a utilizacéo
do método de is6topos estaveis dispensa o abate sucessivo dos peixes, possibilita
tracar o fluxo do carbono da dieta (e até a sua deposicéo no tecido animal), além de
dispensar a observacéao visual da mudanca de coloracédo das fezes para determinar

com exatidao o tempo de transito gastrointestinal de alimentos.
4. Isétopos estaveis

Os isotopos estaveis do carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio
(N) e enxofre (S) ocorrem naturalmente na atmosfera, hidrosfera, litosfera e
biosfera. O termo iso6topo vem do grego ISO (mesmo ou igual) e TOPOS (lugar),

referindo-se ao fato de que ocupam o mesmo lugar na tabela periddica. Os is6topos



sdo atomos do mesmo elemento quimico (mesmo numero de protons), mas que
diferem em namero de néutrons, apresentando diferentes massas (Ducatti, 2007).

Os isOtopos podem ser estaveis quando ndo emitem radiacdo, ou radioativos
guando emitem algum tipo de radiagdo. Os isOtopos estaveis, em relacdo aos
radioativos, possuem a vantagem de ndo apresentarem riscos a saude humana e
contaminacao ao ambiente (Boutton et al., 1988).

Considera-se que um atomo € composto de um nucleo cercado por elétrons,
sendo o nucleo composto de prétons (Z) e néutrons (N) que constituem a massa do
atomo. A massa atdbmica de um elemento atémico, por sua vez, € a somade Z + N
no nucleo. Um nucleo, ou atomo especifico-isétopo, € uma “espécie” de elemento
que pode ser estavel ou radioativo, definido pelo seu Unico niumero de protons (Z) e
néutrons (N) (Dawson e Brooks, 2001). Cada elemento quimico apresenta um
isétopo estavel leve, dominante: carbono-12 (*2C), hidrogénio-1 (*H), oxigénio-16
(*°0), nitrogénio-14 (**N) e enxofre-32 (*3S), e um ou dois isétopos pesados:
carbono-13 (*3C), hidrogénio-2 (*H), oxigénio-17 (*’O), oxigénio-18 (**0), nitrogénio-
15 (**N) e enxofre-34 (**S), com abundancia ou concentra¢do natural expressa em
atomos (%) (Tabela 1) (Ducatti, 2007).

Tabela 1. Abundéancia natural (%) e padrao aceito internacionalmente dos principais

isotopos estaveis usados em estudos ecologicos (modificado de Ducatti, 2007).

Isétopo leve Abundéancia (%) Is6topo pesado Abundéancia (%) Padrao
2c 98,892 B¢ 1,108 PDB?
H 99,985 ’H 0,015 SMOW"
%0 99,759 o 0,037 SMOW e PDB
80 0,203
N 99,633 N 0,366 N, atm®
g 95,020 ¥g 4,220 CDT®

®Rocha do féssil Belemnitella americano da formacdo PeeDee (PDB) da Carolina do Sul, EUA;
P“Standard Mean Water” (SMOW); °Gas N atmosférico; Mineral Troilito da cratera do meteorito do
“Canyon Diablo” (CDT), Arizona, EUA.

Nas ultimas trés décadas, constata-se um crescente uso de isGtopos estaveis
nos mais diferentes campos da ciéncia. Os primeiros estudos envolvendo a
aplicacdo dos isétopos estaveis foram realizados no inicio da década de 50 por
geoquimicos e paleo-ocendgrafos que desenvolveram uma rigorosa base tedrica e
empirica para a integragdo dos is6topos aos estudos dos ciclos globais dos

elementos, analisando, inicialmente, as condi¢cdes climaticas do passado, 0s



sistemas de expansao hidrotérmicos e a origem das formacdes rochosas (Lajtha e
Michener, 1994). Porém, apenas recentemente, nos anos 80, os ecoélogos tém
aplicado essa técnica. As razfes para isso podem ser atribuidas, ndo apenas a falta
de conhecimento em quimica e geoquimica, 0 que permitiria compreender as
variacfes naturais na composicdo dos isétopos estaveis em organismos animais e
vegetais, como também, ao fato de que as determinacdes das razdes isotOpicas
requererem equipamentos, normalmente ndo disponiveis aos ecoélogos (Peterson e
Fry, 1987).

O uso dos is6topos estaveis em estudos ecologicos foi intensificado nas
décadas de 80 e 90, sendo utilizados principalmente os is6topos de carbono (*3C)
(Kennedy e Krouse, 1990), baseando-se na determinacdo da relacdo *C/**C no
material em estudo. Na natureza, aproximadamente 98,89 % de todo o carbono sao
12C e 1,11 % sdo '3C, sendo que a taxa desses dois is6topos pode variar como
resultado do fracionamento durante processos fisicos, quimicos e biolégicos
(Boutton, 1991). Sua utilizagdo como marcador de carbono (C) ao longo da cadeia
alimentar baseia-se na suposi¢céo de que o consumidor reflete isotopicamente a sua
dieta (Martinelli et al., 1988), havendo enriquecimento em *C com aumento do nivel
trofico em cerca de 1 %o (Forsberg et al.,1993) a 2 %o (France e Peters, 1997) em
relacao a dieta.

Os valores do enriquecimento relativo do carbono-13 s&o expressos na
terminologia dos isétopos estaveis, em delta per mil (%o) da razéo isotépica **C/**C
da amostra em relagéo ao padrao internacional, PeeDee Belemnite (PDB).

A terminologia empregada no estudo da variabilidade isotopica dos

elementos quimicos é resultante da expressao:

O x (amostra, padrao) - [(Ramostra/ Rpadrélo) - 1] * 103

A simbologia adimensional empregada na equacao significa que: & X (amostra
padrao) € O enriquecimento da razéo isotopica do elemento quimico em questéo, de
uma dada amostra em relagcdo ao seu respectivo padrao internacional, em partes
per mil (%0) e R significa razdo isotépica do is6topo pesado em relacdo ao leve
(exemplo: *C/*2C) da amostra e do padréo, respectivamente (Ducatti, 2007). Assim,

um aumento nos valores de R denota incremento do montante de is6topos pesados



(Peterson e Fry, 1987). As mensuracdes dos valores isotépicos 5*°C sdo efetuadas
no espectrdbmetro de massa de razdes isotdpicas ou “lsotope Ratio Mass
Spectrometers” (IRMS), com erro analitico da ordem de 0,2 %.. No IRMS, as
amostras sdo submetidas a alta temperatura em tubo de combustéo, e em presenca
de oxigénio (O;) e oxido de cobre (CuO), sédo transformadas em compostos de
carbono e nitrogénio, como o CO, e Nj, na presenca de cobre. Os materiais
contendo enxofre s&o convertidos em sulfatos e transformados quantitativamente
em SO,. Esses gases puros sdo entdo separados em uma coluna cromatografica
gasosa e analisados no espectrometro de massa e a composicao isotopica da
amostra € comparada com um padrdao conhecido (Peterson e Fry, 1987). Valores
isotépicos negativos significam que a amostra apresenta, relativamente, menos
isétopo pesado que o padrao internacional (Ducatti, 2007).

A fonte primaria do carbono para as plantas terrestres € o CO, atmosférico, o
qual possui valor de 5'3C de aproximadamente - 7,7 %.. De acordo com seu ciclo
fotossintético, as plantas podem ser classificadas, na sua maioria, em dois grupos
principais: Cz e C4, onde o0 primeiro composto organico a ser sintetizado € o acido
carboxilico, com trés e quatro atomos de carbono, respectivamente. A via
fotossintética C3 inclui a maioria das arvores, arbustos, soja, arroz, trigo, cevada,
entre outros, e a via fotossintética C4 é encontrada no milho, sorgo, cana-de-agucar
e outras gramineas tropicais (Figura 1). Produtos e subprodutos de origem animal
também podem pertencer a um desses dois grupos fotossintéticos; isto vai
depender da fonte de alimentacdo disponivel inicialmente para este animal. As
diferencas naturais no enriquecimento relativo do carbono (3*3C) entre espécies de
plantas oferecem a possibilidade de utiliza-las como marcadores em animais, sem a
necessidade de sintetizar compostos especificamente marcados, além de evitar os
problemas de saude e seguranca associados ao uso de isétopos radioativos
(Ducatti, 2007).

Plantas C3 PlantasCs CO, Padrédo (PDB)

| I I I

| | | | ]

- 26,7 %o -12,6 %0 - 7,7 %o 0 %o

Figura 1. Régua isotopica, com escala em 6 %o, para o carbono-13 (Ducatti, 2007).
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As plantas dos ciclos fotossintéticos C3 e C4 e seus derivados, ou 0S seus
subprodutos, apresentam valores isotopicos distintos. A diferenca isotopica entre
elas, da ordem de 14 %0, permite realizar experimentos biolégicos com alimentagéo,
utilizando-se a técnica de diluicdo isotdpica de somente duas fontes de alimentacao
de cada vez (Fry e Sherr, 1984).

A alternancia da fonte isotopica, ap0s determinado intervalo de tempo, gera
resultados de enriquecimento isotopico relativo, ou delta per mil (& %o) versus tempo
em dias, com perfil aproximado de uma onda quadratica, especifica para cada
tecido ou subproduto analisado (Jones et al., 1979 citado por Ducatti et al., 2002).
Normalmente, a continuidade dos valores isotépicos obtidos nos subprodutos, entre
0s patamares isotépicos gerados pela Fonte A e posteriormente pela Fonte B, é
uma funcdo exponencial do tempo. A exploragdo desta fungdo exponencial abre
perspectivas de novas interpretacfes nestes experimentos, visando o estudo da
sintese e degradacdo de metabolitos sob regime de dieta a base de produtos ou
subprodutos originérios do ciclo fotossintético Cz ou Cy4, ou misturas isotépicas, com
valores de d %o distintos (Ducatti et al., 2002).

No entanto, muitos aspectos devem ser considerados antes da aplicacdo de
is6topos estaveis como marcadores do metabolismo intermediario. E geralmente
aceito que os valores 5°C (**C/**C) de um animal sdo semelhantes aos de sua
dieta, com variagdo aproximada de 1 %o a 2 %o (Fry e Sherr, 1984), valores que
podem ser maiores ou menores que o da dieta. No entanto, os valores 3°N
(**N/**N) s&o maiores que o da dieta (aumento de 3 - 4 %o); isto é conhecido como
fracionamento isotépico (Minagawa e Wada, 1984). Muitos autores usam 5'3C e
5N como marcadores naturais no pressuposto de que estes indices sdo
homogeneamente distribuidos em todos os tecidos de um organismo (Beltran et al.,
2009). No entanto, algumas fontes potenciais de variacdo da composicao isotopica
dos animais tém sido encontrados recentemente. Em muitas espécies, os valores de
5C ou 8N de um animal variam com o tipo de alimento, o nivel tréfico ou as
relacdes produtor-consumidor (Vanderklift e Ponsard, 2003). Os valores também
variam entre os 6rgados e componentes do tecido de um organismo (Gannes et al.,
1998). Nos peixes, a abundancia natural de isOtopos estaveis depende da
proporgédo dos principais componentes do tecido (Pinnegar e Polunin, 1999; em truta

arco-iris) e das fontes de nutrientes (Gaston e Suthers, 2004; em peixes de recifes
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rochosos). Todas as variagcbes devem-se ao fracionamento de isétopos que ocorre
durante os processos metabolicos e de desaminacéo e descarboxilacéo.

Cada tecido ou fracao bioquimica pode apresentar memoria isotépica propria
em funcdo do conteldo isotdpico da alimentacdo e da taxa de renovacao
bioguimica. Entende-se turnover isotdépico como sendo a renovacdo continua dos
elementos quimicos e, consequentemente, de seus iso6topos que compdem o tecido
corporal ou o organismo como um todo. O turnover pode ocorrer por meio de
renovacao tecidual resultante do processo de sintese e degradacdo em tecidos
adultos e/ou pelo proprio crescimento nos tecidos em formacao (diluicdo isotdpica)
(Ducatti, 2007).

As investigacdes cientificas demonstraram que as composi¢des isotopicas
dos tecidos de animais dependem principalmente da alimentacdo, da agua ingerida
e dos gases inalados, assim como, dos processos metabodlicos (Kennedy e Krouse,
1990).

O periodo em que a concentracdo isotdpica tecidual reflete a assinatura
isotopica de uma dieta em particular depende, em parte, da taxa de turnover no
tecido, sintese e catabolismo de cada componente tecidual. Tecidos com turnover
rapido refletirdo dietas mais recentes, enquanto agueles com taxas de turnover mais
lento refletirdo dietas de periodos mais remotos. De modo geral, os tecidos
metabolicamente ativos (figado, pancreas e tecido gorduroso) apresentam taxas de
turnover mais réapidas que os tecidos menos ativos metabolicamente, como o
colageno dos ossos (Ducatti, 2007).

Andlises da variagdo natural da abundancia de isétopos estaveis
apresentam-se como uma ferramenta potencialmente poderosa para as pesquisas
em fisiologia, uma vez que a razdo isotopica dos elementos do corpo dos
consumidores geralmente assemelha-se a suas dietas (Ducatti, 2007).

Assim, avancos nessa tecnologia tém aberto novas possibilidades para
analises de materiais biolégicos em estudos ambientais. A nova instrumentacao
também tem facilitado as interpretacfes ecoldgicas, muitas vezes, resultando numa
consideravel economia de esforcos e recursos financeiros exigidos anteriormente

nas atividades de campo (Unkovich et al., 2001).



12

5. Utilizacdo do método isotdpico em estudos alimentares

A aplicacdo dos isotopos estaveis como tracadores naturais, em pesquisas
na area de nutricdo animal, vem aumentando nas Ultimas décadas. Esta técnica é
indicada em situacbes que fontes dietéticas, isotopicamente distintas, estao
disponiveis para os animais, uma vez que a composicao isotopica dos tecidos e
fluidos corporais depende principalmente de sua alimentacdo. Assim, dietas com
assinaturas isotopicas distintas podem ser usadas para medir taxas de turnover, em
todos os tecidos corporais do animal (Caldara et al., 2007).

Is6topos estaveis de carbono, nitrogénio, enxofre, hidrogénio e oxigénio sao
considerados, atualmente, ferramentas Gteis aos fisiologistas, ec6logos e a outros
pesquisadores que estudam os ciclos de matéria e energia no ambiente. Nos
ultimos vinte anos, essa técnica vem sendo aplicada em ambientes aquaticos e tem-
se mostrado muito eficiente e promissora. Os is6topos estaveis de H e O sao
utilizados na determinacdo da composicdo da agua utilizada pelos vegetais, ja os
isétopos de C, N e S sdo utilizados para elucidar vias fotossintéticas, processos
fisiolégicos nos vegetais ou na determinacdo das fontes de alimento para
consumidores em cadeias alimentares aquaticas ou terrestres. Os isGtopos estaveis
estdo presentes nos ecossistemas e sua distribuicdo natural reflete, de forma
integrada, a histéria dos processos fisicos e metabdlicos do ambiente (Pereira e
Benedito, 2007).

A influéncia da inundacdo anual do lago Coqueiro, no Pantanal Mato-
grossense, na disponibilidade de alimentos e na composicao isotdpica dos peixes foi
estudada por Wantzen et al. (2002), que utilizaram analises isotépicas e de
contetdo estomacal. A cadeia alimentar do ambiente estudado foi baseada
principalmente em carbono de origem Cjs. Entretanto, peixes capazes de alimentar-
se de invertebrados terrestres, como o Brycon microlepis, apresentaram de 13 a 30
% do carbono de plantas C., durante o periodo da cheia. Os valores de 3C e 5'°N
apresentaram mudancas sazonais altamente significativas para alguns grupos
alimentares e indicaram uma cadeia alimentar com trés a quatro niveis troficos. As
mudancas isotopicas dos peixes entre os periodos hidrolégicos foram mais
acentuadas nas espécies onivoras. As espécies herbivoras e detritivoras foram
mais influenciadas pelas mudancas na razéo isotopica de carbono na dieta, afetada

pelos processos biogeoquimicos, como respiragdo e metanogénese. Mudancas
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isotopicas dos peixes, neste estudo, representaram um gradiente sazonal,
associado com mudancas de habitat, devido a inundacéo periddica (Wantzen et al.,
2002).

Durante dois anos, foi realizado um estudo da disponibilidade de alimentos e
do crescimento de carpa prateada (Hypophthalmichthys molitrix) e cabeca grande
(Aristichthys nobilis) utilizando is6topos estaveis e analise do contetdo intestinal, na
Baia Meiliang do lago Taihu, na China. Tanto a carpa prateada como a cabeca
grande apresentaram-se mais ricas em 5"3C no ano de 2005 do que em 2004, o que
foi atribuido a dois fatores: diferencas entre composicfes isotopicas na base da
cadeia alimentar e diferencas entre as composi¢coes dos itens predados. As
diferencas nos padrées de crescimento das carpas prateada e cabeca grande em
dois anos consecutivos de estudo podem ser atribuidas a deficiéncia no percentual
de zooplancton nos seus intestinos, em 2005, comparados com os de 2004. Com
base em dois pressupostos possiveis, a diferenca nas espécies de presas e na
qualidade alimentar, possivelmente induziu uma variacdo interespecifica no nivel
trofico anual de carpa prateada e cabeca grande (Zhou et al., 2009).

A estimativa das fontes de energia, para larvas de oito espécies de peixes da
varzea amazoOnica no estudo de Leite et al. (2002), indicou que muitas larvas em
alguns estagios séo herbivoras ou carnivoras primérias e que a energia fixada pelas
plantas é passada quase diretamente para as larvas dos peixes, sem completar o
ciclo alimentar microbial da cadeia. A principal fonte de energia das larvas foram as
plantas C3, embora a contribuicdo das gramineas C, seja importante para algumas
espécies. Algas microscopicas, planctonicas ou epifitas, sdo provavelmente as
principais plantas C3 que suportam a producéo larval dos peixes.

A fim de investigar o potencial do método isotépico como um instrumento
viavel para estudos de digestibilidade aparente (CDA) em peixes, Oliveira et al.
(2008) avaliaram os valores de CDA das dietas experimentais baseadas em
ingredientes C3 e C4, através da comparacdo do método tradicional utilizando 6xido
crdbmico como marcador externo com o método dos isétopos estaveis de carbono
(5*C) em alevinos de tambaqui (Colossoma macropomum). Os autores observaram
gue a utilizacdo do método isotopico para estimar o CDA pode reduzir o0 erro e
requer menos esforco na coleta do material. No entanto, € importante levar em
consideracdo que este método € limitado a determinacdo dos valores de CDA para

os ingredientes ou dietas com diferentes assinaturas de 5*C.
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Com o intuito de avaliar a contribuicdo dos isotopos estaveis do carbono e
nitrogénio como indicadores naturais da incorporacdo do alimento no tecido de
larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus), Jomori et al. (2008) administraram
nauplios de Artemia e/ou dietas secas e observaram que as larvas até 12 dias apos
o inicio da alimentacdo exdgena consumiram preferencialmente nauplios de
Artemia. Entretanto, com a ingestdo de dieta seca (trés, seis e 12 dias apos
receberem Artemia) as larvas mostraram sinais de aproveitamento desse alimento,
através da incorporagdo do carbono e nitrogénio da dieta em seus tecidos. A técnica
dos is6topos estaveis foi bastante eficaz na indicacdo das fontes energéticas
aproveitadas e metabolizadas pelas larvas, contribuindo para o aprimoramento das
pesquisas que visam a possibilidade de substituir o alimento vivo precocemente na
larvicultura de peixes, por dietas secas adequadas, sem prejuizos ao desempenho
dos animais.

Para determinar a importancia quantitativa e a qualitativa das principais
fontes de energia do tambaqui do lago Camaledo, Amazonia Central, durante um
ciclo hidrolégico, Oliveira (2003) utilizou o método de analise de contetdo estomacal
e de composicao isotopica investigando a dinamica de incorporacdo de carbono e
nitrogénio nos tecidos dos peixes. O grau de replecdo estomacal e a importancia
relativa dos itens alimentares variaram com o nivel de agua, enquanto os isétopos
estaveis de C e N mostraram a importancia das plantas de via fotossintética Cz e Cy,
e da macro e microfauna acompanhante na dieta do tambaqui e do zooplancton,
principal provedor de N para a espécie. O padrdo de incorporacdo de C e N
alimentar em tambaqui foi diferente para as dietas C3 e C,4. Diferencas nos valores
nutricionais entre as dietas e a taxa de crescimento influenciaram a dinamica de
incorporacdo de C e N. A velocidade de reposicdo do C e N foi relacionada
diretamente com a qualidade da fonte e funcionalidade do tecido. O tempo minimo
para a substituicdo de 99 % do sinal isotépico da dieta C3 no musculo dos alevinos
foi 85 dias. A combinacdo dos dois métodos mostrou a complexidade do hébito
alimentar do tambaqui e sua dependéncia do pulso de inundagéo.

Além da aplicabilidade dos is6topos estaveis em estudos ecoldgicos, também
sdo importantes e necessarias mais pesquisas acerca da dinadmica de incorporacéo
de C e de N nos peixes, a partir dos estudos laboratoriais de nutricdo e alimentacao.

Elas poderao possibilitar a determinacdo de contribui¢cdes relativas de determinada
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fonte na composicdo dos peixes, e até mesmo dos seus diferentes tecidos,

relacionando fontes, suas qualidades e suas quantidades (Oliveira, 2003).
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CAPITULO 2 - Aplicacdo da técnica de is6topos estaveis de carbono na

determinacédo do tempo de transito gastrointestinal em juvenis de pacu

Resumo — Este estudo avaliou a metodologia dos is6topos estaveis de carbono
como um método alternativo e mais apurado para determinar o tempo de transito
gastrointestinal (TTG) em juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus), em
comparacao ao método convencional com a adicdo de marcadores de contraste na
dieta. Foram utilizados 320 juvenis estocados em 32 tanques, que receberam duas
dietas, uma baseada em ingredientes do ciclo fotossintético C3 e outra baseada em
ingredientes de origem C,, ambas contendo marcador inerte oxido de titanio (para
tornar as fezes esbranquicadas) e cultivados em duas temperaturas de agua, 25 e
29 °C. Apés 40 dias, as dietas foram trocadas: 0s animais que recebiam a dieta C3
passaram a receber a dieta C4; (C3/C4) e vice-versa (C4/C3). As novas dietas
continham marcador inerte 6xido de crébmio, para determinar o TTG através das
duas metodologias: a convencional que utiliza marcadores de contraste e outra,
sugerida neste estudo, por meio dos isotopos estaveis de carbono. As fezes foram
coletadas por extrusdo manual durante um periodo de 30 horas ap0s a troca das
dietas. Na metodologia dos marcadores inertes, as fezes receberam notas de O;
0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 de acordo com a intensidade da mudanca de coloracao de
branco para verde escuro. Na metodologia dos is6topos estaveis, as fezes foram
analisadas para determinacdo da mudanca da razdo isotépica de carbono-13. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com quatro
tratamentos e oito réplicas. Os dados obtidos de desempenho produtivo foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (a = 0,05),
guando detectadas diferencas significativas. Os dados de TTG obtidos em ambas
as metodologias avaliadas foram analisados segundo o modelo sigmoidal de
regressdo de Boltzmann. As médias de temperatura da agua foram de 25,10 + 0,07
°C para agua proveniente de mina, e de 29,65 + 0,32 °C para agua de poco
artesiano. O desempenho produtivo dos animais foi influenciado pelas temperaturas
e dietas avaliadas, com obtencdo de maior ganho em peso (72,17 £ 5,95 g) na
temperatura de 29 °C e dieta C;. Para ambas as metodologias, o TTG foi
considerado mais rapido (cerca de 6 horas) quando os animais foram mantidos a 29

°C e alimentados com a estratégia C,/C3, € mais lento a 25 °C quando foi ofertado a
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estratégia alimentar C3/C, (15 e 18 horas para a metodologia dos marcadores
inertes e dos isOtopos estaveis, respectivamente). A metodologia dos isétopos

estaveis pode ser utilizada para determinar o TTG em juvenis de pacu.

Palavras-chave: Piaractus mesopotamicus, Cs, Cq4, 0Xxido de crédmio, 6xido de titanio,

temperatura.

Application of stable carbon isotopes technique of determination of

gastrointestinal transit time in juvenile of pacu

Abstract — This study evaluated the stable carbon isotopes as an alternative and
more accurate methodology to determine the gastrointestinal transit time (GTT) in
pacu (Piaractus mesopotamicus) compared with the conventional method with
addition contrast markers in the diet. 320 juveniles were equally distributed in 32
tanks. These tanks were divided in two feedings groups containing titanium oxide as
inert marker in their diets (to induce white feces). One group was fed with diets
based on C3 photosynthetic cycle plants, while the other group was fed with diets
based on C,; plants. Both feeding treatments were subdivided in two water
temperatures cultures, 25 and 29 °C. After 40 days we changed the diets: animals
that had been fed with C; diets were then fed with C4 diets (C3/C4) and vice versa
(C4/C3). The new diets had chromium oxide as inert marker to determine the GTT
through both methodologies: the conventional one which uses contrast markers, and
other, suggested in this study, using stable carbon isotopes. Feces were collected by
manual extrusion during 30 hours period after diet change. For the inert markers
methodology the feces were graded in 0, 0.25, 0.50, 0.75 and 1.00 accordingly to the
intensity of the color pattern that ranges from white to dark green. For the stable
isotopes methodology the feces were analyzed to determine the change in the
isotopic ratio of carbon-13. We conducted a completely randomized experimental
design with four treatments and eight replicates. Data obtained from performance
were subjected to analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test (a =
0.05), when significant differences were detected. GTT data, of both methodologies,
were analyzed accordingly to the Boltzmann sigmoidal regression model. The
average of water temperatures were 25.10 + 0.07 °C for mine water, and 29.65 +

0.32 °C for artesian well water. The animals performance was influenced by the
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temperatures and diets evaluated, achieving greater weight gain (72.17 = 5.95 g) at
a temperature of 29 °C with diets based on Cs plants. For both methodologies, the
GTT was faster (for about 6 hours) when animals were kept in 29 °C and fed with
C4/Cs diet strategy, and was slower in 25 °C when Cs/C, diet strategy was offered
(15 and 18 hours for inert markers and stable isotopes methodology,
respectively). The stable isotopes methodology can be used to determine the GTT in

pacu juvenile.

Keywords: Piaractus mesopotamicus, Cgs, C4, chromium oxide, titanium oxide,

temperature.
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1. Introducgéo

O crescimento populacional acelerado dos Ultimos anos demanda
desenvolvimento e aprimoramento de técnicas que incrementem a producao animal.
A piscicultura destaca-se como um setor com dgrande potencial, ainda pouco
aproveitado na producao de alimentos (Ostrensky et al., 2008). Pesquisas visando
maior conhecimento sobre peixes nativos sdo muito importantes no cenario da
aquicultura brasileira, pois ha varias espécies excelentes para producdo; com um
déficit de conhecimento para o sucesso da cadeia produtiva (Baldisserotto e Gomes,
2005).

Em estudos de nutricdo, é importante conhecer os niveis de aproveitamento
do alimento pela espécie, para que se possa subsidiar com informacfes mais
precisas a elaboracdo de dietas que, efetivamente, o animal tenha o maximo
aproveitamento (Silva et al., 2003). Uma das ferramentas que auxiliam nestas
pesquisas, € a determinacdo do tempo de transito gastrointestinal. Dentre os
métodos empregados para esta avaliacdo, pode-se citar a adicdo de meios de
contraste na dieta, o uso de radiografias, que evidenciam o deslocamento da
digesta no tubo digestivo (Talbot e Higgins, 1983), a dissecacdo do trato
gastrointestinal para observagdao sequencial da presenca de fezes ao longo do
tempo (Meurer et al., 2002) e a utilizacdo de isotopos radioativos (Storebakken et
al., 1981).

Isétopos estaveis como ferramenta em estudos de nutricdo animal vem
sendo melhor utilizados na identificacdo de alimentos naturais que compde a dieta
de um determinado animal (Gamboa-Delgado e Le Vay, 2009), na determinacéo da
digestibilidade de alimentos (Oliveira et al., 2008), em estudos de metabolismo em
diferentes tecidos por meio do turnover dos isétopos de carbono e nitrogénio
(Jomori et al., 2008) e de rastreabilidade de alimentos, de uso controlado ou nao
permitidos na alimentacdo animal (Carrijo et al., 2006). Esta técnica é indicada em
situacBes em que fontes dietéticas, isotopicamente distintas, estdo disponiveis para
0S animais, uma vez que a composicao isotopica dos tecidos e fluidos corporais

depende principalmente de sua alimentacao (Caldara et al., 2007).
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2. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo a avaliagdo da metodologia de isétopos
estaveis de carbono para determinacdo do tempo de transito gastrointestinal em
juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus), em comparacdo a metodologia de
adicdo de marcadores de contraste (6xido de titanio e éxido de crdmio) nas dietas, a

fim de propor um método alternativo e mais apurado para tal analise.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a metodologia dos iso6topos estaveis de carbono na determinacdo do
tempo de transito gastrointestinal em juvenis de pacu, utilizando dietas

baseadas em ingredientes do ciclo fotossintético C3 e Cj.

e Comparar o tempo de transito gastrointestinal de dietas para juvenis de pacu,
em duas temperaturas de cultivo (25 e 29 °C), por meio da metodologia dos
isotopos estaveis de carbono e da adicdo de marcadores de contraste (6xido

de crémio e oOxido de titanio) na dieta.

e Analisar o desempenho produtivo de juvenis de pacu cultivados em duas
temperaturas de agua (25 e 29 °C) e alimentados com dietas a base de

ingredientes originarios do ciclo fotossintético C; e C,.
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3. Material e métodos

O experimento foi conduzido no Centro de Aquicultura da UNESP -
Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, no Laboratério de Nutricao
de Organismos Aquéticos no periodo de setembro a dezembro de 2010.

3.1 Material biolégico

Foram utilizados 320 juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) com peso
médio inicial de 51,62 + 0,52 g e comprimento total de 13,95 + 0,11 cm, procedentes
da Piscicultura Poletini, localizada no municipio de Mogi Mirim — SP. Anteriormente
ao presente experimento, 0s juvenis com peso meédio aproximado de 20 g foram
alimentados com racédo comercial durante um periodo de dois meses (setembro e
outubro) até atingirem cerca de 50 g, a fim de garantir a coleta da quantidade

suficiente de fezes para as analises experimentais.
3.2 Instalagcdes e condi¢cdes experimentais

Os peixes foram estocados em 32 tanques de fibrocimento com volume (atil
de 150 litros em uma densidade de 10 peixes por tanque. Os tanques eram
abastecidos com agua em sistema de fluxo continuo; 16 tanques recebiam agua
proveniente de poco artesiano com temperatura em cerca de 29 °C; e os demais
tanques eram abastecidos com agua de mina com temperatura em torno de 25 °C.
Em ambos os casos, a taxa de renovacdo foi de aproximadamente 80 L/ hora e
todos os tanques eram dotados de aeracdo continua e escoamento de agua pelo
fundo.

Durante o experimento, foram avaliadas diariamente, no periodo da manha e
da tarde (9 e 17 h), as variaveis fisicas e quimicas da agua: temperatura (°C) e
oxigénio dissolvido (mg.L™), usando um oximetro digital YSI (Yellow Spring
Instruments), modelo 550A. Semanalmente, foram avaliadas as variaveis quimicas:
pH, através do uso de um peagbmetro de bolso da marca pH-TEK, modelo pH 100 e
a condutividade elétrica (uS.cm™), através de um condutivimetro da marca pH-TEK.
Ao final do experimento, também foram coletadas amostras de agua para
determinacao da concentracdo de amonia (Koroleff, 1976), nitrato, nitrito (Mackereth
et al., 1978), e alcalinidade total (Golterman et al., 1978). Uma vez a cada trés dias,
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foi realizada a sifonagem dos tanques experimentais, para retirada dos residuos de
alimentos e fezes, e a lavagem das pedras porosas, evitando-se entupimento e
gueda na oxigenacgao da agua.

As dietas contendo O6xido de tithnio foram oferecidas até a saciedade
aparente, na frequéncia de duas vezes ao dia (as 8 e 16 horas) durante o periodo
experimental de 40 dias. A quantidade de dieta consumida em cada parcela foi
calculada semanalmente, através da pesagem dos recipientes de armazenagem

das rac0es, antes e apds o consumo.

3.3 Dietas experimentais

As andlises dos ingredientes e das dietas foram realizadas no Centro de
Aquicultura da UNESP (CAUNESP) - Laboratério de Nutricdo de Organismos
Aquaticos e no Laboratorio de Nutricdo Animal (LANA) da FCAV-UNESP, Campus
de Jaboticabal. Foram elaboradas duas dietas experimentais basicas contendo 1 %
de inclusdo do marcador inerte 0xido de titdnio, sendo uma dieta com base em
ingredientes originarios do ciclo fotossintético C; e outra com base em ingredientes
do ciclo fotossintético C4, a fim de obter diferentes assinaturas isotOpicas. Outras
duas dietas possuiam formulacéo idéntica as duas anteriores, diferindo apenas em
relacdo a inclusdo de 1 % de 6xido de crébmio em substituicdo ao Oxido de titanio,
usado na metodologia de Storebakken (1985) (Tabela 1).

Os ingredientes das dietas foram finamente moidos em moinho martelo com
peneira de porosidade padrdao de 0,50 mm de diametro e misturados manualmente,
sendo acrescidos de agua, de modo a formar uma massa consistente apropriada
para ser extrusada. As duas dietas foram processadas em extrusora e secas em
estufa com circulacdo de ar a 55 °C, durante 24 horas. Depois de secas e, para
melhor conservacdo do produto, as dietas foram colocadas em sacos plasticos

etiquetados e armazenados em freezer.
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Tabela 1. Formulas e composicdes isotopicas e nutricionais das dietas

experimentais.

Ingredientes (%) Dieta C3 Dieta C4
Farinha de salméo (63 % PB) 14,54 -
Farinha de visceras de frango (58 % PB) - 23,00
Farelo de soja 27,90 -
Glutenose de milho 60 - 12,00
Levedura de alcool - 4,60
Farelo de trigo 18,80 -
Quirera de arroz 32,70 -
Milho - 25,00
Sorgo - 28,75
Oleo de soja 3,60 -
Oleo de milho - 2,37
Suplemento vitaminico e mineral® 0,50 0,50
Caulim 0,50 0,50
Fosfato bicalcico - 0,37
Calcareo - 0,70
L-Lis 0,41 1,05
DL-Met 0,05 0,04
L-Treo - 0,12
Oxido de crémio ou titanio 1,00 1,00
Total 100,00 100,00
Composicao isotépica: 8%."°C analisado -26,56 -13,98
Composicao nutricional analisada:

Matéria seca (%) 95,09 94,02
Proteina bruta (%) 29,62 29,6
Extrato etéreo (%) 4,69 7,05
Energia bruta (kcal/kg) 4446,02 4461,90
Fibra bruta (%) 2,83 1,58
Matéria mineral (%) 7,20 7,78
Extrativo n&o nitrogenado? (%) 50,75 48,01

' Suplemento vitaminico e mineral: Vitamina A - 3000 Ul/kg; Vitamina D3 - 3000 Ul/kg; Vitamina E -
200 mg/kg; Vitamina K - 6 mg/kg; Vitamina C - 350 mg/kg; Vitamina By, - 20 mcg/kg; Vitamina B, - 6
mg/kg; Vitamina B, - 8 mg/kg; Vitamina Bg - 3 mg/kg; Biotina - 0,10 mg/kg; Acido félico - 1 mg/kg;
Acido pantotémico - 20 mg/kg; antioxidante BHT - 125 mg/kg; Colina - 150 mg/kg; Niacina - 100
mg/kg; Ferro 100 mg/kg; Cobre - 10 mg/kg; Manganés - 70 mg/kg; lodo - 5 mg/kg; Selénio - 0,15
mg/kg e Zinco - 150 mg/kg.

2ENN = MS — (PB + EE + MM + FB).
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3.4 Delineamento experimental

Para a avaliacdo do desempenho produtivo, foi realizado um Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC), com quatro tratamentos em esquema fatorial 2 x 2,
com oito repetigdes. O primeiro fator correspondia a duas temperaturas de cultivo
(25 e 29 °C), o segundo fator, as duas dietas utilizadas, sendo uma baseada em
produtos originarios do ciclo fotossintético Cs e outra do ciclo Ca.

Na determinacdo do tempo de transito gastrointestinal, realizou-se um
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com quatro tratamentos, sendo duas
estratégias alimentares (C3/C4 e C4/C3) e duas temperaturas de cultivo (25 e 29 °C)
com dez repeticbes. Neste caso, cada peixe de um tanque experimental foi
considerado uma réplica. Foram retiradas as fezes dos dez peixes de um tanque
experimental por tratamento a cada tempo de coleta de fezes (3, 6, 9, 12, 15, 18, 24
e 30 horas apés a primeira alimentagdo) utilizadas para determinacédo do tempo de
transito gastrointestinal nas duas metodologias avaliadas (adicdo de marcadores

inertes na dieta e utilizacdo de is6topos estaveis de carbono).

3.5 Parametros de desempenho produtivo

O desempenho produtivo dos animais foi avaliado para verificar se realmente
estavam ingerindo as dietas ofertadas e assim, garantir gue no momento da coleta
de fezes, haveria amostra suficiente em todos os tratamentos para as analises
posteriores. Para analisar os parametros de desempenho, todos os peixes de cada
tanque foram coletados no inicio e final do experimento. O desempenho produtivo
foi analisado através da taxa de sobrevivéncia, ganho em peso médio, conversao
alimentar aparente, consumo médio diario de dieta, taxa de crescimento especifico

e taxa de eficiéncia protéica, de acordo com as seguintes formulas:

e Sobrevivéncia (%) = (n° inicial peixes — n° final peixes / n° inicial peixes) x
100;

e Ganho em peso médio (g) = peso meédio final — peso médio inicial;
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e Conversao alimentar aparente = consumo de alimento / ganho em peso;

e Consumo diario de dieta por peixe (g) = consumo de dieta por peixe / tempo
(dias);

e Taxa de crescimento especifico (% / dia) = [(In peso final — In peso inicial) x
100 / tempo];

e Taxa de eficiéncia protéica = ganho em peso médio / proteina bruta

consumida.

3.6 Determinacdo do tempo de transito gastrointestinal

Na avaliacdo do tempo de transito gastrointestinal das dietas experimentais,
foram utilizadas duas dietas de mesma constituicdo béasica (Tabela 1), elaboradas
com assinaturas isotopicas proximas aos de produtos originarios do ciclo
fotossintético C3, sendo que uma delas continha 1 % de 6xido de titanio, marcador
inerte que provoca coloracdo esbranquicada as fezes, de forma a acentuar o inicio
do efeito do o6xido de crébmio, marcador que confere coloracdo verde e
posteriormente, foi utilizado na segunda dieta. As outras duas dietas, também eram
de mesma constituicdo basica e foram elaboradas com assinaturas isotOpicas
préximas aos de produtos originarios do ciclo fotossintético C,4, sendo que uma
continha 1 % de oxido de titanio e a outra 1 % de 6xido de crémio.

Durante 40 dias, os peixes foram alimentados com a primeira dieta que
continha 1 % de Oxido de titanio, tanto para a dieta Cs; quanto para C,.
Posteriormente a esse periodo, dois peixes de cada tanque experimental foram
anestesiados em benzocaina (concentracdo de 0,1 g/L) para realizac&o da coleta de
fezes, que constituiu o tempo Oh, ou seja, 0os animais ainda expressavam o sinal
isotépico da primeira dieta ofertada. Este procedimento foi realizado a fim de
verificar, durante 40 dias, se 0s animais realmente ja expressavam, nas fezes, o
sinal isotépico de carbono da dieta que estavam recebendo.

Apos 40 dias, houve a troca das dietas: 0os animais passaram a receber as
dietas com 1 % de Oxido de crdbmio e nova composi¢cao isotopica, ou seja, 0S peixes

que recebiam dieta Cz passaram a receber dieta C, (C3/Cs), € 0S peixes que
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recebiam dieta C, passaram a receber dieta C3 (C4/C3). Nesse mesmo dia, 0s peixes
foram alimentados a vontade, as 8 e 16 horas, e as fezes dos peixes de cada
tanque experimental, foram examinadas a cada periodo de tempo. A primeira
amostragem foi realizada apos trés horas da primeira alimentagéo, sendo coletadas
as fezes de todos os dez peixes de uma réplica de cada tratamento, constituindo
uma somatoria de 40 peixes por horario de coleta. As amostragens subsequentes
foram realizadas em intervalos de trés horas, até completar 30 horas de coleta;
dessa forma os tempos analisados foram: 3, 6, 9, 12, 15, 18, 24 e 30 horas ap0s a
primeira alimentacao.

Em cada horario de observacdo, as fezes foram coletadas por extrusao
manual, quando cada peixe, depois de anestesiado em benzocaina (concentracdo
de 0,1 g/L), foi submetido a compressao na regidao abdominal, no sentido das
nadadeiras ventrais em dire¢cdo ao anus, para averiguacao da coloracéo das fezes
de todos os juvenis de uma réplica de cada tratamento. Na avaliacdo do tempo de
transito gastrointestinal (TTG) segundo o método descrito por Storebakken (1985),
as fezes passavam da cor esbranquicada para verde-escura e as amostras
receberam notas de 0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00, de acordo com a intensidade da cor
(verde) em cada horario de observacao.

Na avaliagdo do tempo de transito gastrointestinal através da metodologia
dos is6topos estaveis de carbono, as fezes foram depositadas em tubos tipo
Eppendorf de 1 mL e secas em estufa com circulacdo de ar a 55 °C, durante 24
horas, para posterior analise isotOpica. Ap0s a secagem, devido a pequena
guantidade retirada dos animais, as fezes foram trituradas até obtencdo de
particulas menores com aspecto de p0, dentro do tubo tipo Eppendorf com auxilio
de um pistilo de metal, para evitar perdas. As amostras de ra¢do foram moidas em
nitrogénio liquido (-196 °C) com o auxilio de almofariz e pistilo, até reducdo minima
da granulometria para obtencdo de amostras bem homogéneas. Posteriormente,
uma aliquota de amostra de aproximadamente 60 pg, foi colocada em capsulas de
estanho (6 x 4 mm) para as analises no espectrometro de massa. Em todo o
procedimento para preparacdo das amostras, 0 uso de luvas cirdrgicas descartaveis
e o cuidado com a lavagem das maos e dos materiais (pingas, almofariz, pistilo,
etc.) entre a manipulacdo das amostras foram praticas indispensaveis para evitar

contaminagao.
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As amostras de fezes e das racfes foram analisadas no Centro de Isotopos
Estaveis Ambientais em Ciéncias da Vida do Departamento de Fisica e Biofisica da
UNESP de Botucatu. A composi¢cdo isotdépica em carbono das amostras foi
determinada através da combustdo das capsulas de estanho contendo as amostras
sob fluxo continuo de hélio, em um analisador elementar (Carlo Erba, CHN 1110)
acoplado a um espectrébmetro de massa Thermo Finnigan Delta Plus. O gas CO,
resultante da combustdo das amostras foi analisado com erro analitico de 0,2 %o.. A
razdo isotopica € expressa pela notacdo delta (8), em partes por mil (%o), €
comparada com um padrdo conhecido. Para o carbono, o padrdo internacional
utilizado € o PDB (féssil de Belemnitella americana da formacdo Peedee da Carolina

do Sul / EUA). A razao isotépica foi calculada por meio da expressao:

0 X (amostra, padrao) — [(Ramostra/ Rpadréo) - 1] * 103
Onde: R é a raz&o isotopica, **C/**C, da amostra e do padr&o, respectivamente.

Desta forma, todos os valores da composicao isotdpica de carbono de uma
matriz passam a ser relacionadas, ou relativas, ao padrdo PDB, cujo valor passa a
ser o0 zero e as amostras terdo sempre valores abaixo do zero do padrdo, ou seja,
serao negativas.

A fim de padronizar a analise do TTG para as duas metodologias avaliadas,
as notas e os dados isotopicos obtidos foram compilados em curva padrédo, e 0s
resultados foram analisados pelo modelo sigmoidal de regressédo de Boltzmann. O

Modelo de Boltzmann tem por equacao geral, a expressao:

y = [Ar— Ay (1 + e &%) + A,

Onde:

Xo: ponto de inflexdo da sigmoide;
dx: constante de tempo;

Az valor inicial do eixo Y — y (- «0);

A valor final do eixo Y = y (+ «).

O valor de Y, em X, € a metade da distancia entre os dois valores limites A; e

Az Y(Xo) = (A1 + Ap) / 2. O valor de Y muda drasticamente, conforme variagcoes de X.
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A magnitude destas variacbes € aproximadamente dx. Nas duas metodologias
avaliadas, o tempo de transito gastrointestinal dos peixes de um tratamento
experimental foi considerado completo quando observado o primeiro valor a atingir o
patamar de equilibrio da curva padrdo, ou seja, quando ndo houve mais alteracao
significativa na nota maxima atribuida as fezes, e o sinal isotépico ja estava préximo

ao sinal da nova dieta ofertada permanecendo praticamente constante.
3.7 Analises estatisticas

Nas andlises estatisticas dos resultados de desempenho produtivo, a
normalidade dos dados e a homogeneidade da variancia foram testadas antes da
aplicacdo da Analise de Variancia (ANOVA). Quando encontradas diferencas
estatisticas entre as variaveis analisadas, as meédias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de significancia. Os dados foram
analisados pelo programa SAS (Statistical Analyses System), versao 9.0.

Na avaliacdo do tempo de transito gastrointestinal, padronizou-se o modelo
sigmoidal de regressdo de Boltzmann para analisar os resultados das duas
metodologias de determinacdo do TTG avaliadas (utilizacdo de marcadores inertes
e isétopos estaveis de carbono), com auxilio do programa Origin 6.0 Professional

(Microcal Software Original 6.0 Professional, 1999).

4. Resultados e discussao

4.1 Variaveis fisico-quimicas da 4gua

As médias diarias observadas para as variaveis fisicas e quimicas das aguas
de diferentes origens e temperaturas que abasteciam o sistema de cultivo durante o
periodo experimental sédo apresentadas na Tabela 2.

As médias de temperatura da agua foram de 25,10 + 0,07 °C para agua
proveniente de mina, e de 29,65 + 0,32 °C para agua de poco artesiano, a fim de
avaliar o tempo de transito gastrointestinal nestas diferentes temperaturas de
cultivo. Para realizar o manejo alimentar adequado de uma espécie, devem ser
estudados os fatores que influenciam a ingestdo dos alimentos, e a temperatura da
agua € um fator importante no cultivo de peixes, pois influencia diretamente a
guantidade de alimento a ser fornecido, horario de arracoamento, frequéncia e ritmo

de alimentacao, nos diferentes sistemas de cria¢do (Frasca-Scorvo et al., 2001).



Tabela 2. Valores médios diarios dos parametros fisico-quimicos da agua dos

tanques experimentais a 25 e 29 °C.

Parametros avaliados

Temperatura de 25 °C* Temperatura de 29 °C?

Temperatura (°C)

Oxigénio dissolvido (mg.L™)

pH

Alcalinidade total (mg.L™)
Condutividade elétrica (uS.cm™)
Amédnia total (ug.L™)

Nitrato (ug.L™)

Nitrito (ug.L™)

25,10 £ 0,07
5,25+0,18
6,37 £ 0,19
17,88 £ 0,63
41,13 + 0,75
324,61 + 36,75
993,57 + 11,49

502+241

29,65 + 0,32

4,61+0,14

7,55+0,13
100,13 +£ 0,85
190,54 + 2,30
193,32 + 38,81
257,23 + 28,45

67,60 + 18,43

' Agua proveniente de mina.
2Agua proveniente de poco artesiano.

Segundo Boyd (1982), a concentracdo de oxigénio da 4gua € dependente da
temperatura, estando os valores médios encontrados dentro dos limites aceitaveis
para as espécies de peixes tropicais. O abastecimento continuo dos aquarios
experimentais, com alta taxa de renovacao de agua, propiciou a estabilidade desses
valores e a manutencao dos teores de oxigénio dissolvido.

Os valores médios de pH (potencial hidrogeniénico) da 4gua observados no
experimento com juvenis podem ser considerados satisfatérios para um bom
desenvolvimento dos peixes. Segundo Boyd (1981) os niveis de pH desejaveis para
criacdo de peixes de aguas quentes estdo entre 6,5 e 9,0.

Os niveis de alcalinidade total (teor de bases titulaveis na dgua) para a agua
a 29 °C, apresentaram valores dentro do limite preconizado por Sipauba-Tavares
(1995), que recomenda para cultivo de peixes valores acima de 20 mg de CaCO3/L
de agua. Nos tanques com agua a 25 °C, os valores ficaram ligeiramente abaixo do
recomendado, entretanto este fato ndo foi um fator limitante no desempenho e
sobrevivéncia dos pacus.

Por outro lado, os niveis de condutividade elétrica da dgua dos tanques
experimentais a 29 °C apresentaram valores elevados, acima dos observados por

Sipauba-Tavares (1995), que encontrou variacdo entre 23 a 71 uS/cm em viveiros
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de cultivo de peixes. Os valores mais elevados constatados no presente trabalho
devem- se, a presenca de ions de calcio na agua de poco artesiano que abastecia
0os aquarios experimentais a 29 °C; entretanto este fato ndo comprometeu a
sobrevivéncia, nem o crescimento dos animais, pois ndo houve mortalidade e os
peixes ndo apresentaram nenhum sinal patolégico.

Segundo Proenca e Bittencourt (1994), o teor de amonia entre 400 a 2.500
Mg/L é subletal, sendo que a concentracdo abaixo de 50 ug/L € considerada ideal
para o desenvolvimento de peixes. Os valores encontrados neste estudo estdo um
pouco elevados, entretanto ndo comprometendo a sobrevivéncia dos animas.

Os niveis de nitrato estdo dentro dos recomendados por Boyd (1990), abaixo
de 5.000 pg/L. O valor maximo de concentracdo de nitrito aceitavel em um cultivo é
de 1,0 mg/L (Padua, 1993 citado por Salvador et al., 2003), portanto 0s niveis
encontrados neste trabalho estdo dentro do limite preconizado.

4.2 Desempenho produtivo

N&o foram observados sinais patolégicos na superficie externa e mortalidade
dos juvenis de pacu durante o experimento. Os resultados da analise de variancia e
dos testes de comparacdo de médias das variaveis de desempenho produtivo séo
apresentados na Tabela 3. Ndo houve diferenca estatistica significativa para o peso
médio inicial dos juvenis (P>0,05), evidenciando uma homogeneidade inicial no lote.

O consumo diario de dieta por peixe foi influenciado pela temperatura
(P<0,05), e foi maior na temperatura de 29 °C (2,66 g) que na de 25 °C (1,50 g), em
40 dias de cultivo. Segundo Alanara (1994), a temperatura € um fator primario que
controla o metabolismo, as necessidades nutricionais e o esvaziamento gastrico, e
com isso, a atividade de alimentacdo dos peixes. Dias-Koberstein et al. (2004)
trabalharam com duas temperaturas de cultivo para avaliar os efeitos na ingestao de
alimentos pelo pacu (Piaractus mesopotamicus), também verificaram que os peixes
ingeriram mais alimento na temperatura mais elevada de 27 °C (11,86 g), em

relacdo a temperatura de 23 °C (9,14 Q).



Tabela 3. Valores de F e médias para os parametros de desempenho de juvenis de pacu alimentados com dietas C3; e C4 em
diferentes temperaturas de agua.

Peso inicial Peso final Ganho em peso Taxa de Consumo Conversao Taxa de
o (9) (9) (9) crescimento diario de alimentar eficiéncia
Estatisticas ) . ) .
especifico dieta / peixe aparente proteica
(% / dia) C))
Médias p/ efeito de temperaturas:
e 29°C 51,53 £ 0,54 113,62 £ 14,21 62,08 + 14,23 2,61+0,43 2,66 £ 0,20 a 1,35+0,34 2,67 0,51
e 25°C 51,72 £ 0,50 84,49 + 5,03 32,77 £ 4,76 1,63+0,18 1,50+0,23 b 1,39+0,20 2,52+0,34
Médias p/ efeito de dietas:
e C3 51,60 £ 0,57 104,85 + 20,20 53,25 + 20,31 2,30+ 0,66 2,01 +0,68 1,21+0,10a 2,85+0,22a
e C4 51,65 +0,48 93,26 + 14,15 41,61 +14,10 1,94 +£0,48 2,07 £ 0,57 153+£0,31b 2,33+0,44b
Valores de F (ANOVA) para:
Efeito da temperatura da agua (T) 0,98 ¢ 107,25* 112,27+ 120,94* 226,15 * 0,25 M 15N
Efeito da dieta (D) 0,09 ™® 16,96* 17,70* 17,12* 0,22M° 14,93 * 19,22 *
Efeito da interagdo T x D 0,35 "° 8,96* 9,51* 7,89* 2,80 N® 1,55 2,41
Coeficiente de Variacado (%) 1,04 8,03 16,50 11,87 10,39 16,93 13,04

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey.
NS h30 significativo.
" significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.

6¢
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Frasca-Scorvo et al. (2001) estudaram o0 comportamento alimentar do
matrinxa, Brycon cephalus em tanques de cultivo, no periodo do ano em que as
temperaturas estdo mais baixas e também observaram que o consumo de racgao foi
maior quando a alimentag¢é@o ocorreu 00 meio do dia e a tarde, horarios em que a
agua apresentou maiores valores de temperatura e também quando a dieta foi
ofertada duas vezes ao dia. Carneiro et al. (1994) obtiveram baixo consumo de
racdo, com menores temperaturas da agua (24 °C), em uma pesquisa na qual
averiguaram a influéncia da temperatura sobre o aproveitamento da proteina e da
energia das dietas por alevinos de pacu.

Angelini et al. (1992), determinaram as taxas de consumo de ragcao pelo
pacu, com diferentes tamanhos (70, 370 e 500 g) e sob distintas temperaturas (20,
22, 24, 26, 28 e 30 °C) e observaram que a menor classe de tamanho de animais
com peso aproximado de 70 g, apresentou maior peso final (cerca de 93 g) nas
temperaturas de 28 e 30 °C.

Ferraz de Lima et al. (1988) sugeriram que a temperatura da agua,
provavelmente, tem um efeito maior nos peixes, do que qualquer outro fator. De
outra forma, os peixes alimentam-se prioritariamente para suprir suas necessidades
de energia, considerando que a ingestao voluntaria do alimento é limitada nas dietas
contendo alto teor energético (Boujard e Médale, 1994). Para as dietas estudadas,
Cs e C4, ndo houve efeito significativo (P>0,05) no consumo diario de alimento pelos
peixes, pois a quantidade de energia bruta de ambas foi muito semelhante, 4446,02
e 4461,90 kcal/kg, respectivamente.

Para a conversdo alimentar aparente e taxa de eficiéncia protéica, nao
ocorreram diferencas significativas (P>0,05) entre as médias obtidas para os peixes
mantidos nas diferentes temperaturas da agua estudadas, mas foram observadas
diferencas (P<0,05) com relacdo aos efeitos das dietas. A conversdo alimentar
aparente e a taxa de eficiéncia protéica apresentaram melhores resultados para a
dieta baseada em ingredientes do ciclo fotossintético Cs, durante o periodo
experimental de 40 dias.

Em relacdo aos demais parametros de desempenho produtivo avaliados
(peso final, taxa de crescimento especifico e ganho em peso), houve efeito da
interacdo entre temperatura da 4gua e dieta. Os valores médios do peso final dos

juvenis para a interacao estéo apresentados na Tabela 4, mostrando que os animais
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que receberam dieta Cz na temperatura de 29 °C apresentaram a maior média de
peso final (123,62 + 5,60 g).

Tabela 4. Valores médios de peso final (g) de juvenis de pacu para o efeito de

interacdo entre temperaturas da agua e dietas, aos 40 dias de experimento.

Temperaturas da agua Dietas
Cs Cy
29 °C 123,62 + 5,60 Aa 103,62 + 13,00 Ba
25°C 86,07 + 5,74 Ab 82,91 £ 3,92 Ab

Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade
(maidsculas na horizontal e mindsculas na vertical).

Resultados semelhantes também foram observados para a taxa de
crescimento especifico (Tabela 5) e ganho em peso (Tabela 6) que apresentaram
sempre as maiores médias na temperatura de 29 °C, quando os animais foram
alimentados com a dieta baseada em ingredientes do ciclo fotossintético C3 (valores
de 2,91+ 0,16 % / dia e 72,17 + 5,95 g, respectivamente).

Tabela 5. Valores médios da taxa de crescimento especifico (% / dia) de juvenis de
pacu para efeito de interacdo entre temperaturas da agua e dietas, durante 40 dias

de experimento.

Temperaturas da agua Dietas
Cs Ca
29 °C 291+0,16 Aa 2,30 +£0,40 Ba
25 °C 1,68+ 0,20 Ab 1,57 +0,14 Ab

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade
(maiusculas na horizontal e mindsculas na vertical).

Segundo Cuenco et al. (1985), em um modelo de crescimento de peixes, as
variaveis mais influentes sao o tipo de alimentacdo e as mudancas de temperatura
gue as espécies sdo submetidas devido as caracteristicas do ambiente em que
vivem. Trabalhos realizados com pacu nas regibes Sul (Borghetti e Canzi, 1993),
Sudeste (Bernardino e Ferrari, 1989; Ferrari et al., 1990; Angelini et al., 1992) e
Centro-Oeste (Chabalin e Ferraz de Lima, 1988; Ferraz de Lima et al., 1988; Souza
et al.,, 2002) do Brasil evidenciaram uma relagao entre crescimento e temperatura,
com desaceleracdo no ritmo de crescimento, durante as estagbes de outono e

inverno.
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Tabela 6. Valores médios do ganho em peso (g) dos juvenis de pacu para efeito de

interacdo entre temperaturas da agua e dietas, ao final de 40 dias de alimentacéo.

Temperaturas da dgua Dietas
Cs Cy
29 °C 72,17 £ 5,95 Aa 52,00 £ 13,00 Ba
25°C 34,32 £550 Ab 31,22 £3,60 Ab

Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade
(mailsculas na horizontal e minasculas na vertical).

O papel da temperatura na regulagcdo da alimentacdo e crescimento é
bastante descrito em peixes, sabe-se que o consumo é maior (Paul et al., 1995) e
as taxas de crescimento tendem a ser mais altas (Dobson e Holmes, 1984), na
primavera e verdo. De acordo com Borghetti e Canzi (1993), a influéncia da
temperatura da agua e taxa de alimentacdo no crescimento de juvenis de pacu, em
tanques-rede de 3,6 m®, durante 249 dias (de Julho de 1990 a Marco de 1991),
promoveram diferengas significativas no ganho em peso e conversao alimentar. Os
melhores resultados foram observados para as maiores temperaturas e taxas de
alimentacao avaliadas (de 27 a 30 °C e 5 % do peso vivo, respectivamente).

No presente estudo as maiores médias de peso final, ganho em peso e taxa
de crescimento especifico dos juvenis de pacu também foram observadas na
temperatura mais elevada (29 °C), sobretudo nos animais que receberam, durante
40 dias, a dieta C;. Apesar das dietas apresentarem composicdo bromatoldgica
semelhante, isso pode ter ocorrido devido a diferenca na qualidade das dietas,
como por exemplo, o perfil de amino&cidos, uma vez que foram utilizadas diferentes
fontes protéicas. Porém, este efeito nutricional somente foi observado a 29 °C, ou
seja, mesmo uma dieta de melhor qualidade quando ofertada em baixas

temperaturas n&o resultou em maior desempenho produtivo.

4.3 Tempo de transito gastrointestinal

A curva padrao de distribuicdo das notas, segundo a coloracéo das fezes dos
juvenis de pacu cultivados a 25 e 29 °C, em intervalos decorridos da alimentacao
com marcadores, sdo apresentados na Figura 1. A andlise dos resultados pelo
modelo de Boltzmann evidencia a troca da cor branca (presenca de 6xido de titanio)
pela cor verde (presenca de oxido de cromio), durante 30 horas de coleta apos a

troca da dieta C3 pela C,.
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Figura 1. Notas (média + erro padréo) segundo a observacao visual da mudanca de
coloragdo das fezes de juvenis de pacu cultivados a 25 e 29 °C, apds a troca da
dieta C3 pela C4 e do marcador 6xido de titanio pelo crémio, analisadas pelo modelo

de Boltzmann.
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Na metodologia convencional utilizando adicdo de marcadores inertes na
dieta, baseada em Storebakken (1985), foi possivel ajustar as médias observadas
com o modelo de regressao de Boltzmann. O primeiro valor do patamar de equilibrio
da curva padréo, para os juvenis de pacus que inicialmente receberam dieta Csz e
posteriormente C4; (C3/C4) na temperatura de 25 °C, foi de 15h00min e para
temperatura de 29 °C foi de 9h00min, ou seja, na temperatura mais elevada o TTG
foi completado seis horas antes que na temperatura mais baixa.

Como os peixes sd0 animais ectotérmicos, a variagdo da temperatura afeta
seu metabolismo como um todo. Tem sido observado que o0 aumento da
temperatura, dentro de uma faixa adequada para o desenvolvimento da espécie
resultou num aumento dos coeficientes de digestibilidade aparente dos alimentos
(Azevedo et al., 1998; Vidal Junior, 2000). Segundo Vidal Junior (2000), isto pode
ser atribuido a elevacdo da atividade enzimatica no limen intestinal, apesar de ser
observado também uma reducdo do TTG e do tempo de esvaziamento do tubo
digestivo (TETD) com a elevacdo da temperatura. O autor ainda enfatiza que os
maiores valores de TTG e TETD observados nas temperaturas abaixo da
temperatura 6tima para a espécie podem ser um reflexo da diminuicdo no
metabolismo dos animais ectotérmicos com a diminuigdo da temperatura ambiente.

Carneiro (1990) observou que somente a temperatura teve influéncia no
tempo de transito gastrointestinal das dietas dos juvenis de pacu, determinando a
24°C, valores trés vezes maiores que a 28 e 32 °C. O autor concluiu que o tempo de
transito observado na temperatura mais baixa deve ter limitado a ingestdo de
alimentos e, certamente, 0 metabolismo dos peixes, justificando resultados sempre
ruins para os parametros de desempenho produtivo obtidos nesta temperatura.

Na Figura 2, foi apresentada a andlise dos resultados pelo modelo de
Boltzmann, das notas atribuidas as fezes dos juvenis de pacu cultivados a 25 e
29°C, apos a troca da dieta C4 pela C3, ao longo de 30 horas de coleta. Através da
curva padrao de distribuicdo das médias das notas, observa-se que para 0s animais
gue inicialmente receberam dieta C4 e posteriormente C3 (C4/C3) na temperatura de
25 °C, o TTG foi de 12h00min e para temperatura de 29 °C o TTG foi de 6h00min,
logo, para essa estratégia alimentar, utilizando a mesma metodologia de inclusdo de
marcadores inertes na dieta, pode-se visualizar comportamento semelhante no TTG

gue também foi completado seis horas antes na temperatura mais alta.
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Figura 2. Notas (média + erro padrdo) segundo a observacao visual da mudanca de
coloragdo das fezes de juvenis de pacu cultivados a 25 e 29 °C, apds a troca da

dieta C,4 pela C3 e do marcador 6xido de titanio pelo crémio, analisadas pelo modelo

de Boltzmann.
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Carneiro et al. (1994) determinaram a influéncia da temperatura e a
digestibilidade da proteina no tempo de transito do alimento pelo trato
gastrointestinal de alevinos de pacu, utilizando dietas contendo 20 ou 30 % de
proteina e 3600 ou 4000 kcal/kg de energia bruta. Contrarios aos resultados
observados neste trabalho, a composicao da dieta ndo influenciou significativamente
0 tempo de transito. Entretanto, a temperatura influenciou significativamente o
tempo de transito, sendo de 34h33min a 24 °C; diminuindo drasticamente para
11h42min a 28 °C e aumentando para 13h39min a 32 °C. Resultados
correlacionando o aumento da temperatura com a diminuicdo do tempo de
permanéncia do alimento no trato gastrointestinal dos peixes também foram
encontrados por Edwards (1971) para o linguado (Pleuronectes platessa L.); por
Fauconneau et al. (1983) para truta arco iris (Salmo gairdneri); e por Hernandez et
al. (1994) para carpa comum (Cyprinus carpio).

Fauconneau et al. (1983) observaram o tempo de transito do alimento no
trato gastrointestinal da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), cultivada em duas
temperaturas (9-10 e 18 °C). Assim como no presente trabalho, na temperatura
mais baixa (9 °C), o tempo de transito foi completado posteriormente, apds 34
horas, enquanto na temperatura mais alta foi em 26h30min.

Fredizzi (2005) avaliou a utilizacdo de quatro ingredientes energéticos (milho,
farelo de trigo, quirera de arroz e sorgo) e trés tipos de processamento (“in natura”,
peletizado e extrusado) para determinag¢do do TTG em juvenis de pacu cultivados a
29 °C. Observou que, além do processamento, o tipo de alimento na dieta também
interfere a velocidade de passagem, obtendo médias de 14 horas para alimentos “in
natura” e 16 horas para alimentos peletizados, exceto para o farelo de trigo que foi
de 12 e 14 horas, respectivamente. E para alimentos extrusados, a média de TTG
foi de 14 horas para todos os ingredientes avaliados.
na temperatura mais alta.

A curva padrao de distribuigdo dos valores de 3%.*°C das fezes dos juvenis
de pacu cultivados em agua a 25 e 29 °C, ao longo do tempo (Figura 3), e a analise
dos resultados pelo modelo de Boltzmann evidenciam a mudanca isotépica do

carbono, durante 30 horas de coleta apés a troca da dieta C3 pela C,.
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Figura 3. Composicéo isotdpica do carbono (8%.°C — média + erro padrdo) das

fezes de juvenis de pacu cultivados a 25 e 29 °C, apdés a troca da dieta C3 pela Cy,

analisada pelo modelo de Boltzmann.
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O modelo sigmoidal de regresséao de Boltzmann foi o que melhor explicou o
comportamento dos resultados isotopicos. Atribuindo-se terminologia isotopica a
equacao geral do modelo, estimou-se o tempo de transito gastrointestinal (TTG) dos
animais. Para o0s juvenis de pacu que inicialmente receberam dieta Cs3, e
posteriormente C,4 (C3/Cy4) na temperatura de 25 °C, o TTG foi de 18h00min. Neste
momento, as fezes apresentavam uma composi¢cdo isotopica média de -18,21+
2,18%o. Considerando que o valor final no patamar de equilibrio é de -17,98 + 1,36%o
pela equagéo, observa-se uma diferenca de aproximadamente -0,23%o entre o inicio
da formacéo do patamar e o valor final. Na temperatura de 29 °C, o primeiro ponto
mais proximo ao inicio da formacéo do patamar de equilibrio isotépico indicou um
TTG em 9h00min, com as fezes apresentando sinal isotopico de -16,84 + 3,17%o, OU
seja, diferindo em cerca de 1,01%. do valor isotdpico final que pela equacao foi de -
17,85 + 2,24%e.

Estes efeitos da temperatura também foram obtidos por Dias-Koberstein et al.
(2005), que observaram valores médios de transito gastrointestinal de 36 horas e 14
horas para as temperaturas de 23 e 27 °C, respectivamente. Silva e Araudjo-Lima
(2003) relataram que a variacdo da temperatura de 27 a 31 °C influenciou na taxa
de evacuacéo gastrica em piranha caju (Pygocentrus nattereri), acelerando o tempo
de passagem dos itens alimentares testados, que foram musculo, nadadeira e
gafanhoto. Em comparacdo com os dados obtidos por Braga et al. (2007), o tempo
de transito gastrointestinal dos juvenis de pacu foi inferior ao verificado para o
dourado (Salminus brasiliensis) a 25 °C, pois os autores afirmam que a visualizacdo
das primeiras fezes com o marcador foi realizada cinco horas ap0s a alimentacéo. A
curta extensdo do tubo digestivo em relacdo ao comprimento-padrédo do dourado
(0,8 £ 0,1 vezes) poderia explicar o aparecimento de excretas em apenas cinco
horas depois do arragoamento.

Na Figura 4, observa-se a curva padrao de distribuicdo dos valores de 5%0>>C
das fezes dos inicialmente a dieta C4 e posteriormente a C3 (C4/C3). Ao longo de 30
horas de coleta, evidencia-se a mudanca isotdpica do carbono pela troca da dieta,
nos peixes cultivados nas temperaturas de 25 e 29 °C. Segundo, a andlise dos
resultados pelo modelo de Boltzmann, ao longo do tempo, para esta estratégia
alimentar, o TTG também foi considerado completo mais rapidamente na
temperatura de 29 °C, as 6h00min, e a 25 °C, as 15h00min.
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Figura 4. Composicdo isotdpica do carbono (8%.°C — média + erro padrdo) das
fezes de juvenis de pacu cultivados a 25 e 29 °C, apdés a troca da dieta C,4 pela Cs,

analisada pelo modelo de Boltzmann.
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Uma consideracdo importante que foi constatada na metodologia dos
isOtopos estaveis para a determinacdo do TTG, foi o alto valor para o erro-padréo
observado em grande parte das amostras analisadas. Caldara et al. (2007)
observaram que alguns animais refletem mais rapidamente o sinal isotopico da nova
dieta em seus tecidos do que outros. Estas variacdes podem ser explicadas, em
parte, pelas diferencas isotOpicas obtidas entre animais do mesmo tratamento, seja
pela variagdo individual do animal ou pelo fato de que nem todos os animais do
mesmo tratamento ingeriram a nova dieta ofertada no primeiro horario de
alimentacéo, logo apos a troca das mesmas, pois 0s animais foram alimentados as
8h e 16h com a nova dieta. Assim, alguns peixes podem ter se alimentado somente
no segundo horario e, por consequéncia, a mudanca do sinal isotépico das fezes
ocorreu mais tardiamente, diferindo daqueles que j4 haviam ingerido alimento no
primeiro horario.

Além disso, a analise isotépica é uma metodologia de grande sensibilidade, e
a possivel presenca de outras substancias nas fezes, como por exemplo, 0 sangue,
devido as compreensfes abdominais necessarias para a retirada das fezes; o muco
e a urina, também podem causar certa variabilidade nos resultados. Outro aspecto
gue a ser considerado é o preparo das amostras para as analises isotdpicas. Como
sdo utilizados apenas 60 pug, para representar um todo do material, a amostra
devem estar finamente moida e homogeneizada, caso contrario pode haver
interferéncias indesejaveis nos resultados.

A avaliacdo do TTG através da analise isotdpica do carbono das fezes pela
troca das dietas de C3 para C, mostrou que foi necessario mais tempo para
considerar completo o TTG do que pela troca das dietas de C,4 para C3. Entretanto,
em ambos 0s casos, o TTG foi mais rapido na temperatura de 29 °C. Essa variacédo
entre o TTG das dietas avaliadas pode ter ocorrido devido a pequena diferenca na
composicdo bromatolégica. As dietas foram elaboradas praticamente com o0s
principais ingredientes utilizados para a espécie, diferindo-se na formulagcédo para
gue fosse possivel constituir uma dieta com sinal caracteristico de produtos
originarios do ciclo fotossintético Cz e outra dieta C,4, garantindo que houvesse
grande diferenga isotopica entre elas e, portanto, sendo possivel analisar os

resultados com clareza.
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A influéncia da temperatura sobre a digestdo vem sendo estudada em peixes
h& 40 anos (Elliot, 1972; Persson, 1979; Bromley, 1994; Nelson e Ross, 1995). A
temperatura age controlando o metabolismo dos peixes, interferindo no processo
digestivo e tendo também importante efeito na entrada e saida de alimento (Pandian
e Vivekanandan, 1985). De uma forma geral, 0 aumento na temperatura leva a um
aumento na digestao. Outros estudos relacionaram o efeito da temperatura sobre os
diferentes tipos de alimentos, concluindo que ambos séo importantes parametros
gue afetam a digestdo e a velocidade de evacuacao (Jones, 1974; Tseitlin, 1980;
Marques et al., 1993; Bromley, 1994; Temming e Herrmann, 2001; Koed, 2001; Silva
e Araujo-Lima, 2003).

A retencdo do bolo alimentar pelo trato digestivo do animal é responsavel
pelo tempo que o alimento fica exposto aos processos digestivos e absortivos do
organismo influenciando a sua eficiéncia (NRC, 1993). Geralmente, observa-se que
a celulose diminui o tempo de esvaziamento do trato gastrointestinal, ao contrario do
gue ocorre com polissacarideos ndo-amilaceos soltuveis (Wenk, 2001). Uma dieta
gue promova baixa retencdo do bolo alimentar pode resultar em menor
aproveitamento do alimento, uma vez que 0O mesmo permanece um tempo
insuficiente no trato digestivo para sofrer os processos de digestdo e absorcao.
Entretanto, tempo excessivo de permanéncia do alimento no trato digestivo levaria a
menor desempenho do animal, pelo fato de a parte indigestivel ou digerida e néo
absorvida de um alimento ocupar 0 espaco que poderia estar sendo ocupado por
um novo alimento (Meurer et al., 2002).

Através dos resultados, € possivel observar que o TTG nos tratamentos
C3/C4 e C4/Cz a 29 °C foi considerado completo no mesmo momento em ambas as
metodologias avaliadas, ou seja as 9 horas e 6 horas, respectivamente (Tabela 7).
Nos tratamentos C3/C, e C4/Cs3 a 25 °C, apesar do TTG ter sido considerado
completo em horérios distintos, essa diferenca foi em cerca de trés horas em ambos
0s casos. Isto pode ter ocorrido devido as possiveis interferéncias no caso da
metodologia isotopica, ja citadas anteriormente, como a presenca de sangue, muco
e urina nas fezes retiradas, ou ainda, ao fato de alguns animais néo terem ingerido a
nova dieta no primeiro horério de alimentacdo. Além disso, devido a maior

sensibilidade desta metodologia, o preparo das amostras para as analises deve ser
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feito com cautela para que todas fiqguem muito bem moidas e homogeneizadas, pois

devido a alta precisdo pode ser detectado qualquer tipo de alteracéo.

Tabela 7. Valores do TTG de juvenis de pacu mantidos a 25 e 29 °C nas estratégias

alimentares C3/C4 e C4/C3em ambas as metodologias avaliadas.

Estratégias Metodologia marcadores inertes Metodologia isotopica

alimentares 25 °C 29 °C 25 °C 29 °C
Cs/Cy 15 horas 9 horas 18 horas 9 horas
C4lCs 12 horas 6 horas 15 horas 6 horas

Ambas as metodologias avaliadas podem ser utilizadas para determinar o
TTG em juvenis de pacu mantidos a 29 °C. Apesar da discrepancia do valor do TTG
na temperatura de 25 °C, e considerando os entraves da metodologia isotopica, €
possivel afirmar que a quantidade de carbono-13 presente nas fezes dos juvenis de
pacu foi compativel com a interpretacdo dada pelas notas atribuidas no patamar de
equilibrio da curva padrao sigmoidal de regressao.

Esta diferenca de trés horas no TTG dos juvenis mantidos a 25 °C em ambas
as metodologias avaliadas, pode ser devido ao fato de que baixas temperaturas
limitam a ingestdo de alimentos e interferem no metabolismo dos peixes, sendo
assim, isto pode explicar a assimilacdo do carbono-13 da dieta nas fezes ter sido
mais lenta (no caso da metodologia isotépica) que a incorporacdo do marcador de
contraste (metodologia convencional), uma vez que as fezes coletadas ja poderiam
apresentar coloracdo verde escura (com a nota maxima 1,00); entretanto neste
mesmo horario, pode ser que o carbono-13 ainda ndo havia sido assimilado nestas
mesmas amostras. Assim, para determinar o TTG pela metodologia isotdpica em
estudos que utilizem baixas temperaturas de agua para a espécie em questao,
recomenda-se que haja um refinamento da metodologia através da utilizacdo de
menores intervalos de tempo entre as coletas de fezes e, portanto mais horarios de
coleta, e desta forma ajustando-se novos protocolos experimentais com base nos
resultados do presente trabalho, para averiguar a viabilidade do uso da técnica de
isotopos estaveis de carbono em temperaturas mais amenas.

Além disso, deve-se levar em consideracdo as vantagens e desvantagens
das metodologias estudadas. A analise isotopica é uma técnica que reflete a

composicéo das fezes em carbono oriundo dos nutrientes da dieta; contudo, exige
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mais tempo para obtencdo dos resultados, pois as amostras devem ser secas,
moidas, pesadas e analisadas em espectrdmetro de massa; o custo das analises &
maior, pois ha necessidade de gastos com kit de reagentes, e s6 pode ser utilizada
guando as dietas possuirem diferentes assinaturas isotopicas. J& na metodologia
gue utiliza marcadores inertes, os resultados sdo obtidos imediatamente apos a
retirada das fezes e sem limitacdes em relacdo a composicao da dieta, além de ser
analiticamente menos onerosa. Por outro lado, esta metodologia depende da
interpretagéo visual do avaliador, que define os critérios para o estabelecimento das
notas, e amostras de fezes quando em pequena quantidade pode interferir na

analise visual e consequentemente no valor atribuido a nota.

5. Conclusodes

Nas condicdes de realizacdo do presente trabalho, os resultados observados

para o pacu permitiram as seguintes conclusoes:

1. A metodologia dos isétopos estaveis de carbono mostrou-se eficiente para
a determinacdo do tempo de transito gastrointestinal em juvenis de pacu
cultivados na temperatura média de 29 °C e alimentados com ambas as

estratégias alimentares (Cs/ C4 e C4/ C3);

2. Na temperatura de 29 °C, para ambas as metodologias avaliadas, o
tempo de transito gastrointestinal foi considerado completo no mesmo

momento, € em menor tempo;

3. O desempenho produtivo dos animais foi influenciado pelas temperaturas
e dietas avaliadas, com obtencdo de maior ganho em peso nha

temperatura de 29 °C e dieta C; durante 40 dias de cultivo.
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