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Resumo

Na producéo animal busca-se sempre a eficiéncia, com menor impacto no
ambiente e consequentemente maior rentabilidade. Para tal sucesso, uma das
principais ferramentas € a alimentacdo correta e balanceada fornecida para o
animal, onde a proteina exerce grande influéncia. O pacu (Piaractus
mesopotamicus) é uma das espécies de peixe nativas mais estudadas e cultivadas
principalmente nas regides sudeste e centro oeste do Brasil, justamente por
apresentar caracteristicas ideais para a aquicultura. Desta forma o presente estudo
objetiva estimar, com o uso da metodologia de delecéo, a relacdo dos aminoacidos
essenciais (AAE) em dietas para juvenis de pacu, a fim de garantir uma melhor e
mais eficiente utilizacdo da proteina fornecida, melhorando consequentemente 0s
aspectos produtivos e ambientais. Sendo assim, 634 juvenis de pacu com peso
inicial médio de 6,23g foram distribuidos em 33 tanques de 180L ligados a um
sistema de recirculacdo de agua, equipado com filtragem mecénica e bioldgica,
trocador de calor e aeracdo. O experimento teve duracédo de 113 dias, onde os
peixes foram alimentados até a saciedade aparente. O estudo foi composto por 11
tratamentos com trés repeticbes, em um delineamento inteiramente ao acaso. As
11 dietas experimentais (basal e 10 dietas com um AAE deletado), semipurificadas
e extrusadas, foram formuladas pela técnica da delecéo e apresentaram a delecéo
de apenas um AAE para cada tratamento, mantendo-se isonutritivas. Com o0s
valores de retencado de nitrogénio corporal e a quantidade de aminoacido deletado
da dieta avaliada obteve-se a seguinte proporc¢ao ideal de AAE digestiveis (relativo
a lisina): lisina 1,000; metionina 0,089; treonina 0,336; triptofano 0,047; arginina
0,593; histidina 0,154; isoleucina 0,147; leucina 0,358; fenilalanina 0,158; valina
0,282. Os resultados mostraram, com algumas excec¢des, uma relagcao semelhante
entre as propor¢coes de AAE encontradas neste estudo e em outros estudos

utilizando a mesma metodologia para outras espécies de peixes.

Palavras chave

Nutricdo, peixe, proteina ideal, retencao de nitrogénio.
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Abstract

In animal production, efficiency is always sought, with less environmental
impact and consequently increased profitability. One of the main factors that can
help in these difficulties is the correct and balanced feeding supplied to the animal,
where the protein exerts a great influence. Pacu (Piaractus mesopotamicus) is one
of the most studied and cultivated native fish species mainly in the southeast and
central west of Brazil and is considered very suitable for aquaculture because of its
ideal characteristics. Thus, the present study aimed to estimate, by the deletion
method, the essential amino acids (EAA) ratio for juveniles of pacu in order to ensure
better and more efficient use of the provided protein. So 634 juvenile of pacus with
an initial average weight of 6.23g were distributed in thirty three 180L tanks
connected to a closed water recirculation system, equipped with mechanical and
biological filtration, water heater and aeration. The experiment lasted 133 days, and
the fish were fed until the apparent satiation. The study was consisted of 11
experimental diets with three replications each, distributed in a completely
randomized design. The 11 experimental, semi-purified and extruded diets (basal
and 10 diets with EAA deletion), formulated by the deletion technique, present the
deletion of just one EAA for each treatment, keeping up isonutrient. With the body
nitrogen retention values and the deleted amount of amino acid from evaluated diet,
we could obtain the following ideal proportion of digestible EAA (relative to lysine):
lysine 1.000, methionine 0.089, threonine 0.336, tryptophan 0.047, arginine 0.593,
histidine 0.154, isoleucine 0.147, leucine 0.358, phenylalanine 0.158, valine 0.282.
The results showed, with some exceptions, a similar profile between the EAA ratios
founded in this study and in other studies using the same methodology for other

species of fish.

Keywords

Nutrition, fish, ideal protein concept, nitrogen retention.
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1. Introducao

Com a expansao da aquicultura, os principais desafios estdo associados a
diminuicdo dos custos sem afetar o desempenho dos animais, ao aumento da
produtividade e a reducdo do impacto dessa producdo no ambiente. Um dos
aspectos importantes neste contexto € a nutricdo de organismos aquaticos, a qual
busca, por exemplo, encontrar mecanismos mais precisos para elaboragéo de
dietas equilibradas, fontes alternativas de alimentos e aprimoramento tecnolégico
dos processos de producao das dietas.

Sabendo que a alimentacdo corresponde ao maior gasto da producéo de
peixes, e que a proteina das dietas € um dos maiores responsaveis por este alto
custo, os estudos de nutricdo que focam nos niveis de proteina, e nos aminoacidos
(AA) que as compdem, se tornam uma das principais ferramentas para a melhoria
da eficiéncia na producéo e diminuicdo dos impactos ambientais.

Como os AA sdo os principais componentes das proteinas, o seu estudo se
torna cada vez mais necessario. Os AA ndo tém papel importante apenas na
composicado das proteinas, mas também sdo componentes principais de controle e
manutencao das principais vias metabdlicas. Alguns aminoacidos ndo podem ser
sintetizados pelo organismo, sdo esses 0s aminoacidos essenciais (AAE), que
precisam ser ingeridos para que 0 organismo possa manter, de forma adequada,
suas funcdes metabdlicas. Estes sdo considerados os AA mais importantes a
serem estudados e devem ser encontrados nas dietas em quantidades adequadas.
Desta forma, pode-se entender o conceito de proteina ideal, como um conjunto de
AA com total disponibilidade de digestdo e metabolismo, que sdo determinados em
guantidades e propor¢cdes que atendam, sem excessos, as exigéncias do animal
para plena realizacdo dos processos de manutencdo e da maxima eficiéncia de
crescimento.

Atualmente, uma das principais ferramentas que auxiliam na elaboragéo de
dietas que buscam o conceito de proteina ideal € a suplementacdo com AA
cristalinos. Estes compostos com elevados niveis de concentragdo e pureza,
proporcionam as dietas niveis adequados dos AA desejaveis. Outro ponto positivo

€ que através da suplementacdo desses AA sintéticos, torna-se possivel utilizar

Caunesp
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alimentos proteicos de origem vegetal sem perder a eficiéncia nutricional e
diminuindo os custos.

Torna-se entdo necessario o conhecimento dos niveis de AA adequados para
pelo menos cada grupo de peixes com importancia para a aquicultura. A forma mais
rapida de se encontrar esses niveis € a andlise do perfil de AA corporal dos animais,
partindo do principio de que o animal é o que ele come. Porém, esta metodologia
apresenta apenas valores aproximados, uma vez que nao sao considerados todos
0s gastos metabdlicos do animal, somente a deposicdo dos AA nos tecidos
corporais. Entretanto, esta metodologia apresenta grande importancia por ser
rapida e servir como base para iniciar outros estudos.

A metodologia mais utilizada para encontrar as exigéncias de AA é a baseada
no efeito dose-resposta. Esta metodologia, através de tratamentos com diferentes
niveis do AA estudado, consegue estimar a exigéncia do mesmo. Porém, para
encontrar a exigéncia de todos os AAE, faz-se necesséario que cada AAE seja
estudado isoladamente, acarretando altos gastos financeiros e tempo. Além disso,
cada experimento pode apresentar indesejaveis particularidades, pois utiliza
peixes, dietas e condi¢des ambientais diferentes.

Na tentativa de eliminar estas particularidades, o método de delecéo tem por
objetivo estimar os niveis de cada AAE em um Unico experimento, mantendo assim,
todas as variaveis. Esta metodologia consiste em elaborar tratamentos nos quais
as dietas isonutritivas apresentam apenas um AAE deficiente (deletado) em cada
tratamento. Desta forma, cada tratamento tem um nivel de retencéo de nitrogénio
(N) corporal especifico, de acordo com o AAE deficiente na dieta. Com esta relacao
entre AAE deletado na dieta e a retencdo de N corporal, os niveis de AAE podem
ser estimados para a espécie estudada. Assim, o presente estudo tem como
objetivo estimar a relagdo nutricional entre os AAE para melhor desempenho
zootécnico de juvenis de pacu, utilizando a metodologia de delecao.

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € uma das espécies de peixes nativos
mais utilizada na piscicultura nacional, principalmente na regido sudeste, pois
suporta temperaturas mais baixas se comparado com outras espécies do grupo dos
peixes redondos. A espécie ainda apresenta alto valor comercial, carne saborosa,
rusticidade, rapido crescimento, e facil adaptacdo em cativeiro, favorecendo ainda
mais sua producdo e comercializagdo. Outra caracteristica favoravel esta no seu

habito alimentar onivoro e na facil aceitacao de alimento inerte.

2
Caunesp
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Estabelecer as relacbes dos dez aminoacidos essenciais (AAE), lisina,
metionina, treonina, triptofano, arginina, histidina, isoleucina, leucina, fenilalanina e
valina (LYS, MET, THR, TRP, ARG, HIS, ILE, LEU, PHE e VAL), para favorecer o
balanceamento de dietas para pacu durante a fase inicial de crescimento e

consequentemente melhorar o desempenho zootécnico.

2.2 Objetivos Especificos

Promover a deficiéncia de um AAE para cada dieta teste a fim de promover
efeito na retengao de N corporal.

Relacionar a deficiéncia do AAE com a retencdo de N corporal, pelo método
de delecdo, para encontrar a proporcao ideal dos dez AAE visando favorecer o
balanceamento de dietas para pacu durante a fase inicial de crescimento e

consequentemente aumentar o desempenho zootécnico.

3. Reviséao Bibliografica

Atualmente a aquicultura, encontra-se em grande expansédo (FAO, 2016;
FAO, 2017), com desafios na diminuicdo de custos de producdo, aumento da
produtividade e reducéo do impacto ambiental. Para solucionar estes problemas,
faz-se necessario o aprimoramento dos varios segmentos da cadeia e seus
processos de producao, dentre os quais um dos mais importantes é a nutricao de
organismos aquaticos. A auséncia de boas praticas de manejo alimentar, altos
custos e a ma qualidade das dietas, representam um grande obstaculo na
aquicultura. Como resultado, tem-se a ocorréncia de animais com saude e
crescimentos comprometidos, uma vez que néo terdo o correto fornecimento dos
nutrientes. A alimentacéo inadequada pode provocar também impactos ambientais,
uma vez gque nutrientes em excesso em uma dieta desbalanceada ou sobras de
racao originarias de um elevado arragcoamento permanecerdo no ambiente,

gerando eutrofizacdo da agua. Isso tudo vai resultar em grandes perdas

Caunesp
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econdmicas para o segmento (Peres e Oliva-Teles, 2005; Li et al., 2009; Resende,
2009; Furuya, 2010; Cyrino et al., 2010; Didgenes et al., 2015; FAO, 2016; FAO,
2017).

A alimentacéo € sem duvida o componente de maior custo na producéo animal
(Hayashi et al., 2002; Scorvo-Filho, 2003; de Andrade et al., 2005; Sidonio et al.,
2012; dos Santos et al., 2014), podendo atingir até 70% dependendo da espécie
cultivada (Sidonio et al., 2012), sendo a proteina correspondente a uma das
maiores fracdes dos custos dos alimentos (Li et al., 2009; Wilson, 2002). Assim,
uma dieta em que a proteina esteja em quantidade correta e com proporcdes
balanceadas de aminoacidos permitira ao animal apresentar um aproveitamento
muito eficaz do nitrogénio fornecido. Este menor desperdicio de N auxiliard na
reducdo de gastos com alimentacdo e em maior rentabilidade. Além disso, a
diminuicdo das excretas nitrogenadas levara a uma menor eutrofizacdo dos
mananciais, reducao dos impactos ambientais e manutencéo da boa qualidade da
agua, consequentemente beneficiando a producdo (Rollin et al., 2003; Peres e
Oliva-Teles, 2005; Li et al., 2009; Furuya, 2010; Macedo e Sipauba-Tavares, 2010;
Dibgenes et al., 2015). Com isso, a realizacdo de estudos nessa area tem sido
incentivada pelos diversos segmentos da cadeia produtiva e ambiental, para tornar
a producédo de peixes mais sustentavel.

Outro ponto a ser considerado estd na matriz da proteina utilizada na
formulacdo das dietas. Sabe-se que a fonte de proteina que mais se aproxima das
exigéncias dos peixes é a farinha de peixe, o que a torna amplamente empregada.
Porém, esse produto esta cada vez mais limitado diante do constante e intenso
crescimento da piscicultura no mundo, somada a escassez das fontes naturais de
pescado, além de apresentarem grande sazonalidade geografica em relagédo a sua
gualidade e composicao, e serem um potencial vetor de doencas (Li et al., 2009;
Trushenski et al., 2006). Sendo assim, outras fontes de proteina, principalmente as
de origem vegetal, se fazem necessérias. Essas fontes alternativas de proteina
normalmente apresentam custos inferiores ao da farinha de peixe, mas para utiliza-
las é necessario determinar a relacdo ideal de aminoacidos essenciais para as
espécies alvo, uma vez que para o uso eficiente dessas fontes de proteina é preciso
fazer corre¢des no balanceamento de AAE na dieta (Clarke e Wiseman, 2000; Li et
al., 2009; Peres e Oliva-Teles, 2005).

Caunesp
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Um dos principais componentes, tanto estrutural como visceral, dos
organismos animais séo as proteinas. Como os AA séo os blocos de construcéo
das proteinas, as células necessitam de sua presenca para a sintese de
polipeptidios (Furuya, 2010). Os AA ndo apresentam apenas papel na composicao
e sintese de proteinas, mas também sdo componentes principais de controle e
manutencdo das principais vias metabodlicas que regulam a manutencao,
crescimento, reproducdo, respostas imunes, comportamento, estresse,
osmorregulacdo, dentre muitos outros (Li et al.,, 2009). Sendo assim, pode-se
afirmar que os animais ndo possuem exigéncia nutricional de proteina, mas sim de
guantidades e proporcdoes adequadas de AA (Furuya, 2010), para garantir a
maxima retencdo de N (deposicao de proteina muscular, que é o mais desejado na
producdo) e a manutencdo e saude dos animais (Green e Hardy, 2002; Peres e
Oliva-Teles, 2009; Furuya, 2010; Wu, 2014), além de reduzir a perda de N por
excrecao, acarretando uma menor degradacéo do ambiente (Green e Hardy, 2002;
Peres e Oliva-Teles, 2009). O catabolismo de N em excesso também acarreta um
gasto energético desnecessario. Com niveis adequados de N na dieta, o peixe
podera utilizar essa energia gasta desnecessariamente para fins mais nobres,
como o ganho de proteina muscular, por exemplo.

Assim, o conceito de proteina ideal, inicialmente definido por Mitchell (1964),
refere-se a um conjunto de AA com total disponibilidade de digestdo e metabolismo,
gue sao determinados em quantidades e propor¢des que atendam, sem excessos,
as exigéncias do animal para plena realizacéo dos processos de manutencao e da
maxima eficiéncia de crescimento por meio da retencdo de N (Green e Hardy, 2002;
Boisen, 2003; Peres e Oliva-Teles, 2009; Furuya, 2010).

Quando se pensa em exigéncia de AA, deve se pensar tanto qualitativamente
guanto quantitativamente. Por exemplo, € possivel pensar em quais AA séo
necessarios para garantir que determinadas vias metabdlicas ocorram no animal
(promovendo o crescimento ou apenas a mantenca, a reproducao, melhoria da
resposta imune, etc), mas ao mesmo tempo, deve-se pensar na quantidade desses
mesmos AA para se atingir os resultados esperados. Os dois enfoques sdo muito
importantes e estdo sendo estudadas na producéo animal (Wu, 2013; Wu, 2014).

Do ponto de vista qualitativo, os AA podem ser agrupados de acordo com a
sua capacidade de sintese em relagcdo a sua utilizacdo (Tabela 1). Os AA

considerados ndo-essenciais (AANE) s&o aqueles que, por definicdo, podem ser

5
Caunesp



O 00 N o u B W N P

W W W W N N N N N N N N NN P P P P P R P P R, p
W N P O VW 00 N O 1 B W N P O W WO N O U1 M W N L O

Mestrando André Zuffo Boaratti Orientador Prof. Dr. Jodo Batista Kochenborger Fernandes

sintetizados suficientemente pelo organismo para atender todas as exigéncias do
animal para um maximo crescimento, manutencdo e saude (Li et al., 2009; Wu,
2013; Wu, 2014). Pouco se sabe a respeito de requerimento de AANE para peixes,
aves e mamiferos (Wu, 2014). Crescentes evidéncias mostram que dependendo
do ambiente, alguns AANE nado sao sintetizados suficientemente em frangos e
suinos, a ponto de ndo expressarem todo o potencial genético dos mesmos (Wu,
2014). Desta forma, alguns autores dividem este grupo, enquadrando alguns
desses AANE em um segundo grupo, o dos AA condicionalmente essenciais.
Dependendo das condigcbes em que o animal esta, a utilizacdo deste grupo de AA
pode ser superior ou inferior ao potencial de sintese do animal e, desta forma, sua
ingestao pode ou ndo ser necessaria de acordo com as condicdes em que o animal
se encontra (Li et al., 2009).

Ha também os AA que ndo podem ou ndo sdo suficientemente sintetizados
pelas células animais, sdo estes os denominados aminoacidos essenciais (AAE).
Eles devem ser incluidos nas dietas para garantir as funcfes fisioldégicas das
células, tecidos, e todo o corpo (Li et al., 2009; Wu, 2013; Wu, 2014). Atualmente,
costuma-se considerar dez AA como sendo essenciais (Tabela 1) (Li et al., 2009;
Wu, 2013; Wu, 2014), que serao alvo do presente estudo, pois apresentam funcdes
muito importantes para o organismo, sendo fundamental sua disponibilidade na
dieta.

A arginina costuma apresentar altos niveis de exigéncia em dietas para
peixes, pois € um dos AA mais versateis como precursor de diversas sinteses,
como a da proteina, compondo os peptideos que as formam, de tecidos fluidos,
como por exemplo na forma da fosfoarginina, principal receptor de ATP, acido
nitrico, uréia, poliaminas, prolina, glutamato, creatina e agmatina em animais
terrestres. Também apresenta papel nas funcbes reprodutivas e na regulacdo
enddcrina, apresentando, por exemplo, maior importancia na ativacdo da insulina
gue a propria glicose (Li et al., 2009).

Peixes expostos a bactérias apresentaram diferentes taxas de sobrevivéncia
de acordo com a quantidade de arginina presente nas dietas (Buentello and Gatlin,
2001), sendo considerada portanto, como promotora da resposta imune (Li et al.,
2009).
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Tabela 1. Agrupamento! dos aminoacidos de acordo com a
relacdo entre sintese e utilizacdo no organismo dos peixes.

AA Essencial AA N&o Essencial AA Condicionalmente
(AAE) (AANE) Essencial

Arginina (Arg) Alanina (Ala) Cisteina (Cys)
Histidina (His) Asparagina (Asn)  Glutamina (GIn)
Isoleucina (lle) Aspartato (Asp) Hidroxiprolinat
Leucina (Leu) Glutamato (Glu) Prolina (Pro)

Lisina (Lys) Glicina (Gly) Taurinat

Metionina (Met) Serina (Ser)
Fenilalanina (Phe)  Tirosina (Tyr)
Treonina (Thr)

Triptofano (Trp)

Valina (Val)

1Segundo Li et al. (2009).

A histidina é muito abundante na albumina do plasma dos peixes, e também
em sua musculatura, na forma de AA livre ou na forma de carnosina, um importante
antioxidante sintetizado a partir da alanina e histidina. A histidina faz parte do
metabolismo ligado a sintese de DNA e de proteinas. Atua como tampao nao
carbonatado para mudancas de pH corporeo relacionadas, por exemplo, a hipoxia
(Li et al., 2009).

E possivel que a exigéncia nutricional de histidina, assim como seus
processos metabdlicos envolvidos, seja regulada por muitos fatores ambientais e
endocrinos. Estudos mostraram que sua suplementacdo na dieta aumenta a
concentragao de histidina intramuscular, resultando na melhora da qualidade do filé
em textura e sabor (Ogata, 2002; Fgrde-Skjeervik et al., 2006; Li et al., 2009).

A lIsoleucina, leucina e a valina compdem o grupo dos AA de cadeia
ramificada. Os trés costumam ser encontrados compondo de 18 a 20% dos AA
presentes em plantas e animais. A leucina é considerada o AA funcional da sintese
proteica muscular, e inibidora de protedlise (hidrolise de proteina com ruptura de
ligacdes peptidicas) em mamiferos. Poréem em animais aquaticos, tal funcao ainda
nao foi investigada (Li et al., 2009; Nakashima et al., 2007). Partindo deste principio,
€ extremamente importante sua existéncia em quantidades adequadas nas dietas
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de peixes, uma vez que a carne do peixe, musculatura, € o produto final a ser
vendido, e quanto maior a quantidade de carne, maior sera a lucratividade.

A lisina € o AA mais limitante para a sintese e retencdo de proteina, e quase
sempre um dos AA mais limitantes nas dietas para peixes (Bicudo et al., 2009; Li
et al.,, 2009; Abimorad et al., 2010; Furuya, 2010), principalmente se utilizados
alimentos vegetais na sua composicéo, afetando de forma significativa o ganho de
peso e saude do animal. Porém, ha uma variedade de compostos produzidos pela
industria na forma pura ou com altos niveis de lisina. Estes ja sdo muito comuns
nas industrias de racdo, garantindo que o ganho de peso e saude ndo sejam
afetados por uma deficiéncia do AA, viabilizando, assim, a utilizacéo de proteina de
origem vegetal e diminuindo custos sem afetar o desempenho produtivo do peixe
(Mai et al., 2006; Li et al., 2009). Sua suplementacdo também afeta positivamente
as respostas imunes e a excrec¢do de amonia e fosforo na dgua (Cheng et al., 2003).
Um dos mais importantes compostos sintetizados a partir da lisina € a carnitina,
responsavel pelo transporte dos acidos graxos de cadeia longa até as mitocéndrias
para a producédo de energia (Bicudo et al., 2009; Li et al., 2009).

A metionina é considerada um dos AA mais limitantes para peixes (Lovell,
1989; Li et al., 2009; Furuya, 2010). E a principal fonte de enxofre para muitos
componentes celulares e é extremamente necessaria para a formacéo de proteinas
(Alam et al., 2005). E precursora da biossintese de colina, tiamina e cistina e, no
figado, da sintese da cisteina e taurina (Alam et al., 2005; Li et al., 2009). A
metionina, cisteina e taurina apresentam papéis importantes nas regulacdes de
processos metabodlicos. A taurina apresenta importante papel na digestdo de
gordura, defesas antioxidantes, osmorregulagéo celular e no desenvolvimento dos
sistemas visuais, neurais e musculares.

A metionina na forma cristalina, produzida industrialmente através de
processos quimicos, € utilizada como forma de suplemento em racfes animais (Li
et al., 2009), principalmente quando sdo usados subprodutos da soja, nos quais a
presenca desses AA sulforados é deficiente (Furuya et al., 2001; Furuya, 2010).

A fenilalanina apresenta papel como percursora da sintese de tirosina, AA
considerado portanto ndo essencial, e que tem funcdes relacionadas a percursores
de hormoénios, neurotransmissores e melanina. Estas moléculas apresentam

importantes papéis regulatérios. Desta forma, a suplementacdo de fenilalanina
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somada ou ndo a tirosina pode influenciar a pigmentagdo, ganho de peso,
imunidade e sobrevivéncia (Li et al., 2009).

A treonina ndo vem recebendo atencdo dos pesquisadores quanto as suas
funcdes e potencialidades para peixes. Ha alguns estudos relacionados a sua
exigéncia minima em dietas para peixes, por conta da deficiéncia em proteinas de
origem vegetal e por ndo ser sintetizado pelo organismo (Li et al., 2009).

O triptofano pode ser convertido em serotonina e melatonina,
neurotransmissor e antioxidante respectivamente (Fang et al., 2002; Li et al., 2009;
Wolkers et al., 2012). Niveis baixos de serotonina podem ser relacionados ao
aumento de agressividade e canibalismo em peixes (Li et al., 2009; Wolkers et al.,
2012; Wolkers et al., 2014; Backstrom & Winberg, 2017). A ndo suplementacao
deste EAA afeta o ganho de peso, consumo, retencédo de nitrogénio e imunidade.
Desta forma, sua suplementacédo na dieta pode diminuir tais comportamentos e
melhorar o desempenho e salude de peixes. Estudos vem apresentando bons
resultados na sua utilizacdo como estratégia nutricional para diminuicdo de stress
durante manejos (Vijayan et al., 1996; Li et al., 2009; Wolkers et al., 2012; Wolkers
et al., 2014).

Uma forma de atender as exigéncias proteicas dos peixes ao formular dietas
ideais € a utilizacdo de AA cristalinos, tanto os essenciais quanto ndo essenciais,
uma vez que podem proporcionar melhor desempenho dos animais e menor
impacto no ambiente, por melhorarem o balanceamento e aproveitamento das
dietas, sendo este o principio da nutricdo de precisdao. Consequentemente o
produtor obtera vantagem econémica (Furuya, 2010). Ha algumas dificuldades na
utilizacdo de AA cristalinos, principalmente quando utilizados em maiores
propor¢cdes. Como o AA cristalino apresenta-se em forma totalmente disponivel, a
lixiviagdo deles quando a ragdo umedece torna-se consideravelmente alta. Outro
ponto esta na maior e mais rapida absorcdo desses AA no organismo, gerando
picos indesejaveis de AA e na obstrucdo de absor¢ao pelos AA cristalinos de outros
AA. Desta forma, sua utilizacdo nédo pode ser indiscriminada e requer certo grau de
atencao.

Ja existe algumas formas de solucionar o problema causado pela alta
lixiviacdo dos AA cristalinos na agua e sua alta disponibilidade no organismo. Uma
das técnicas mais conhecidas e utilizados é a realizacdo do “coating” de AA. O

procedimento consiste em promover uma microencapsulacdo dos AA cristalinos
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por meio de um material que apresenta lenta degradagéo e absorgéo no organismo,
como por exemplo o Agar Agar (Mambrini e Kaushik, 1994). O procedimento tem
como objetivo tornar a absorcdo dos AA cristalinos mais lenta no lumen intestinal,
promovendo a movimentacdo mais proxima daquela encontrada nas proteinas
naturais dos alimentos (Mambrini e Kaushik, 1994; Schuhmacher et al.,1997;
Fournier et al., 2002; Segovia-Quintero e Reigh, 2004; Alam et al., 2005; Peres e
Oliva-Teles, 2005; Peres e Oliva-Teles, 2009). Além disso, o “coating” reduz a
perda destes nutrientes na agua, fazendo com que ele permaneca com qualidade
por mais tempo, reduzindo a lixiviacdo dos aminoacidos (Li et al., 2009).

Normalmente, utiliza-se o perfil de AA do corpo do animal para definir a
exigéncia de AA para espécies sobre as quais ainda ndo ha estudos de exigéncia
destes nutrientes. Porém, mesmo indicando valores aproximados, esta estimativa
pode ndo condizer com a real exigéncia do animal (Green e Hardy, 2002; Rollin et
al., 2003; Peres e Oliva-Teles, 2009; Furuya, 2010; Didgenes et al., 2015). Esta ndo
considera gastos com mantenca, nem as diferencas entre a exigéncia de AAE para
manutencao e crescimento. Mas, mesmo com estas limitacdes, esta técnica € muito
utilizada como um start para a realizacdo de experimentos a fim de alcancar a
relacéo ideal de AAE (Green e Hardy, 2002; Peres e Oliva-Teles, 2009). Furuya
(2010) afirma que as diferencas entre os valores determinados pelo perfil de AA
corporal e as exigéncias de AAE estimadas por experimentos (ex. dose-resposta)
devem ser considerados, ja que podem representar variacdes no desempenho
produtivo e, consequentemente, na resposta econdmica em pisciculturas
comerciais.

Para determinar a relagédo entre AA em ragdes, € comumente utilizada a lisina
como padrdo para relacionar com os demais AA, uma vez que € utilizada com
referéncia exclusivamente para a producéo de proteina, sendo o AAE encontrado
em maior quantidade no corpo da maioria das espécies de peixes e, de forma geral,
€ 0 AA mais limitante para estes animais (Green e Hardy, 2002; Peres e Oliva-
Teles, 2009; Abimorad et al., 2010; Furuya, 2010).

A metodologia mais utilizada, até o0 momento, para estimar as exigéncias de
AAE é a dose-resposta. Porém, esta demanda uma grande quantidade de tempo e
recursos financeiros, pois necessita de um grande namero de experimentos, uma
vez que tera que ser realizado um para cada AAE (Green e Hardy, 2002; Rollin et

al., 2003; Peres e Oliva-Teles, 2009; Diégenes et al., 2015). Essa técnica tambéem
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pode apresentar algumas divergéncias nos valores finais estimados devido a cada
experimento apresentar caracteristicas diferentes, como composi¢cdo das dietas
basais, tamanho e idade dos peixes, variacdes genéticas, lotes variados de peixes,
taxa de alimentacdo e condi¢Ges de cultivo (Green e Hardy, 2002; Rollin et al.,
2003).

Outra metodologia que esta sendo utilizada com excelentes resultados para
determinacao ideal de AAE € o método de delecdo, que consegue minimizar os
problemas metodoldgicos apresentados acima, uma vez que todos os AAE sédo
avaliados ao mesmo tempo, local, lote de peixe e dieta basal. Por essas vantagens,
esta técnica apresenta um maior grau de uniformidade e consisténcia, que pode
intensificar uma maior precisdo ao estabelecer as relacdes ideais dos AA (Green e
Hardy, 2002; Rollin et al., 2003; Peres e Oliva-Teles, 2009; Didgenes et al., 2015).
Em tilapias-do-Nilo, por exemplo, Furuya (2010) necessitaram de diversos
experimentos para determinar a relacdo de AAE, enquanto que Didgenes et al.
(2015) em apenas um Uunico experimento, determinaram a relacdo ideal dos
mesmos AAE, demonstrando que, de forma muito mais rapida, menos trabalhosa
e onerosa, pdde ser estabelecido tal perfil.

Esta metodologia foi inicialmente desenvolvida para uso em suinos (Fuller et
al. 1989; Wang e Fuller 1989), e vem sendo utilizada com 6timos resultados e
aceitacdo em uma crescente variedade de peixes, como salmonideos (Green e
Hardy, 2002; Rollin et al., 2003), dourada (Peres e Oliva-Teles, 2009) e tilapia-do-
Nilo (Diogenes et al., 2015).

A delecao determina a relacéo ideal de AAE com base no método utilizado
por Wang e Fuller (1989). O conceito baseia-se no fato de que a diminuicdo de um
AAE nao limitante ndo tem efeito sobre o ganho de N. No entanto, quando um Unico
AA é limitante na dieta, a taxa de crescimento proteico corporal (retencdo de N)
estara diretamente relacionada a este AA limitante. Assim, cada mudanca da
retencdo de N sera influenciada pela dele¢cédo de cada AA testado. O conceito pode
ser facilmente entendido graficamente por meio de um modelo linear simples
(Figura 1) proposto por estes autores. Neste, o tratamento A corresponde ao AAE
mais limitante, pois resultou na menor retengdo de N. O tratamento C néo
apresentou reducdo na retencdo de N, portanto, este AAE estd em excesso, em
pelo menos, na mesma quantidade em que foi deletado. Ja o tratamento B

apresentou uma quantia intermediaria de retencéo de N. Desta forma, a quantidade
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gue ficou em excesso deste AAE pode ser interpolada proporcionalmente com a
dieta A e C, obtendo a proporc¢ao ideal do AAE de B.

Essas relacbes serdo usadas para calcular o perfil ideal dos AAE para a
espécie estudada em cada dieta na qual todos os AAE séo igualmente limitantes,
pois, com as mudancas no ganho de N em relacdo a delecao individual do AAE,
torna-se possivel o calculo da dieta padrdo, baseado no pressuposto da proteina
ideal (Green e Hardy, 2002; Rollin et al., 2003; Peres e Oliva-Teles, 2009; Dibgenes
et al., 2015).

Dieta Controle

100 C

Retencadode N (% Dieta Controle)
V]
o
1
w

00

S
1
=]

1 1 1
80 90 100
Ingestdo de AA (% Dieta Controle)

Figura 1. Principio do método de determinac@o dos niveis de aminoécidos por
deducdo. A € o primeiro aminoacido limitante; B e C sdo aminoacidos que estéo
respectivamente 10 e> 20% em excesso em relagédo a A (adaptado de Wang e
Fuller 1989).

A resposta de crescimento de um animal depende de varios fatores que
incluem genética, idade, saude, fatores ambientais, oferta de alimento, proteina e
energia da dieta (Cowey 1994; Boisen et al. 2000; Green e Hardy, 2002). Igualando
todos os fatores e alterando apenas um deles, pode ser possivel entender o efeito
deste fator pela resposta que o animal apresentara. Seguindo essa premissa, 0
presente estudo teve como objetivo, verificar a resposta de crescimento de juvenis
de pacus (Piaractus mesopotamicus) alimentados com diferentes dietas deficientes
em determinados AAE e desta forma determinar a relagéo nutricional destes AAE
para melhor desempenho zootécnico, utilizando como base a retencdo de N

corporal.
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Para este estudo foi utilizado o Pacu (Piaractus mesopotamicus), que tem
origem na Bacia do Rio Prata, composto pelas Sub-bacias dos Rios Paraguai,
Uruguai e Parana. E uma das espécies nativas mais estudadas para aquicultura,
principalmente na regido sudeste do pais (Fiod et al., 2010; Abimorad e Carneiro,
2004). Apresenta grande destaque no cenario da aquicultura brasileira, pois trata-
se de um animal rustico, de alto valor comercial, com uma carne saborosa, rapido
crescimento, de facil adaptacdo ao ambiente de criagdo. E um peixe de habito
alimentar onivoro e aceita muito bem a alimentacao inerte (Fernandes et al., 2000;
Abimorad e Carneiro, 2004; Abimorad e Carneiro, 2007; Abimorad et al., 2010; Fiod
et al., 2010), sendo também muito procurado como peixe para pesca esportiva.

No estdbmago de pacus selvagens, pode ser encontrada uma grande
variedade de alimentos, desde grandes quantidades de frutas, sementes, plantas
e algas até resquicios de peixes, moluscos e crustaceos (Silva, 1985), indicando
que trata-se de um peixe onivoro com tendéncia frugivora (Fernandes et al., 2001;
Abimorad e Carneiro, 2004; Abimorad e Carneiro, 2007; Abimorad et al., 2010).
Sendo assim, mesmo que rentavel, a criacdo de pacu em cativeiro pode evoluir
significativamente no conceito de producdo animal sustentavel, fazendo
necessario, por exemplo, o conhecimento das exigéncias alimentares da espécie,
a fim de elaborar dietas adequadas quanto ao seu aproveitamento e a maximizacao

de crescimento (Abimorad e Carneiro, 2004).

4. Material e Métodos

4.1. Material biolégico, Manejo e Condi¢fes experimentais

O ensaio foi realizado no Centro de Aquicultura da Universidade Estadual
Paulista (CAUNESP), em Jaboticabal, no Laboratorio de Modelagem em Nutricao
de Peixes sob autorizacdo da Comissdo de ética no uso de animais - CEUA
(protocolo n°® 009999/14). O experimento foi distribuido em delineamento
inteiramente ao acaso, composto por 11 dietas experimentais com trés repeticoes.

Foram utilizados 594 juvenis de pacu com peso medio inicial de 6,23 * 0,40q,
estocados em um sistema de recirculacdo de agua (Figura 2), equipado com
fitragem mecénica e bioldgica, trocador de calor (27,8 + 0,9 °C) e aeracao (Figura
3), composto por 33 caixas de 180L, com vazéo de 120 litros/caixa/hora. 40 peixes
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com o0 mesmo padrdo de peso médio foram utilizados para composi¢do corporal
inicial. Antes do inicio do periodo experimental os animais foram aclimatados por

15 dias recebendo a dieta controle.

Figura 2. Sistema de recirculagdo
composto por 36 unidades
experimentais no total.

A

Figura 3. Sistema de filtragem da agua.
A. Filtro mecanico de tela e 1a acrilica; B.
Caixas decantadoras; C. Filtro bioldgico
de argila expandida;, D. Caixa de
distribuicdo da agua para tocador e
unidades experimentais; E. Trocador de
calor.

Os peixes foram classificados na faixa de peso desejada e ap6s o periodo de
aclimatacdo, com 24 horas de jejum, 18 peixes foram distribuidos aleatoriamente
por tanque. Apos distribuicdo, os peixes foram anestesiados em solugdo de 60mg
L-1 Benzocaina (ethyil-p-aminobenzoato) e a biomassa de cada unidade
experimental foi verificada em balanca analitica de precisédo (+0,01g). Passados 24
horas da biometria, deu-se inicio ao periodo de experimento. As dietas
experimentais foram fornecidas aos pacus até a saciedade aparente duas vezes ao
dia (8h00min, 17h00min).

Para garantir que a qualidade da agua estivesse dentro dos padrdes
desejados para o0 pacu, os parametros fisico-quimicos da dgua foram monitorados.
O pH, e o oxigénio foram mensurados semanalmente por meio do pHmetro YSI-
EcoSense® pH100A e oximetro YSI-EcoSense® DOZ200A. As temperaturas
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maxima e minima foram observadas diariamente por meio de termémetro analdgico
e digital. As concentragcbes de amonia, nitrato e nitrito foram determinadas
semanalmente pelo método colorimétrico, com leitura no espectrofotdbmetro, de
acordo com Koroleff (1976), Golterman et al. (1978) e Mackereth et al. (1978),
respectivamente. Nas Figuras 4, 5 e 6, € possivel observar que todos os parametros
fisico-quimicos da 4gua mantiveram-se dentro do recomendado para criacdo de
peixes tropicais, permanecendo sempre dentro das faixas consideradas ideais de
cultivo (Sipauba-Tavares, 1995). A temperatura média foi de 27,8°C + 0,9, pH médio
de 7,87 + 0,23 e a média de oxigénio dissolvido de 6,26 + 0,81. Para manter os
niveis de matéria organica ndo diluida baixos, as unidades experimentais foram
sifonadas quando julgado necessério, e o filtro mecéanico limpo pelo menos duas

vezes ao dia, antes das alimentacdes.

34.0
G320
S
E 300 m
3 28.0 V, vm ~—\_ N
©
D 26.0 H —
Q Minimo
£ 24.0 .
= —Maximo
22.0
20.0
02 152 300 4590 602 752 902 105°
Dias de experimento
Figura 4. Temperatura maxima e minima diaria do sistema.
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Figura 5. Niveis de pH e oxigénio dissolvido na agua do sistema
15

Caunesp



&~ wN

O 00 N o Ou;

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

Mestrando André Zuffo Boaratti

Orientador Prof. Dr. Jodo Batista Kochenborger Fernandes

1000.0
900.0
800.0
700.0
600.0

= 500.0

24000
300.0
200.0
100.0

0.0

‘ﬁ_‘_“*—‘\t—‘—l—(‘\

A A
r 3

A/

N\
X \ /

\/

X

S

N i G
O > 4

- A\A/*‘.-—
i

N s

O O O L OO D OSSO O
VD AR P @ AD AV oF

9 O O O
¥ &

N

—e— Amonia

Nitrito

—— Nitrato

Dias de experimento
Figura 6. Concentracdo de compostos nitrogenados na agua do sistema

4.2. Dietas experimentais

Para a formulacdo das dietas, os ingredientes foram previamente analisados
(Tabela 2) quanto aos niveis de matéria seca, proteina bruta, lipidios, cinzas e
energia bruta (AOAC, 2000), e enviados para um laboratério comercial para analise
de teor de AA por espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS). Em seguida,
com auxilio do software SuperCrac 6.1 Premium, seguindo as exigéncias
nutricionais para pacu descritas por Fernandes et al. (2000); Fernandes et al.
(2001); Abimorad e Carneiro (2004); Abimorad e Carneiro (2007), Abimorad et al.
(2008) e Abimorad et al. (2010), foram formuladas 11 dietas experimentais, sendo
uma dieta controle (DC) para atender 100% das exigéncias nutricionais do pacu, e
dez dietas testes limitantes em 45% (DL) em um AAE cada uma (DL-LYS, DL-MET,
DL-THR, DL-TRP, DL-ARG, DL-HIS, DL-ILE, DL-LEU, DL-PHE e DL-VAL).

Para a elaboracéo das 11 dietas (Tabela 3), uma dieta basal (DB) a base de
alimentos convencionais foi formulada a fim de atender todas as exigéncias
nutricionais. Esta dieta basal compds 55% das 11 dietas testes, ou seja, atendendo
55% das exigéncias nutricionais para pacus através de alimentos convencionais.
Os 45% restantes foram compostos por alimentos purificados assim como um mix
de AA cristalinos. Desta forma, a DC apresentou uma composigéo nutricional final
de 100% da exigida para pacu, e as DL apresentaram também 100% da
composicéao nutricional, com excec¢do do AAE a ser testado, que né&o foi incluido no

mix de AA, gerando assim, a delecao desejada de 45% apenas do AA testado. Para
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suprir a quantidade deletada do AAE testado, de forma que as dietas continuassem
com a mesma quantidade de nitrogénio da DC, foi adotada a suplementacao de
trés AA ndo essenciais (glicina, acido glutamico e alanina) nas mesmas propor¢oes.
Sendo assim, todas as dietas formuladas séo isonutritivas e apresentam a mesma
guantidade de alimentos naturais e purificados (Tabela 3).

Seguindo a metodologia proposta por Mambrini e Kaushik (1994), com
algumas adaptacoes, foi realizado um “coating” com agar-agar nos AA cristalinos.
Foi aquecido a 100°C uma quantidade de agua correspondente a 21% do peso da
dieta para que o agar (1% da dieta) possa ser diluido, apds diluicdo a solucéo foi
resfriada naturalmente até atingir 45°C para que os AA cristalinos possam ser
misturados a solucdo sem que sejam afetados pela temperatura. Para melhor
homogeneizacdo do agar com os AA cristalinos, a mistura foi batida em
processador de alimentos industrial. Apds, o “coating” foi homogeneizado aos
demais ingredientes e entdo as dietas foram extrusadas em extrusora Exteec,
modelo Ex Micro, com dimensdes de granulos de 4 a 6 mm e de 2 a 3 mm de
diametro, em seguida secas em estufa a 55°C e mantidas em camara fria (-15°C)
até utilizacdo. As dietas foram analisadas quanto aos niveis de matéria seca,
proteina bruta, energia, lipidios e cinzas (AOAC, 2000). Também foram realizadas
analises do teor de aminoacidos por hidrélise acida e cromatografia de troca i6nica

(HPLC) no laboratério comercial Invivo Labs, Descalvado, Brasil (Tabela 4).
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Tabela 2. Composicao proximal (AOAC, 2000) e aminoacidica (NIRS) dos ingredientes das dietas experimentais

Composicao analisada

Matéria seca
Proteina Bruta
Proteina Digestivel*
Lipidio Bruto

Lipidio Digestivel
Energia Bruta
Energia Digestivel !
ENN?

Fibra Bruta

Matéria Mineral
Caélcio Total®
Fosforo Disponivel®
Metionina Bruta
Metionina Digestivel
Lisina Bruta

Lisina Digestivel*
Treonina Bruta
Treonina Digestivel*
Arginina Bruta
Arginina Digestivel*
Isoleucina Bruta
Isoleucina Digestivel*
Leucina Bruta
Leucina Digestivel*
Valina Bruta

Valina Digestivel'
Histidina Bruta
Histidina Digestivel*
Fenilalanina Bruta

Fenilalanina Digestivel*

Triptofano Bruta
Triptofano Digestivel*

%
%
%
%
%
kcal/kg
kcal/kg
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

Farinha de Glaten Milho Farelode Amidode Celulose Acucar Oleo de
peixe de milho Trigo milho purificada soja
93,84 89,22 87,01 87,82 88,50 93,00 99,00 100,00
56,20 63,21 8,50 15,40 - - - -
47,55 60,43 7,29 13,51 - - - -
10,95 1,85 5,33 4,33 - - - 100,00
8,78 1,68 3,68 2,92 - - - 85,07
4024 5248 3961 4101 3583 3880 4008 9379
2998 4513 3002 3051 3582 - 3808 7813
22,59 15,50 67,01 42,47 88,50 25,00 98,86 -

0 3,1 2,00 16,18 - 68,00 - -
4,10 5,56 4,17 9,44 - - 0,14 -
4,70 0,03 0,03 0,14 - - - -
1,94 0,29 0,24 0,90 - - - -
1,24 1,49 0,17 0,24 - - - -
1,11 1,34 0,14 0,20 - - - -
3,11 1,15 0,24 0,65 - - - -
2,77 1,02 0,19 0,57 - - - -
2,07 2,11 0,30 0,51 - - - -
1,81 1,87 0,24 0,43 - - - -
3,60 2,12 0,39 1,08 - - - -
3,41 2,03 0,36 1,02 - - - -
1,93 2,51 0,29 0,49 - - - -
1,69 2,23 0,24 0,41 - - - -
3,39 9,86 1,08 0,97 - - - -
3,14 9,28 0,98 0,87 - - - -
2,52 2,92 0,41 0,73 - - - -
2,20 2,58 0,33 0,62 - - - -
0,96 1,29 0,26 0,42 - - - -
0,90 1,22 0,24 0,39 - - - -
1,97 3,80 0,42 0,63 - - - -
1,83 3,57 0,38 0,57 - - - -
0,43 0,35 0,06 0,25 - - - -
0,39 0,32 0,05 0,22 - - - -

1Valores digestiveis calculados segundo coeficientes determinados por Abimorad e Carneiro (2004); Abimorad (2008); Fabregat et al. (2008).

2 Extrativo n&o nitrogenado ENN = MS — (PB+EE+MM+FB)

3 Dados de tabela Rostagno (2011).
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Tabela 3. Formulac&o das dietas experimentais (valores com base na matéria natural)

DB! DC DL-LYS DL-MET DL-THR DL-TRP DL-ARG DL-HIS DL-ILE DL-LEU DL-PHE DL-VAL

% % % % % % % % % % % %
Farinha de Peixe 8,516 4,684 4,684 4,684 4,684 4,684 4,684 4,684 4,684 4,684 4,684 4,684
Gluten de milho 9,000 4,950 4,950 4,950 4,950 4,950 4,950 4,950 4,950 4,950 4,950 4,950

Milho 42,491 23,370 23,370 23,370 23,370 23,370 23,370 23,370 23,370 23,370 23,370 23,370
Farelo de trigo 10,000 5,500 5,500 5,500 5,500 5,500 5,500 5,500 5,500 5,500 5,500 5,500
Amido de Milho 7,720 29,356 29,360 29,360 29,360 29,360 28,760 29,210 29,360 29,360 29,370 29,360
Celulose purificada 2,120 3,996 4,000 4,000 4,000 4,000 4,000 4,000 4,000 4,000 4,000 4,000
Oleo de soja 5,598 5,579 5,579 5,579 5,579 5,579 5,579 5,579 5,579 5,579 5,579 5,579
Agucar 1,170 0,644 0,644 0,644 0,644 0,644 0,644 0,644 0,644 0,644 0,644 0,644
L-lisina 1,716 1,985 0,944 1,985 1,985 1,985 1,985 1,985 1,985 1,985 1,985 1,985
DL-metionina 0,167 0,301 0,301 0,092 0,301 0,301 0,301 0,301 0,301 0,301 0,301 0,301
L-treonina 0,439 0,651 0,651 0,651 0,241 0,651 0,651 0,651 0,651 0,651 0,651 0,651
L-arginina 0,554 0,885 0,885 0,885 0,885 0,885 0,304 0,885 0,885 0,885 0,885 0,885
L-isoleucina 0,308 0,529 0,529 0,529 0,529 0,529 0,529 0,529 0,169 0,529 0,529 0,529
L-leucina 0,000 0,730 0,730 0,730 0,730 0,730 0,730 0,730 0,730 0,000 0,730 0,730
L-valina 0,250 0,532 0,532 0,532 0,532 0,532 0,532 0,532 0,532 0,532 0,532 0,137
L-histidina 0,158 0,307 0,307 0,307 0,307 0,307 0,307 0,087 0,307 0,307 0,307 0,307
L-phenilalanina 0,120 0,436 0,436 0,436 0,436 0,436 0,436 0,436 0,436 0,436 0,066 0,436
L-triptofano 0,197 0,245 0,245 0,245 0,245 0,108 0,245 0,245 0,245 0,245 0,245 0,245
L-ac. glutamico 1,850 3,248 3,594 3,317 3,384 3,293 3,641 3,371 3,367 3,490 3,368 3,379
L-glicina 1,850 3,248 3,594 3,317 3,384 3,293 3,641 3,371 3,367 3,490 3,368 3,379
L-alanina 1,850 3,248 3,594 3,317 3,384 3,293 3,641 3,371 3,367 3,490 3,368 3,379
Calcario 1,444 2,024 2,024 2,024 2,024 2,024 2,024 2,024 2,024 2,024 2,024 2,024
Fosfato bicalcico 0,631 1,697 1,697 1,697 1,697 1,697 1,697 1,697 1,697 1,697 1,697 1,697
Agar 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Premix? 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
Antifingico 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300

BHT antioxidante 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050

1 Dieta Basal

2 Suplemento mineral e vitaminicoComposicado: acido félico (1.250 mg); pantotenato de calcio (1.200 mg);cobre (2.500 mg); ferro (15 g); iodo (375 mg;) manganés (12,5 g);
selénio (87,5 mg); zinco (12,5 mg); cobalto ( 125 mg); Vit A (2.500 U I); Vit B12 (4000 mg); Tiamina B1 (4000 mg); Riboflavina B2 (4000 mg); Piridoxina B6 (4000 mg); Vit C
(50.000 mg); Vit D3 (600.000 UI); Vit E (37.500); Vit K3 (3.750 mg); niacina (122.500 mg); biotina (15 mg)
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Tabela 4, Composicéo analisada das dietas (valores com base em 100% de matéria seca)

DC DL-LYS DL-MET DL-THR DL-TRP DL-ARG DL-HIS DL-ILE DL-LEU DL-PHE DL-VAL

Matéria seca % 9291 9241 9303 9321 9252 92,42 9243 93,60 9240 9296 93,22
Proteina Bruta, % 28,34 2848 29,19 27,06 2695 2820 26,95 28,15 27,50 27,73 26,55
Proteina Digestivel? % 27,24 2737 28,06 2600 2590 27,10 2590 27,05 26,43 2666 2552
Lipidio Digestivel® % 6,56 6,58 6,80 6,66 6,51 6,22 6,43 6,42 6,09 6,39 6,66
Energia Bruta kcallkg 45852 4683,7 46753 4586,4 46715 4660,5 4651,7 4646,6 4623,2 46053 4654,0
Energia Digestivel 2 kcallkg 3898,7 3980,4 3974,7 3899,5 39715 3962,2 39553 39492 39274 3913,8 3955,7
Extrativo n&o nitrogenado® % 46,75 46,15 4586 48,30 47,60 46,90 47,70 47,76 47,40 47,70 48,96
Fibra Bruta* % 4,23 4,23 4,23 4,23 4,23 4,23 4,23 4,23 4,23 4,23 4,23
Matéria Mineral % 5,55 5,49 5,42 5,47 5,77 5,47 5,68 5,60 5,83 5,46 5,33
Metionina Digestivel? % 0,42 0,44 0,27 0,47 0,46 0,53 0,47 0,44 0,51 0,52 0,42
Lisina Digestivel® % 2,11 1,36 2,24 2,27 2,30 2,32 2,28 2,16 2,23 2,22 2,05
Treonina Digestivel® % 0,94 1,03 1,01 0,61 1,03 1,07 1,05 1,01 1,09 1,07 0,97
Arginina Digestivel? % 1,40 1,48 1,44 1,51 1,49 0,92 1,47 1,42 1,50 1,50 1,38
Isoleucina Digestivel® % 0,80 0,98 0,99 0,88 0,99 1,01 0,98 0,44 0,97 0,98 0,81
Leucina Digestivel® % 1,62 1,72 1,72 1,80 1,74 1,75 1,72 1,68 1,07 1,93 1,62
Valina Digestivel® % 0,86 0,98 0,96 0,89 0,97 0,99 1,02 0,89 1,05 1,03 0,45
Histidina Digestivel? % 0,48 0,65 0,62 0,51 0,68 0,75 0,47 0,51 0,75 0,74 0,46
Fenilalanina Digestivel® % 0,81 0,93 0,93 0,89 0,94 0,96 0,95 0,83 0,86 0,47 0,78
Triptofano Digestivel® % 0,26 0,29 0,23 0,23 0,15 0,24 0,24 0,26 0,23 0,26 0,25
Acido Glutamico Digestivel® % 4,65 5,17 4,92 5,10 4,95 5,28 5,00 4,95 5,23 4,94 4,68
Glicina Digestivel* % 3,93 4,58 4,24 4,62 4,26 4,75 4,44 4,19 4,48 4,35 4,02
Alanina Digestivel® % 4,03 4,76 4,41 4,52 4,41 4,77 4,48 4,19 4,90 4,74 4,08

DC-Dieta controle; DL-Dieta limitante; LYS—lisina; MET—metionina; THR—treonina; TRP—triptofano; ARG-arginina; HIS—histidina; ILE-isoleucina; LEU-leucina; PHE—
fenilalanina; VAL-valina

2Valores digestiveis calculados segundo coeficientes de digestibilidade determinados por Abimorad e Carneiro (2004); Abimorad (2008),

3ENN = MS — (PB+EE+MM+FB)

4 Fibra Bruta Calculada.
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4.3. Coleta de dados

O consumo das dietas experimentais de cada unidade experimental, foi
mensurado, 0s potes cheios antes e ap0s consumo foram pesados.

A biomassa dos peixes foi registrada no inicio e meio do experimento para
acompanhamento do desenvolvimento dos animais. Ao final do experimento, foi
realizada biometria individual dos peixes em jejum de 24 horas para calculo das
variaveis: ganho de peso médio por peixe (GP), consumo de racao por peixe (CR)
e converséao alimentar (CA), equagdes (1), (2) e (3) respectivamente.

GP = Peso médio final/Peso médio inicial 1)

CR = Quantidade de alimento consumido 2)
B N@ peixes

CA = CR/GP )

Tanto os 40 juvenis da amostra inicial quanto os 18 peixes de cada unidade
experimental do final do experimento foram submetidos a jejum de 24 horas e
eutanasiados através do aprofundamento do plano anestésico, com benzocaina
(concentracdo de 300mg L?), para em seguida serem congelados. O material
congelado foi moido e liofilizado, para determinacdo da composicdo de matéria
seca e nitrogénio (AOAC, 2000).

Com isso, a composicdo de N corporal foi utilizada para determinar os niveis
de deposicdo de N (mg N / peso metabolico corporal kg / dia), utilizando-se a

equacao (4) proposta por Rollin et al. (2003):

(Pf XNf—Pi XNl') (4)
0,75

1 Pf Pl 0,75
7((1000) +(qo00) ) x At

Deposicao de N =

Onde Pf e Pi sdo as médias final e inicial do peso corporal em gramas, At € a
guantidade de dias de duracdo do experimento, e Nf e Ni sdo as médias final e

inicial da composicéo de N corporal em porcentagem.
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4.4. Determinacao darelacdo de AA pelo Método de Delecéo

A relacdo de AAE para juvenis de pacu foi determinado através da
metodologia de delecdo. Para melhor entendimento deste método, sdo assumidas
algumas hipoteses: (1) a retirada do primeiro AAE limitante causa uma maior
diminuicdo na retencdo de N; (2) caso a retirada do AAE ndo promova diminuicédo
na retencao de N, entdo a porcéo retirada estava em excesso, comparado com o
primeiro AAE limitante; (3) quando a retirada de um AAE culmina em leve reducao
da retencédo de N, entdo a porcdo que pode ser retirada sem diminuicdo da
retencdo, pode ser interpolada proporcionalmente (Wang e Fuller, 1989). Caso as
pressuposicdes sejam atendidas, entdo o AAE reduzido sera considerado o
primeiro limitante na dieta. Através desses preceitos, torna-se possivel o calculo da
relacdo minima para os AAE, sem que ocorra alteracdo na retencéo de N. Apds, a
relacdo ideal dos AAE é calculada pela relacdo entre o primeiro AAE limitante do
perfil aminoacidico da dieta controle (Wang e Fuller, 1989; Green e Hardy, 2002,
Peres e Oliva-Teles, 2009).

Com a relagéo dos niveis de deposicdo de N para cada tratamento definida,
por meio da equacédo (5) também proposta por Rollin et al. (2003), foi possivel

calcular o nivel indicado de cada AAE que maximize a retencdo de N:

DN,
Nivel indicado = (AAE)pc X | 2 — DEL — ( AAE) (5)
DNpc

Onde, nivel indicado é a exigéncia do AAE testado (g Kg-1 MS), (AAE)DC a
concentragdo do AAE na DC (g Kg-1 MS), DEL o nivel de delegéo (%) obtido ao
dividir a concentracdo do AAE teste pela concentragdo do mesmo AAE na DC,
DNAAE a deposicao de N (mg N / peso metabdlico corporal kg / dia) correspondente
aos peixes da dieta do AAE testado, e DNDC a deposicdo de N (mg N / peso
metabadlico corporal kg / dia) correspondente aos peixes da DC. Esta metodologia
esta baseada no pressuposto de que a retencdo de N € uma funcéo linear do teor
de AAE dietético quando um AAE particular € limitante. O balan¢o 6timo entre os
AAE é obtido pela divisdo do nivel indicado estimado para cada AAE pelo nivel
indicado estimado de lisina (base de lisina = 100) (Green e Hardy, 2002; Rollin et

al., 2003). E importante considerar que, embora Rollin et al. (2003) denomine o
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resultado da equacéo (5) como requerimento, ela ndo pode ser utilizada para
recomendar niveis nutricionais na dieta; ela somente pode ser usada como base
para calcular de forma pratica a relacéo ideal dos AA, desta forma foi utilizado o

termo, nivel indicado, para evitar desentendimentos.

4.5. Analise estatistica

Os dados foram analisados pelos programas R Studio, verséo 3.3.3 (2017) e
SAS versdo 9.3 (2011), por meio de andlise de variancia (One-way ANOVA).
Quando encontrada significAncia estatistica, e com homocedasticidade e
normalidade verificada, foi aplicado o teste de Dunnett (P<0,05), para comparacao

do tratamento controle com os demais tratamentos.

5. Resultados e discussao

Durante os 133 dias experimentais ndo foram observados sinais clinicos de
enfermidades. Os juvenis de pacu permaneceram bem aclimatados as condicdes

ambientais e as dietas oferecidas.

5.1. Dietas-teste

A opcdao de extrusar as dietas foi feita com base em alguns principios préaticos
e nutricionais. Do ponto de vista pratico, a extrusdo junto com a agua gera a
expansdo do amido e do granulo (Camire et al., 1990), garantindo flutuabilidade
das dietas e consequentemente melhora o controle da alimentagéo até a saciedade
aparente ja que a visualizacado do consumo é facilitada. Esse processamento, por
conta da geleificacdo do amido (Camire et al., 1990), também resulta em granulos
mais firmes e com poucas perdas por esfarelamento durante manuseio e por
dissolucdo na agua se comparada, por exemplo, com a peletizagdo. O que torna
este processamento o mais utilizado atualmente na produgcéo das ragcbes para
peixes.

Do ponto de vista nutricional, os efeitos da extrusdo de dietas para peixes
ainda ndo encontram-se bem definidos, uma vez que diversos fatores fisicos (ex:

temperatura, umidade, velocidade da rosca e diametro da matriz da extrusora) e
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quimicos (ex: tipo, disponibilidade, quantidade e composi¢cdo dos alimentos e
nutrientes) afetam diretamente as caracteristicas nutricionais da dieta apds o
processamento, causando efeitos positivos e negativos (Camire et al., 1990; Singh
et al., 2007; Tjernsbekk et al., 2017). Porém alguns pontos ja encontram-se bem
estabelecidos para esse tipo de processamento, como a geleificagdo do amido,
aumentando a digestibilidade do mesmo para monogastricos; a destruicdo em altos
niveis de fatores antinutricionais (inibidores da tripsina, hemaglutininas, taninos e
fitatatos) que causam a inibicdo da digestibilidade das proteinas; e a desnaturacéo
das proteinas, que facilita a hidrolise enzimatica no corpo dos animais, aumentando
também sua digestibilidade (Camire et al., 1990; Singh et al., 2007).

Para garantir que, o processamento e elaboracdo das dietas ndo tenham
afetado e interferido na quantidade dos nutrientes oferecidos para os peixes, a
andlise dos principais nutrientes e os aminogramas das dietas foram realizados
apos todos os processos de fabricacdo das mesmas (moer, misturar, extrusar e
secar). Sendo assim, as dietas-teste apresentaram valores satisfatorios e
adequados quanto aos niveis dos nutrientes analisados (Tabela 4).

A Unica dieta em que nao foram encontrados niveis satisfatérios foi a DL-HIS,
gue ndo apresentou qualquer nivel de delecao de histidina, se comparada com a
dieta controle (Tabela 4 e 5). Desta forma, a relacdo ideal da histidina ndo pode ser
estimada neste estudo. A propor¢cdo de AAE deletado de cada dieta em relacao a
DC apresentaram consideravel oscilacdo, com dietas deletando de 45% a 33%
(Tabela 5). Porém, tal oscilacdo ndo prejudica a realizacdo dos objetivos deste
estudo, uma vez que a equacao utilizada para encontrar as relacdes de AAE
(descrita na metodologia), leva em consideracdo o quanto que cada AAE foi

deletado em cada dieta.
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Tabela 5. Niveis encontrados de delecdo do AAE especifico em cada dieta
teste.

Quantidade bruta do Quantidade bruta do Quantidade deletada

Tratamento AAE na DC AAE na DL do AAE testado!
DL- LYS 2,15 1,41 34,42%
DL- MET 0,44 0,29 34,09%
DL- THR 0,98 0,67 31,63%
DL- TRP 0,27 0,15 44,44%
DL- ARG 1,42 0,95 33,10%
DL- HIS 0,50 0,50 00,00%
DL- ILE 0,84 0,48 42,86%
DL- LEU 1,70 1,16 31,36%
DL- PHE 0,84 0,51 39,29%
DL- VAL 0,92 0,51 45,05%

1[1 - (Quantidade bruta do AAE na DL/ quantidade bruta do AEE na DC)] *100

5.2. Desempenho

Os peixes alimentados com a DC resultaram no maior ganho de peso médio
(93,82 £ 6,949) e na melhor converséo alimentar (1,32 + 0,03g) em relacdo aos
demais tratamentos (Tabela 6). Porém, estatisticamente com mais de 95% de
confianga, apenas os tratamentos deficientes em lisina, arginina, valina e treonina
apresentaram seus desempenhos zootécnicos prejudicados em relacdo a dieta
controle. Os peixes submetidos aos tratamentos com as dietas deficientes em lisina
e arginina obtiveram os piores desempenhos (GP 18,11 + 11,739 e 26,77 + 9,13g;
CA2,69+0,159 € 1,87 £0,149). A dieta deficiente em lisina promoveu desempenho
muito inferior ao das demais (Tabela 6; Figura 9), uma vez que 0s animais apenas
triplicaram seus pesos durante os 113 dias de alimentacado, enquanto os peixes do
tratamento DC, por exemplo, apresentam um crescimento de aproximadamente 15
vezes 0 seu tamanho inicial. Como consequéncia, a conversao alimentar do
tratamento DL-LYS também foi muito pior que a das demais, sendo necessario
duas vezes a quantidade em gramas de alimento fornecido quando comparado com
ao tratamento DC para que o peixe ganhasse a mesma quantidade em gramas de

peso corporal (Tabela 6).
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Tabela 6. Valores médios + desvio padrdo dos parametros de desempenho
produtivo de juvenis de pacu alimentados com dietas deficientes em
aminoacidos essenciais

Tratamentos Pl (Q) GP (9) CR (g/peixe) CA

DC 6,26 93,82 + 06,94 123,71 £07,62 1,32 +0,032
DL-LEU 6,33 84,85 + 21,23 108,16 £24,50 1,29 +0,132
DL-HIS 6,28 78,52 + 08,58 108,49 + 07,66 1,39 + 0,072
DL-TRP 6,19 74,02 + 37,02 101,97 £41,69 1,33 +0,06%
DL-MET 6,09 69,35 + 10,23 102,47 £ 09,97 1,48 + 0,082
DL-ILE 6,28 69,27 + 05,61 97,01 + 05,94 1,40 + 0,042
DL-PHE 6,30 68,15 + 15,13 98,17 + 15,86 1,45 + 0,10
DL-THR 6,17 50,39 + 19,39* 78,17 +26,34* 1,57 + 0,082
DL-VAL 6,30 47,99 + 16,56* 75,60 +21,17* 1,61+0,14°
DL-ARG 6,20 26,77 £09,13* 49,33+ 13,67* 1,87 £0,14°
DL-LYS 6,01 18,11 +£11,73* 39,12 + 14,92* 2,69 + 0,154
ANOVA 0,999  <0,001 <0,001 <0,001
Valores de P

CV (%) 7,66 27,45 22,38 7.15

PI = Peso inicial; GP = ganho de peso; CR = consumo de racéo; CA = Conversdo alimentar; CV =
Coeficiente de variacédo
Valores sinalizados com “*” diferem estatisticamente do tratamento controle (DC) (Teste de Dunnett com

< 0.05).

Valores seguidos pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente (Student Newman Keuls o>

0.05).

Figura 9. Diferenca de ganho de peso (GP) entre tratamento com a melhor e a pior
resposta, animais com peso proximo da média das caixas. A. Pacu alimentado com
dieta controle (GP = 93,82 + 6,94Q); B. Pacu alimentado com dieta deficiente em
lisina (GP = 18,11 + 11,739).
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O fato de seis tratamentos nao terem diferido estatisticamente do tratamento
DC fez com que algumas hipoteses fossem levantadas na busca de entender o
ocorrido.

A primeira hipotese levantaria o fato de que a heterogeneidade no crescimento
dos peixes ainda € uma realidade se comparada com outros animais de producao
(ex. frango de corte) os quais apresentam domesticacédo e sele¢do consolidada,
enquanto que a maioria dos organismos aquaticos isto é recente. Em especial, o
pacu ainda apresenta pouco grau de domesticacdo e selecdo genética, se
comparado com Oreochromis niloticus, e principalmente outros peixes marinhos
como o Salmo salar L. Porém, mesmo sabendo que certa heterogeneidade dentro
das unidades experimentais seria naturalmente encontrada, ela poderia ter ocorrido
de forma acentuada a ponto de interferir significativamente, e até certo ponto, na
ndo diferenciacdo entre os seis tratamentos com o tratamento DC. Porém esta
hiptese pode ser desconsiderada se for considerado que os niveis de
homocedasticidade e normalidade encontrados foram satisfatorios.

Outro ponto a ser considerado, é o manejo alimentar empregado. Pode ser
levantada a hipétese de que a alimentacdo até a saciedade aparente nao teria
como impedir que os animais se alimentassem até suprir a deficiéncia do AAE
deletado na dieta-teste e excretar os demais nutrientes em excesso, fazendo com
gue o efeito esperado dos tratamentos fosse suprimido. Porém, tal hipotese pode
ser também desconsiderada se forem observados os valores de conversédo
alimentar (CA) presentes na Tabela 6, onde estatisticamente n&o ocorreu diferenca
de CA entre os tratamentos que ndo diferiram do tratamento DC em relacdo ao
ganho de peso, demonstrando que 0s animais ndo consumiram mais da dieta para
ganhar a mesma quantidade em gramas de peso corporeo.

Outra hipotese seria que as respectivas quantidades deletadas do AAE
testado podem néo ter sido suficientes para gerar deficiéncia e consequente efeito
negativo sobre o desempenho. Tal efeito pode ter ocorrido se os niveis utilizados
para a formulacdo estivessem superestimados e desta forma mesmo com a
delecdo do AAE o0 mesmo continuaria suprindo as necessidades dos peixes.

E a ultima hipdtese questiona se os AA se apresentaram disponiveis para a
absorcao pelo organismo do pacu. Isso porque, mesmo a extrusao apresentando
inimeros beneficios para as dietas, estudos apontam que a extrusdo pode afetar

negativamente os AA que as compde. Uma das formas que vem sendo estudada,
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esta na reacdo de Maillard, em que, por meio de uma rea¢&do quimica entre o grupo
amino livres da proteina e o grupo carbonil do acucar reduzido, gera-se a redugéo
na disponibilidade do aminoacido envolvido e na digestibilidade da proteina. Essa
reacao € favorecida pela extrusdo (Cheftel, 1986; Camire et al., 1990; Singh et al.,
2007) quando a temperatura é superior a 180°C e umidade abaixo de 15% (Chetftel,
1986; Camire et al., 1990), parametros diferentes do realizado neste estudo, onde
essa temperatura nao foi atingida e a umidade utilizada estava em torno de 21%.
Porém, segundo Singh et al. (2007) e Camire et al. (1990), mais estudos precisam
ser realizados para melhor entendimento desta reagdo e de todos os fatores
envolvidos uma vez que um consenso ainda néo foi encontrado.

Outro ponto considera o fato de os AA na sua forma livre apresentarem maior
sensibilidade aos processos de extrusao do que os AA naturalmente presentes nos
alimentos (Singh et al., 2007). No presente estudo, foi utilizado o “coating” como
forma também de protecdo desses AA livres aos processos da extrusdo. Estudos
seriam necessarios para avaliar melhor o grau de proteg¢ao que o “coating” exerceu
sobre os AA livres e como os nutrientes das dietas-teste se comportaram durante
0 processo de extrusdo com este procedimento pré-processamento (“coating”).
Também seria necessario investigar a digestibilidade de cada nutriente antes e
ap06s o0 processamento, uma vez que a extrusdo pode afetar a digestibilidade
positiva e negativamente, e 0 “coating” durante o processamento poderia agravar
esses efeitos.

Se forem compilados os resultados de experimentos ja realizados com AAE
utilizando a metodologia de delecdo em peixes (Tabela 7), a lisina ndo é
considerada um dos AAE mais limitantes (Green e Hardy, 2002; Rollin et al., 2003;
Peres e Oliva-Teles, 2009; Diégenes et al., 2015), porém no presente estudo ela se
comportou como o AAE mais limitante para pacu. Ja a treonina, metionina e
fenilalanina sdo os AAE mais limitantes dentre as espécies que foram estudadas
(Tabela 7). Para pacu, a treonina esta entre os mais limitantes porém a metionina
e fenilalanina ndo apresentam esta caracteristica (Tabela 7). Desta forma, néo foi
possivel encontrar um padrao para o grupo dos peixes, 0 que é de se esperar, visto
gue a diversidade de padrdes alimentares € muito grande, com animais carnivoros,
insetivoros, herbivoros, onivoros por exemplo. Além disso existem os peixes de

agua doce, salobra e de ambientes marinhos. Isto resulta em mecanismos
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bioguimicos e fisiol6gicos para a utilizacdo dos AAE que podem variar de espécie

para espécie.

Tabela 7. AAE mais limitantes e AAE menos limitantes determinados em
estudos utilizando a metodologia de delecdo para diferentes espécies de peixes

AAE mais AAE menos

limitante >>> limitante
Diogenes et al., 2015* Thr / Met Val Leu Lys lle Phe
Peres & Oliva-teles, 20092 Thr Met  His Lys lle Arg
Rolin et al., 20033 Met Phe Trp Val Leu lle
Green & Hardy, 20024 Phe Met  Arg Val His
Presente estudo® Lys / Arg Val  Thr ... Met Trp His Leu

10Oreochromis niloticus
2Sparus aurata

3Salmo salar L.
4Oncorhynchus mykiss
SPiaractus mesopotamicus.

5.3. Retencao de nitrogénio

Assim como nos parametros zootécnicos, a retencdo de N diferiu do
tratamento DC, com mais de 95% de confianga, apenas nos tratamentos deficientes
em lisina, arginina, valina e treonina, estes apresentaram retencao de N inferior ao
tratamento DC (Tabela 8 e Figura 10). Desta forma, sera possivel determinar, pela
metodologia de delecdo, apenas os niveis destes AAE. Pressupondo que nas
dietas leucina, histidina, triptofano, fenilalanina, metionina e isoleucina a delegéo
realizada nao foi suficiente para causar deficiéncia, pode-se indicar que estes AA
estdo em pelo menos a mesma quantidade que foi deletado em excesso da

guantidade existente na DC (Tabela 9).
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Tabela 8. Retencédo de N (mg N / peso metabdlico corporal kg / dia)

em cada tratamento
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Tratamento Retencdo de N! Desvio Padréao
DC 472,82 21,98
DL-LEU 452,96 62,96
DL-HIS 416,87 21,88
DL-TRP 392,08 124,97
DL-PHE 364,04 41,79
DL-MET 362,74 20,33
DL-ILE 357,27 12,39
DL-THR 292 57* 76,98
DL-VAL 277,48* 69,55
DL-ARG 175,86* 51,88
DL-LYS 99,31* 79,22
ANOVA

Valores de P <0,001

CV (%) 18.680

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

1Retencéo de N (mg N / peso metabdlico corporal kg / dia)
Normalidade de Cramer-von Mises (p-valor = 0.1763) e homocedasticidade (BoxCox)
dentro dos niveis aceitaveis.

Valores sinalizados com “*” diferem estatisticamente do tratamento controle (DC) (Teste

de Dunnett com a< 0.05).
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Figura 10. Efeito das dietas teste no ganho de nitrogénio corporal em pacu.
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Tabela 9. Calculo das proporcdes minimas de AAE sem gque tenha efeito negativo
no desempenho de juvenis de pacu utilizando o pressuposto de que se a
guantidade deletada ndo afetou o desempenho do peixe, essa quantidade esta
em excesso na dieta controle

Composicao Quantidade “Exigéncia” Proporgédo na

analisada na deletada do (g/kg ms)t base lisina?

DC (g/kg ms) AAE %
Lisina 31,08 1,000
Metionina 4,2 34,09 2,77 0,089
Triptofano 2,6 44 .44 1,44 0,047
Histidina 4,8 00,00 4,80 0,154
Isoleucina 8,0 42 .86 457 0,147
Leucina 16,2 31,36 11,12 0,358
Fenilalanina 8,1 39,29 4,92 0,158

1Composicdo analisada menos a quantidade deletada do AAE.
2(exigéncia AAE / Exigéncia lisina)* 100

Com as proporgdes de lisina, treonina, arginina e valina calculados pelo
método de delecdo e com as propor¢cdes de metionina, triptofano, histidina,
isoleucina, leucina e fenilalanina calculados na tabela 9, foram estimados os valores
minimos de AAE para juvenis de pacu que podem ser observados na primeira
coluna da tabela 10.

Atualmente ha dois estudos com AAE para pacu, o estudo de Abimorad et al.
(2010), em que encontraram a exigéncia de lisina por dose-resposta e a relacao
dos demais AAE por composicao do filé. Este que serviu de base para a formulacao
das dietas deste experimento. E o estudo de Khan et al. (submetido) que estudaram
a composicao corporal do pacu em diferentes fases de crescimento. Como estes
dois estudos estimaram a exigéncia e o presente estudo estima a relagdo, as
exigéncias foram transformadas em relagcbes entre AAE na base lisina para que os
dados possam ser confrontados (Tabela 10). Mesmo um estudo tendo analisado a
composicédo do filé e o outro a composi¢cédo corporal, pode-se observar na Tabela
10 e Figura 11 que ndo ha grandes diferencas entre os dois estudos. Porém os
valores estimados no presente estudo estdo mais baixos em relacdo aos
encontrados pelos autores destes dois trabalhos com pacus (Tabela 10 e Figura
11). A relagéo entre AAE para juvenis de pacus encontrada no presente estudo,
também apresentou valores relativamente baixos se comparados com outros
estudos que utilizaram a metodologia de delecdo em outras espécies (Tabela 10 e

Figura 11). Visto que os dados estédo apresentados em relacédo a 100% de LYS, a
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1  exigéncia encontrada de lisina pode estar superestimada, causando diminuigdo dos

2 demais requerimentos.

3
Tabela 10. Relagbes entre AAE na base lisina obtidos em estudos pela
metodologia de delecdo com diferentes espécies e estudos de exigéncias de AAE,
convertidos para relagbes entre AAE na base lisina, para pacu utilizando outras
metodologias
LYS MET THR TRP ARG HIS ILE LEU PHE VAL
Pacu - Delecéo! 100 89 336 4,7 593 154 14,7 358 158 28,2
Pacu — Dose-resposta 2 100 23 50 - 71 27 44 89 45 48
Pacu — C. corporal® 100 27,7 509 85 828 261 505 794 450 55,2
Oreochromis niloticus* 100 64,0 93,0 24,0 1250 34,0 57,0 96,0 101,0 76,0
Sparus aurata® 100 50,8 58,1 14,6 108,3 36,8 49,7 92,7 112,3 62,6
Salmo salar L.6 100 64,0 51,0 14,0 76,0 280 - - 105,0 59,0
Oncorhynchus mykiss” 100 53,0 63,1 11,4 86,6 32,9 51,7 899 1248 57,7
1 Presente estudo
2 Abimorad et al., (2010). Valores obtidos por composicéo de filé em relagéo a ensaio de dose-resposta com Lys.
Estes valores serviram de base na formulacdo das dietas-teste do presente estudo. Dados convertidos em
relagBes entre AAE na base lisina
3 Khan et al., (submetido). Valores de composigdo corporal de pacu convertidos em relagGes entre AAE na base
lisina
4 Dibgenes et al., 2015
5 Peres & Oliva-teles, 20096
5 Rolin et al., 2003
7 Green & Hardy, 2002.
4
5 Na Figura 11, nota-se que apesar dos valores obtidos neste estudo estarem
6 abaixo daqueles encontrados nas outras pesquisas, € possivel verificar que os
7  valores apresentam uma relacdo entre os AAE, ou seja, as figuras formadas pelos
8 dados no gréafico de radar sdo semelhantes, apresentando apenas variacao quanto
9 ao seu “tamanho”, o que fortalece a hipétese de superestimacdo do requerimento

10 de Lys. Para melhor visualizacéo e entendimento desta hipotese, os dados de base
11  lisina foram transformados para base histidina (AA escolhido aleatoriamente). Na
12 Figura 12, a lisina encontra-se elevada se comparada com os demais estudos
13 (6,480 e nos demais estudos variando de 3,830 a 2,720) enquanto que 0s demais
14  AAE estdo mais proximos dos pontos relativos aos demais estudos.

15
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=8—Pacu - Delecdo(1) Pacu - Dose-resposta(2)
®—Pacu - C. corporal(3) Oreochromis niloticus(4)
Sparus aurata(b) ®-Salmo salar L.(6)

Oncorhynchus mykiss(7)

Figura 11. Relacdo dos AAE, na base lisina, obtidos em trabalhos pela
metodologia de delecéo (1) Presente estudo; (4) Diégenes et al., 2015; (5) Peres e
Oliva-Teles, 2009; (6) Rollin et al., 2003; (7) Green e Hardy, 2002). Relacao de
Pacu com outras metodologias (2) Requerimento para pacu utilizado como base na
formulacdo das dietas-teste do presente estudo, valores obtidos por composigéo
de filé em relacdo a ensaio de dose-resposta com Lys (Abimorad et al., 2010); (3)
Valores de composigao corporal de pacu (Khan et al., submetido).
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Sparus aurata(b) ®-Salmo salar L.(6)

Oncorhynchus mykiss(7)

Figura 12. Relacdo dos AAE, na base histidina, obtidos em trabalhos pela
metodologia de delecéo (1) Presente estudo; (4) Diégenes et al., 2015; (5) Peres e
Oliva-Teles, 2009; (6) Rollin et al., 2003; (7) Green e Hardy, 2002). Relacao de
Pacu com outras metodologias (2) Requerimento para pacu utilizado como base na
formulacdo das dietas-teste do presente estudo, valores obtidos por composigéo
de filé em relacdo a ensaio de dose-resposta com Lys (Abimorad et al., 2010); (3)
Valores de composigao corporal de pacu (Khan et al., submetido).

O unico AAE que nao condiz com o “padrao de desenho grafico” descrito € a
fenilalanina. Isso porque os trabalhos utilizando a metodologia de delegcéo
apresentam valores muito maiores do que no presente estudo e nos de Abimorad
et al. (2010) e Khan et al. (submetido), indicando duas hip6teses a serem testadas.
A primeira, que para o pacu, um peixe com hébito alimentar herbivoro/onivoro, este

AAE néo precisaria ser fornecido em grandes quantidades, enquanto que as
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demais espécies, predominantemente carnivoras/onivoras, este AAE seria
necessario em maiores niveis (Tabela 10 e Figura 11). A segunda hipotese seria
de que esse AAE foi subestimado nesse estudo.

A hipotese da fenilalanina ter sido subestimada no presente estudo, pode
estar relacionado ao fato de que no estudo de Abimorad et al. (2010), este AA
apresentou baixo valor em relagéo aos demais AAE, podendo entéo ter influenciado
no resultado do presente estudo. Como pode-se observar na Tabela 10 e mais
facilmente na Figura 11, a relacao dos valores encontrados seguiu 0 mesmo padréo
do estudo de Abimorad et al. (2010), indicando que os dados base para a
formulacdo das dietas testes para esta metodologia de delecdo pode apresentar
influéncia no resultado final. Visto que Abimorad et al. (2010) encontraram apenas
a exigéncia de lisina por dose-resposta e os demais AAE foram estimados apenas
por composicao do filé, seria indicado mais estudos prévios de exigéncias de AAE
além da lisina para embasar uma dieta mais préxima da exigéncia para que, por
meio da metodologia de delecado, possa ser estimado as relacdes ideais de AAE

para e espécie.

6. Concluséao

Os resultados apontam a lisina e arginina como os AA que mais limitaram o
desempenho do pacu, e a relacdo de AAE para juvenis desta espécie determinado
pelo método da delecdo, com a lisina sendo usada como referéncia, foram: lisina
1,000; treonina 0,336; arginina 0,593; valina 0,282. As rela¢Bes para metionina
(0,089), triptofano (0,047), histidina (0,154), Isoleucina (0,147), leucina (0,358), e
fenilalanina (0,158) foram baseadas no pressuposto de que a quantidade deletada
ndo causou deficiéncia em retencdo de N por estas quantidades estarem em

excesso na DC.
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7. Consideracgdes finais

O presente estudo possibilitou o levantamento de varias questfes, pontos
estes que sao de grande interesse ndo apenas para o melhor entendimento da
metodologia de delecdo mas também para muitos outros estudos da area de
conhecimento em nutri¢ao.

Os resultados de desempenho encontrados mostram que a metodologia de
delecdo de AAE afeta diretamente o desempenho produtivo (ganho de peso,
conversédo alimentar) do pacu. Sendo assim, a metodologia apresentou-se viavel,
desde que para a espécie estudada jA hajam estudos prévios que tenham
determinado a exigéncia de pelo menos alguns dos principais AAE para assim
garantir a uma formulagédo mais apurada das dietas-teste, assim a metodologia de
delecdo deve ser vista como um estudo final para determinar as exigéncias e
relacbes de AAE para uma determinada espécie, apresentando importante papel
como uma metodologia para o refinamento das relacdes entre os AAE para a
espécie alvo.

Acredita-se que o0s processos de extrusdo para esse tipo de dieta semi-
purificada e com a adicdo de coating pode ser mais bem estudado, a fim de
entender melhor o efeito do processamento na qualidade dos nutrientes e assim
produzir uma dieta em que 0s possiveis efeitos negativos do processamento
possam ser minimizados. Um ponto a ser considerado seria a avaliagcdo da
digestibilidade das dietas testadas, a fim de entender o efeito do coating e do
processamento na disponibilidade dos nutrientes.

A implementagcdo de um novo tratamento além dos 11 ja descritos poderia
possibilitar que uma dieta isonutritiva, mas feita com pouca quantidade de AA
cristalinos, fosse comparada com a DC, e assim gerar um melhor entendimento dos
efeitos positivos e negativos que uma dieta semi-purificada pode exercer sobre os

peixes e na metodologia proposta.
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