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EXIGENCIA DE PROTEINA DIGESTIVEL EM DIETAS PARA JUVENIS DE
TAMBAQUI E A DINAMICA DO CRESCIMENTO MUSCULAR POR ASPECTOS
MORFOLOGICOS E TURNOVER ISOTOPICO DO CARBONO-13 E DO
NITROGENIO-15

RESUMO - Dentre as espécies nativas com potencial para aquicultura, o
tambaqui (Colossoma macropomum) destaca-se pela rusticidade, facilidade de
adaptacao ao cultivo e alta produtividade em sistema intensivo. Considerando a falta
de informacbes sobre exigéncias proteicas para a espécie, torna-se necessario
estabelecer as exigéncias desse nutriente, para formulacéo de dietas que permitam
na espécie, a expressdao de um melhor desempenho e 6timas caracteristicas de
carcaca, associadas a uma menor excrecao de nutrientes ao meio ambiente e
reducdo dos custos com a alimentacdo. A tese esté dividida em quatro capitulos,
apresentando uma revisdo sobre os temas abordados no projeto e os resultados
descritos na forma de artigos para publicagdo. Assim, estudou-se, primeiramente, a
determinacao dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da proteina, extrato
etéreo e energia de nove alimentos proteicos (farelo de soja, farelo de algodéo,
farinha de salmao, farinha de residuos de filetagem de tilapia, farinha de visceras de
aves, farinha de penas hidrolisadas, glaten de milho, gliten de trigo e levedura de
alcool) e de sete alimentos energéticos (milho, sorgo, farelo de trigo, quirera de
arroz, 6leo de soja, 6leo de peixe e 6leo de milho), os mais comumente utilizados em
dietas comerciais para peixes. A maioria dos CDA dos alimentos proteicos foram
altos para as fracOes de proteina, extrato etéreo e energia, com excecédo do CDA da
proteina para levedura, CDA do extrato etéreo para gluten de trigo e CDA da energia
para o farelo de algodédo e levedura, que foram inferiores a 65%. Os juvenis de
tambaquis aproveitaram bem os alimentos energéticos avaliados, apresentando
elevados CDA. Na sequéncia, determinou-se a exigéncia em proteina digestivel
(PD) para juvenis de tambaquis, além de avaliar os mecanismos de crescimento
muscular hiperplasico e hipertréfico. O nivel proteico interferiu (P<0,005) no
desempenho zootécnico dos animais e a exigéncia de proteina digestivel para o
tambaqui, nas condi¢cdes experimentais avaliadas, foi de 29%, com alteracdes na
celularidade muscular, com maior frequéncia de fibras de didametros maiores (D80 e
D=80um), distribuidas em padrdao de mosaico. Nesta fase, caracterizou-se o
processo de hipertrofia, mas o processo de hiperplasia ainda estava ocorrendo
devido a presenca de fibras presentes nas classes D10 e D20. Por fim, no quarto
capitulo, apresenta-se os resultados da avaliacdo do turnover isotopico do carbono
(5"3C) e nitrogénio (5*°N) no tecido muscular e do indice de participacdo percentual
das dietas no tecido ao longo do tempo, de acordo com o crescimento dos animais
em resposta as exigéncias nutricionais. O perfil que caracterizou o crescimento dos
animais ao longo do tempo foi diferente entre os tratamentos (P<0,05); e o0s niveis
proteicos de 29 e 32% destacaram-se desde as primeiras avalicGes biométricas. As
taxas de turnover do carbono e do nitrogénio no tecido muscular foram mais
aceleradas quanto maior o nivel proteico. As equacdes isotOpicas mostraram um
padrdo similar entre as dietas contendo 29 e 32% de PD, juntamente com 0s



resultados de crescimento dos peixes. Assim, no contexto de todas as analises
efetuadas para avaliar a exigéncia de proteina digestivel em dietas para o tambaqui,
a dieta com 29% PD mostrou ser mais adequada para o desempenho produtivo dos
juvenis, na fase de crescimento estudada.

Palavras-chave: digestibilidade, desenvolvimento muscular, desempenho produtivo,
exigéncia proteica, isétopos estaveis
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DIGESTIBLE PROTEIN REQUIREMENT IN DIETS FOR JUVENILE TAMBAQUI
AND DYNAMICS OF MUSCLE GROWTH BY MORPHOLOGICAL ASPECTS AND
TURNOVER ISOTOPIC CARBON-13 AND NITROGEN-15

ABSTRACT - Among the native species with potential for aquaculture,
tambaqui Colossoma macropomum is distinct for its hardness, ease of cultivation and
adaptation to high productivity in intensive system. There is a lack of information
about protein requirements for tambaqui. Thus, is it necessary to establish the
requirements for this nutrient for better formulations of diets. An efficient use of
protein allows the expression of better performance and optimum body
characteristics. Efficient use of protein is also associated with less excretion of
nutrients into the environment and cost reduction of feeding. The thesis is divided
into four chapters, preseting an overview of the topics covered in the project and
results are described in the form of articles for publication. Thus, we investigated, at
first, the determination of apparent digestibility coefficients (ADC) of protein, ether
extract and energy of the nine protein feedingstuffs (soybean meal, cottonseed meal,
salmon meal, tilapia filleting residue meal, poultry by-product meal, feather meal,
corn gluten, wheat gluten and alcohol yeast) and seven energy feedingstuffs (corn,
sorghum, wheat meal, broken rice, soya oil, fish oil and corn oil), the most commonly
used in commercial fish diets. The most of ADC protein feedingstuffs were high for
the fractions of protein, ether extract and energy, with the exception of the ADC
protein alcohol yeast, ADC ether extract to wheat gluten and ADC of energy for the
cottonseed meal and alcohol yeast. All were less than 65%. Juvenile tambaquis
availed well the energetic feeds, providing high ADC. Further, we determined the
requirements of digestible protein for juvenile tambaquis, and to evaluate the
mechanisms of hyperplastic and hypertrophic muscle growth. The protein level
affected all parameters (P <0.005). The digestible protein requirement for tambaqui in
our experimental conditions was 29%, causing changes in muscle cellularity, with
increased frequency of larger diameter fibers (D80 and D=80um), distributed in a
mosaic pattern. Characterized at this stage the hypertrophy process, but the
hyperplasia process was still occurring due to presence of fibers present in the D10
and D20 classes. Finally, the fourth section evaluated the turnover of carbon (5*3C)
and nitrogen (5'°N) isotopes in muscle tissue and rate of percentual participation of
diets (the carbon and nitrogen) into the muscle tissue over time according to animals
growth in response to nutritional requirements. During the day of experiment, the
animals grew over time, across all treatments (P <0.05); and between treatments, the
protein levels of 29% and 32 detach from the first weighing. The speed of isotopic
changes in the muscle tissue were inf luenced by the characteristics diets, and
turnover rates of carbon and nitrogen were accelerated over the higher protein level.
Isotopic equations showed a similar pattern between diets containing 29 and 32% of
DP, along with the analysis of the weight of the fish. A diet with 29% DP was more
adequate to productive performance of tambaquis juvenile in growth phase studied.
KEYWORDS: digestibility, muscle development, growth performance, protein
requirement, stable isotopes



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 - Introducéo

A preocupacdo com a escassez dos recursos nhaturais disponiveis, associada
ao aumento da demanda por alimentos promove a procura por modelos de producéo
sustentaveis, implicando em significativas mudancas nos sistemas tradicionais de
producao animal. A criacdo de peixes em confinamento busca um maior refinamento
tecnoldgico, visando aumento de desempenho dos animais, reducdo dos custos e
melhora na qualidade do produto, além disso, deve ser ambientalmente correta com
adocdo de estratégias de producdo bem pensadas e projetos responsaveis de
manejo da emissao de efluentes em piscicultura (CYRINO et al., 2010).

No Brasil, existem varias espécies de peixe com potencial para a criacdo em
confinamento, com destaque para o tambaqui Colossoma macropomum e seus
hibridos. O tambaqui apresenta diversas caracteristicas que o torna a espécie nativa
mais produzida atualmente, com carne de excelente qualidade, boa oferta de juvenis
e conversao alimentar, além do grande aproveitamento dos alimentos (ARAUJO-
LIMA; GOMES, 2005).

Com o aumento da producao intensiva de tambaqui, surge a necessidade de
novos estudos que visem melhorar o desempenho produtivo da espécie. Para tal, €
essencial o conhecimento da digestibilidade de nutrientes e energia dos alimentos e
dietas, buscando formulac¢des que resultem em 6timo desempenho dos peixes. Sem
os dados de digestibilidade, ndo € possivel saber se os nutrientes fornecidos
realmente sdo aproveitados, o que pode levar a um desbalanceamento entre
proteina e outros nutrientes e energia, e consequentemente a producdo de dietas
pouco eficientes e 0 aumento nos custos de produgao (GONCALVES; CARNEIRO,
2003).

Dietas formuladas com base em proteina bruta podem ndo atender as
exigéncias nutricionais dos organismos aquaticos. O uso de dietas ndo balanceadas
ou a alimentacdo excessiva reduzem a absor¢éo de nutrientes pelos peixes, 0 que
pode resultar em excesso de matéria organica nos sistemas de producéo (CYRINO

et al.,, 2010). Nesse sentido, estudos com determinacdo das exigéncias s&o



necessarios, principalmente os de exigéncia de proteica, considerando que a
proteina € o nutriente mais caro de uma dieta e irh compor o tecido muscular. De

maneira geral, a determinacdo das exigéncias nutricionais nas diferentes espécies é
realizada com a avaliacdo do desempenho produtivo proporcionado pelas dietas.
Neste estudo, para melhor avaliar a eficiéncia das dietas, além das variaveis
convencionais de desempenho foram utilizadas metodologias mais intrinsecas a
dindmica do crescimento muscular, como a morfologia e celularidade das fibras
musculares dos peixes e o turnover isotdpico do carbono (3*3C) e nitrogénio (5*°N)

no tecido muscular.

2 - Espécie escolhida

No Brasil, entre as espécies nativas com potencial para a aquicultura esta o
tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818), por apresentar grande potencial
para a atividade piscicola e possuir boas qualidades zootécnicas (GRAEF, 1995).
Nativo da regido amazonica, a espécie pertence a familia Characidae e a subfamilia
Serrasalminae, distribuindo-se na parte tropical da América do Sul e na Amazobnia
Central. E disseminado praticamente em todo Brasil, apesar de temperaturas abaixo
de 20°C serem limitantes ao seu crescimento e bem estar (ZANIBONI FILHO;
MEURER, 1997).

O tambaqui é a espécie nativa mais produzida na aquicultura continental, com
grande crescimento continuo no ultimo censo, partindo de 38.833 toneladas em
2008 e atingindo 111.084 toneladas em 2011 (MPA, 2013). Também merece
destaque a producdo de seu hibrido, o tambacu (Colossoma macropomum X
Piaractus mesopotamicus) com 49.818 toneladas de peixe produzido no pais em
2011.

O tambaqui é o segundo maior peixe de escamas da Amazodnia, atingindo
mais de 1 m de comprimento e 30 kg no ambiente natural. A oferta de juvenis é
regular, sua reproducéo é induzida com utilizacdo de horménios, cuja pratica ja tem
um protocolo bem estabelecido (ARAUJO-LIMA; GOMES, 2005).

Atualmente, com o0 crescimento e desenvolvimento das pisciculturas, o
tambaqui é criado em diferentes sistemas de producdo, apresentando bons

resultados em sistema semi-intensivo em tanques escavados (MELO; IZEL;



RODRIGUES, 2001; ARBELAEZ-ROJAS; FRACALOSSI; FIM, 2001) e em sistema
intensivo com o uso de tanques-rede (GOMES et al., 2004; BRANDAO et al., 2004;
GOMES et al, 2006; SILVA; GOMES; BRANDAO, 2007a). Como adapta-se a
diferentes sistemas de producdo, em sua dieta podem ser utilizadas diferentes
fontes proteicas e energéticas, aceitando dietas industrializadas e se beneficiando
da produtividade primaria do viveiro, aproveitando o zooplancton como fonte de
proteina (GOMES; SILVA, 2009). A sua dieta natural inclui zooplancton, frutos e
sementes, sendo considerado um onivoro com tendéncia a frugivoro (HONDA,
1974).

Apesar da importédncia econdmica do tambaqui, as dietas comerciais
fornecidas a esses animais criados em confinamento sao usualmente n&o
especificas. No entanto, para o melhor desempenho com menor custo, sabe-se que
€ indicado fornecer aos peixes dietas espécie-especificas e ainda, para cada fase de
criacdo. Ainda ha muito a ser estudado, e para melhorar a alimentacdo do tambaqui,
é fundamental que se conheca o nivel de aproveitamento dos alimentos, com
estudos de digestibilidade e a determinacao das exigéncias nutricionais para o 6timo

crescimento.

3- Digestibilidade dos alimentos

Os peixes aproveitam os alimentos de forma diferente, pois possuem habitos
alimentares especificos. Nutricionalmente, para melhorar a qualidade da dieta dos
peixes é preciso primeiramente quantificar a fragdo do nutriente ou energia do
alimento ingerido que néo é excretada nas fezes, o que pode ser feito por meio de
estudos de digestibilidade (OLIVEIRA FILHO; FRACALOSSI, 2006). Essas
informagdes auxiliam na formulacdo de dietas que atendam as necessidades
nutricionais, evitando tanto a sobrecarga fisiologica quanto a ambiental (Mc
GOOGAN; REIGH, 1996; PEZZATO et al., 2004).

Vérios fatores influenciam os coeficientes de digestibilidade dos alimentos em
peixes: espeécie, idade, habito alimentar, anatomia do sistema digestivo e
metabolismo, caracteristicas dos alimentos como origem (animal ou vegetal), e
composicdo, temperatura da agua, tipo de processamento do alimento e métodos
utilizados para a coleta de fezes (CHO; BUREAU, 2001; BOMFIM; LANNA, 2004).



A determinacéo in vivo da digestibilidade em peixes pode ser feita através de
dois métodos: direto ou indireto. Nenhum dos métodos considera a presenca de
materiais de origem enddgena ou metabdlica nas fezes, e as perdas podem chegar
a 5% (NRC, 2011) podendo subestimar os coeficientes de digestibilidade
encontrados; portanto, os dados obtidos sdo de digestibilidade aparente e né&o
verdadeira. Os peixes vivem no ambiente aquatico, sendo dificil determinar perdas
endégenas como os produtos da oxidacdo das proteinas e lipidios, tais como
enzimas digestivas, muco e células da parede intestinal e substancias presentes na
bile (LOVELL, 1998).

Dentre os métodos de determinacéo da digestibilidade, o mais empregado € o
indireto. Este permite a coleta parcial das fezes e a alimentacéo voluntaria do animal
por meio da utilizacdo de um marcador indigestivel na dieta. Admite-se que toda
guantidade de marcador ingerido aparecera nas fezes, pois permanecera constante
ao longo do processo digestivo (NRC, 2011). O marcador mais utilizado em estudos
de digestibilidade em peixes é o 6xido de cromio (AUSTRENG, 1978; PEZZATO et
al., 2002; BREMER NETO et al., 2003; ABIMORAD; CARNEIRO, 2004,
GUIMARAES; MIRANDA; ARAUJO, 2014). N&o existe padrdo que fixe a quantidade
de oxido de crémio ideal para os ensaios de digestiblidade, e sdo usados: 0,01%
(BREMER NETO et al., 2003); 0,1% (BORGHESI; DAIRIKI; CYRINO, 2009); 0,5%
(ABIMORAD; CARNEIRO, 2004; ZHOU et al.; 2004); 0,7% (ANDERSON et al.,
1992); 1% (AUSTRENG, 1978; GUIMARAES; MIRANDA; ARAUJO, 2014).

As formas de coleta de fezes no método indireto podem ser diversas. Os
pesquisadores da area vém estudando varias metodologias para coleta de fezes em
peixes (dissecacao intestinal, extrusdo manual, succao anal, pipetagem imediata na
agua, filtracdo continua de agua e decantacdo das fezes), com o intuito de averiguar
as mais adequadas para padronizacdo (BOMFIM; LANNA, 2004). Abimorad e
Carneiro (2004) avaliaram os métodos de coleta de fezes em juvenis de pacus por
dissecacao intestinal, sistema de Ghelph convencional e modificado e extrusao
manual e concluiram que todos os métodos de coleta de fezes estudados podem ser
adotados, com seguranca, para determinacao dos coeficientes de digestibilidade dos
alimentos para o pacu, desde que usados de forma criteriosa. O método de coleta

de fezes para os estudos de digestibilidade em peixes é indispensavel para que se



obtenha precisdo nos resultados (AUSTRENG, 1978; SMITH, 1980). Dentre as
metodologias desenvolvidas destaca-se o sistema de Guelph e suas adaptacgodes.
Este sistema consiste de aquéarios cilindricos de fundo cbnico, contendo em suas
extremidades inferiores registros de esfera e mangueiras de latex acopladas a tubos
de ensaio, nos quais as fezes ficavam depositadas apdés a decantacdo
(GONCALVES; CARNEIRO, 2003). As principais vantagens do sistema sdo a
obtencdo de quantidades satisfatorias de fezes, possibilitando a aplicacdo do
método em peixes de qualquer tamanho, bem como a manutencédo dos peixes em
condicbes normais e reduzidas de estresse (CHO; SLINGER, 1979 citado por
FRACALOSSI et al., 2013).

Ainda sdo poucos os estudos de nutricdo realizados para o tambaqui,
(CARNEIRO, 1981; SILVA; FILHO; OLIVEIRA-PEREIRA, 2003; VIDAL JUNIOR et
al., 2004; SILVA et al., 2007b; OLIVEIRA et al., 2008, GUIMARAES; MIRANDA;
ARAUJO, 2014), principalmente de alimentos utilizados em dietas comerciais. A
utilizacao de alimentos altamente digestiveis torna-se mais importante em condicfes
de criacdo de alta densidade, que além de elevar os indices zootécnicos do

tambaqui, reduzird o excesso de nutriente na agua.

4 — Niveis de proteina na dieta de tambaqui

A criacdo intensiva de peixes requer a utilizacdo de uma alimentagéo
balanceada, formulada com os mais diversos ingredientes e processos de
elaboracdo, para que haja um melhor aproveitamento das dietas pelos peixes. A
dieta deve atender as exigéncias nutricionais, pois 0 seu desbalanceamento afeta
negativamente o aproveitamento dos nutrientes (PEZZATO et al., 2004). Nesse
sentido, tem sido dada atencdo para estudos de exigéncias proteicas.
Comercialmente, um fato relevante € a associacao direta entre o preco da dieta e 0
teor de proteina. Entre as espécies animais, 0S peixes necessitam de maiores
guantidades de proteina na dieta e o custo com alimentagédo corresponde de 50 a
70% dos custos totais de producdo (MUNOZ — RAMIRES; CARNEIRO, 2002;
ABIMORAD et al., 2009; BUZOLLO, 2011).

Proteinas sdo compostos organicos constituidos por aminoacidos conjugados

em propor¢des que sdo caracteristicas de cada proteina. A proteina corporal esta



constantemente sujeita a dois processos: a sintese (anabolismo) e degradacao
(catabolismo) (WEBSTER; LIM, 2002). No corpo do peixe, as proteinas sdo 0s
constituintes principais dos tecidos estruturais de protecdo (por exemplo, 0Sso0s,
ligamentos, escamas e pele), tecidos moles (6rgdos, musculos) e fluidos corporais
(LALL; ANDERSON, 2005). Durante o processo metabdlico, as proteinas sao
hidrolisadas, liberando aminoacidos que serdo distribuidos por meio da corrente
sanguinea para Orgdos e tecidos. Dietas com insuficiéncia de proteinas e
aminoacidos podem reduzir o crescimento e a eficiéncia alimentar, mobilizando a
proteina de alguns tecidos para a manutencao de funcgdes vitais. Por outro lado, a
proteina fornecida em excesso pela dieta sera utilizada para a producao de energia,
e ndo na formacdo de tecido muscular e crescimento (WILSON, 2002). As
exigéncias em proteina dos peixes sao usualmente expressas como porcentagem
fixa da dieta ou como a relacéo de quilocalorias de energia dietética por gramas de
proteina (PORTZ; FURUYA, 2013).

Os primeiros estudos de exigéncia em proteina dietética para o tambaqui
surgiram com Macedo (1979), que determinou, pela primeira vez, a exigéncia de
proteina bruta para juvenis de tambaquis, trabalhando com animais na faixa de 5 a
300 g em viveiros. O autor testou dietas praticas isoenergéticas contendo
concentracOes de 14, 18, 22 e 26% de proteina bruta (PB). Para a fase de 5 a 20 g,
a exigéncia dos juvenis foi de 22% PB e, para a fase seguinte (20-300g), 18% PB
proporcionou um desempenho de producdo semelhante as dietas com 22 ou 26%
PB. Qishi et al. (2010), testando quatro dietas (sem a inclusdo de farinha de peixes)
contendo niveis crescentes de proteina bruta de 25, 30, 35 e 45 % em tanques
experimentais, observaram melhor desempenho produtivo dos juvenis de tambaqui
(peso médio inicial de 46,4 + 6,3 g) quando alimentados com 30 % de PB. Outros
estudos com exigéncia proteica para o tambaqui também foram realizados e todos
baseando-se em teores de proteina bruta (CARNEIRO, 1981; MEROLA,;
CANTELMO, 1987; VAN DER MEER et al., 1995; DE ALMEIDA et al., 2006;
SANTOS et al.,, 2010; DE ALMEIDA et al.,, 2011). Além disso, diversos fatores
influenciam a exigéncia em proteinas; entre eles, a temperatura da agua, a idade do

peixe (WILSON, 2002), a taxa de arragcoamento, a qualidade da proteina utilizada e



a participacdo de fontes energéticas nao-proteicas, como os lipidios e os
carboidratos (ABIMORAD; CARNEIRO, 2007).

Contudo, pouco pbéde ser concluido sobre a nutricdo desta espécie, uma vez
gue preconiza-se que as dietas sejam formuladas com base em nutrientes
digestiveis, o que proporcionaria um conhecimento mais real da eficiéncia de

utilizag&o proteica dos alimentos.

5 — Desenvolvimento muscular em peixes teledsteos

Em peixes, o tecido muscular constitui a maior parte da massa corporal,
representando de 40 a 75% do peso total do animal, e o conhecimento da dinamica
do crescimento muscular por analises morfolégicas e morfométricas pode contribuir
para o refinamento das informacdes sobre as respostas de exigéncias nutricionais
pelos animais. Na maioria das espécies de peixes, a musculatura estriada
esquelética estd organizada em miémeros, que se repetem ao longo do corpo do
animal, e estdo separados por miosseptos, que séo curtos tenddes de bainhas de
tecido conjuntivo (ALEXANDER, 1969). Na regiao do nervo da linha lateral, um septo
de tecido conjuntivo, 0 septo transverso, separa a massa muscular em regides
epiaxial e hipoaxial (ALEXANDER, 1969).

Morfologicamente, as fibras musculares sao distribuidas em trés
compartimentos: vermelho, intermediario e branco (KILARSKI, 1990). O
compartimento branco € formado predominante por fibras musculares maiores (até
100 ym de didmetro) e com as miofibrilas ocupando entre 75 e 95% do volume total
da fibra (SANGER, 1992; SANGER; STOIBER, 2001). As fibras do musculo branco
apresentam velocidade de contracdo rapida e metabolismo glicolitico, baixa
concentragdo de mioglobina, poucas mitocondrias e lipidios. S&o recrutadas na
realizacdo de atividades bruscas de locomog¢&o, como na fuga de predadores e
captura de presas (SANGER; STOIBER, 2001). A musculatura vermelha,
apresentam velocidade lenta de contracdo e metabolismo oxidativo, alta
concentracdo de mioglobina, muitas mitocondrias, lipidios e excelente suprimento
sanguineo, sendo utilizadas pelo peixe na realizagdo de movimentos lentos e de
sustentacdo, como durante a migracdo (Johnston, 1999). E formada por fibras

menores (até 45 um de diametro), pode estender-se ao longo de todo o corpo do



animal em uma fina camada na regido subdermal ou apresentar-se de forma mais
localizada na regido do nervo da linha lateral. Entre estas duas areas distintas,
encontra-se a musculatura intermediaria, com caracteristicas morfofisiolégicas
intermediarias entre as fibras vermelhas e brancas (SANGER; STOIBER, 2001)

Mudancas no crescimento somatico dos peixes séo atribuidas principalmente
a mudancas na musculatura branca, devido as variagdes na hipertrofia muscular e /
ou hiperplasia (ROWLERSON; VEGGETTI, 2001). O crescimento muscular em
peixes depende da proliferacéo e diferenciacdo de células miogénicas precursoras
(células satélites ou quiescentes) (JOHNSTON, 1999; JOHNSTON et al., 2000;
ROWLERSON; VEGGETTI, 2001). Quando ativados, proliferam, diferenciam-se, e
seus nucleos sao internalizados por fibras existentes, aumentando a sintese de
miofribilas, que caracterizam o crescimento muscular hipertréfico (JOHNSTON,
1999). Na hiperplasia, os mioblastos proliferativos agregam-se a superficie da fibra
madura, gerando novos miotubos, que, separando-se, ddo origem a novas fibras
musculares (JOHNSTON, 1999; DAL PAI-SILVA; CARVALHO, 2007).

A hiperplasia € dividida em hiperplasia estratificada e em mosaico. A
hiperplasia estratificada ocorre entre os compartimentos vermelho e branco. E
responsavel pelo espessamento das camadas musculares a partir de zonas
germinais de proliferacdo celular nas regides dorsal e ventral dos midomeros nas
fases iniciais do desenvolvimento de peixes teleésteos (ROWLERSON; VEGGETTI,
2001). A hiperplasia em mosaico € melhor observada na musculatura branca e é
caracterizada pela ocorréncia de fibras pequenas (25 um) entre fibras maiores,
formando um mosaico de fibras de diferentes tamanhos e estagios de diferenciacéo
(ROWLERSON; VEGGETTI, 2001; JOHNSTON, 2006); ela ocorre principalmente na
fase juvenil dos peixes.

Células do tecido muscular sdo plasticas e adaptaveis (SANGER, 1993) e
fatores como mudancas no plano de nutricdo, como fonte de lipidios
(FAUCONNEAU et al., 1997), substituicdo de fontes proteicas (ALAMI-DURANTE et
al., 2010), alteragbes no nivel proteico das dietas (JOHNSTON et al.,, 2002;
BJORNEVIK et al., 2003; SILVA et al., 2009), temperatura (ASSIS et al., 2004;
LOPEZ-ALBORS et al., 2008; PAULA et al., 2014), fotoperiodo (JOHNSTON et al.,
2003) e idade (ROWLERSON; VEGGETTI, 2001; CARANI et al., 2008) podem



interferir nos processos de hiperplasia e hipertrofia. Nesse ambito, a avaliacao
histolégica do crescimento muscular poderd complementar as investigacdes de
exigéncias nutricionais.

Os mecanismos de crescimento muscular por hipertrofia e hiperplasia tem
sido estudado para varias espécies de peixes, como para larvas e juvenis de pacu P.
mesopotamicus (ALMEIDA et al., 2008; LEITAO et al. 2011; PAULA et al., 2014),
juvenis de pirarucu Arapaima gigas (CARANI et al.,, 2008); juvenis de tilapia
Oreochromis niloticus (NEBO et al., 2013), de truta arco-iris Oncorhynchus mykiss
(ALAMI-DURANTE et al.,, 2010), sendo poucas informagOes para juvenis de
tambaqui (ALVES-COSTA et al., 2013a; ALVES-COSTA et al., 2013b). Assim, esses
resultados poderdo também contribuir para o entendimento dos mecanismos
celulares envolvidos no crescimento do muasculo esquelético dos juvenis de

tambaqui.

6 — Utilizacdo de is6topos estaveis ambientais

Metabolicamente, o crescimento muscular reflete a incorporacdo dos
nutrientes da dieta, especificamente dos bioelementos, como os atomos de carbono,
nitrogénio, hidrogénio, oxigénio e enxofre, que sdo os responsaveis por mais de 90%
de todos os tecidos vivos. A incorporacdo dos atomos das dietas nos tecidos
animais pode ser mensurada pela técnica dos isotopos estaveis, uma vez que o
turnover destes elementos quimicos nos tecidos vivos estd associado ao
crescimento dos animais (DUCATTI, 2007a). O termo isotopo vem do grego ISO
(mesmo ou igual) e TOPOS (lugar), referindo-se ao fato de que ocupam o mesmo
lugar na tabela periddica. A expressdo estaveis significa que ndo emitem radiacéo.
Os is6topos sdo atomos do mesmo elemento quimico (mesmo numero de protons),
mas que diferem em numero de néutrons, apresentando diferentes massas
(DAWSON; BROOKS, 2001).

Os isotopos estaveis mais utilizados em estudos biolégicos séo os de carbono
(5%3C) e nitrogénio (5*°N). Os resultados baseiam—se na determinacdo da proporcédo
Bc/?c e *N/*N, respectivamente (MANETTA; BENEDITO-CECILIO, 2003). A
razao isotdpica € mensurada através de espectrometro de massa, que mede a razao

entre 0 is6topo pesado e o leve de uma amostra, em comparacdo a um padrao
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internacional, PeeDee Belemnite (PDB) para os isétopos de Carbono-13 e o padrao
internacional aceito para o nitrogénio € o do ar atmosférico (DUCATTI, 2007a).

Plantas do ciclo fotossintético C, sdo mais ricas em carbono-13 que plantas
do ciclo fotossintético Cz, com uma diferenca média de 14%., devido ao
fracionamento que ocorre durante a fixacdo fotossintética do carbono, e este
processo ocorre por ciclos diferentes, Calvin-Benson e Hatch-Slack, para Cz e C,,
respectivamente (DUCATTI, 2007b; PEREIRA; BENEDITO, 2007). Essa variacao
isotopica oferece a possibilidade de utilizar as plantas e seus subprodutos como
marcadores naturais em animais, sem a necessidade de sintetizar compostos
especificamente marcados como os iso6topos radioativos, que possuem controle de
uso e restricdo de seguranca, além da possibilidade de danos a saude (DUCATTI,
2007a). A via fotossintética C3 inclui arroz, leguminosas, trigo, cevada, hortalicas,
beterraba, mandioca, algodédo, alfafa, soja, feijao, frutiferas em geral, gramineas
temperadas, entre outros, e a via C4 € encontrada no milho, sorgo, cana-de-acguUcar e
outras gramineas tropicais (DUCATTI et al., 2011).

Por outro lado, o fracionamento isotdépico do nitrogénio das plantas
assemelha-se ao de sua fonte de nitrogénio. Primeiro, porque as plantas né&o
fracionam o nitrogénio quando absorvem nitrato, e segundo, porque as plantas
reutilizam seu nitrogénio com produtos em um grau maior que 0s animais. Assim, as
vias biossintéticas em plantas que nédo fracionam o nitrogénio dependem de uma
variacdo na composicdo das fontes de nitrogénio, que induz as plantas a terem
sinais isotopicos distintos (GANNES; MARTINEZ DEL RIO; KOCH, 1998; PEREIRA;
BENEDITO, 2007). Adicionalmente, também ocorrem distingbes entre os valores de
5N de fontes alimentares de origem animal e vegetal, possibilitando a formulacédo
de dietas com diferentes assinaturas isotopicas de °N. O uso dos isétopos estaveis
como marcadores baseia-se nas observacdes de que o tecido animal reflete
praticamente a composicao isotopica da dieta, devido ao pequeno fracionamento
associado aos processos de respiracdo e de incorporagdo destes elementos pelo
animal (DENIRO; EPSTEIN, 1978); o valor de fracionamento caracteriza a diferenca
entre o tecido animal e o sinal “puro” da dieta.

A aplicacdo sistematica dos isétopos estaveis em estudos de alimentacédo e

nutricdo de peixes é ainda recente. A técnica é uma ferramenta com potencial para
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aprimorar os conhecimentos dos processos metabdlicos na nutricdo de peixes
(ZUANON et al., 2006), contribuindo para o avanco das pesquisas nesta area.
Contudo, ressalta-se que a técnica possui as proprias restricdes (GU et al., 1994),
como a premissa metodoldgica de diferencas isotdpicas entre tecido animal inicial e
a nova dieta. Apesar de ser uma técnica que reflete a composicao de carbono e
nitrogénio oriundo dos nutrientes da dieta, ela exige mais tempo para obtencéo dos
resultados, necessidade de homogeneizacéo refinada das amostras e custo analitico
maior. Ainda assim, esta € uma técnica que permite verificar com precisdo 0s
diferentes momentos que 0s peixes comecam a utilizar os nutrientes da dieta
através de retencao dos atomos de carbono e nitrogénio em seus tecidos (JOMORI
et al., 2008).

Dietas com assinaturas isotopicas distintas podem ser usadas para medir
taxas de turnover em todos os tecidos do animal (CALDARA et al., 2007).
Isotopicamente, o turnover consiste na sintese do novo tecido corporal e na
degradacao do velho. A taxa de turnover esta associada ao crescimento, refletindo a
composicdo isotopica da dieta nos tecidos animais. Grande parte dos estudos
envolvendo turnover de compostos celulares concentra-se em proteinas; em peixes,
a taxa de troca proteica tem sido avaliada em alguns estudos (LAN GAR;
GUILLAUME, 1994; DE LA HIGUERA et al., 1999; PERAGON et al., 2001; ZUANON
et al., 2006; JOMORI et al.,, 2011). O tecido muscular apresenta pronunciadas
mudancas na taxa de sintese e degradacdo proteica em resposta a qualidade da
proteina (DE LA HIGUERA et al.,, 1999). O nivel ndo adequado de proteina,
associado ao baixo valor biologico, afeta o crescimento animal, causando prejuizos

financeiros e maiores impactos ambientais pela sobrecarga de excretas do animal.
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7 — Objetivos

7.1. Objetivo geral

O objetivo do trabalho foi avaliar a absorcdo de nutrientes e energia dos
principais alimentos proteicos e energéticos usados em dietas comerciais para a
producdo de juvenis de tambaquis. Com estes resultados, determinar a exigéncia
em proteina digestivel para juvenis de tambaqui, em ensaios de desempenho
produtivo, da celularidade das fibras musculares e do turnover isotopico dos

nutrientes no tecido muscular.

7.2. Objetivos especificos

e Determinacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente da proteina, do
extrato etéreo e da energia de nove alimentos proteicos e de sete alimentos
energéticos para tambaqui;

e Determinar a exigéncia de proteina digestivel em juvenis de tambaqui com
base nos dados de desempenho produtivo, composi¢cdo corporal e eficiéncia
nutricional;

e Avaliar o crescimento muscular por hiperplasia e hipertrofia das fibras
musculares em juvenis alimentados com dietas contendo diferentes niveis proteicos;

e Estudar o turnover isotépico do carbono (3'3C) e do nitrogénio (5*°N) no
tecido muscular de juvenis de tambaqui alimentados com dietas contendo diferentes
niveis proteicos;

e Comparar a participacdo percentual das dietas (pelo carbono e nitrogénio) no
tecido muscular, de acordo com o crescimento dos animais e em resposta as

exigéncias nutricionais.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi determinar os coeficientes de digestibilidade aparente
da proteina bruta (CDApg), do extrato etéreo (CDAgg) e da energia (CDAgs) de
alimentos proteicos e energéticos usados em dietas para tambaqui. Foram utilizados
480 juvenis (70,0 + 8,58 g) distribuidos em 32 tanques (450 L). Foram formuladas
dezesseis dietas-teste, constituidas em 69,5% por uma dieta de referéncia,
acrescidas de 30% do alimento testado, com excecdo do gluten de trigo e os Oleos
gue foram incluidos em 10% e 0,5% de 6xido de crémio-IIl (Cr,O3) como marcador
inerte. A coleta das fezes foi baseada no sistema de Guelph modificado. Os valores
de CDApg da maioria dos alimentos proteicos apresentaram-se altos, tendo o gluten
de milho a maior digestibilidade proteica (96,56%) e a levedura, de menor
digestibilidade (58,14%). Para a fracdo do extrato etéreo, os alimentos proteicos
confirmaram-se como excelentes fontes, com excecdo do gluten de trigo (61,57%).
Os CDAgg dos alimentos proteicos apresentaram altos valores para o gluten de
milho (83,54%) e farinha de visceras de aves (83,58%), e baixos valores para o
farelo de algodao (51,51%) e levedura (43,16%). Em relacdo aos alimentos
energéticos, pode-se verificar que as melhores médias de CDApg foram
apresentadas pelo milho (90,76%) e pelo farelo de trigo (87,77%). Os valores de
CDAgs apresentaram-se maiores para o sorgo (93,55%) e as fontes de dleo
testadas: milho, soja e peixe (96,21%, 95,67% e 96,29%, respectivamente). Todos
os alimentos energéticos confirmaram-se como excelentes fontes de lipidios em
dietas para o tambaqui.

Palavras-chave: alimentos, Colossoma macropomum, digestibilidade, energéticos,

proteicos
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1. Introducéo

A alimentacdo compreende o maior custo na producdo de peixes e 0
suprimento preciso dos nutrientes aumenta a eficiéncia da producdo. Nesse sentido,
0 primeiro passo € conhecer os coeficientes de digestibilidade aparente dos
alimentos. A determinacdo da digestibilidade quantifica a fragdo do nutriente n&o
excretada nas fezes, de forma que possa ser utilizada no metabolismo pelo animal
(NRC 2011), refletindo positivamente nos indices produtivos, diminuindo a excrecao
de nutrientes no ambiente de criacdo (Oliveira Filho & Fracalossi 2006), colaborando
assim para uma producao sustentavel da atividade.

Vérios fatores influenciam nos valores de coeficientes de digestibilidade dos
alimentos em peixes: a metodologia utilizada para a coleta de fezes, a espécie, a
idade, a composicdo do alimento, a temperatura da agua e o tipo de processamento
do alimento (Bomfim & Lanna 2004).

O tambaqui, Colossoma macropomum, é encontrado na parte tropical da
Ameérica do Sul e na Amazénia Central. E uma espécie de importancia econémica,
praticamente disseminada em todo o Brasil, devido ao dominio na producdo de
juvenis, rapido crescimento e excelente sabor da carne. E onivoro, tendendo a
frugivoro e pode utilizar diferentes fontes proteicas e energéticas com eficiéncia
numa ampla faixa de combinacdes entre elas (Oliveira et al. 2013). Alguns estudos
de digestibilidade foram realizados para a espécie, porém abordam o uso de
alimentos alternativos regionais (Carneiro 1981; Silva et al. 2003; Vidal et al. 2004,
Silva et al. 2007; Oliveira et al. 2008; Guimaraes et al. 2014).

Apesar da importancia comercial do tambaqui, ainda sdo escassos o0s estudos
de digestibilidade de nutrientes para a espécie, principalmente os alimentos mais
utilizados em dietas comerciais, impossibilitando o avanco na formulagéo de dietas
expressas na base digestivel, que € a fracdo do alimento aproveitada. Diante disto, 0
objetivo desde trabalho foi determinar os coeficientes de digestibilidade aparente da
proteina, do extrato etéreo e da energia de nove alimentos proteicos e de sete
alimentos energéticos para o tambaqui.
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2. Material e métodos

O ensaio experimental foi conduzido na Universidade Estadual Paulista,
Campus de Jaboticabal, no Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquéaticos, do
Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP).

2.1. Material biologico e instalacdes

Foram utilizados 480 juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)
procedentes da piscicultura Agroindustrial Tambaqui Ltda, localizada em Manaus —
AM, com peso médio inicial de 70 £ 8,58 g. Os animais foram distribuidos em 32
tanques experimentais contendo 450 L, aeragcdo e abastecimento continuos, por
agua proveniente de poco artesiano, com taxa de renovacdo de aproximadamente
3,5 vezes ao dia, na densidade de 15 peixes por tanque. Durante o ensaio, foram
monitoradas as seguintes variaveis fisico-quimicas da agua: pH (PHTEK — pH100):
7,85 £ 0,17, temperatura: 29,72 £ 0,34 °C, oxigénio dissolvido (YSI- Yellow Springs
Instruments 550A): 5,71 + 0,34 mg L™?, condutividade elétrica (PHTEK — CD203):
150,75 + 17,62 pS cm™, aménia total: 189,17 + 59,29 pg L™ (Koroleff 1976); nitrato:
419,96 + 100,28 pg L™ (Golterman et al. 1978); nitrito: 28,68 + 39,09 pg L™
(Golterman et al. 1978) e fosforo total: 200,89 + 61,00 ug L™ (Mackereth et al. 1978).
Os valores apresentados foram considerados dentro dos valores aceitaveis para a
espécie (Araide et al. 2004; Araujo-Lima & Gomes 2005). A cada dois dias foram
realizadas as sifonagens do fundo dos tanques para a retirada dos residuos de

alimento e fezes, e a lavagem das pedras porosas.

2.2. Dietas experimentais

Para determinar a digestibilidade de cada alimento foi elaborada uma dieta de
referéncia com 23,7% de proteina bruta e 3898 cal g de energia bruta (Tabela 1).
Foram avaliados 16 alimentos, divididos em dois grupos: a) energéticos: milho,
sorgo, quirera de arroz, farelo de trigo, 6leo de peixe, 6leo de milho e 6leo de soja;
b) proteicos: farelo de soja, gliten de trigo, gliten de milho, levedura de élcool
(spray-dried), farelo de algodéao, farinha de salméo, farinha de residuos de filetagem
de tilapia, farinha de visceras de aves e farinha de penas. Com estes alimentos

moidos e analisados (Tabela 2), foram formuladas 16 dietas-teste constituidas em
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69,5% por uma dieta de referéncia, 0,5% de Oxido de crémio-lll (Cr,O3) como
marcador inerte, acrescidas de 30% do alimento testado, com excecéo dos 6leos e
gluten de trigo que foram incluidos em 10%. Adotamos a inclusédo de 10% para o
gliten de trigo devido a suas propriedades coesdo e visco-elasticidade que
proporcionam ligacBes necessarias para o pelete, mas que podem resultar em um
pelete com textura de borracha e muito duro (Day et al. 2006).

Para confeccdo das dietas, os ingredientes foram moidos, misturados
manualmente, umedecidos e processados em extrusora Exteec, modelo Ex Micro,
com matriz de 5mm. Os granulos foram desidratados em estufa de ventilacdo

forcada a 55°C, por 24 horas.
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Tabela 1 - Composigéo percentual e quimico-bromatolégica da dieta referéncia (valores

com base na matéria natural)

Ingredientes

%

Farinha de Peixe (residuos filelagem tilapia) 20,20
Farelo de Soja 8,89
Milho 33,51
Farelo de Trigo 22,00
Quirera de Arroz 14,00
Fosfato Bicalcico 0,80
Calcario Calcitico 0,10
Suplemento mineral e vitaminico @ 0,50
Composicéo analisada (%) -

Matéria seca 88,54
Proteina bruta 23,70
Extrato etéreo 6,01
Fibra Bruta 7,46
Matéria mineral 8,14
Extrativo N&o Nitrogenado ® 43,23
Energia bruta (cal g™) 3898,50
Célcio 1,49
Fosforo 0,75

@ Suplemento vitdminico e mineral: &cido félico (1.250 mg); pantotenato de calcio

(1.200 mgq); 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 1); 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 Ul); Vit E (37.500); Vit K3 (3.750 mg); niacina (122.500

mg); biotina (15 mg)

@ Composicao calculada a partir da composicéo analisada dos ingredientes

® ENN = MS — (PB + EE + MM + FB)
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Tabela 2 - Composicado quimico-bromatologica dos alimentos utilizados nas dietas

experimentais (valores com base na matéria natural).

ms® pB® EE® wMM®  EB®
Alimentos

%) (% (% (%) cal?

Fontes energéticas:

Quirera de Arroz 88,72 8,19 1,53 0,80 3754,49
Farelo de Trigo 90,07 16,59 3,96 5,08 3888,89
Milho 88,16 8,16 3,61 1,24 3868,84
Sorgo 89,14 9,24 3,96 1,29 3934,18
Oleo de milho 100,00 - 100,00 - 9417,00
Oleo de soja 100,00 - 100,00 - 9379,00
Oleo de peixe 100,00 - 100,00 - 9319,00
Fontes proteicas:

Farelo de soja 89,62 47,44 2,88 6,56 4174,15
Farelo de algodéao 91,37 44,61 1,82 5,71 4047,83
Gluten de milho 91,91 63,20 4,82 2,10 3652,53
Gluten de trigo 90,07 80,55 4,22 0,57 5111,61
Levedura de alcool (spray dried) 95,23 36,27 2,21 7,27 4317,00
Farinha de salméo 91,91 66,35 8,34 15,00 4391,49
Farinha de residuos de filetagem tilapia 98,03 60,24 10,48 25,20 4269,04
Farinha de visceras de aves 96,87 65,82 14,21 16,39 5001,51
Farinhas de penas 94,92 76,24 12,82 3,30 5647,56

WMS= matéria seca; “PB = proteina bruta; ®EE = extrato etéreo; “MM = matéria

mineral; ®EB = energia bruta

2.3. Coleta de fezes

Foram utilizados 16 coletores de fibra de vidro, com aproximadamente 80
litros de agua, construidos segundo o sistema de Ghelph modificado, descrito por
Goncalves & Carneiro (2003), com sistema de circulacdo continua de agua.

Apds um periodo de adaptacdo em que o0s peixes receberam somente a dieta
de referéncia por sete dias, foi realizada uma coleta inicial de fezes com todos os

peixes. Em seguida, foi iniciado o arracoamento com as dietas-teste. Os peixes
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foram divididos em dois grupos (16 tanques/grupo). O grupo 1 recebeu as 16 dietas-
teste por sete dias. Posteriormente, os peixes foram transferidos para os 16
coletores, compondo a repeticdo 1 de cada alimento. O mesmo procedimento foi
realizado com o grupo 2. Terminadas as coletas dos grupos 1 e 2, as dietas-teste
foram sorteadas novamente dentro de cada grupo para a sua nova distribuicdo e
composicéo das repeticoes 3 e 4.

As dietas-teste foram fornecidas até a saciedade aparente, duas vezes ao dia
(8h30min e 17h30min), durante sete dias. No sétimo dia, os animais foram
alimentados trés vezes durante o dia (8h30min, 14h e 17h30min). As 18h00min, os
15 peixes de cada réplica foram transferidos para os tanques coletores, onde as
fezes foram coletadas em intervalos de trés horas durante a noite, facilitando o
manejo e causando menos estresse aos animais. Durante as trés horas em que as
fezes ficaram nos coletores, os tubos conicos tipo Falcon utilizados foram protegidos
por caixas térmicas com gelo, com a finalidade de reduzir a degradacgéo das fezes.
Apoés coletadas, as fezes foram armazenadas em temperatura a -15°C, até que
fosse atingida a quantidade suficiente para determinacdo das analises laboratoriais.
Terminada a fase de coleta, as amostras foram liofilizadas (Thermo Electron
Corporation Fisher®) e analisadas.

2.4. Andlises laboratoriais

As concentracdes de oOxido de cromio-lll das fezes e das ragbes foram
determinadas por digestao nitro-perclorica, com leitura em espectrofotdbmetro de
acordo com a metodologia descrita por Furukawa & Tsukahara (1966). O extrato
etéreo foi determinado pelo método de hidrélise acida (AOAC 1990) no Laboratério
de Nutricho de Organismos Agquaticos do Centro de Aquicultura da UNESP
(CAUNESP). As analises de proteina bruta foram determinadas usando LECO FP
528 Nitrogen Analyzer (LECO Instruments, St Joseph, Michigan, USA), e as analises
de energia bruta foram realizadas em bomba calorimétrica (IKA C2000 basic);
ambas andlises foram realizadas no Laboratério de NutricAo Animal da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV). Para a determinacédo dos coeficientes
de digestibilidade aparente (CDA), tanto da dieta referéncia quanto das dietas-teste,

foi utilizada a metodologia descrita por Nose (1960), por meio da seguinte equacao:
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CDA=100- [100 ( % de marcadorna dista < % de nutrisnts nas :'ezes)]

% de marcador nas fazas %o da nutriants na dists

Os coeficientes de digestibilidade dos alimentos (milho, quirera de arroz,
farelo de trigo, farelo de soja e farinha de residuos de filetagem de tildpia) que
também estavam presentes na dieta referéncia foram calculados de acordo com a
férmula sugerida por Forster (1999), que considera as proporcdes de cada nutriente

oriundo do ingrediente estudado e da dieta referéncia:

[(ﬂ—b_) X CDA gistzteste = (a] X CDA e re:'eréun;]
CDA mgredienta™ b

Onde: a = proporcao de proteina, extrato etéreo ou energia oriunda do ingrediente
na dieta referéncia, multiplicado por 70%; b = proporcéo de proteina, extrato etéreo
ou energia do ingrediente, multiplicado 30%. Para os Oleos e gluten de trigo: a =
multiplicado por 90% e b = multiplicado por 10%.

Para o célculo da digestibilidade da proteina, do extrato etéreo e da energia
dos demais alimentos estudados, foi utilizada a seguinte equacédo, de acordo com
Reigh et al. (1990):

CDA ingrediente (%) = (100/30) x [ teste — (70/100 x referéncia)]

em que: CDA = digestibilidade aparente da proteina, do extrato etéreo ou da
energia do alimento; Teste = digestibilidade aparente da proteina, do extrato etéreo
ou da energia presente na dieta-teste; Referéncia = digestibilidade aparente da
proteina, do extrato etéreo ou da energia presente na dieta-referéncia.

2.5. Delineamento experimental e analises estatisticas

Os coeficientes de digestibilidade dos alimentos foram analisados
separadamente de acordo com a sua funcéo: energética ou proteica. Para os
alimentos proteicos o delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado com nove tratamentos constituidos pelos alimentos testados e quatro

repeticdes; para os alimentos energéticos o delineamento experimental adotado foi
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inteiramente casualizado com sete tratamentos constituidos pelos alimentos
testados e quatro repeticdes. Os dados foram avaliados pela andlise de variancias
paramétrica (ANOVA) e testados quanto a normalidade dos erros e
homocedasticidade das variancias. Quando detectadas diferencas significativas nas
variaveis analisadas, as comparacdes das médias foram estudadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas usando o
programa SAS 9.1 (SAS Inst. Inc., Cary, North Carolina, USA).

3. Resultados
3.1. Alimentos proteicos

O glaten de milho apresentou maior coeficiente de digestibilidade aparente
para a proteina bruta (CDApg), enquanto a fonte proteica de menor digestibilidade foi
a levedura de alcool (Tabela 3). O farelo de soja e o gluten de trigo, também
apresentaram altos valores de CDApg, ndo diferindo estatisticamente (P>0,05) do
glaten de milho.

Os coeficientes de digestibilidade aparente da proteina bruta (CDApg) da
farinha de salmao, da farinha de visceras, farinha de residuo de filetagem de tilapia
e da farinha de penas néo diferiram estatisticamente (P>0,05) entre si. O farelo de
algodao apresentou valor intermediario de CDApg entre os alimentos avaliados.

Quanto a fracdo extrato etéreo, o0s ingredientes proteicos apresentaram
coeficientes de digestibilidade aparente (CDAgg) altos, com destaque para a farinha
de penas e farinha de visceras de aves. O gluten de trigo foi excecdo apresentando
menor coeficiente de digestibilidade.

Considerando a digestibilidade da fracdo energética, o gliten de milho e a
farinha de visceras de aves foram os mais digestiveis entre os alimentos avaliados,
e estes nédo diferiram (P>0,05) do farelo de soja e da farinha de salmdo. De um
modo geral, os alimentos proteicos apresentaram bons coeficientes de
digestibilidade para energia, com excec¢ao do farelo de algodao e da levedura que

foram menos digestiveis.
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Tabela 3 - Coeficiente de digestibilidade aparente da proteina bruta (CDpg), do extrato etéreo (CDg) e da energia bruta (CDgg) dos
alimentos proteicos avaliados para o tambaqui

Proteina Extrato Etéreo Energia
Alimentos CDer PD CDer EED CDes ED
% % % % % %
Farelo de soja 9218078 ® 4373 8920+254% 257 81384093 ** 339692
Farelo de algodzo 7791+265 ¢ 3475 8860+584%" 161 51514392 ° 208504
Farinha de salmao 8770£186 * 5819 9201+701* 767 8075125 % 354613

Farinha de residuos de filetagem de tiapia ~ 82,92+131 © 4995 8705+051% 912  6861+050 © 292899
Farinha de visceras de aves (hidrolisada) 8584+147 ¢ 5650 9516+038% 1352 8358+222 %  4180,26

Farinhas de penas 8264+116 © 6300 9558+139% 1225 75624544 ©  4270,68
Gliten de milho 956+169 % 61,02 81,80+643° 394 83544384 % 305132
Gliiten de trigo 9331+148 ® 7516 6157+198° 260 62334085 318607
Levedura de alcool (spray dried) 5814+343° 2109 9048+312% 200 43164244 " 186322
Valor de F 125,79 13,69** 101,99

Coeficiente de variacdo(%) 2,36 470 3,98

+desvio padrdo. Valores seguidos de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente (Tukey P>0,05). ** significativo ao nivel de 1% de

probabilidade. PD - proteina digestivel. EED - extrato etéreo digestivel. ED - energia digestivel

3.2. Alimentos energéticos

Pode-se verificar que a melhor média de coeficiente de digestibilidade
aparente da proteina bruta (CDApg) foi apresentada pelo milho, e em seguida pelo
farelo de trigo (Tabela 4) e este n&o diferiu (P>0,05) da quirera de arroz. O sorgo
apresentou o0 menor CDApg.

Em geral, os coeficientes de digestibilidade aparente do extrato etéreo
(CDAgg) para os ingredientes energéticos avaliados foram altos, todos acima de
80%.

Os maiores valores de digestibilidade aparente da energia bruta (CDAgg),
foram obtidos para as fontes de Oleo avaliadas e o sorgo, ndo diferindo
estatisticamente (P>0,05). A quirera de arroz e o milho nao diferiram

estatisticamente (P>0,05). O farelo de trigo foi o ingrediente menos digestivel.
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Tabela 4 - Coeficiente de digestibilidade aparente da proteina bruta (CDgg), do extrato etéreo (CDg) € da
energia bruta (CDgg) dos ingredientes energéticos avaliados para o tambaqui

Proteina Extrato Etéreo Energia
Ingredientes CDpg PD CDg EED CDg ED
% % % % % %

Quirera de arroz 8554+0,74° 701  8958+254% 137 8454+029° 317405
Farelo de Trigo 87,77+248% 1456  91,18+445° 3,61 7380+0,28° 2870,00
Milho 9076+173% 741  8276+155° 299 86,07+191° 332991
Sorgo 8123+165° 751  9494+474° 3,76 9355+0,88% 368043
Oleo de milho - 8801+420%® 8801  9621+1,87% 9060,10
Oleo de soja - 88,20+4,98% 8829 95,67+056% 8972,89
Oleo de peixe - 90,97 +107% 90,97 96,29+2,11°% 897327
Valor de F 20,69** 3,55%* 124,81*
Coeficiente de variacao 2,04 3,99 1,50

+desvio padrdo. Valores seguidos de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente (Tukey P>0,05). ** significativo ao nivel de 1%
de probabilidade. PD - proteina digestivel. EED - extrato etéreo digestivel. ED - energia digestivel

4. Discusséo
Juvenis de tambaqui foram capazes de digerir a fracdo proteica, a lipidica e a

da energia de forma muito eficaz de quase todos os alimentos testados.

4.1. Alimentos proteicos

O gluten de milho resultante do processamento do milho para a retirada do
amido mostrou-se como excelente fonte proteica e energética para o tambaqui.
Esses altos valores de digestibilidade podem ser explicados pela qualidade da
proteina deste ingrediente, pois o gluten de milho € uma proteina concentrada e
comercialmente garantida para conter no minimo 60% de proteina bruta, baixo
conteudo de fésforo e alta digestibilidade (Gatlin Il et al. 2007), podendo ser um
substituto de fontes proteicas de origem animal nas dietas de peixes. Porém, um
fator limitante € o elevado contedudo de carotendides, que pode conferir uma cor
amarelada aos filés (Park et al. 1997). Outro fator limitante do gluten de milho esta
relacionado a baixa palatabilidade, devido ao alto teor de &cidos graxos insaturados
(Cha et al. 2000). Os acidos graxos insaturados s&o susceptiveis ao
desenvolvimento de rancidez. Os graos em geral, possuem a enzima lipoxidase que

estimula a rancidez; o processamento para obtencéo do gluten de milho ndo inativa
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esta enzima (Pupa 2004). Em outros estudos que avaliaram a digestibilidade de
nutrientes deste ingrediente em peixes onivoros, apresentaram resultados
semelhantes para CDApg € CDAggs ; com 95,6% e 86%, respectivamente, em pacu
(Abimorad et al. 2008); 95,0% e 88,0%, respectivamente, em jundias (Oliveira Filho
& Fracalossi 2006) e CDApg de 95,96% da PB em tilapias do Nilo (71,19%)
(Pezzato et al. 2002). J& o valor de CDAgg € CDAge para o tambaqui foi inferior ao
encontrado em tilapias do Nilo (Pezzato et al. 2002).

O gluten de trigo apresentou-se como boa fonte de proteina para o tambaqui,
mas este ndo aproveita de forma eficaz a fracdo do extrato etéreo e energia. Este
ingrediente € um coproduto do isolamento do amido da farinha de trigo, que
apresenta alta digestibilidade, e um interessante perfil de aminoacidos, em especial
um elevado nivel de glutamina (Apper-Bossard et al. 2013). A glutamina promove a
sintese de aminoacidos ndo-essenciais para a deposi¢cado de proteina corporal. Além
disso, é uma importante fonte de energia para os enterdcitos, fornecendo nitrogénio
para a biossintese de nucleotideos necessarios para a replicacéo celular das células
da mucosa do intestino (Yan & Qiu-Zhou, 2006, Silva et al. 2010). Por outro lado, o
gluten de trigo apresenta niveis menores de aminoacidos importantes, como lisina e
metionina (Gatlin et al. 2007), o que pode limitar seu uso. Apesar de ser uma boa
fonte proteica, estudos de digestibilidade com esse ingrediente sdo escassos com
espécies onivoras (Schneider et al. 2004), mas é considerada uma fonte altamente
digestivel para espécies carnivoras como truta Oncorhynchus mykis (Hardy 1996),
salmdo Salmo salar (Storebakken et al. 2000) e silver perch Bidyanus bidyanus
(Allan et al. 2000).

O farelo de soja € frequentemente utilizado na formulacdo de dietas para
peixe. Isso se deve pela boa composicdo em nutrientes, por conter a maioria dos
aminoacidos essenciais para os peixes (NRC 2011), e ao fato de diminuir os custos
de producéo das dietas, por ser um produto acessivel (Hernandez et al. 2007). Os
juvenis de tambaqui apresentaram alta digestibilidade para os nutrientes avaliados e
energia. O farelo de soja pode ser utilizado pelo tambaqui em estudos de
substituicdo de fontes proteicas de origem animal. Abimorad et al. (2008) obtiveram
alto CDApg (90,6%) e CDAgg de 78,1% com pacu, valores proximos aos encontrados

para o tambaqui.
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Resultados do CDA para proteina, energia e gordura apresentados pelo
tambaqui para as farinhas de salméao, de visceras de aves e de penas apresentaram
valores de digestibilidade superiores a 70% e estdo préximos aos encontrados para
0 pacu (CDApg de 83,40% e CDAgg de 69,99% para a farinha de visceras e CDApg
de 75,73% e CDAgg de 79,52% para a farinha de penas), segundo Abimorad &
Carneiro (2004).

O coeficiente de digestibilidade aparente da proteina e da energia da farinha
de residuos de tilapia foi ligeiramente inferior aos demais alimentos proteicos
testados, com excecdo da proteina da levedura, e também da fracdo da energia do
farelo de algodéo e da levedura. Uma hipétese para o baixo CDApg € CDAgg deve-se
a qualidade da matéria-prima. A farinha de residuos de tilapia utilizada neste estudo
foi constituida de residuos de filetagem e é a mais facilmente encontrada no Brasil.
Esse ingrediente apresentou um elevado conteddo de matéria mineral (25,20%) na
sua composicao, que pode incluir ossos e escamas, além do teor de gordura
(10,48%) pela inclusdo de cartilagens e visceras, ocasionando uma diminuicdo do
CDA de proteina e energia da fonte avaliada. Valor do CDApg foi superior ao obtido
por Pezzato et al. (2002) (78,55%) com tilapia do Nilo e inferior ao determinado por
Abimorad & Carneiro (2004) com juvenis de pacu (88,40%). No entanto, a farinha de
peixe & o principal ingrediente proteico indicado, por fornecer os aminoacidos
limitantes em dietas para peixes, haja vista sua 6tima palatabilidade. Entretanto, pelo
seu elevado custo, tem-se avaliado fontes alternativas de proteina para reduzir a
inclusdo desse ingrediente. Outros fatores também podem explicar o menor
coeficiente de digestibilidade da farinha de residuo de tilapia obtido quando
comparada ao farelo de soja como a qualidade do residuo utilizado, forma de
processamento, tempo de estocagem e composicao final do produto. Por outro lado,
alimentos de origem vegetal possuem uma melhor padronizacdo no processamento
e melhores condicfes de armazenamento quando comparados aos subprodutos de
origem animal (Goncgalves 2007).

O coeficiente de digestibilidade aparente da proteina bruta (CDApg) € da
energia do farelo de algodao foi semelhante ao CDApg para tilapia-do-nilo (74,87%),
observados por Pezzato et al. (2002) e menor do que os relatados por Abimorad &

Carneiro (2004) com o pacu (86% e 59,55%, respectivamente). Gaylord & Gatlin
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(1996) relataram que os valores menores de CDApg do farelo de algoddo podem
estar relacionados ao alto nivel de fibra presente no alimento, que no Brasil é em
torno de 14,08% (Rostagno et al. 2005). Outro fator que pode ter ocasionado o0s
baixos coeficientes de digestibilidade pode estar associado a alta concentracédo do
gossipol, que atua como fator antinutricional. O gossipol pode ser toxico e se
acumular no figado dos animais, levando a uma reducéo no crescimento (Pastore et
al. 2013).

A levedura de alcool ndo se mostrou uma boa fonte de proteina e energia
para os juvenis de tambaquis. O baixo CDApg encontrado para levedura pode ser
atribuido a baixa digestibilidade de certos aminoacidos contidos na levedura
(Storebakken et al. 1998). Outros autores também observaram baixo valor do CDApg
e CDAgg da levedura, Meurer et al. 2003 com tilapia do Nilo (CDApg de 77,39% e
CDAgg de 62,77%) e Abimorad & Carneiro 2004 em pesquisa com pacu (CDApg de
68,86% e CDAgg de 45,77%). A levedura possui alguns fatores que afetam a sua
utilizacdo na alimentacdo animal, como o conteudo de nitrogénio nao proteico e de
parede celular, cerca de 14,0 a 30,0%, respectivamente (Meurer et al. 2000). Ja para
a fracdo do extrato etéreo, a levedura apresentou Otima digestibilidade para os
juvenis de tambaqui. Estudos mostraram que a inclusao de levedura pode melhorar
0 desempenho de peixes, como descrito por Meurer et al. (2000). Os autores
observaram que a inclusdo de até 6,0% deste alimento nas ra¢des para juvenis de

tilapia do Nilo, melhorou linearmente seu desempenho.

4.2. Alimentos energéticos

Os alimentos energéticos apresentaram altos coeficientes de digestibilidade
para as fracdes proteica, energética e de extrato etéreo, permitindo sua inclusdo em
dietas comerciais como fonte de energia mais barata.

O milho é o grdo mais utilizado na alimentacdo de animais, por sua grande
disponibilidade e ser considerado o ingrediente de origem vegetal mais palatavel de
todos os cereais. E constituido basicamente de amido e é também fonte de energia,
betacarotenos e vitamina A (Pastore et al. 2013). Este ingrediente se destacou
guanto a digestibilidade da proteina para os juvenis de tambaqui. Guimaraes et al.

(2014) também estudaram esta espécie e obtiveram um CDApg mais baixo, de
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87,5%. Outra espécie onivora, 0 pacu, que possui a morfologia do trato digestorio
semelhante a do tambaqui apresentou menor valor para CDApg (84,38%) (Abimorad
& Carneiro 2004). Boscolo et al. (2002), em estudo com tilapia do Nilo encontraram
altos valores de CDApg do milho (93,40%). Para a fracdo da energia, Abimorad &
Carneiro (2004), avaliando os CDAgg em pacus obtiveram valores semelhantes para
milho (86,69%), assim como Gongcalves (2007), que estudou alimentos energéticos
para tilapia do Nilo e observou que o0 CDAgg do milho foi de 86,15%. Quanto a fracdo
do extrato etéreo, existem poucos trabalhos publicados com digestibilidade aparente
para peixes. Pezzato et al. (2002), em um estudo com tilapia do Nilo apresentou
uma média de CDAge do milho (69,02%) inferior ao observado para o tambaqui.

O farelo de trigo é nutricionalmente semelhante ao milho, rico em carboidratos
e energia, porém apresenta o dobro de proteina. Assim como o milho, o farelo de
trigo foi altamente digestivel para o tambaqui para a fracdo proteica e de extrato
etéreo. Os valores de CDApg foram similares aos observados por Guimaraes et al.
(2014) para tambaqui (84,4%) e Abimorad et al. (2008) para pacu (87,7%), e inferior
ao relatado por Pezzato et al. (2002) e Boscolo et al. (2002) para tilapia do Nilo
(91,13% e 91%, respectivamente). Para a fracdo do extrato etéreo, o valor
encontrado no presente estudo foi superior ao observado por Pezzato et al. (2002)
com CDAge de 67,37%. Por outro lado, o tambaqui ndo aproveitou adequadamente
a fracdo energética do farelo de trigo, assim como foi relatado por Guimares et al.
(2014), que também trabalharam com essa espécie (68,2%). Essa diferenca na
digestibilidade da fracdo energética do farelo de trigo em relacdo ao milho, sorgo e
quirera de arroz, por exemplo, pode ser consequéncia do teor de fibra bruta no farelo
de trigo. Wilson (1995) afirmou que a fibra bruta € um componente dos alimentos
constituintes da racdo, sendo indigestivel para a maioria das espécies de peixes,
ndo devendo ser adicionada ao alimento. Altos niveis de fibra bruta na dieta
diminuem o tempo de passagem do alimento no intestino, piorando o
aproveitamento dos nutrientes (Lanna et al. 2004). Isso ocorre pelo fato que a parte
indigestivel ou digerida e ndo absorvida de um alimento ocupar 0 espaco que
poderia estar sendo ocupado por um novo alimento (Meurer et al. 2002).

A quirera de arroz € um subproduto do beneficiamento do arroz, usado como

ingrediente energético na fabricacdo de dietas para peixes, pois € rico em amido e
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outros carboidratos que promovem a melhora na extrusdo, podendo ser um
substituto de outros cereais, como o milho, sorgo, o trigo e a cevada (Pastore et al.
2013). O CDApg da quirera de arroz foi superior ao encontrado por Guimaraes et al.
(2014) (72,8%) com a mesma espécie e semelhante ao obtido por Oliveira Filho &
Fracalossi (2006) (85,9%) com juvenis de jundia (Rhamdia quelen). O CDAgg
encontrado neste estudo foi maior que o apresentado por Guimaraes et al. (2014)
(80,7%). Quanto a fracdo do extrato etéreo, a quirera de arroz ndo diferiu
estatisticamente (P>0,05) dos demais alimentos, demonstrando que o tambaqui, por
ser um peixe de habito alimentar onivoro com tendéncia a frugivoro, pode variar a
sua alimentac&o com a disponibilidade dos alimentos durante o cultivo.

O sorgo apesar de ser um eventual substituto para o milho por assemelhar-se
com sua composicao quimica e em seu valor nutritivo, apresentou um coeficiente de
digestibilidade menor para proteina. Embora o valor de proteina bruta do sorgo
estudado tenha sido um pouco mais alto que a apresentada para o milho, a
gualidade da proteina do milho foi superior, apresentando provavelmente um melhor
balanceamento dos aminoacidos. Outros autores também encontraram valores
inferiores para o CDApg do sorgo 71,4% para o tambaqui (Guimaraes et al. 2014) e
tilapia do Nilo com 67,83% (Pezzato et al. 2002). Por outro lado, CDA para extrato
etéreo e energia do sorgo foi 0 maior entre os alimentos testados, juntamente com
as fontes de 6leos. Apesar de ser um alimento bem aproveitado para o tambaqui,
sdo inexistentes estudos com o objetivo de avaliar a substituicdo do milho pelo
sorgo, além do seu efeito sobre o desempenho produtivo.

Os d6leos sao importantes fontes empregadas em dietas de peixes. Neste
estudo, as trés fontes avaliadas mostraram-se bem aproveitadas pelo tambaqui. O
Oleo de peixe utilizado foi produzido a partir do residuo de processamento de tilapia,
durante a producéo da farinha deste peixe. Apesar de serem fontes bem utilizadas
na alimentacdo de peixes, existem poucos trabalhos que abordam CDA de 6leos
para espécies de agua doce. O 6leo de soja também foi estudado para o tambaqui
pelos autores Guimaraes et al. (2014), que encontraram um CDAgg de 89,85% e
para tilapia do Nilo por Boscolo et al. (2002), que obtiveram um CDAgg de 92,7%,

valores estes inferiores ao encontrado no presente estudo.
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Dentro do nosso conhecimento, este estudo foi o primeiro a avaliar para o
tambaqui, um elevado nimero de alimentos comumente usados nas dietas
comerciais. Porém, futuros estudos com outras fontes alimentares sao pertinentes,
uma vez que o tambaqui € uma espécie de grande importancia comercial. Os dados
de coeficientes de digestibilidade dos alimentos auxiliardo o0s nutricionistas na
tomada de decisdo de quais alimentos utlizarem nas dietas, levando em
consideracao, principalmente, a qualidade dos ingredientes, precos e sazonalidade
dos alimentos. Garantindo assim, dietas mais adequadas e nutrientes que seréo
realmente aproveitadas pelos peixes, de forma a minimizar 0S excessos e
desperdicios, visando uma producdo mais sustentavel.

Além disso, todos os resultados encontrados neste estudo possibilitardo
estudos das exigéncias nutricionais com base em nutrientes digestiveis, para a

formulacdo de dietas com melhor qualidade nutritiva e desempenho produtivo.

5. Concluséo

O tambaqui, de forma geral, aproveitou bem os alimentos proteicos e
energéticos avaliados, apresentando elevados CDA, com excecdo da levedura que
apresentou valores baixos para CDApg € CDAgs. O gliten de milho, dentre os
alimentos proteicos, foi 0 que apresentou maior CDApg € CDAgg. As farinhas de
visceras de aves e a de penas apresentaram os maiores valores de CDAge. Entre 0s
alimentos energéticos, o sorgo e as fontes de 6leo avaliadas apresentaram
excelentes CDA. Os alimentos analisados podem ser utilizados, respeitando-se os

limites de inclusdo, em dietas praticas para esta espécie.
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Resumo:

Colossoma macropomum, também conhecido como tambaqui, € uma espécie de
peixe economicamente importante no Brasil e em outros paises da América Latina e
novos estudos estdo sendo conduzidos com o propdsito de melhorar a produtividade
desta espécie. O objetivo do trabalho foi determinar a exigéncia em proteina
digestivel para juvenis de tambaquis, por meio de parametros de desempenho
produtivo e eficiéncia nutricional, além de avaliar os efeitos das dietas experimentais
sobre as caracteristicas morfolégicas e de celularidade das fibras musculares
profundas. Foram utilizados 1750 tambaquis (peso 6,53 + 0,43 g e comprimento 7,58
+ 0,18 cm) distribuidos aleatoriamente em 35 tanques (450 L), na densidade de 50
peixes por tanque. Sete dietas experimentais isoenergéticas foram formuladas com
diferentes niveis de proteina digestivel (PD) (14, 17, 20, 23, 26, 29 e 32%). A
exigéncia de PD determinada pelo modelo de regressdo segmentada — modelo
broken line, com base nos valores médios de ganho em peso, foi de 29%. O
incremento nos niveis de PD das dietas para 29% melhorou significativamente as
médias de peso final, ganho em peso, consumo, taxa de crescimento especifico e
ganho em proteina bruta, causando alteracbes no diametro da fibra do
compartimento profundo. As fibras foram distribuidas em padrdo de mosaico,
caracterizado por fibras de diferentes diametros. Os tratamentos com 29 e 32% de
PD, proporcionaram aumento na frequéncia nas classes de fibras grandes (diametro
superior a 50um), indicando o crescimento hipertrofico no musculo esquelético
durante a fase juvenil, embora a hiperplasia também estivesse acontecendo nesses

tratamentos.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, desempenho produtivo, hiperplasia,

hipertrofia, musculatura esquelética, peixe, proteina
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1. Introducéo

Dentre as espécies com potencial para aquicultura estd o tambaqui
(Colossoma macropomum), sendo a espécie nativa mais produzida na aquicultura
continental, com um grande crescimento continuo no ultimo censo, atingindo
111.084 toneladas em 2011 (MPA, 2013). Deve-se a isso suas qualidades como
rusticidade, sabor da carne, crescimento rapido e habito alimentar onivoro, que
facilita a aceitacdo as dietas formuladas e adaptacao a criacdo em cativeiro (Araujo-
Lima e Gomes, 2005). Para que haja melhor aproveitamento na piscicultura, assim
como sua exploracéo de forma racional, é primordial que se estude suas exigéncias
nutricionais, contribuindo com novas estratégias de criacdo e com a manutencao da
espécie. Nesse sentido, estudos de exigéncia proteica sdo fundamentais, por esta
representar o mais alto custo na formulacéo de dietas praticas.

Durante o processo digestivo e metabdlico, as proteinas sao hidrolisadas,
liberando aminoécidos livres que serdo distribuidos por meio da corrente sanguinea
para 6rgaos e tecidos. Dietas com insuficiéncia de proteinas e aminoacidos podem
reduzir o crescimento e a eficiéncia alimentar, mobilizando a proteina de alguns
tecidos para a manutencéo de fungdes vitais. Por outro lado, a proteina fornecida em
excesso pela dieta sera utilizada para a produgéo de energia, e ndo na formacgéo de
tecido muscular e crescimento (Wilson, 2002). Apesar de existirem pesquisas sobre
alimentacdo e nutricdo de tambaqui (Macedo, 1979; Carneiro, 1981; Merola e
Cantelmo, 1987; Van der Meer et al.,, 1995; Oishi et al., 2010; De Almeida et al.,
2006; Santos et al., 2010; De Almeida et al., 2011), ainda ha muito para ser
investigado, principalmente em relacdo a nutrientes digestiveis, para obtencéo de
dietas nutricionalmente completas e realmente assimiladas pelos peixes.

O crescimento € o critério mais importante e comumente utilizado para medir
a resposta dos peixes as dietas experimentais (Fracalossi et al., 2013). Além das
variaveis convencionais de desempenho, outras metodologias podem ser utilizadas
para avaliar o crescimento dos peixes, como a morfologia e celularidade das fibras
do musculo estriado esquelético, principal constituinte do filé. Nos peixes, o musculo
estriado esquelético pode ocupar de 40 a 70% da massa corporal total (Sénger e

Stoiber, 2001), servindo como importante fonte de proteinas utilizadas na
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alimentacdo humana. A musculatura € distribuida nas camadas vermelha, branca e
intermediaria. E formada principalmente por fibras brancas profundas, que
apresentam velocidade de contracdo rapida e metabolismo glicolitico, baixa
concentracdo de mioglobina, poucas mitocéndrias e lipidios. S&o recrutadas na
realizacdo de atividades bruscas de locomog&o, como na fuga de predadores e
captura de presas (Sanger e Stoiber, 2001). A musculatura vermelha, apresentam
velocidade lenta de contracdo e metabolismo oxidativo, alta concentracdo de
mioglobina, muitas mitocéndrias, lipidios e excelente suprimento sanguineo, sendo
utilizadas pelo peixe na realizagdo de movimentos lentos e de sustentagdo, como
durante a migracdo (Johnston, 1999). E formada por fibras menores (até 45 um de
didmetro), pode estender-se ao longo de todo o corpo do animal em uma fina
camada na regido subdermal ou apresentar-se de forma mais localizada na regiao
do nervo da linha lateral. Entre as camadas de musculo vermelho e branco, esta a
camada intermediaria (Koumans e Akster, 1995; Johnston, 1999; Sanger e Stoiber,
2001).

O crescimento do musculo esquelético em peixes ocorre principalmente a
partir de mudangas na musculatura branca, devido as variacdes na hipertrofia
muscular e / ou hiperplasia (Rowlerson e Veggetti, 2001). Na hipertrofia, as células
miossatélites se fundem as fibras musculares existentes, aumentando o numero de
nacleos, para maior sintese de miofibrilas, aumento a area das fibras pré-existentes,
enquanto que na hiperplasia ocorre a formagéo de novos miotubos na superficie das
fibras existentes, com posterior diferenciacdo em novas fibras musculares (Koumans
e Akster, 1995; Johnston, 1999; Rowlerson e Veggetti, 2001). Os mecanismos de
desenvolvimento muscular por hipertrofia e hiperplasia tém sido estudados para
varias espécies de peixes (Aguiar et al., 2005; Carani et al., 2008; Alami-Durante et
al.,, 2010; Leitao et al.,, 2011; Nebo et al., 2013), sendo poucas informacoes
existentes para juvenis de tambaqui (Alves-Costa et al., 2013a, 2013b),
principalmente estudos que envolvam exigéncias proteicas.

O objetivo do trabalho foi determinar a exigéncia em proteina digestivel para
juvenis de tambaquis por meio de parametros de desempenho produtivo e eficiéncia
nutricional, além de avaliar os efeitos dos diferentes niveis proteicos sobre as

caracteristicas morfoldgicas e de celularidade das fibras musculares brancas.
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2. Material e métodos

2.1. Peixes

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista, Campus
Jaboticabal, no Centro de Aquicultura da UNESP, no Laboratério de Nutricdo de
Organismos Aquéticos. Comité de ética n°® 015810/11.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
sete tratamentos e cinco repeticdes. Juvenis de tambaquis com peso meédio inicial
de 6,53 + 0,43 g e comprimento médio inicial de 7,58 + 0,18 cm foram distribuidos
aleatoriamente em 35 tanques (450 L providos de aeracdo e abastecimento
continuos, por agua proveniente de poco artesiano, com taxa de renovacdo de
aproximadamente 3,5 vezes ao dia), na densidade de 50 peixes por tanque.

Durante o ensaio, foram monitoradas as seguintes variaveis fisico-quimicas
da agua: pH 7,7 + 0,1 (PHTEK — pH100), temperatura 27,6 £ 0,1 °C (YSI- Yellow
Springs Instruments 550A), oxigénio dissolvido (YSI- Yellow Springs Instruments
550A) 4,5 + 0,3; amo6nia: 41,8 + 32,7 pg L™ (Koroleff, 1976), nitrato:132,1 + 36,9 ug L’
! nitrito:18,3 + 17,8 pg L™ (Golterman et al., 1978) e fosforo total: 72 + 63,1 pg L™
(Mackereth et al., 1978). Os valores apresentados foram considerados dentro dos
valores aceitaveis para a espécie (Araide et al., 2004; Araujo-Lima e Gomes 2005).
A cada cinco dias foram realizadas as sifonagens do fundo dos tanques para a

retirada dos residuos de alimento e fezes, e a lavagem das pedras porosas.

2.2. Dietas experimentais

Sete dietas foram formuladas para serem isoenergéticas (na base digestivel)
e apresentarem sete niveis de proteina digestivel (14, 17, 20, 23, 26, 29 e 32%)
(Tabela 1), determinadas com base nos coeficientes de digestibilidade aparente dos
alimentos (Capitulo 2). A farinha de residuos de filetagem de tilapia utilizada em
cada dieta foi incluida na proporcéao de 25% do total proteico.

As andlises bromatologicas das dietas foram realizadas no Laboratorio de
Nutricdo de Organismos Aquéticos do CAUNESP/Jaboticabal, SP, Brasil, de acordo
com as normas da AOAC (2000). As dietas experimentais, apdés a formulacao,
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moagem e mistura dos ingredientes, foram processadas em extrusora Exteec,
modelo Ex Micro, com matriz de 5mm e secas em estufa com circulacdo de ar a 55
°C, durante 24 horas. ApoOs secas, as dietas foram colocadas em sacos plasticos
etiquetados e armazenadas em freezer (-18°C).

Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente, trés vezes ao dia
(8:00, 14:00 e 17:30 horas), durante 120 dias.
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Tabela 1. Formulagdo e composicdo bromatoldgica das dietasexperimentais com diferentes niveis proteicos (valores com base na

matéria natural)

. Dietas
Ingredientes

14%PD 17%PD 20%PD 23%PD 26%PD 29%PD 32%PD
Farinha de peixe 7,11 8,63 10,15 11,66 13,20 14,72 16,24
Farelo de soja 9,30 16,00 22,70 29,49 36,70 42,83 49,60
Farelo de trigo 16,00 16,90 16,08 15,60 13,65 17,00 16,53
Quirera de arroz 57,42 49,18 42,54 35,40 29,10 19,00 11,70
Oleo de soja 2,80 2,50 2,30 2,10 2,00 1,70 1,60
Oleo de peixe 2,80 2,50 2,30 2,10 2,00 1,70 1,60
Fosfato bicalcico 2,62 2,46 2,24 2,10 1,93 1,75 1,55
Calcério 1,12 1,00 0,86 0,72 0,59 0,47 0,35
Antifungico 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
BHT, antioxidante 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Suplemento mineral e vitaminico 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Composicao Bromatolégica @
Matéria Seca (%) 91,00 91,10 91,10 91,10 91,10 91,20 91,30
Proteina Bruta (%) 16,07 19,45 22,68 25,95 29,26 32,63 35,89
Proteina Digestivel (%) 14,00 17,00 20,00 23,00 26,00 29,00 32,00
Extrato Etéreo (%) 8,40 8,10 7,90 7,80 7,80 7,50 7,60
Fibra Bruta (%) 5,30 3,80 5,60 5,70 5,60 6,00 6,10
Matéria Mineral (%) 3,20 5,50 4,40 5,00 5,60 6,20 6,80
ENN (%) @ 54,10 50,50 4720 43,70 40,20 36,40 32,80
Energia Bruta (cal g 4096,50 4112,40 4138,10 4161,90 4195,70 4216,10 425250
Energia Digestivel (cal g™) 3391,00 3374,50 3376,00 3374,40 3389,10 3366,40 3377,40
Relagio ED/PD (cal g7 24,26 19,79 16,90 14,70 13,05 11,60 10,55
Composi¢do aminoacidos (%)
Aminodcidos essenciais
Arginina 1,23 1,37 1,76 1,86 2,14 2,32 2,74
Histidina 0,32 0,38 0,52 0,52 0,62 0,66 0,72
Isoleucina 0,65 0,77 0,92 1,05 1,20 1,33 1,49
Leucina 1,10 1,39 1,52 1,74 1,97 2,17 2,41
Lisina 0,87 1,07 1,31 1,54 1,74 1,98 2,18
Metionina 0,29 0,33 0,38 0,42 0,47 0,52 0,57
Fenilalanina 0,65 0,79 1,01 1,17 1,27 1,47 1,55
Treonina 0,60 0,71 0,89 1,00 1,14 1,27 1,36
Triptofano 0,18 0,21 0,21 0,26 0,27 0,30 0,34
Valina 0,84 0,96 1,12 1,26 141 1,55 1,73
Aminoacidos ndo essenciais
Acido Aspartico 1,33 1,73 2,12 2,53 1,51 3,22 3,47
Acido Glutamico 2,66 3,16 3,77 4,29 4,80 5,38 5,96
Alanina 0,87 0,97 1,17 1,28 1,45 1,61 1,75
Cistina 0,22 0,27 0,22 0,31 0,35 0,34 0,40
Glicina 0,93 1,14 1,30 1,45 1,66 1,83 2,04
Serina 0,73 0,88 1,07 1,20 1,36 1,52 1,66
Prolina 0,87 1,00 1,22 1,35 152 1,71 1,89
Tirosina 0,50 0,59 0,69 0,78 0,90 0,95 1,10

(1) Suplemento vitdminico e mineral: &cido félico (1.250 mg); pantotenato de célcio (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 Ul); Vit E (37.500); Vit K3 (3.750 mg); niacina (122.500 mg); biotina (15 mg)
(2) Composicdo calculada a partir da composic¢éo analisada dos ingredientes
(3) Extrativo N&o Nitrogenado (ENN) = MS - (PB + EE + MM + FB)



55

2.3. Avaliacdo do desempenho produtivo

Na avaliacdo dos parametros de desempenho, ao final do periodo
experimental todos os peixes foram pesados e medidos. O desempenho produtivo
foi avaliado pela taxa de sobrevivéncia, ganho em peso médio, conversdo alimentar
aparente, consumo diario médio de dieta, taxa de crescimento especifico e taxa de

eficiéncia proteica, de acordo com as seguintes formulas:

n °inicial de peixes - n ° final de peixes

—— - x 100
n ¢ inicial peixes

Sobrevivéncia (S) =

Ganho em peso médio (GP) = peso médio final — peso médio inicial

consumo de dieta

Conversao alimentar aparente (CA) =
ganho em peso

consumo de dieta por peixe
tempo (dias)

Consumo diario medio de dieta (CDD) =

(Ln peso final - Ln peso inicial) x 100
tempo (dias)

Taxa de crescimento especifico (TCE) =

ganho em peso vivo

Taxa de eficiéncia proteica (TEP) = Droteina brula consumida

Na determinagc&o da composicao corporal foram utilizados vinte e cinco peixes
de uma amostra inicial e dois de cada parcela, totalizando 10 peixes por tratamento
ao longo do experimento, simultaneamente as biometrias. Os peixes, que ficaram
em jejum por 24 horas, foram eutanaziados por imersdo em gelo e congelados em
freezer para posterior analise bromatologica.

Os peixes coletados foram moidos (com as visceras) e homogeneizados
para a determinacdo da porcentagem de 12 e 22 matéria seca, porcentagem de
proteina bruta pelo método LECO FP 528 nitrogen analyzer (LECO Instruments, St
Joseph, Michigan, USA), porcentagem de gordura pelo método de hidrolise acida
(AOAC 1990) e porcentagens de cinzas (Mufla a 550 °C), além de energia bruta
determinada em bomba calorimétrica de Parr, de acordo com a metodologia da
AOAC (2000). As andlises foram realizadas no Laboratorio de Nutricdo de
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Organismos Aquéaticos do CAUNESP/Jaboticabal, SP, Brasil e no Laboratério de
Nutricdo Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP,
Campus de Jaboticabal, SP, Brasil.

Com os resultados da composicdo corporal e do desempenho, foram
realizados os calculos de eficiéncia de retencéo de proteina bruta e de energia bruta,
ganho em proteina bruta e ganho em lipideo de acordo com as expressfées que se

seguem.

PBf x Pf)- (PBi x Pi) x100
Eficiéncia de retencdo de proteina bruta (ER 5 (%) ) = I XFD éPBI X Py %100]

[(EBf x Pf)- (EBi x Pi) x100]
CEB

Eficiéncia de retencéo de energia bruta (ERgg (%)) =

' _ [(PBf x Pf)- (PBi x Pi) x100]
Ganho em proteina bruta (Gpg (9) ) = GP/peixe

[(EEf x Pf)- (EEi x Pi) x100]
GP/peixe

Ganho em lipideo (G, (g) ) =

Onde:

PBf, EBf e EEf: proteina bruta, energia bruta e extrato etéreo final na carcaca
PBi, EBi e EEi: proteina bruta, energia bruta e extrato etéreo inicial na carcaca
CPB: consumo de proteina bruta

CEB: consumo de energia bruta

GP: ganho em peso/peixe

Pi, e Pf: peso médio inicial e final da amostra

Foi mensurado o peso do figado e gordura visceral para célculo do indice
hepato-somatico e indice gorduro-viscero-somatico dos peixes ao final do periodo

experimental:

Pfr';a-:ﬂ
Py peixe

indice hepato-somatico (IHS %)= = 100

y F
indice gorduro-viscero-somatico (IGVS %)= 5 p;xe x 100
1
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Onde:
Prigado: peso do figado
Pgv: peso da gordura visceral

P peso total do peixe

2.4. Andlise histoldgica das fibras musculares

Para a avaliacdo morfoldgica e morfométrica da musculatura esquelética de
juvenis de tambaqui alimentados com dietas com niveis crescente de proteina
digestivel, amostras musculares de tambaqui (n = 8) foram coletadas no inicio e ao
final do periodo experimental. Fragmentos da musculatura branca obtidos da regiédo
dorsal, abaixo da nadadeira esquerda dos juvenis foram fixados em solucdo de
Karnovsky e ap0s 24 horas foram lavados em tampéo fosfato de Sorensen (pH 7,2)
e preservados em solucao alcodlica 70%. Os fragmentos fixados foram incluidos em
Historesina® (Leica, Germany) de acordo com recomendacéo do fabricante. Cortes
histoldgicos transversais com trés micrémetros de espessura foram obtidos com a
utilizacdo de micrétomo automatico LEICA, modelo RM 2155, utilizando-se navalhas
de vidro. Posteriormente, as laminas foram coradas com Hematoxilina e Floxina B a
0,5%.

Utilizando um sistema de analise de imagens (Olympus DP73), foi calculado o
menor diametro de 500 fibras musculares brancas por animal para avaliar o
crescimento muscular dos juvenis de tambaquis submetidos aos diferentes
tratamentos. O menor diametro foi determinado para evitar possiveis erros que
possam ocorrer, caso algum exemplar ndo seja seccionado exatamente em corte
transversal (Dubowitz, 1985). Posteriormente, as fibras musculares foram
distribuidas em classes na dependéncia de seu didmetro: classe 10 (<10 uym), classe
20 (210 ym, <20 pm), classe 30 (=220 pm, <30 pym), classe 50 (=30 pym, <50 pm),
classe 80 (=50 ym, <80 um) e classe >80 (=80 ym), com base nos resultados
obtidos por Dal Pai-Silva et al. (2003) e Almeida et al. (2008).
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2.5. AvaliacOes estatisticas

Os dados foram testados para normalidade dos erros e homocedasticidade
das variancias e submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Para os dados de
fibras musculares e de desempenho produtivo, quando detectados diferencas
significativas nas variaveis analisadas, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. A exigéncia de proteina digestivel para o maximo
crescimento do tambaqui foi estimada por meio da andlise de regressdo segmentada
linear-platdé (modelo broken line) com base no ganho em peso, no programa SAS 9.2
(SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA).

3. Resultados

3.1. Desempenho Produtivo

N&do houve mortalidade durante o periodo experimental. Os juvenis
permaneceram bem adaptados as condi¢cdes ambientais e as dietas oferecidas.

As médias dos resultados de desempenho produtivo, eficiéncia de retencao
de nutrientes e indices hepato-somatico e gorduro-viscero-somatico estéo
apresentados na Tabela 2. Os niveis de proteina digestivel nas dietas tiveram
influéncia direta em todas as variaveis analisadas para o tambaqui (P<0,05).

As médias dos parametros de desempenho produtivo como PF, GP, CDD e
TCE foram maiores com o aumento do nivel proteico (Tabela 2). Os tratamentos
com 29 e 32% de PD néo diferiram entre si (P>0,05), e para os demais tratamentos,
conforme diminuiu-se o nivel proteico, as médias foram gradativamente menores
(P<0,05). Por outro lado, a elevacédo do nivel de proteina na dieta resultou em
decréscimo da TEP (P<0,05).

O incremento no nivel de proteina digestivel para 26% melhorou
significativamente a média de CA, ndo diferenciando estatisticamente dos peixes
alimentados com 20, 23, 29 e 32% de PD. Os resultados de ERpg € ERgg reduziram

significativamente com a elevacédo do nivel proteico.
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O Gpg foi maior (P<0,05) para os juvenis de tambaquis alimentados com 29%
de PD e este nao diferiu estatisticamente dos peixes alimentados com 26 e 32% de
PD. Os peixes alimentados com 14% de PD apresentaram o menor Gpg (P<0,05).
Por outro lado, o tratamento com 14% de PD proporcionou aos peixes maior G_
(P<0,05) seguido pelo tratamento com 17% de PD e os demais tratamentos nao
diferiram estatisticamente entre si.

A dieta com menor teor proteico digestivel (14%) apresentou maior média
(P<0,05) de IHS e IGVS (Tabela 2), seguido pelo tratamento de 17% de PD. Os
demais tratamentos néo diferiram entre si.

O ganho em peso € a variavel quantitativa mais comumente utilizada em
experimentos de avaliacdo de dietas com diferentes niveis de um determinado
nutriente essencial para peixes (Robbins et al., 1979). A analise de regressao
segmentada para GP estd apresentada na Figura 1, mostrou que houve uma
resposta crescente até o nivel de 29 % PD (nivel 6timo de PD) e valores superiores

nao foram proporcionalmente aproveitados pelos juvenis de tambaquis
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Figura 1. Analise de regressdo segmentada (Broken Line) para as médias de ganho
em peso em funcdo dos niveis de proteina digestivel em dietas para juvenis de
tambaqui.

Os resultados médios de composicdo corporal dos juvenis de tambaquis
estdo apresentados na Tabela 3. Com a elevacao nos niveis de proteina digestivel,
0s juvenis de tambaquis apresentaram maiores médias (P<0,05) de proteina bruta
depositada na carcaga, com maior valor para o tratamento com 29% de PD.

O maior teor de gordura na carcaca (P<0,05) foi observado para os peixes
alimentados com 14% PD, seguido dos tratamentos com 17 e 20% de PD. Por outro
lado, os peixes alimentados com 14 e 17% de PD tiveram menor (P>0,05) umidade
corporal que os demais tratamentos.

O efeito dos niveis proteicos ndo influenciou estatisticamente na variavel

cinzas (P>0,05) na carcaca dos juvenis de tambaquis analisados.
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3.2. Andlise Morfométrica

As fibras musculares dos juvenis de tambaquis (peso 6,53 * 0,43g e
comprimento 7,58 + 0,18cm) no inicio do experimento apresentavam um aspecto
poligonal ou de forma redonda, multinucleadas, com nucleos localizados na periferia
da fibra (Figura 2A). Fibras com tamanhos diferentes estavam separadas por um
tecido conjuntivo fino, semelhante ao endomisio (Figura 2). Grupos de fibras

estavam distribuidos em fasciculos, separados por tecido conjuntivo, chamado

perimisio (Figura 2B).

Figura 2. Fotomicrografias da musculatura esquelética de juvenis de tambaquis
(Colossoma macropomum) no inicio do experimento, em corte transversal. A —
Regido da linha lateral, B — Regido dorsal, (N) Nucleos, (*) Mosaico de fibras, (P)
Perimisio, (E) Endomisio, (FCP) Fibras no compartimento profundo, (FCS) Fibras do
compartimento superficial; (TC) Tecido Conjuntivo. Hematoxilina/Floxina (H/FloB).

No inicio do experimento, a andlise morfométrica da musculatura de
tambaquis identificou a maioria das fibras (32,95 + 2,84%) nas classes 20 e 30
(Figura 3) e a presenca de muitas fibras de pequeno diametro em torno das fibras
maiores (Figura 2B), indicando o processo de hiperplasia em mosaico. O processo
de hipertrofia também foi observado com presenca de fibras nas classes 50, 80 e
280um.
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Figura 3. Distribuicdo das fibras musculares de juvenis de tambaquis (Colossoma
macropomum) nas classes de diametro antes do inicio da alimentacdo com as dietas
experimentais. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

Ao final do periodo experimental (120 dias), as fibras musculares dos
tambaquis de todos os tratamentos avaliados apresentaram um aspecto poligonal ou
de forma redonda, multinucleadas, com ndcleos localizados na periferia da fibra
(Figuras 4 e 5). Todos os tratamentos continham fibras de tamanhos diferentes,
separados por tecido conjuntivo (endomisio) e organizadas em fasciculos, (Figura
4D), pelo de perimisio.

A analise morfométrica das fibras evidenciou significativas altera¢cdes no
didmetro da fibra do compartimento profundo (Figura 6; Tabela 4). Os menores
teores proteicos digestiveis (14 e 17%) avaliados para o tambaqui proporcionaram
maior frequéncia de fibras (P<0,05) na classe de menor diametro (D10) (8,66% e
7,97%, respectivamente). Fibras musculares nessas classes de didametro indicam um
intenso crescimento hiperplasico. A maior frequéncia de fibras musculares com
didmetro maior que 80 um foi observada nos tratamentos com 29 e 32 % de PD,
caracterizando crescimento hipertréfico. Os tratamentos com valores intermediarios
de proteina digestivel (20, 23 e 26%) ndo apresentaram diferenca estatistica quanto
a distribuicéo das fibras musculares nas classes de diametro.
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Figura 4. Seccado transversal da musculatura branca de juvenis de tambaquis

(Colossoma macropomum) aos 120 dias de experimentacdo. A: Tratamento 14%
PD, B: Tratamento 17% PD, C: Tratamento 20% PD, D: Tratamento 23% PD, (N)
Nucleos, (*) Mosaico de fibras, (P) Perimisio, (E) Endomisio. Hematoxilina/Floxina
(H/FloB).
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Figura 5. Seccdo transversal da musculatura branca de juvenis de tambaquis
(Colossoma macropomum) aos 120 dias de experimentagcdo. A: Tratamento 26%
PD, B: Tratamento 29% PD, C: Tratamento 32% PD, (N) Nucleos, (*) Mosaico de
fibras, (E) Endomisio. Hematoxilina/Floxina (H/FloB).



67

50 -
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30 -
20 -
10 - ; 2
b b b
D10 D20 D30

50 1

Frequéncia das Fibras (%)
o

40 -

30 4

20 4

10 -

D50 D80 D>80
Classes de diametro (um)

m14 % PD ®17 % PD @20 % PD 023 % PD 026 % PD 029 % PD 032 % PD

Peso final (g) 54,67+1,99 76,72%1,28 90,65%1,12 114,93%1,61 137,70%1,45 174,59%2,59 164,14%5,31

Figura 6. Distribuicdo das fibras musculares em classes de diametro em juvenis de
tambaquis (Colossoma macropomum) aos 120 dias de experimento. Comparacao
feita entre os tratamentos em cada classe separadamente. Médias seguidas de

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).

Tabela 4 - Diametro de fibras musculares brancas de juvenis de tambaquis alimentados por 120 dias com dietas contendo diferentes niveis proteicos !

Nivel de Protéina Digestivel
14% 17% 20% 23% 26% 29% 32%
D 5 menores 304+059 D 340+083 CD 484+023 A 467+042 AB 456+0,74 AB 463+039 AB 355+044 BCD
D 5 maiores 8263+009 E 8376+010 E 9467+144 C 9196+114 D 9322+123 CD 97,74+0,16 B 1009+038 A
L valores de média + desvio padréo
Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).

Didmetros (um)
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4. Discussao

4.1. Desempenho produtivo

Em estudos com exigéncias nutricionais para peixes objetivam alcancar o
maximo potencial zootécnico da espécie em estudo, com um nivel minimo de
nutriente, determinante na relagéo custo-beneficio na composicéo da dieta (Portz et
al., 2000). Os estudos de exigéncia proteica para peixe, em geral, sado realizados
com este nutriente na sua forma bruta. Com isso, torna-se dificil a comparacdo com
o valor de proteina digestivel apontado no presente estudo. Diversos estudos sobre
exigéncia proteica de tambaqui produziram resultados diferentes. Macedo (1979)
alimentando tambaquis em viveiros determinaram a exigéncia de proteina bruta para
juvenis de tambaquis em 18% PB (30 a 300g). Merola e Cantelmo (1987), utilizando
gaiolas flutuantes, testaram dietas com 30, 35 e 40% de proteina bruta e nao
obtiveram nenhuma diferenca significativa na média de peso corporal final. O
presente estudo mostrou que o nivel de proteina digestivel ideal para juvenis de
tambaquis (6,50 a 175g) criados em tanques experimentais de fibrocimento foi de 29
%, que correspondeu a 32,63% de proteina bruta. Valor superior ao encontrado por
Oishi et al. (2010) com 30% PB e inferior aos relatados por Santos et al. (2010) com
36% PB; De Almeida et al. (2011) com 35% PB e Van der Meer et al. (1995) com
40% PB, todos criando tambaquis em tanques experimentais e com faixa de pesos
semelhantes.

Estes resultados podem ser consequéncia de inumeros fatores que afetam a
exigéncia de proteina nos peixes, dificultando a comparacdo dos dados. Como por
exemplo, sistema de criacdo, temperatura da agua, tamanho dos animais, duracéo
do experimento, taxa de alimentacdo, densidade de estocagem, qualidade da
proteina, tipo de ingrediente utilizado, nivel de energia, processamento das dietas e
uso de técnicas estatisticas adequadas. Geralmente, torna-se necessario a
conducdo de mais de um estudo até a obtencdo mais clara da estimativa da
exigéncia. Contudo, deve-se considerar que a exigéncia seja estimada na forma de
proteina digestivel, pois permitira a elaboracdo de dietas com adequado
balanceamento para elevar o crescimento, a eficiéncia de utilizagcdo dos nutrientes e

energia e a qualidade da carcaca para o tambaqui.
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Foram observadas diferencas significativas nos parametros de crescimento
dos tambaquis. O GP melhorou com o aumento do nivel da proteina na dieta e
tendeu a piorar quando a exigéncia foi suprida, assim como o CDD, sugerindo que a
relacdo ED/PD adequada pode ter estimulado o apetite, como relatado por Oishi et
al. (2010) também estudando o tambaqui e Botaro et al. (2007) trabalhando com
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). O consumo da dieta é regulado pela
concentracdo energética da mesma (CHO, 1992) e quando a relacédo
energia/proteina € alta, ao se saciarem, 0S peixes ingerem menos proteina,
comprometendo o GP. Essa diferenca de crescimento influenciou os dados de CA,
revelando que o tratamento com menor teor proteico apresentou pior CA. O baixo
nivel de proteina na dieta leva a uma pior CA, provavelmente por causa da ingestao
de niveis de nutrientes inadequados para promover o crescimento (Lin et al., 2010)
ou mesmo pela diferenca na propor¢cdo de aminoacidos entre as dietas.

No presente estudo, a TEP diminuiu significativamente com o aumento do
nivel de proteina digestivel na alimentacdo, corroborando com as observacfes de
outros trabalhos: Al Hafedh (1999) com tilapia do Nilo; Furuya et al. (2005) com
tilapia do Nilo; Mohanta et al. (2008) com “silver barb” (Puntius gonionotus); Oishi et
al. (2010) com tambaqui; Bicudo et al. (2010) com pacu (Piaractus mesopotamicus);
Sa et al. (2014) com “Patagonian blennie” (Eleginops maclovinus). Estes maiores
valores da TEP podem estar associados a maior utilizacdo de energia de fontes néao-
proteicas (alta relagdo ED:PB) nos niveis mais baixos de incluséo de proteina, com o
maior uso da fracao proteica da dieta para crescimento (Abimorad et al. 2007).

O desempenho avaliado pela TCE variou entre 1,76 e 2,74 % por dia. Esses
resultados sdo considerados altos quando comparados aos obtidos por Abimorad e
Carneiro (2007) que registraram TCE de 0,72 a 0,85%, em estudo com pacu e por
Oishi et al. (2010) com TCE de 0,80 a 0,90% em estudo com tambaqui. Por outro
lado, Al Hafedh (1999) encontraram TCE de 2,51 a 3,50% em tilapias com peso
inicial de 0,51g. Altas TCE podem resultar ndo sé das diferencas entre as dietas e
espécies utilizadas, mas também do menor peso inicial, uma vez que peixes
menores apresentam crescimento mais acelerado e requerem mais proteina para o

crescimento que peixes maiores (Webster e Lim, 2002).
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A eficiéncia de retencdo de proteina (ERpg), que indica quanto da PB
consumida na dieta foi convertida em PB corporal, foi menor com o aumento de
proteina digestivel na dieta dos tambaquis. Furuya et al. (2000) e Oishi et al. (2010)
também observaram uma relacao inversa entre o aumento no nivel de PB na dieta e
a eficiéncia de sua retencdo na carcaca. Para Bowen (1987), o nivel de PB estimado
para maximo ganho em peso fornece excesso desse nutriente, reduzindo a
eficiéncia de sua utilizacdo, ja que parte ndo € utilizada para a sintese proteica,
sendo catabolizada e, dessa forma, o valor estimado para retencdo estd sempre
abaixo do nivel encontrado para maximo ganho em peso.

No presente estudo, os tambaquis alimentados com a dieta de niveis de
proteina digestivel elevados (29 e 32 %) foram capazes de reter maior quantidade
dessa proteina na carcaca e ndo transforma-la em gordura corporal, indicando que o
tambaqui aproveita de maneira eficiente esse nutriente nestas dietas. Essa
caracteristica pode conferir a esses animais uma carne mais proteica € com menos
gordura, sem prejuizo econémico, fatores que sdo de interesse primordial aos
produtores atuais. O aumento da concentracdo de PB corporal e diminuicdo da
concentracdo de lipidios totais com o aumento da concentracdo proteica na dieta
também foram observados por Fernandes et al. (2001), em trabalho realizado com
juvenis de pacu, que possui a morfologia do trato digestorio semelhante a do
tambaqui.

A deposicdo de gordura esta relacionada ao balanceamento de aminoacidos
e a relacao energia/proteina da dieta (Cho, 1992). A medida que 0s niveis proteicos
foram elevados, o G p € ERgg declinaram. Isto pode estar relacionado ao fato de que
uma menor fracdo da proteina ter sido utilizada como fonte energética,
possivelmente em fungdo do adequado balanceamento das dietas, que poderia ter
atendido as necessidades energéticas dos juvenis, e ndo desviar a proteina de sua
principal funcdo, que € a producdo de tecidos magros. Além disso, o peso dos
peixes também deve ser levado em consideracdo, pois espera-se que peixes de
maior peso apresentem maior contetdo de gordura corporal, fato ndo observado no
presente estudo. Porém, outros estudos comprovam tal observacédo (Ozorio et al.,
2009; Sa e Fracalossi, 2002; Abimorad e Carneiro, 2007).
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Na literatura ainda ndo esta padronizada uma faixa considerada ideal para o
IHS ou IGVS. As diferencas observadas nas médias entre os tratamentos para 0s
parametros de G_ e ERgg € consequentemente nas porcentagens de gordura e EB
na composicao corporal dos tambaquis tiveram uma correlacdo com os IHS e IGVS,
ou seja, os tambaquis avaliados produziram gordura suficiente para alterar tais
indices. Os tambaquis submetidos aos menores teores proteicos digestiveis
apresentaram maior deposicdo de gordura corporal. No entanto, o estudo de
exigéncia proteica realizado com juvenis de tilapia do Nilo por Furuya et al. (2005),
em juvenis de pacu por Bicudo et al. (2010) e em “Patagonian blennie” por S4 et al.
(2014) n&o detectaram essa correlacdo com os IHS e IGVS. O maior acumulo de
gordura corporal obtidos com as dietas com menores teores proteicos, pode ser
explicada pelo fato destas dietas apresentarem maiores proporcdes de fontes

energéticas nao proteicas.

4.2. Morfologia e morfometria das fibras musculares

Em peixes que possuem rapido crescimento e atingem grandes tamanhos,
como o tambaqui, o crescimento do musculo depende de mecanismos hiperplasicos
e hipertréficos que permanecem ativos por um periodo prolongado, desde o
desenvolvimento precoce até a idade adulta (Rowlerson e Veggetti 2001).

O comportamento de crescimento muscular observado para o tambaqui
desde a coleta inicial até o final do periodo experimental, revela uma hiperplasia
predominante no musculo esquelético dos juvenis, o que foi também observado para
a mesma espécie por Alves-Costa et al. (2013b), e por outros peixes que possuem
morfologia do trato digestério semelhante a do tambaqui, como o pacu (Dal Pai et
al., 2000; Almeida et al., 2008, 2010; Leitdo et al., 2011). Hiperplasia em mosaico
nao é vista em espécies de pequeno porte, pois provoca um grande aumento do
namero de fibras durante o crescimento juvenil, evento importante para espécies
aquicolas comerciais (Rowlerson e Veggetti, 2001), incluindo o tambaqui.

O presente estudo € o primeiro a descrever o comportamento de crescimento
muscular envolvendo exigéncia proteica digestivel em tambaqui. Os peixes
alimentados com 14 % de PD cresceram mais lentamente e tiveram menor ganho

em proteina (Tabela 2 e Figura 6), aumento da frequéncia de fibras de diametros
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menores (D10 e D20) e diminuicdo da frequéncia de fibras grandes (D80 e D=80
pHm) no compartimento profundo do muasculo esquético (fibras brancas).

Juvenis de tambaqui alimentados com 29 e 32% PD tiveram maior
participacdo da hipertrofia no crescimento da musculatura e um crescimento mais
acelerado desse tecido, acompanhado pelo maior desempenho produtivo
observado. Tais fatos sdo confirmados pelas maiores médias de GP, CDD, TCE e
Gpg. O processo de hiperplasia também estava acontecendo nesses tratamentos.
Silva et al. (2009), também em estudo de exigéncia proteica para juvenis de
seabream Pagellus bogaraveo (Brunnich), observaram que dietas acima de 40% de
PB proporcionaram um maior crescimento, acompanhado de aumento no namero de
fibras musculares recém formadas. Johnston et al. (2002), em estudo com duas
linhagens de salméo do atlantico (Salmo solar L.), observaram que a dieta rica em
proteina favoreceu o crescimento muscular através do aumento no recrutamento das
fibras (em torno de 15%). Porém, ao contrario do que foi observado para o tambaqui,
alteracOes no teor proteico da dieta nao refletiram no crescimento da fibra muscular
de juvenis de salmdo do atlantico observado por Bjornevik et al. (2003). Uma
provavel explicacdo, segundo os autores, esta na relacdo energia/proteina (E:P),
gue, quando alta, prejudica o aporte proteico, favorece o acumulo de lipidios e
consequentemente, reduz o crescimento.

De acordo com Zimmerman e Lowery (1999) e Johnston et al. (2003a), o
recrutamento de novas fibras durante o crescimento muscular para quando os
peixes atingem cerca de 44% do seu tamanho final; depois disso, o crescimento
muscular ocorre principalmente pela hipertrofia. Almeida et al. (2010) observaram
em estudo com pacu, que apresenta um rapido crescimento, que este padrdo de
crescimento das fibras musculares pode mudar ao longo do curso do ciclo de vida
do animal. Dessa maneira, tanto o tamanho do corpo e a fase de crescimento devem
ser levados em consideracdo em estudos da musculatura esquelética durante o
crescimento dos peixes. Além disso, j& foi demonstrado que fatores como mudancgas
no plano de nutricdo, fonte de lipidio (Fauconneau et al., 1997), substituicdo de
fontes proteicas (Alami-Durante et al., 2010) alteracdes no nivel proteico das dietas
(Johnston et al., 2002; Bjornevik et al., 2003; Silva et al., 2009), temperatura (Assis
et al., 2004; Lopez-Albors et al., 2008; Paula et al., 2014), fotoperiodo (Johnston et
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al., 2003b) e idade (Carani et al., 2008; Rowlerson e Veggetti, 2001) podem interferir
nos processos de hiperplasia e hipertrofia.

5. Conclusao

O estudo estabeleceu como ideal a exigéncia de proteina digestivel para
juvenis de tambaqui em 29%, na faixa de peso médio de 6 a 175 g. Andlise
morfolégica e morfométrica mostrou que os diferentes niveis proteicos provocaram
significativas alteracdes no diametro da fibra do compartimento profundo. Com o
aumento do nivel proteico em 29 e 32% de PD, o processo de crescimento
hipertréfico foi favorecido, colaborando para o maior desempenho produtivo de

juvenis de tambaqui.
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Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar o crescimento e o turnover dos is6topos estaveis de
carbono e nitrogénio em tecido muscular de juvenis de tambaqui alimentados com
dietas contendo diferentes niveis de proteina digestivel. Foram utilizados 1750
tambaquis (peso 6,53 + 0,43 g e comprimento 7,58 + 0,18 cm) distribuidos em 35
tanques (450 L), na densidade de 50 peixes por tanque. Sete dietas experimentais
isoenergéticas (3378,4 cal.g™) foram formuladas com niveis de proteina digestivel
(PD) de 14, 17, 20, 23, 26, 29 e 32%. Durante 120 dias de experimento, 0s animais
cresceram ao longo do tempo, em todos os tratamentos (P<0,05); e entre os
periodos avaliados, o0s niveis proteicos de 29 e 32% destacaram-se desde as
primeiras avaliagdes biométricas, aos 30 dias, com médias de peso semelhantes
(P>0,05) e superiores as médias nos demais tratamentos (P<0,05). A velocidade das
mudancas isotopicas no tecido muscular foi influenciada pelas caracteristicas das
dietas, e as taxas de turnover do carbono e do nitrogénio foram mais aceleradas
guanto maior o nivel proteico. O periodo de experimentacdo de 120 dias foi
suficiente para os peixes refletirem a composicdo isotopica das dietas, em todos o0s
tratamentos. Contudo, a contribuicdo isotopica percentual da dieta no tecido em
funcdo do tempo foi diferente, com indices que alcancaram cerca de 96 a 97%, em
49 a 63 dias de alimentacéo, para as dietas de 29 e 32% de PD e indices de 81 a
82% para as dietas de 14 e 17% de PD, no mesmo periodo. Os dados isotdpicos
analisados pelas equacfes exponenciais e pela analise exploratoria evidenciaram a
formacéo de trés grupos com caracteristicas homogéneas em repostas aos efeitos
dos niveis proteicos, um agrupamento entre as dietas com 14, 17 e 20% de PD,
outro com os teores intermediarios (23 e 26%) e um terceiro com 0s mais elevados
(29 e 32%). Assim, a dieta contendo 29% de proteina digestivel mostrou ser a mais
atrativa para o desempenho produtivo dos juvenis de tambaqui, na fase de

crescimento estudada.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, isétopos estaveis, turnover, proteina,

musculo.



84

1. Introducéo

O Brasil se destaca como um dos paises de maior potencial para a expansao
da aquicultura, devido a extensao territorial e ricos recursos hidricos, com cerca de
20 espécies nativas cultivadas (MPA, 2013). A necessidade de desenvolver
tecnologias que viabilizem a producdo de espécies nativas tem levado os
pesquisadores brasileiros a constantes estudos, principalmente no que diz respeito a
alimentacado e nutricdo de peixes, uma vez que estes gastos podem atingir 60% do
custo total de producdo. A proteina aparece como 0O nutriente mais oneroso no
preparo de dietas para organismos aquaticos. Dessa forma, estudos que minimizem
o nivel de proteina séo pertinentes.

O crescimento € o critério mais importante e comumente utilizado para medir
a resposta dos peixes as dietas e ingredientes experimentais (Fracalossi et al.,
2013). O crescimento pode ser medido por resultados de desempenho produtivo,
composicdo corporal e eficiéncia nutricional. Porém, outras ferramentas tém sido
utilizadas para avaliar o metabolismo e assimilacdo de nutrientes dos alimentos,
como 0s isGtopos estaveis. A técnica do uso de isOtopos estaveis naturais surge
como alternativa segura para avaliar a deposicdo dos elementos de potenciais
constituintes alimentares (Ducatti, 2007). Além disso, esta é uma técnica que
permite verificar com precisdo os diferentes momentos que 0s peixes comeg¢am a
utilizar os nutrientes da dieta, através de retencdo dos atomos de carbono e
nitrogénio em seus tecidos (Jomori et al., 2008), e assim, possibilitar o estudo das
taxas de turnover desses elementos nos tecidos animais.

Isotopicamente, o turnover consiste na sintese do novo tecido corporal e na
degradacédo do velho. A taxa de turnover esta associada ao crescimento, refletindo a
composicao isotdpica da dieta nos tecidos animais. Grande parte dos estudos
envolvendo o turnover de compostos celulares concentra-se em proteinas; e, em
peixes, estas taxas de troca proteica foi avaliada em alguns estudos (Langar e
Guillaume, 1994; de la Higuera et al., 1999; Peragon et al., 2001; Zuanon et al.,
2006; Jomori et al., 2011). O tecido muscular apresenta pronunciadas mudancas na
taxa de sintese e degradacédo proteica em resposta a qualidade da proteina dietética
(de la Higuera et al., 1999). O nivel de proteina ndo adequado na dieta esta

associado ao baixo valor nutricional da dieta. Isso afeta o crescimento animal, causa
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prejuizos financeiros e maiores impactos ambientais pela sobrecarga de excretas do
animal.

O tambaqui (Colossoma macropomum) € uma das espécies mais criadas no
Brasil. Devido ao seu habito alimentar onivoro e oferta regular de juvenis, adapta-se
a diferentes sistemas de producdo, aceita racdes industrializadas, mantendo um
equilibrio na ingestdo qualitativa e quantitativa das fontes alimentares de origem
animal e vegetal (Oliveira et al., 2013). Constituiu 20,40% da producdo aquicola
continental do Brasil em 2011, atingindo 111.084 toneladas (MPA, 2013). Apesar de
termos algumas pesquisas sobre alimentacdo e nutricdo desta espécie ainda ha
muito para ser estudado, principalmente estudos com base em nutrientes
digestiveis, para obtencdo de dietas nutricionalmente completas e realmente
assimiladas pelos peixes.

O objetivo deste estudo foi estudar o efeito de niveis de proteina digestivel em
dietas praticas no turnover isotépico do carbono (5°C) e do nitrogénio (5*°N) no
tecido muscular de juvenis de tambaqui, além de comparar a participacao isotdpica

percentual das dietas no tecido muscular ao longo do tempo.

2. Material e métodos

O experimento foi conduzido no Centro de Aquicultura da Universidade
Estadual Paulista, no Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos, Jaboticabal,
Brasil. Comité de ética n°® 015810/11.

2.1. Condi¢bes Experimentais

2.1.1. Pré-experimento - Padronizacao isotopica preliminar

Antes de iniciar o ensaio com as dietas experimentais, uma fase pré-
experimental foi conduzida com o objetivo de padronizar a composi¢ao isotopica dos
animais em valores proximos ao “sinal de plantas C4” para que haja diferenciacéo

isotdpica das dietas teste, com sinal predominante de planta Cs.
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Primeiramente, os alimentos foram analisados quanto a composi¢ao isotdpica
e divididos em dois grupos: um com sinal caracteristico de plantas do ciclo
fotossintético C4 e o outro com sinal de plantas C;. A dieta pré-experimental foi
formulada predominantemente com ingredientes de plantas “C4" com 27% de
proteina digestivel (Tabela 1), determinada com base nos coeficientes de
digestibilidade aparente dos alimentos (Capitulo 2). O teor em proteina digestivel da
dieta para os juvenis de tambaqui foi estabelecido com base nos resultados obtidos
por Abimorad et al. (2014) para juvenis de pacu.

Neste periodo, 4000 juvenis de tambaqui (peso inicial médio de 1,29 + 0,31g
e comprimento total médio de 4,35 + 0,38cm) foram distribuidos aleatoriamente em
12 tanques de fibrocimento (contendo 450 L), sob aeracdo e abastecimento
continuos, na densidade de 333 peixes por tanque. Os peixes receberam a dieta
pré-experimental “C,”, com diametro de 2mm, por um periodo de 60 dias, com
alimentacdo até a saciedade aparente, oferecida trés vezes ao dia (8:00, 14:00 e
17:30 horas). Para andlise isotopica do fragmento muscular, foram coletados cinco

peixes de cada tanque, amostrados aleatoriamente a cada cinco dias.
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Tabela 1. Formulag&o, composicdo bromatolégica e sinais isotdpicos dos ingredientes
e da dieta caracteristica de plantas C,4 (valores com base na matéria natural)

Constituintes Composicéao Isotépica (%o)

Ingredientes

% 613C 615N
Farinha de salmé&o 23,31 -20,40 £ 0,10 12,01 + 0,04
Glutenose de milho 60 13,50 -15,19+ 0,05 1,88 £ 0,07
Levedura de cana 5,00 -12,35+0,05 2,85+0,13
Milho 34,31 -12,76 £ 0,13 3,47 £ 0,03
Sorgo 9,00 -14,16 + 0,13 1,13 + 0,05
Quirera de Arroz 13,00 -30,22+0,18 7,13+0,29
Fosfato bicalcico 0,25
Calcario 0,80
Antifungico 0,30
BHT, antioxidante 0,03
Suplemento mineral e vitaminico ‘) 0,50
Composicdo Bromatolégica Calculada @
Matéria Seca (%) 90,1
Proteina Bruta (%) 31,9
Proteina Digestivel (%0) 27
Extrato Etéreo (%) 55
Fibra Bruta (%) 5,2
Matéria Mineral (%) 5,5
Extrativo N&o Nitrogenado (%) © 42,2
Energia Bruta (cal/g) 4216,4
Energia Digestivel (cal/g) 3587,7
Composi¢g&o aminoacidos (%)
Aminoacidos essenciais
Arginina 1,58
Histidina 0,61
Isoleucina 1,13
Leucina 2,66
Lisina 1,50
Metionina 0,69
Fenilalanina 1,32
Treonina 1,07
Triptofano 0,18
Valina 1,52
Aminoé&cidos ndo essenciais
Acido Aspartico 2,38
Acido Glutamico 4,63
Alanina 1,94
Cistina 0,38
Glicina 1,65
Serina 1,37
Prolina 1,81
Tirosina 0,96
Composigao Isotdpica da Dieta C4
Carbono-13 (%o) -16,91 + 0,11
Nitrogénio-15 (%o) 7,98 + 0,03

(1) Suplemento vitdaminico e mineral: 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 mqg)

(2) Composicéo calculada a partir da composi¢éo analisada dos ingredientes

(3) ENN = MS — (PB + EE + MM + FB)
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2.1.2. Fase experimental

Apds o estigio de padronizacdo isotdpica do tecido muscular, 1750 peixes
foram selecionados por tamanho para formacé&o de um lote mais homogéneo (peso
médio inicial de 6,53 + 0,43g e comprimento médio inicial de 7,58 + 0,18cm) e
distribuidos aleatoriamente em 35 tanques (contendo 450 L providos de aeracéo e
abastecimento continuos, por agua proveniente de poco artesiano, com taxa de
renovacdo de aproximadamente 3,5 vezes ao dia), na densidade de 50 peixes por
tanque. Foram testadas sete dietas experimentais com diferentes niveis proteicos e
com sinais isotopicos caracteristicos ao de plantas do ciclo fotossintético “Cs”. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramemente casualizado, com sete
tratamentos e cinco repeticdes, por um periodo de 120 dias.

Durante as duas fases, foram monitoradas algumas varidveis fisico-quimicas
da agua (Tabela 2), que mantiveram-se na faixa de conforto aceitaveis para a
espécie (Araide et al., 2004; Araujo-Lima e Gomes 2005). A cada cinco dias foram
realizadas as sifonagens do fundo dos tanques para a retirada dos residuos de

alimento e fezes, e a lavagem das pedras porosas.

Tabela 2. Valores médios dos parametros fisico-quimicos da agua
durante o periodo pré-experimental e experimental

Parametros Pré-Experimental Experimental
Temperatura (°C) @ 29,26 + 0,05 27,65 + 0,06
Oxigénio Dissolvido (mgL™) @ 4,76 + 0,25 4,54 + 0,35
pH @ 7,31+0,21 7,73+0,11
Aménia (ug L) ®@ 93,95+ 38,20 41,82+ 32,73
Nitrato (ug L) @ 84,69+ 37,74 132,06+ 36,92
Nitrito (ug L™) @ 15,10 + 16,41 18,32 + 17,83
Fosforo Total (ug L™) © 13,10 + 7,84 72,02 + 63,09

(1) YSI- Yellow Springs Instruments 550A; (2) (PHTEK - pH100), (3)
Koroleff, 1976; (4) Golterman et al., 1978; (5) Mackereth et al., 1978
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2.2. Dietas experimentais

As dietas experimentais foram formuladas para serem isoenergéticas
(3378,40 cal ED g™) e com niveis de proteina digestivel (PD) de 14, 17, 20, 23, 26,
29 e 32 % (Tabela 3). As formulagdes foram determinadas com base nos
coeficientes de digestibilidade aparente dos alimentos apresentados no Capitulo 02

As dietas experimentais, apos formulacdo, moagem e mistura dos
ingredientes, foram processadas em extrusora Exteec, modelo Ex Micro, com
didametro médio de 5mm e secas em estufa com circulacao de ar a 55 °C, durante 24
horas. Apds secas, foram colocadas em sacos plasticos etiqguetados e armazenadas
em freezer.

As analises bromatolégicas das dietas foram realizadas no Laboratério de
Nutricdo de Organismos Aquéticos do CAUNESP/Jaboticabal, SP, Brasil, de acordo
com as normas da AOAC (2000).

Os juvenis foram alimentados até a saciedade aparente, trés vezes ao dia
(8:00, 14:00 e 17:30 horas).
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Tabela 3. Formulagdo, composicdo bromatolégica e sinais isotopicos das dietas caracteristicas de plantas C; contendo diferentes

niveis proteicos (valores com base na matéria natural)

. Dietas
Ingredientes

14%PD 17%PD 20%PD 23%PD 26%PD 29%PD 32%PD
Farinha de peixe 711 8,63 10,15 11,66 13,20 14,72 16,24
Farelo de soja 9,30 16,00 22,70 29,49 36,70 42,83 49,60
Farelo de trigo 16,00 16,90 16,08 15,60 13,65 17,00 16,53
Quirera de arroz 57,42 49,18 42,54 35,40 29,10 19,00 11,70
Oleo de soja 2,80 2,50 2,30 2,10 2,00 1,70 1,60
Oleo de peixe 2,80 2,50 2,30 2,10 2,00 1,70 1,60
Fosfato bicélcico 2,62 2,46 2,24 2,10 1,93 1,75 155
Calcario 1,12 1,00 0,86 0,72 0,59 0,47 0,35
Antifungico 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
BHT, antioxidante 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Suplemento mineral e vitaminico 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Composicdo Bromatoldgica @
Matéria Seca (%) 91,00 91,10 91,10 91,10 91,10 91,20 91,30
Proteina Bruta (%) 16,07 19,45 22,68 25,95 29,26 32,63 35,89
Proteina Digestivel (%) 14,00 17,00 20,00 23,00 26,00 29,00 32,00
Extrato Etéreo (%) 8,40 8,10 7,90 7,80 7,80 7,50 7,60
Fibra Bruta (%) 5,30 3,80 5,60 5,70 5,60 6,00 6,10
Matéria Mineral (%) 3,20 5,50 4,40 5,00 5,60 6,20 6,80
ENN (%) @ 54,10 50,50 47,20 43,70 40,20 36,40 32,80
Energia Bruta (cal g’l) 4096,50 4112,40 4138,10 4161,90 4195,70 4216,10 4252,50
Energia Digestivel (cal g%) 3391,00 3374,50 3376,00 3374,40 3389,10 3366,40 3377,40
Composic&o aminoacidos (%)
Amino&cidos essenciais
Arginina 1,23 1,37 1,76 1,86 2,14 2,32 2,74
Histidina 0,32 0,38 0,52 0,52 0,62 0,66 0,72
Isoleucina 0,65 0,77 0,92 1,05 1,20 1,33 1,49
Leucina 1,10 1,39 1,52 1,74 1,97 2,17 2,41
Lisina 0,87 1,07 1,31 154 1,74 1,98 2,18
Metionina 0,29 0,33 0,38 0,42 0,47 0,52 0,57
Fenilalanina 0,65 0,79 1,01 1,17 1,27 1,47 1,55
Treonina 0,60 0,71 0,89 1,00 1,14 1,27 1,36
Triptofano 0,18 0,21 0,21 0,26 0,27 0,30 0,34
Valina 0,84 0,96 1,12 1,26 1,41 1,55 1,73
Aminoacidos ndo essenciais
Acido Aspaértico 1,33 1,73 2,12 2,53 151 3,22 3,47
Acido Glutamico 2,66 3,16 3,77 4,29 4,80 5,38 5,96
Alanina 0,87 0,97 1,17 1,28 1,45 1,61 1,75
Cistina 0,22 0,27 0,22 0,31 0,35 0,34 0,40
Glicina 0,93 1,14 1,30 1,45 1,66 1,83 2,04
Serina 0,73 0,88 1,07 1,20 1,36 1,52 1,66
Prolina 0,87 1,00 1,22 1,35 152 1,71 1,89
Tirosina 0,50 0,59 0,69 0,78 0,90 0,95 1,10

Composicao Isotdépica das dietas Cs

Carbono-13 (%o)
Nitrogénio-15 (%o)

4,67 £0,01

3,60+0,01

3,27+0,01

3,10+ 0,00

2,79+0,03

-27,60+0,31 -27,40+0,02 -26,91+0,13 -26,99 +0,17 -26,42 + 0,02 -26,26 + 0,10 -26,07 + 0,29

4,15+0,01 2,69+0,01

(1) Suplemento vitaminico e mineral: &cido félico (1.250 mg); pantotenato de célcio (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)
(2) Composicéo calculada a partir da composi¢éo analisada dos ingredientes
(3) Extrativo N&o Nitrogenado (ENN) = MS - (PB + EE + MM + FB)
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2.3. Determinacéo do turnover do carbono (3*3C) e do nitrogénio (5 **N) no tecido

muscular: amostragens e analises isotopicas

Visando projetar a curva exponencial do turnover isotépico do carbono-13
(*3C) e do nitrogénio-15 (**N) no tecido muscular, cinco peixes por tratamento (um de
cada réplica) foram coletados ao acaso nos dias 0, 1, 3, 5, 8, 11, 15, 19, 24, 30, 37,
45, 54, 64, 75, 87, 100 e 120 apds o inicio do experimento. O dia zero refletiu a
composicao isotopica do alimento consumido antes da troca da dieta C, para as sete
dietas C3 (valor isotépico inicial do tecido).

Para coleta do fragmento muscular dorsal, os juvenis de tambaqui foram
eutanaziados por 1imersdo em gelo. As amostras foram devidamente
acondicionadas, identificadas, congeladas e liofilizadas até peso constante.

As amostras secas (da fase pré-experimental e experimental) foram finamente
moidas em moinho criogénico a -195 °C. Com base no fundamento de que a fracéo
lipidica € mais pobre em carbono-13 que os carboidratos e as proteinas, deixando o
tecido mais pobre em *3C (Sotiropoulos et al., 2004), as amostras foram submetidas
a extracao de gordura pelo método de Soxhlet (em banhos de éter de petrdleo por
quatro horas). Posteriormente, o material desengordurado foi pesado e colocado em
cépsulas de estanho (6 x 4 mm), em aliguotas de 50-70ug e 500-600ug para as
analises de carbono e nitrogénio, respectivamente. As analises foram realizadas no
espectrometro de massa de razdo isotopica, no Centro de IsOtopos Estaveis
Ambientais do Instituto de Biociéncia da UNESP/Botucatu, SP, Brasil com erro de
analise na ordem de 0,2%eo.

As comparacg0Oes relativas entre as amostras e os padrbes foram expressas

como enriguecimento relativo em delta per mil, segundo a equacao:
5™C ou & N = [(Ramostra/Rpadrdo) — 1] x 10°, onde:

R é a razdo isotopica (**C/**C ou '°N/**N) para as amostras e padrdes,

respectivamente;
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d%0 *C ou d% N é o enriquecimento das amostras em relacdo ao padrdo
internacional PDB (PeeDee Bellemnitella da Carolina do Sul, USA) para carbono e
N, atmosférico para nitrogénio (Ducatti et al., 1982).

A incorporacdo dos atomos de carbono e nitrogénio das dietas no tecido
muscular dos peixes em funcdo do tempo foi mensurada usando o modelo
exponencial descrito por Ducatti et al. (2002) para animais adultos e que foi
adequado para animais em crescimento, pois a taxa de troca do isétopo (k)
considera os efeitos do novo tecido adicionado (crescimento) e do turnover

metabolico, como verificado por Zuanon et al (2006)
o = () + o= ()]

Na expressao, as simbologias empregadas significam:

Y = 8%o °Cqy ou 8%0 Ny = enriquecimento isotépico do carbono ou nitrogénio no
tecido em qualquer tempo t, expresso em %o, adimensional;

Yo = 8%o Ciniciar 0U %o *Ninicias = €Nriquecimento isotopico do carbono ou nitrogénio
inicial, expresso em %o, adimensional;

a/k = 8%o 2Ciinai 0U %o “*Niinai = enriquecimento isotépico do carbono ou nitrogénio
ao atingir o patamar de equilibrio, expresso em %o (valor assintético), adimensional;
k = taxa de substituicdo e/ou incorporacdo de carbono ou nitrogénio no tecido, em
unidades de tempo™:;

t = tempo em dias.

Com base no valor da constante k, calculou-se a meia vida (Tso) do carbono-
13 (**C) e do nitrogénio-15 (**N) no tecido muscular, que representa a condicéo de
50% da fonte isotopica no tecido, de acordo com a equacao:

Ts0 = In 2 /k, onde:

Tso = meia-vida em dias; In = logaritmo neperiano; k = taxa de substituicdo do

carbono ou nitrogénio no tecido em unidades de tempo™.
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Também considerando os valores da constante k das curvas exponenciais do
turnover isotopico para cada tratamento, estimou-se a participacdo isotdpica
percentual da dieta no tecido muscular, no decorrer dos 120 dias de alimentacéo. Os
indices de Participacéo da dieta foram estimados pelo Modelo Matematico-Isotopico
descrito em Jomori et al. (2011):

A=e" X em que:

A = indice de participacdo da dieta na composicédo do tecido animal pelo carbono-13
ou nitrogénio-15 em funcao do tempo, em %;

K = taxa de substituicdo e/ou incorporacdo do carbono e do nitrogénio no tecido, em
unidade de tempo™ (constante K da equac&o exponencial do turnover);

t = tempo em dias.

Utilizando o termo “fator de discriminacéo (A)” para expressar a diferenca
isotdpica entre o tecido ao atingir o patamar de equilibrio e a dieta, determinou-se o

fracionamento pela equacéo:

A 3C ou A N = 8%o sina tecido muscular — %o dieta

2.4. Avaliacéo do desempenho produtivo

As biometrias foram realizadas mensalmente, coletando-se 50% dos peixes
de cada parcela. O desempenho foi analisado pelo peso médio dos peixes ao longo

de 120 dias de periodo experimental.

2.5. Andlises estatisticas

Os dados de peso dos animais foram analisados em delineamento
inteiramente casualizado pela anélise Proc Mixed, com parcela subdividida no tempo
no programa SAS 9.1 (SAS Inst. Inc., Cary, North Carolina, USA). Considerando as
sete dietas experimentais como tratamentos principais e os periodos de avaliagéo
biométrica (0, 30, 60, 90 e 120 dias) como os secundarios. Os valores foram

avaliados quanto a normalidade (Cramer Von Mises) e homocedasticidades das
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variancias (teste de Brown e Forsythe). Quando detectadas diferencas significativas,
as comparacdes das médias foram estudadas pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade.

Os dados de enriguecimento isotépico do carbono e do nitrogénio, no tecido
muscular foram ajustados para o modelo exponencial, usando o programa Origin 6.0
Professional (Microcal Software Original 6.0 Professional, 1999) Ainda, para os
dados isotopicos aplicou-se a estatistica multivariada, por meio de analise de
agrupamento hierarquico, no software Statistica 7.0. Para a aplicacdo desta
estatistica, os dados isotdpicos foram padronizados de modo que os valores fossem
transformados em dados com média nula e varidncia unitaria. A analise de
agrupamento hierarquico foi processada utilizando-se a medida de dissimilaridade
eucladiana como o coeficiente de semelhanca. O método de agrupamento aplicado

para identificar a similaridade entre grupos foi o de Ward.

3. Resultados e Discusséao

3.1. Padronizacéo Isotépica

Apés 60 dias recebendo a dieta de padronizacdo isotépica (dieta C4) com
assinatura de -16,91%o para 5"C e 7,98%o para d'°N, os peixes, que inicialmente
apresentavam uma composicao isotépica de -18,55%o (5*3C), atingiram um valor de -
16,02%0, composicéo préxima a dieta C4 (Figura 1A). Para o 3'°N, o sinal isot6pico
alterou de 8,14%o para 9,91%o (Figura 1B), considerando que o tecido animal tende a
ser mais rico que a dieta, em relacdo ao is6topo mais pesado (Ducatti, 2007).

A incorporacdo dos atomos da dieta foi levemente mais acelerada para **C.
Pela estimativa dos indices de Participac&o da dieta no tecido os valores percentuais
gue representam as mudanc¢as em 60 dias de alimentagao foram de 95,28 e 88,12%
para o carbono-13 e nitrogénio-15, respectivamente. Os valores isotdpicos (aos 60
dias) ndo atingiram os valores finais estimados para o patamar de equilibrio
(assintota), que pela equacdo exponencial seriam valores de -15,81%. (5°C) e
10,06%0 para o (3*°N). Contudo, o tempo foi suficiente para garantir as mudancas

isotopicas necessarias, padronizando o tecido muscular (inicial) em uma composi¢édo
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isotopica distinta a das dietas experimentais (dieta C3), e a0 mesmo tempo manter o
peso médio dos animais numa faixa inferior de 8 g para iniciar a fase experimental,
gue era tamanho inicial desejado. Com juvenis de pacu Piaractus mesopotamicus,
Abimorad et al. (2014) constataram pela equacdo exponencial uma troca de 99%
dos &tomos apbés cerca de 86,3 e 88 dias, para carbono e nitrogénio,
respectivamente. Zuanon et al. (2006), em pesquisa com tilapia do Nilo Oreochromis
niloticus, realizaram um periodo experimental de 75 dias para testar as trocas
isotopicas entre duas dietas (uma Cj3 e outra C4), e observaram que cerca de 53 e 66
dias, respectivamente foram suficientes para preparar os peixes para a avaliacdo da
mudanca do 3"3C muscular. No presente estudo, um maior periodo pré-experimental

nao foi adotado para ndo comprometer a fase subsequente.
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Figura 1 - Troca isot6pica do carbono-13 (3*3C) (A) e do nitrogénio-15 (5*°N) (B) no
tecido muscular de juvenis de tambaqui durante o periodo pré-experimental para

padronizacao isotopica do tecido.
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3.2. Desempenho Produtivo

O crescimento dos animais ao longo do tempo foi diferente entre os
tratamentos, com perfis distintos durante os 120 dias de alimentacgéo (Figura 2). Pela
analise com parcela subdividia no tempo, o crescimento foi influenciado tanto pelos
niveis de proteina digestivel (PD) como pelo periodo experimental (PE), assim como
pela interacdo entre os fatores (P<0,01; Tabela 4). As médias de peso em cada
fator variaram de 28,71 a 82,94 g entre os niveis de PD e de 21 a 116 g entre 0os

periodos experimentais. Ndo houve mortalidade durante o periodo experimental.
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Figura 2 — Valores médios de peso (g) de juvenis de tambaquis submetidos a niveis

de proteina digestivel ao longo de 120 dias de alimentacao.
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Tabela 4. Resultados da andlise de variancia e médias de peso dos juvenis de
tambaquis durante o periodo experimental de 120 dias de alimentagéo

Parametro avaliado

Estatisticas

Peso Médio, g
Médias para nivel proteico (PD):
14% PD 28,71 +17,83
17% PD 36,67 + 25,92
20% PD 44,50 + 31,19
23% PD 54,54 + 40,56
26% PD 58,43 + 47,70
29% PD 84,03 + 65,82
32% PD 82,94 + 60,48
Médias para periodo experimental (PE):
Inicio 6,56 + 0,33
30 dias 21,55+5,75
60 dias 52,05+ 21,82
90 dias 83,60 + 34,94
120 dias 116,20 + 42,62
Valores de F para:
Efeito dos niveis de PD 267,23**
Efeito do PE 3749,93**
Efeito da interacdo PD x PE 95,28**

média £ desvio padrédo
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

As médias de peso foram inicialmente semelhantes (P>0,05) e, em todos 0s
tratamentos, os animais cresceram gradualmente ao longo do tempo (Tabela 5). De
acordo com o desempenho apresentado no Capitulo 3, as taxas de crescimento
especifico variaram de 1,76 a 2,74% entre as dietas de 14% a 32% de PD.

Entre os niveis proteicos, houve diferencas estatisticas a cada periodo
avaliado (Tabela 5). As dietas contendo 32 e 29% de PD proporcionaram um
crescimento semelhante (P>0,05), com médias superiores as dos demais
tratamentos (P<0,05). Os tratamentos com 20, 23 e 26% de PD néao diferiram entre
si, nos periodos experimentais de 30, 60 e 90 dias. Porém, os resultados obtidos
com 20% de PD também assemelharam-se aos obtidos a 17% de PD, e o
crescimento também ndo diferiu entre os niveis de 17% e 14% de PD, até 90 dias.

Ao final do periodo experimental (120 dias), apenas o0s peixes dos

tratamentos com 29 e 32% de PD continuaram néo diferindo entre si e apresentando
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as maiores médias de peso. Nos demais tratamentos, o peso foi gradualmente

menor, conforme diminuiu-se o nivel proteico (P<0,05).

Tabela 5. Médias de peso (g) de juvenis de tambaqui para o efeito da interacdo entre nivel de Proteina
Digestivel (PD) e Periodo Experimental (PE)

PD (%) B PE ( dias)
Inicio 30 60 90 120
14 6,61+ 0,38 Ea 14,97 + 1,66 Dd 27,16 £ 3,47 Cd 40,13 + 4,10 Bd 54,67 + 4,45 Af
17 6,56 £+ 0,43 Ea 1548+1,66 Dcd 32,82+3,04Ccd 51,78+ 2,37 Bcd 76,72 £ 2,85 Ae
20 6,57 £0,37 Ea 19,24 +1,02Dbc 40,70+ 1,37 Chc 65,35+ 2,55 Bbc 90,65 + 2,49 Ad
23 6,58 £ 0,34 Ea 21,33+ 1,68 Db 48,39 + 4,43 Ch 81,46 + 4,42 Bb 114,93 + 3,60 Ac
26 6,55+ 0,33 Ea 21,09 + 1,61 Db 48,39 + 3,75 Cb 78,44 + 5,86 Bb 137,70 £ 3,24 Ab
29 6,53+0,33Ea 28,29+1,85Da  82,68+5,64Ca 138,73+ 1542 Ba 174,59 £ 5,80 Aa
32 6,51+0,35Ea 30,46+149Da 84,24+7,71Ca 129,33 +8,25Ba 164,14 £ 11,87 Aa

média + desvio padrédo

Médias seguidas de mesma letra, maidsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

3.3. Turnover Isotépico entre as dietas experimentais

As composic¢des isotdpicas iniciais dos juvenis de tambaqui (antes de receber
as dietas experimentais) eram em média de -16,02%o (3"°C) e de 9,91%o (53™°N).
Esses valores se alteraram conforme o0s sinais isotopicos das dietas C3 e,
considerando que 0s juvenis estavam em uma fase de rapido crescimento, o periodo
experimental de 120 dias foi suficiente para que os peixes de cada tratamento
refletissem a composicéo isotopica da respectiva dieta (Figuras 3 e 4). O periodo no
gual a concentragao isotopica tecidual refletira a assinatura isotopica de uma dieta
dependera, em parte, da taxa de turnover no tecido, que depende das taxas de
aquisicao, sintese e catabolismo de cada componente tecidual (Ducatti, 2007).

O turnover isotdpico do **C e do **N no tecido muscular foi representado por
diferentes padrées exponenciais (Figuras 3 e 4). As taxas de turnover do *3C
(constante k) foram crescentes com o aumento do nivel proteico, variando nas faixas
de 0,0276 e 0,0282 para as dietas com 14 e 17% de PD; de 0,0342 a 0,0451 para as
dietas com teores intermediarios (20, 23 e 26% de PD); e de 0,0512 e 0,0568 para
as dietas com 29 e 32% de PD. Para o turnover do N, o padrdo foi similar,
indicando maior sintese proteica nos animais que receberam as dietas com 29 e

32% de PD, devido a maior incorporagdo dos &tomos de C e N no tecido muscular.
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Figura 3: Troca Isotépica de *C no tecido muscular de juvenis de tambaquis
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de proteina digestivel durante
120 dias.
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alimentados com dietas contendo diferentes niveis de proteina digestivel durante
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Assim, os juvenis de tambaquis alimentados com as dietas de menores teores
proteicos (de 14 e 17% de PD) alteraram a composi¢ao isotopica mais lentamente
gue os animais dos demais tratamentos, com valores de meia-vida (Tso) de
aproximadamente 25,11 e 24,60 dias para o **C e de 24,32 e 26,06 dias para o °N,
respectivamente. A meia-vida isotopica nos animais tratados com as dietas de 29 e
32% de PD foi alcancada em menor tempo, de aproximadamente 13,54 a 12,20 dias
para o *C e de 12,70 a 11,16 dias para o °N. De acordo com Ducatti et al. (2002),
um menor valor de meia-vida indica uma “alta velocidade” de metabolizagdo ou
incorporacao dos is6topos estaveis no tecido em questéo.

Os resultados isotépicos corresponderam as respostas de crescimento em
peso (Figura 2 e Tabela 5), em que as menores taxas de crescimento refletiram um
turnover isotépico mais lento, considerando que as mudancas isotépicas ocorreram
principalmente pelo acréscimo de massa tecidual. Além das trocas isotOpicas
oriundas do crescimento dos animais, a taxa do turnover isotépico (constante K)
gerada pela equacado exponencial integra também o turnover metabdlico (Zuanon et
al., 2006). O turnover metabdlico, como resultado do catabolismo proteico, foi
estudado por Abimorad et al. (2014) em juvenis de pacu alimentados com dietas
suplementadas (ou ndo) com lisina, metionina e lisina-metionina. O
desmembramento da constante K em duas taxas, de crescimento e de metabolismo,
mostrou que a taxa do ultimo foi menor nos peixes que receberam a lisina
suplementar, indicando uma maior contribuicdo da degradacao proteica no turnover
muscular na auséncia desta suplementacdo. No presente estudo, a particio em
degradacdo proteica e acréscimo de tecido muscular ndo foi estudada
separadamente devido as diferengcas significativas de peso obtidas entre os
tratamentos ao longo de todo periodo experimental. Isto caracterizou a importancia
do fator crescimento para comparar as trocas isotdpicas no tecido entre 0os grupos
experimentais. Mudancas isotépicas do **C e **N atribuidas principalmente a taxa de
crescimento dos peixes também foram verificadas por Maruyama et al. (2001), com
goby (Rhinogobius sp.); Tominaga et al. (2003), com Japanese flounder
(Paralichthys olivaceus); Zuanon et al. (2006) e Zuanon et al. (2007), em estudos

com tilapia do Nilo e Jomori et al. (2008), com larvas de pacu.
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Pelas taxas do turnover isotdpico, a estimativa do indice de Participacéo da
dieta no tecido muscular indicou que para os peixes alimentados com 29 e 32% de
PD, a participacdo da dieta pelo *3C foi de aproximadamente 96 a 97% apds 63 dias
de alimentac&o, ou seja, neste momento de 96 a 97% dos atomos de **C presente
no tecido muscular eram oriundos da dieta experimental (Figura 5A). Para o N,
estes mesmos valores percentuais foram alcangados em 59 dias (Figura 5B). Para
os mesmos periodos, a representatividade do *C das dietas com 14, 17 e 20% de
PD foi respectivamente de 82, 83 e 88% (em 63 dias) e pelo N, de 81, 82 e 89%
(em 59 dias). As dietas contendo 23 e 26% de PD participaram com
aproximadamente 92 a 94%, entre *C e »N.

A proximidade em relagéo & assintota da exponencial para 0 5°C e & **N
(formacao do platé ou patamar de equilibrio), que representa mais de 99% da troca
isotdpica, foi alcancada em tempos de 75 a 90 dias para as dietas com 29 e 32% de
PD e de 100 a 115 dias para as dietas contendo 23 e 26% de PD. Ja nos peixes que
receberam as dietas com 14 a 20% de PD, as trocas isotopicas ocorridas até o final
do periodo experimental (120 dias) ndo foram suficientes para estabelecer o platd
isotopico, indicando em média 96 a 98% de incorporacdo dos atomos de nitrogénio e
carbono no tecido muscular.

A partir do valor da composicéo isotopica final, estabelecido no patamar de
equilibrio isotépico, foi determinado o fracionamento isotépico (A613Ctecido_dieta e A
615Ntecido_dieta) pela diferenca entre os valores do tecido em relagdo a dieta. Este
processo, descrito como um enriquecimento do tecido animal (no is6topo mais
pesado), ocorre devido a discriminacao isotdpica existente durante processos como
0os da respiracdo e excrecao (De Niro e Epstein, 1978; Ducatti et al., 2002). Os
valores de enriquecimento isotépico em *°N foram préximos entre os tratamentos, e
da ordem de 2,11 a 2,54%. Para o 3'°C, o fracionamento aumentou com a
diminuigéo do teor proteico, em média da ordem de 3,14 a 2,53%. para as dietas de
14 a 20% de PD e de 2,41 a 2,23%0. para as demais. Em tilapia do Nilo, dietas
pobres em proteinas causaram maior fracionamento de nitrogénio (Gaye-Siessegger
et al., 2004).
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Figura 5: indice de Participacdo de 3C (A) e N (B) no tecido muscular de juvenis de
tambaquis alimentados com dietas contendo diferentes niveis de proteina digestivel
durante 120 dias.

De maneira geral, as equacdes isotdpicas mostraram a existéncia de um
padrédo de reposta similar entre as dietas contendo 29 e 32% de PD e entre as dietas
com 14 e 17% de PD. Com os teores intermediérios, de 23 e 26% de PD, formou-se
um outro grupo, e a dieta com 20% de proteina permaneceu entre os dois Ultimos.
Estes agrupamentos isotopicos ficam mais evidentes pela analise exploratoria de
dados, pelo método de agrupamento hierarquico (Figura 6). O método hierarquico
mostra, de maneira resumida, a similaridade dos resultados isotépicos separando 0s
tratamentos em trés grupos, tanto para **C como para o **N. Assim, os tratamentos
mantiveram-se nos respectivos grupos no decorrer de todo periodo experimental,
reforcando o resultado de que potencial de aproveitamento da dieta, neste estagio
do crescimento, foi melhor nos maiores teores proteicos, de 29 e 32% de PD, que
culminaram em maiores taxas de crescimento e em turnover isotdépico mais
acelerado. O teor de 29% de PD teve a importancia destacada logo aos 30 dias de
alimentacao, e esta importancia foi reforcada principalmente no ultimo periodo (de
90 a 120 dias), pois a média de peso dos animais neste tratamento continuou sendo

mais elevada. Ao contrario do peso final nos tratamentos com niveis inferiores de
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proteina digestivel, que foi menor quanto menos proteica a dieta. Nestes
tratamentos, também ocorreram alteragbes na celularidade muscular, com maior
frequéncia de fibras de diametros menores (<10 um) nas dietas de 14 e 17% de PD
e de fibras musculares de grandes diametros (D = 80um) nas de 29 e 32% de PD
(Buzollo, 2014 — Capitulo 3).
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Figura 6: Analise de agrupamento hierarquico. A — Grupos formados para sinais de
5C no tecido muscular de juvenis de tambaquis ao longo do periodo experimental.
B - Grupos formados para sinais de d°N no tecido muscular de juvenis de

tambaquis ao longo do periodo experimental.

Os resultados isotépicos do 33C e 8™N no tecido muscular complementaram
as informacdes de desempenho produtivo dos animais. Seguindo as premissas
metodolégicas necessarias, a técnica dos isOtopos estaveis permitiu estimar a
contribuicdo percentual das dietas na formagao do tecido muscular, ao longo do
tempo. Essa precisao foi primordial para assegurar que o nivel proteico de 29% de
proteina digestivel, entre os de 14 a 32%, garante os melhores resultados de
desempenho ao longo da fase avaliada. O nivel de 32% de PD mostrou-se também
importante para o crescimento do tambaqui, no entanto, levando em consideracéo o
custo da proteina, a dieta com 29% de PD torna-se mais atrativa. As informacoes
serdo Uteis para auxiliar na formulacado de dietas com niveis de proteina digestivel

ideais para os juvenis de tambaqui, visando um bom desempenho produtivo,
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melhorias nas condicdes ambientais de criacdo (devido a menor excre¢ao de
nutrientes) e consequentemente, menor custo de produgdo, uma vez que a proteina

€ a fracdo mais onerosa na dieta dos peixes.

4. Conclusao

Os niveis de proteina digestivel, de 14 a 32%, em dietas praticas para juvenis
de tambaqui, alteram o turnover isotopico do carbono-13 e nitrogénio-15 no tecido
muscular, acelerando a participacdo percentual da dieta na composicéo isotopica do
tecido com o aumento do teor proteico. As equacdes isotdpicas, juntamente com a
analise exploratoria de dados, permitiram a formacao de grupos com caracteristicas
homogéneas, manifestadas ao longo de todo o periodo, em resposta aos efeitos dos
niveis proteicos, com destaque para a dieta contendo 29% de PD, que foi a mais

adequada para desempenho produtivo dos animais.
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