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EXIGENCIA EM PROTEINA BRUTA PARA LARVAS E JUVENIS DE

TAMBAQUI (Colossoma macropomum) E O USO DE MISTURA DE

AMINOACIDOS CRISTALINOS COMO SUBSTITUTO PARCIAL DA
PROTEINA

RESUMO - Esta tese esta dividida em trés capitulos, sendo o primeiro uma
revisdo sobre os temas estudados e, 0s seguintes, os resultados da pesquisa,
descritos na forma de artigos para publicacdo. Foram realizados dois
experimentos para determinar a exigéncia proteica de larvas (ca. 70 mg de
peso inicial) e juvenis pés-metamorficos (ca. 250 mg de peso inicial) de
tambaqui Colossoma macropomum, € um experimento para determinar o nivel
méaximo de subsituicdo da fracdo proteica das dietas semi-purificadas por uma
mistura de aminoacidos cristalinos. Para o primeiro estudo de exigéncia
proteica de tambaquis na primeira fase de desenvolvimento, seis dietas semi-
purificadas com quantidades crescentes de proteina foram ofertadas (D36,4;
D42,1; D47,5; D53,2; D62,0; D68,5), e para a segunda fase de
desenvolvimento foram ofertadas sete dietas com quantidades crescentes de
proteina (D19,9; D26,2; D31,9; D36,4; D42,1; D47,5; D53,2). Os niveis de
49,46 % e 31,9 % de proteina foram suficientes para atender as exigéncias em
proteina bruta de larvas de tambaqui e juvenis pds-metamorfose,
respectivamente. Os niveis de proteina afetaram o desenvolvimento das fibras
musculares das larvas (P<0,05), enquanto os juvenis demonstraram diferencas
de crescimento muscular entre os tratamentos somente para uma classe de
diametro de fibra (P>0,05). No segundo estudo, foram utilizados juvenis de
tambaqui com peso médio inicial de 200 mg e testadas cinco dietas com niveis
crescentes de substituicdo do perfil de aminoacidos da fracdo proteica das
dietas (caseina e gelatina) por uma mistura de aminodacidos cristalinos nos
niveis de 0, 25, 50, 75 e 90 %. O desempenho e o perfil de amino&cidos livres
na musculatura esquelética dos juvenis foram afetados com o aumento dos
niveis de substituicdo. No entanto, o desenvolvimento das fibras musculares
dos juvenis que receberam dietas com substituicdo (0 a 90 %) foi semelhante
entre os tratamentos (P>0,05), diferindo somente para as fibras menores que
10 um (P<0,05). Os juvenis que receberam as dietas com 25 e 50 % de
substituicdo foram capazes de demonstrar crescimento semelhante aos juvenis
do tratamento sem substituicdo. Desta forma, os resultados encontrados neste
estudo poderdo contribuir com estudos futuros relacionados a exigéncia
nutricional especifica para a fase inicial de desenvolvimento do tambaqui.

Palavras-chave: aminoacidos indispensaveis, aminoacidos dispensaveis,
crescimento inicial, crescimento muscular, dieta semipurificada, niveis de
proteina bruta



PROTEIN REQUIREMENT OF TAMBAQUI (Colossoma macropomum)
LARVAE AND JUVENILE AND PARCIAL REPLACEMENT OF PROTEIN BY
CRYSTALLINE AMINO ACIDS MISTURE

ABSTRACT - This thesis is divided into three chapters, the first one presents
an overview of the state-of-art of the subject, and the others describe the
results, written as articles for publication. Two experiments were conducted to
determine the protein requirement of larvae (ca. 70 mg initial weight) and post-
metamorphosis juveniles (ca. 250 mg initial weight) of tambaqui Colossoma
macropomum, and another experiment was carried out to determine the
maximum level of the protein fraction that could be replaced by a mixture of
synthetic amino acids in semi purified diets. For the study of protein requirement
of tambaqui in first stage of development, six semi purified diets with increasing
levels of protein were offered (D36.4; D42.1; D47.5; D53.2; D62.0; D68.5). In
second stage of development, seven semi purified diets with increasing levels
of protein were offered to tambaqui juveniles (D19.9; D26.2; D31.9; D36.4;
D42.1; D47.5; D53.2). The levels of 46.89 % and 30.65 % of crude protein were
enough to meet the protein requirement of tambaqui larvae and post-
metamorphic juveniles, respectively. Protein levels affect the development of
muscle fibers in tambaqui larvae (P<0.05), and only one diameter muscle fiber
class in the juveniles (P>0.05). In the second study, tambaqui juveniles with
initial weight of 0.2 g were fed with five semi purified diets with increasing levels
of protein (casein and gelatin) replacement by crystalline amino acids mixture at
levels of 0, 25, 50, 75 and 90 %. The performance of juveniles and free amino
acids profile in muscle were affected with increasing replacement levels
(P<0.05). However, muscle fibers development of juveniles fed diets with
protein replacement (0 to 90 %) was similar among treatments (P>0.05),
differing only for smaller fibers than 10 um (P<0.05). The juveniles fed diets with
25 and 50 % of replacement showed similar results than the juveniles of
treatment without replacement. Thus, the findings of this study can contribute to
future research of specific nutritional requirement for the initial development of
tambaqui.

Key-worlds: indispensable amino acids, dispensable amino acids, initial
growth, muscle growth, semi-purified diets, crude protein levels



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

O tambaqui (Colossoma macropomum) € apontado como uma espécie
importante para a piscicultura nacional por apresentar caracteristicas
zootécnicas favoraveis a criagdo e comercializagdo. Os dados mais recentes
indicam que o tambaqui € a espécie nativa mais produzida no pais, alcancando
88,718 mil toneladas em 2013 (IBGE, 2013), sendo responsavel por 22,6% de
toda a producdo nacional de peixes. Por esses motivos, muitos estudos ja
foram realizados com a espécie com relagéo a sua fisiologia (VAN DER MEER,
1995; VIEIRA et al., 1999; FRACALOSSI et al., 2001; ALMEIDA et al., 2006a;
CHAGAS et al., 2006; ARIDE et al., 2007; CORREA et al., 2007; ARIDE et al.,
2010) e ao manejo de criacdo e producdo (HANCZ, 1993; GOMES et al., 2001,
2003; BRANDAO et al., 2004; ALMEIDA et al., 2006b; ARIDE et al., 2006; ,
GOMES et al., 2006; SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2007 GOMES; SILVA,
2009). Ainda, vérios outros estudos foram realizados relacionados a
alimentacdo (MEROLA e CANTELMO, 1987; SEVILLA; GUNTHER, 2000;
VIDAL JUNIOR et al.,, 2004; NWANNA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008;
BRANDAO et al., 2009; LOCHMANN et al., 2009) e exigéncias em proteina e
energia (HERNANDEZ et al., 1995; VAN DER MEER et al., 1997; CAMARGO
et al., 1998; VIDAL JUNIOR et al., 1998; OISHI et al., 2010; SANTOS et al.,
2010; ALMEIDA et al., 2011). Porém, informacdes sobre as exigéncias
qualitativas e quantitativas de nutrientes para as formas jovens de tambaqui
ainda ndo sao definidas devido as divergéncias observadas entre os resultados
obtidos (RODRIGUES, 2014). Uma possivel razdo esta no fato que alguns
autores desconsideram as interacbfes entre 0S nutrientes presentes nos
ingredientes que compdem as dietas praticas utilizadas na maioria dos estudos
(FRACALOSSI et al., 2013).

A nutricdo € um dos pontos criticos da fase de desenvolvimento inicial
dos peixes (VALENTE et al., 2013), devido ao crescimento elevado que os

animais apresentam nesta fase. Embora sejam necessarias altos niveis de



proteina nas dietas para larvas e juvenis, o excesso de proteina ndo garante
crescimento adequado dos animais (ARARIPE et al.,, 2011), pois parte da
proteina ingerida é direcionada para sintese de novas proteinas, enquanto que
0 excesso podera ser convertido em energia (WILSON, 2002). Além disso, o
excesso de proteina dietética aumenta a excrecdo de compostos nitrogenados
(YANG et al.,, 2002) no ambiente de criacdo, o que prejudica a ingestao de
alimento, a saude e o crescimento dos peixes (McGOOGAN; GATLIN I, 1999;
TIBBETTS et al., 2000; ZHANG et al., 2010).

A farinha de peixe € a fonte proteica mais utilizada no preparo de dietas
para organismos aquaticos, devido a sua alta palatabilidade e ao balanco de
aminoacidos essenciais que se aproxima das exigéncias dos peixes (NUNES et
al.,, 2014; KHAOIAN et al., 2014). Porém, esse ingrediente possui custo
elevado, tornando a busca por fontes alternativas o objetivo perseguido por
muitos autores (GATLIN et al., 2007; KAUSHIK; HEMRE, 2008; TACON;
METIAN, 2009a,b; 2010). Porém, as fontes alternativas de proteina geralmente
sdo deficientes em alguns aminodacidos indispensaveis (PERES; OLIVA-
TELES, 2005; JOBLING, 2015).

A suplementacdo com aminoécidos cristalinos € uma das medidas para
a reducdo de custos da formulacdo de dietas sem prejudicar o balanco de
aminodcidos cristalinos. Estudos com larvas e juvenis de peixes demonstraram
que a substituicdo parcial ou total da proteina dietética por aminoacidos
cristalinos (MARCOULI et al.,, 2004; PERES; OLIVA-TELES, 2005; LI et al.,
2013) ou peptideos (ZAMBONINO INFANTE et al., 1997; DABROWSKI et al.,
2003; TERJESEN et al., 2006), aléem da suplementacdo de dietas com estes
nutrientes (ARAGAO, et al., 2004; PINTO et al., 2010) podem ser utilizadas
adicionalmente ao uso de ingredientes alternativos a farinha de peixe.

Apesar da existéncia de estudos sobre alimentacdo e nutricdo do
tambaqui (HERNANDEZ et al., 1995; VAN DER MEER et al., 1997; VIDAL
JUNIOR et al., 1998; OISHI et al., 2010; SANTOS et al., 2010; ALMEIDA et al.,
2011), praticamente ndo ha informacdes sobre as exigéncias em proteina e
possibilidade de substituicdo da proteina por mistura de aminoacidos cristalinos

nas fases iniciais de desenvolvimento da espécie. Assim, 0 presente estudo



visa suprir essa lacuna por meio da avaliacdo do desempenho produtivo,
composicdo corporal e crescimento da musculatura esquelética de juvenis de
tambaqui alimentados com dietas com quantidades crescentes de proteina e
dietas com niveis crescentes de substituicdo da proteina por mistura de
aminoécidos cristalinos.

Os resultados obtidos neste estudo ndo apenas poderdo ser Uteis para
futuros experimentos para determinacdo do perfil de aminoacidos adequados
nas fases iniciais de peixes nativos, como também beneficiardo diretamente o
setor produtivo, pela possibilidade de proporcionar o aumento da produtividade
por meio do uso de dietas ideais para esta espécie.

REVISAO DE LITERATURA
Fontes proteicas

O principal ingrediente proteico das formula¢cdes de dietas utilizadas na
aquicultura é a farinha de peixe, devido ao alto valor biolégico e balanco de
aminoécidos indispenséaveis (NRC, 2011). Porém, o uso de produtos derivados
de peixe, como a farinha e 6leo de peixe, nas formulacbes de dietas para
animais representa um dilema, uma vez que 0s peixes poderiam ser utilizados
diretamente para alimentacdo humana (FAO, 2015). Desta forma, além da
reducdo de custos, hd necessidade da industria aquicola em diminuir a
inclusdo de farinha de peixe por meio da utilizacdo de fontes alternativas de
proteina para o desenvolvimento de uma aquicultura sustentavel (KHAOIAN et
al., 2014).

Ingredientes como farelo de soja, gluten de milho, farinha de carne e
0sso0s, concentrado proteico de soja, farinha de penas, farinha de sangue,
subprodutos da pesca, residuos de processamento de farinha (NUNES et al.,
2014) ou mistura de farinhas de origem animal (FREITAS, 2015) sdo algumas
opc¢Oes de substitutos a farinha de peixe. Alguns fatores devem ser levados em
consideracdo quanto ao uso de proteinas de origem vegetal em substituicdo a

farinha de peixe além do custo, como limitagées nutricionais relacionadas ao



perfil de amino&cidos dispenséaveis e indispensaveis como a lisina e metionina,
niveis de célcio e fésforo, vitaminas hidro e lipossoliveis (CONTRERAS, 1999)
digestibilidade destes ingredientes, fatores anti nutricionais, impactos
ambientais (HARDY, 2010) e aceitabilidade das dietas (BRINKER; REITER,
2011).

Proteina e aminoéacidos

Um dos principais nutrientes das formulacdes de dietas é a proteina,
pois interfere diretamente no ganho em peso, na conversdo alimentar e na
composicao corporal (NRC, 2011), pois a proteina corporal esta em continuo
processo de sintese e degradacdo (DABROWSKI; GUDERLEY, 2002). Apos a
ingestdo da proteina, os processos de digestdo ou hidrolise liberam os
aminoacidos livres que sdo absorvidos pelo trato gastrointestinal e distribuidos
pelo sangue para todos os 6rgaos e tecidos para sintese proteica e reposicao
de proteinas degradadas dos tecidos e orgaos (PORTZ; FURUYA, 2013). As
proteinas sdo o0s principais constituintes dos tecidos estruturais e de protecéo
como 0ssos, ligamentos, escamas e pele; dos tecidos moles como érgaos e
musculos, além dos fluidos corporais (LALL; ANDERSON, 2005). As funcdes
das proteinas podem ser classificadas em metabdlicas e estruturais. As
funcdes metabdlicas incluem transporte (hemoglobina, albumina e transferrina),
controle metabodlico (horménios), contragdo muscular (miosina e actina),
catélise de transformacdes quimicas (enzimas) e de protecdo contra infeccbes
(imunoglobulinas e interferon). Enquanto as fun¢des estruturais incluem
sustentacdo estrutural das células e tecidos como o colageno e queratina
(BUXBAUM, 2007).

Diversas dietas para peixes sao formuladas com altos teores proteicos,
porém a utilizacéo de altos niveis ndo garante melhor desempenho dos animais
(ARARIPE et al.,, 2011). Em estudo com juvenis de Labeo fimbriatus
alimentados com niveis crescentes de proteina (200, 250, 300, 350 e 400 g.kg’
1, o desempenho em crescimento foi superior e a conversdo alimentar foi
melhor nos juvenis que receberam as dietas com a quantidade de proteina de
250 a 350 g.kg” (JENA et al., 2012). Mesma tendéncia foi observada em



juvenis de pacu Piaractus mesopotamicus alimentados com niveis crescentes
de protefna (220, 260, 300, 340 or 380 g.kg™), em que a quantidade minima de
proteina para atender a exigéncia foi de 270 g.kg™® (BICUDO et al., 2010).
Enquanto que para juvenis de tambaqui na faixa de peso de 6,5 a 175 ¢
alimentados com niveis crescentes de proteina digestivel (14, 17, 20, 23, 26,
29 e 32 %), a exigéncia em proteina foi atendida pela dieta contendo 29 % de
proteina digestivel (32,6 % de proteina bruta) (BUZOLLO, 2014). Quando em
excesso, parte da proteina ingerida € utilizada para sintese de outras proteinas
e a restante é convertida em energia (WILSON, 2002), aumentando o teor de
lipidios na carcaga (ABIMORAD; CARNEIRO, 2007) e a excre¢cdo de
compostos nitrogenados como a amdnia (KIM et al., 2004), que diminuem a
ingestao alimentar e afetam o crescimento (SCHRAM et al., 2014). Por outro
lado, a deficiéncia proteica também causa reducdo no crescimento mobilizando
a proteina de alguns tecidos para a manutencdo de funcdes vitais (WILSON,
2002; KIM et al., 2004).

A exigéncia em proteina, e consequentemente de aminoacidos, varia de
acordo com a espécie, estagio de desenvolvimento, temperatura, salinidade e
fatores de estresse associados a criacdo dos peixes (ABDEL-TAWAB et al.,
2010; PIROZZI et al., 2010). Nos peixes, a exigéncia em proteina diminui com
o0 aumento do tamanho e idade (WILSON, 2002). Na fase de crescimento
inicial, a sintese de proteinas excede a degradacédo, e o balanco entre estes
dois processos resulta na deposi¢cado ou acréscimo de proteina (MILLWARD,
1989).

A necessidade dos peixes, como a de outros animais, ndo esta apenas
na quantidade de proteina, mas, principalmente, no balanco adequado em
aminoacidos (WILSON, 2002; PEZZATO et al., 2004; ZHOU et al., 2010). A
maioria dos microorganismos e das plantas é capaz de sintetizar os 20
aminoacidos, enquanto os animais obtém alguns aminoacidos somente por
meio da alimentacdo. Os amino&cidos séo classificados tradicionalmente em
dispensaveis e indispensaveis (WU, 2009). Os aminoéacidos arginina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina

ndo sao sintetizados pelo organismo animal, ou sao sintetizados em



quantidades insuficientes e, por isso, sdo denominados aminoacidos
indispensaveis. Os aminoacidos condicionalmente indispensaveis, como
cisteina, glutamina, prolina e taurina normalmente s&o sintetizados em
quantidades suficientes pelo organismo, porém devem ser fornecidos nas
dietas em condicdes em que as taxas de de utilizacdo sdo maiores que as
taxas de sintese (LI et al., 2009). Enquanto os aminoacidos dispensaveis
podem ser sintetizados pelo organismo por meio de precursores (ZUBAY,
1993; LI et al., 2009), como alanina, asparagina, aspartato, glicina, glutamato,
serina e tirosina (WU, 2013).

Os aminoécidos presentes nas dietas podem ter origem em diferentes
fontes, como proteinas, peptideos ou aminoacidos cristalinos (ZHANG et al.,
2006). Apds a digestdo destas fontes, os aminoacidos livres sdo utilizados para
sintese proteica e energia para o catabolismo aerébico (PORTELLA et al.,
2013). Além das fontes exdgenas, os aminodacidos livres nos tecidos podem ter
origem em fontes enddgenas, pela quebra de proteina dos tecidos (KAUSHIK;
SEILIEZ, 2010). Os aminoacidos do “pool” corporal sao utilizados para a
sintese de proteinas, acidos nucleicos e outros componentes celulares e séao
removidos por processos oxidativos (WILSON, 2002). Assim, o balanco dos
nutrientes (YAMAMOTO et al.,, 2000), o nivel e a forma de inclusdo de
aminoécidos na dieta (ROJAS-GARCIA; RGNNESTAD, 2003; DABROWSKI et
al., 2005, 2010) podem afetar o perfil de aminoéacidos livres corporal (KWASEK
et al.,, 2009) e o perfil de aminoéacidos livres da musculatura dos peixes
(DABROWSKI et al., 2010).

A utilizacdo de aminoacidos cristalinos e peptideos em substitui¢cdo total
a proteina intacta em dietas para peixes pode fornecer uma quantidade
excessiva de aminoacidos livres que sdo excretados diretamente pelas
branquias e/ou urina, diminuindo o potencial de crescimento dos animais
(DABROWSKI et al., 2010). Larvas de Vimba vimba (KWASEK et al., 2009) e
juvenis de Cyprinus carpio (KWASEK et al.,, 2010) alimentados com dietas
contendo aminoacidos na forma cristalina ou peptideo apresentaram

desempenho de crescimento superior quando receberam dieta com caseina e



gelatina do que os peixes alimentados com as dietas baseadas em peptideos e
aminoécidos.

Entretanto, a substituicdo parcial da farinha de peixe por aminoacidos
cristalinos e peptideos ndo afeta o desempenho em crescimento de larvas e
juvenis de peixes. A substituicdo de até 20% da proteina por aminoacidos na
forma de di- e tripeptideos proporcionou efeito positivo no crescimento e
sobrevivéncia de larvas de Dicentrarchus labrax, enquanto as substituicdes
acima de 40% resultaram na reducdo do desempenho (ZAMBONINO INFANTE
et al., 1997).

O uso de mistura de aminodcidos cristalinos na substituicdo de 45% da
proteina da farinha de peixe em dietas para juvenis de Sparus aurata L.
(MARCOULI et al., 2004) e 50% em dietas para juvenis de Solea senegalensis
(PEREZ-JIMENEZ et al.,, 2014) proporcionou crescimento semelhante ao
observado com o uso exclusivo da proteina da farinha de peixe. Crescimento
semelhante também foi observado entre juvenis de Scophthalmus maximus
gue receberam dieta controle com farinha de peixe e dieta com substituicdo de
25 % da farinha de peixe por aminoacidos livres (PERES; OLIVA-TELES,
2005). Em uma espécie filogeneticamente proxima e da mesma familia que o
tambaqui, Tesser et al. (2005) demonstraram que a suplementacéo de arginina
em 5,0 e 10,0 g.kg™ na forma de dipeptideos ou aminoacido livre em dietas
para juvenis de pacu Piaractus mesopotamicus proporcionou crescimento
semelhante aos juvenis que receberam dieta com arginina na base de proteina

integra como caseina-gluten de trigo e caseina-gelatina.

Musculatura esquelética

O produto de maior valor comercial nos peixes € a musculatura
esquelética que pode variar de 60 a 70% do peso corporal total (AYALA et al.,
2010). A proteina é o principal constituinte do tecido muscular com
porcentagens de 60 a 75% da composi¢do centesimal da matéria seca em
peixes juvenis e adultos (WILSON, 2002), e acima de 50% em larvas
(CONCEICAO et al., 2003).
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Diferentes tipos de fibras formam a musculatura esquelética nos peixes,
e esta é dividida em trés compartimentos: superficial, intermediario e profundo
(LOVE, 1970). No compartimento superficial ou vermelho estdo presentes
fibras com didametro de 25 a 45 um (JOHNSTON, 1999), de contracao lenta,
metabolismo oxidativo, com muitas mitocondrias, mioglobinas e lipidios
(BANKS, 1992; DAL PAI-SILVA et al., 1995; BOSCO et al., 2000, CARVALHO
et al.,, 2000). Estas fibras realizam movimentos lentos necessarios para a
sustentacdo e migracao a longas distancias (JOHNSTON, 1980), e encontram-
se distribuidas em uma fina camada na regido subdermal ao longo do corpo do
animal e também mais concentradas na regidao do nervo da linha lateral
(JOHNSTON, 1999; AGUIAR et al., 2005). Enquanto o compartimento profundo
ou branco é formado por um mosaico de fibras de menor diametro entre fibras
maiores (acima de 50 ym), apresenta contracdo rapida, metabolismo glicolitico
(JOHNSTON; HORNE, 1994; ROWLERSON; VEGGETTI, 2001), e baixa
concentracdo de mioglobina (BOSCO et al., 2000; NEVES et al., 2000). Essas
fibras realizam movimentos bruscos de natacdo para a captura de alimento e
fuga de predadores (JOHNSTON, 1980). O compartimento intermediario
apresenta fibras de contracédo rapida e metabolismo oxidativo/glicolitico e se
localiza entre os compartimentos vermelho e branco (WEATHERLEY; GILL,
1987).

O inicio da formacao do tecido muscular em peixes ocorre durante a
fase de embriogénese, pela migracdo e alongamento de células adaxiais que
formardo as fibras vermelhas e o septo transverso (JOHNSTON, 1980;
CURRIE; INGHAM, 2001; JOHNSTON; HALL, 2004). Logo apés a eclosao, os
mioblastos se proliferam e se diferenciam para dar origem a novas fibras ou se
incorporam em fibras ja formadas durante a embriogénese (JOHNSTON et al.,
2011). O crescimento muscular da maioria dos vertebrados ocorre
principalmente por hipertrofia de fibras formadas durante a embriogénese,
porém, em peixes, 0 crescimento muscular pés larval ocorre por meio da
hiperplasia e hipertrofia (CARPENE; VEGGETTI, 1981; EGGINTON;
JOHNSTON, 1982). A hipertrofia € o aumento do volume das fibras ja

existentes, enquanto a hiperplasia € o aumento no numero de fibras de forma
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estratificada e em mosaico (ROWLERSON; VEGGETTI, 2001; DALPAI-SILVA
et al., 2007).

A proliferacéo celular nas zonas germinais das regides dorsal e ventral
dos mibmeros aumentam a espessura das camadas musculares,
caracteristicas de hiperplasia estratificada que ocorre na fase larval dos peixes
(ROWLERSON; VEGGETTI, 2001; JOHNSTON, 2006). Durante a fase juvenil
dos peixes, a aparéncia de mosaico formada por fibras de diferentes tamanhos
e estagios de diferenciacdo caracterizam a hiperplasia em mosaico
(JOHNSTON, 1999). Na hipertrofia, mioblastos indiferenciados do tecido
muscular adulto (células satélites) aumentam o didmetro das fibras por meio da
fusdo com fibras existentes contribuindo com o acréscimo de nucleos para a
sintese de miofibrilas (ROWLERSON; VEGGETTI, 2001).

A taxa de crescimento dos peixes depende do balanco entre os
mecanismos hipertréfico e hiperplasico que sao influenciados por vérios fatores
bidticos e abidticos, como temperatura (ASSIS et al., 2004), fotoperiodo,
alimentacdo (FAUCONNEAU; PABOEUF, 2001) e composicdo da dieta
(JOHNSTON, 2006) que podem interferir no nimero, tamanho e proliferacédo
das fibras musculares nas fases larval e juvenil. Em peixes que atingem grande
porte na fase adulta, o crescimento muscular ocorre pela hiperplasia em
mosaico e hipertrofia durante todas as fases de desenvolvimento. Nos peixes
de menor tamanho, o crescimento muscular ocorre principalmente por
hipertrofia das fibras musculares formadas durante a embriogénese
(ROWLERSON; VEGGETTI, 2001).

Na fase inicial de desenvolvimento, os peixes necessitam de nutrientes
em quantidade e qualidade para proporcionar o crescimento adequado (DOU et
al., 2005; PORTELLA; DABROWSKI, 2008; SHAN et al., 2009). A nutricdo
deficiente durante a fase inicial de desenvolvimento pode ocasionar mudancas
no desenvolvimento e celularidade da musculatura dos peixes (LEITAO et al.,
2011) e prejuizo no desempenho em fases posteriores (KOJIMA et al., 2015).
Em juvenis de tambaqui na faixa de peso de 6,5 a 174,6 g alimentados com
niveis proteicos de 14 a 32 % de proteina digestivel (PD) foi observado

aumento na frequéncia de fibras de maior diametro (50 pum) nos juvenis que
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receberam as dietas de 29 e 32 % de PD (BUZZOLO, 2014), enquanto larvas
de Argyrosomus regius apresentaram menor diametro meédio de fibras
musculares quando alimentados com a dieta com maior teor proteico
(SAAVEDRA et al., 2016).

A Espécie: Tambaqui (Colossoma macropomum)

Os produtos do setor de pesca e aquicultura sdo fontes importantes de
proteinas e subsisténcia para muitas familias (OECD-FAO, 2015). O tambaqui
€ uma das principais espécies nativas criadas no Brasil; no ano de 2013 a
producdo de tambaqui foi responsavel por mais de 20% da producédo total de
peixes (IBGE, 2013). Fatores como facilidade para obtencdo de juvenis,
elevado valor comercial e potencial produtivo do tambaqui possibilitaram esta
expansdo (GOMES et al., 2010). A criacdo desta espécie ocorre principalmente
em trés fases: a larvicultura, em que os peixes sao criados desde a ecloséo até
o peso médio de 0,5 a 1g, em 30 a 45 dias; producéo de juvenis em que 0 peso
médio individual dos peixes atinge de 40 a 50 g, em aproximadamente 60 dias;
e engorda em que o peso de abate desejado influencia o tempo de criagcéo
(DAIRIKI; SILVA, 2011), sendo geralmente o peso comercial de abate acima de
1,0 kg (OLIVEIRA et al., 2013).

Muitas pesquisas relacionadas a nutricdo da espécie ja foram realizadas
sobre o habito alimentar (SILVA et al., 2000; 2003 a,b); vitaminas e minerais
(CHAGAS; VAL, 2003; ARIDE et al., 2010); enzimas do trato gastrointestinal e
adicdo de enzimas exdgenas nas dietas (NUNES et al., 2006; SILVA et al.,
2007; MENDONCA et al., 2012); alimentos alternativos (TERAZAS et al., 2002;
SILVA et al., 2003b; GUIMARAES; STORTI FILHO, 2004; CORREA et al.,
2007; OISHI, 2007; PEREIRA JUNIOR et al 2013); digestibilidade de
ingredientes (VIDAL JUNIOR et al., 2004; SILVA et al., 2003a; 2007); exigéncia
proteica (VAN DER MEER et al., 1997; VIDAL JUNIOR et al., 1998; OISHI et
al., 2010; SANTOS et al., 2010; ALMEIDA et al., 2011; BUZOLLO, 2014), além
da suplementacdo e exigéncia em aminoacidos (BRANDAO et al., 2009;
COSTA, 2014; NASCIMENTO, 2015). Porém, estudos relacionados a exigéncia
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em proteina e aminoacidos especificos para o tambaqui na fase inicial de
crescimento ainda sdo escassos e controversos (OLIVEIRA et al.,, 2013;
RODRIGUES, 2014). Desta forma, pesquisas direcionadas a exigéncia em
proteina e efeitos da substituicdo da proteina por mistura de aminoacidos
cristalinos sdo necessarias para futuros experimentos que determinardo o perfil
de aminoé&cidos adequados, além de proporcionar o aumento da produtividade
por meio do uso de dietas ideais para esta espécie em fase inicial do

crescimento.

OBJETIVOS GERAIS

Determinar a exigéncia em proteina para juvenis de tambaqui e obter
informacBes sobre a substituicdo da proteina por mistura de aminoacidos

cristalinos nas fases iniciais de desenvolvimento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a exigéncia em proteina bruta em larvas e juvenis de tambaqui;

- Determinar a propor¢do maxima de substituicdo da proteina por mistura de
aminoécidos cristalinos em dietas semi-purificadas para juvenis de tambaqui;

- Verificar as alteracées no crescimento, taxas de sobrevivéncia e composicéo
corporal de juvenis de tambaqui alimentados com dietas semi-purificadas com
guantidades crescentes de proteina e dietas com niveis crescentes de
substituicdo da proteina por mistura de aminoacidos cristalinos;

- Verificar o desenvolvimento da musculatura esquelética de juvenis de
tambaqui alimentados com dietas com quantidades crescentes de proteina e
dietas com niveis crescentes de substituicdo da proteina por mistura de

aminoacidos cristalinos.
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CAPITULO 2 — EXIGENCIA PROTEICA DE LARVAS E JUVENIS DE
TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

RESUMO - Na fase inicial de vida os peixes necessitam de nutrientes em
quantidade e qualidade para o crescimento adequado e desenvolvimento de
novas estruturas. O objetivo deste estudo foi determinar a exigéncia proteica de
juvenis de tambaqui nas fases iniciais de crescimento (fase larval, peso médio
ca. 70 mg, e fase juvenil pds-metamorfose, peso médio ca. 250 mg), e verificar
os efeitos no desempenho em crescimento, desenvolvimento da musculatura
esquelética e retencdo de nutrientes. Foram conduzidos dois experimentos
com peixes em diferentes estagios de desenvolvimento: larvas (17,2 + 2,8 mm
e 68,2 + 31,4 mg) e juvenis pos-metamorficos (24,0 £ 1,4 mm e 245,4 £+ 45,1
mg) de tambaqui, em delineamento inteiramente casualizado com seis e sete
tratamentos, respectivamente, e quatro réplicas. Os tratamentos foram
nomeados de acordo com os niveis de proteina bruta analisados das dietas
semipurificadas compostas por caseina e gelatina (4:1): D36,4; D42,1; D47,5;
D53,2; D62,0 e D68,5 para a fase larval; e D19,9; D26,2; D31,9; D36,4; D42,1,
D47,5 e D53,2 para a fase juvenil. As variaveis de desempenho zootécnico e a
morfometria das fibras musculares foram analisadas ao inicio e ao final dos
periodos experimentais. As larvas dos tratamentos que receberam niveis
proteicos acima de 42,1 % (relagdo energia:proteina de 10,96 kcal.kg™)
apresentaram resultados estatisticamente superiores para taxa de crescimento
especifico (TCE), enquanto os juvenis demonstraram valores superiores da
mesma variavel com nivel de 31,9 % (relacdo energia:proteina de 14,31
kcal.kg™?). As analises morfométricas das fibras musculares demonstraram que
0S niveis proteicos alteram o desenvolvimento muscular em peixes na fase
larval (ca. 70 mg) devido a diminuicdo da frequéncia de fibras das menores
classes de diametro com o aumento do nivel proteico das dietas, enquanto 0s
juvenis (ca. 250 mg) n&o demonstraram diferencas estatisticas para
frequéncias de fibras de diferentes classes de diametro. Os resultados da
analise de regressdo do ganho em peso (GP) indicaram que os niveis de
49,46 % de proteina bruta para larvas de tambaqui na faixa de peso de 70 a
430 mg e 31,90 % de proteina bruta para juvenis pos-metamorfose na faixa de
peso médio de 250 a 5500 mg, foram suficientes para atender as exigéncias
em proteina bruta para o0 maximo desempenho de tambaqui nas fases iniciais
de desenvolvimento.

Palavras-chave: crescimento inicial, dieta semipurificada, niveis de proteina

bruta, nutricdo, crescimento muscular.
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CHAPTER 2 - PROTEIN REQUIREMENT OF TAMBAQUI (Colossoma
macropomum) LARVAE AND JUVENILES

ABSTRACT - At the early stages of development, fish need nutrients in quality
and quantity for appropriate growth and development of new structures. The
aim of this study was to determine the protein requirement and to investigate its
effect on the development of skeletal muscle in tambaqui juveniles fed with
semi-purified diets with increased protein levels. This study was conducted with
tambaqui juveniles in two stages of development (larval phase, ca. 70 mg and
post-metamorphosis juvenile, ca. 250 mg). Two experiments were carried in
completely randomized design with six and seven treatments, respectively, and
four replicates. The treatments were named according to the inclusion of protein
levels composed by mixture of casein and gelatin (4:1): D36.4; D42.1; D47.5;
D53.2; D62.0 and D68.5 to the larvae; and D19.9; D26.2; D31.9; D36.4; D42.1;
D47.5; D53.2 to the juveniles. Growth performance and skeletal muscle
morphometry were analyzed at the beginning and at the end of the
experimental periods. The performance parameters were submitted to one-way
ANOVA, and differences between means were compared by Tukey test (P <
0.05). The second-degree polynomial regression (phase 1, larval) and broken-
line model (phase 2, post-metarmophosis juvenile) were applied for weight gain
(GP) to estimate the required levels of protein. Fish performance increased
according to the increasing of protein levels until a certain point and then
decreased. Larvae fed protein level above 42.1 % (relation energy:protein of
10.96 kcal.kg™) showed higher specific growth rate (SGR), while in juveniles the
higher results were from 31.9% (14.31 kcal.kg™). The morphometric analysis of
muscle fibers indicated that the different levels of crude protein affected muscle
development of larvae (70 to 430 mg) decreasing frequency of smaller diameter
fibers with increase protein levels, while protein levels do not affect muscle
growyh in juveniles (250 to 5500 mg). The regression analysis of GP indicated
that the crude protein requirement of tambaqui larvae with ca. 70 mg level is
49.46 % and for post-metamorphosis juveniles with ca. 250 mg level is 31.90 %
of protein.

Keywords: initial growth, nutrition, protein levels, semi purified diet, muscle
growth,
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INTRODUCAO

Os peixes exigem de duas a quatro vezes mais proteina que outros
vertebrados e geralmente a exigéncia diminui com o aumento do tamanho e
idade (WILSON, 2002; PORTZ; FURUYA, 2013). Muitas formulacfes de dietas
para peixes possuem altos teores de proteina, no entanto, estes niveis ndo
garantem melhor desempenho dos animais (ARARIPE et al., 2011). Parte do
excesso de proteina ingerida € utilizada para sintese de outras proteinas,
favorecendo o desempenho, mas outra parte € catabolizada e utilizada como
fonte de energia, podendo aumentar a deposi¢cdo de lipidios na carcaca
(ABIMORAD; CARNEIRO 2007) e a excrecao de compostos nitrogenados,
como a amoénia (KIM et al., 2004). Porém, a deficiéncia deste nutriente também
pode causar prejuizo para o crescimento (KIM et al., 2004).

A porcdo de maior valor comercial dos peixes € sua musculatura
esquelética, que pode variar de 60 a 70% de seu peso corporal total (AYALA et
al., 2010). A proteina € o principal constituinte da composicdo centesimal da
matéria seca em peixes, chegando a 60-75% em juvenis e adultos (WILSON,
2002), e acima de 50% em larvas (CONCEICAO et al., 2003). Na fase inicial de
crescimento, a sintese de proteinas excede a degradacédo, e o balanco entre
estes dois processos resulta na deposicdo ou acréscimo de proteina
(MILLWARD, 1989). As quantidades de proteina dietética podem alterar a
celularidade muscular em peixes, favorecendo o crescimento por meio da
formacao de novas fibras musculares (SILVA et al., 2009; SAAVEDRA et al.,
2016). Por outor lado, a ma nutricdo durante a fase inicial de crescimento dos
peixes causa atraso no desenvolvimento muscular (LEITAO et al., 2011) e
afeta o desempenho durante as fases posteriores de crescimento (KOJIMA et
al., 2015).

Devido as caracteristicas favoraveis do tambaqui (Colossoma
macropomum) para a criagdo intensiva e comercializagdo, a espécie é
considerada estratégica para o fortalecimento da piscicultura brasileira de
espécies nativas. No ano de 2013 foi responsavel por mais de 22 % da
producdo de peixes da aquicultura nacional e ha anos é a espécie nativa mais

produzida no pais, alcangando mais de 88 mil toneladas em 2013 (IBGE,
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2013). Estudos relacionados a exigéncia em proteina e energia do tambaqui ja
foram realizados em diferentes fases de desenvolvimento (HERNANDEZ et al.,
1995; VAN DER MEER et al., 1997; VIDAL JUNIOR et al., 1998; GUTIERREZ
et al., 2009, 2010; OISHI et al., 2010; SANTOS et al., 2010; ALMEIDA et al.,
2011; BUZZOLO, 2014). As informag8es sobre as exigéncias em proteina bruta
encontradas para o tambaqui até o momento sao dispares e variam de acordo
com a fase de desenvolvimento e condicbes experimentais. Por exemplo, a
exigéncia em proteina bruta para juvenis na faixa de 30 a 250 g foi de 25 % de
PB (VIDAL JUNIOR et al., 1998), e 50 % de PB para juvenis na faixa de peso
de 1,4 a 29,1 g (VAN DER MEER et al., 1995). Em outra faixa de peso, 112,2 a
272,6 g, niveis de 30 a 35 % de PB resultaram no maximo desempenho
(ALMEIDA et al., 2011). Dessa forma, informacBes sobre as exigéncias
qualitativas e quantitativas de nutrientes para as espécies nativas ainda sao
controversas devido a divergéncias entre os resultados obtidos (RODRIGUES,
2014). Uma possivel razéo esta no fato que alguns autores desconsideram as
interacbes entre os nutrientes presentes nos ingredientes que compde as
dietas praticas utilizadas na maioria dos estudos (FRACALOSSI et al., 2013),
além das diferencas no delineamento, formulacbes das dietas, condicdes
experimentais, qualidade da proteina e idade dos peixes (VIDAL JUNIOR et al.,
1998). De acordo com Fracalossi et al. (2013), para estudos iniciais
relacionados a exigéncia de nutrientes, as dietas devem ser formuladas com
ingredientes semipurificados, pois estes permitem o controle total dos efeitos
dos nutrientes a serem testados, possuem alta digestibilidade e auséncia de
fatores antinutricionais.

Apesar das pesquisas relacionadas a exigéncia proteica do tambaqui
citadas anteriormente, estudos direcionados as necessidades quantitavivas dos
nutrientes durante a fase larval da espécie ainda sdo escassos. Com base no
exposto, o objetivo deste estudo foi determinar, pela primeira vez, as
exigéncias quantitativas de proteina nas fases iniciais de desenvolvimento do
tambaqui (fase larval e fase juvenil pos-metamorfose), e avaliar seus efeitos no
desenvolvimento da musculatura esquelética e na deposicdo de nutrientes e

energia na carcacga.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Universidade
Estadual Julio de Mesquita Filho — Campus de Jaboticabal, Protocolo n°
018504/12, ligada ao Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA).

Larvas de tambaqui com trés dias pos-eclosdo, oriundas de criador
comercial, foram estocadas em 25 tanques de 100 L com aeracéo e fluxo de
agua continuos. Nauplios de artémia recém eclodidos foram ofertados como
alimento inicial cinco vezes ao dia (8:00, 11:00, 14:00, 17:00 e 20:00 horas),
em quantidades crescentes de acordo com o protocolo de Jomori (1999)
adotado como rotina no Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos
(LANOA). Os peixes foram mantidos nestas condi¢es até atingirem o tamanho
desejado para a conducdo dos experimentos, isso é, cerca de 70 mg para a
fase 1 (total de 20 dias de alimentacéo) e de 250 mg para a fase 2 (total de 30
dias de alimentacédo). Diariamente, 0os peixes mortos e os residuos acumulados
no fundo dos tanques foram removidos por sifonamento.

Este estudo foi realizado em duas fases, a primeira com 0S peixes na
fase larval pos-flexdo, com o estdmago ja diferenciado, e a segunda com
juvenis de tambaqui logo apds a metamorfose. A terminologia e caracterizacao
das fases de desenvolvimento seguem Kendall et al. (1984) e Portella et al.
(2014). Foram testadas nove dietas baseadas em Zehra e Khan (2012), em
que a fracdo proteica foi composta pela mistura de caseina e gelatina (4:1)
(FRACALOSSI et al.,, 2013), poréem para a adequagdo no balanco dos
nutrientes foram realizadas modificacbes nas quantidades dos ingredientes e
inclusdo de novos ingredientes (Tabela 1). As dietas foram peletizadas, secas
em estufa a 55°C, moidas, e os peletes foram separados em peneira
granulométrica em seis tamanhos de acordo com o diametro (0,25 a 0,49 mm;
0,50 a 0,70 mm; 0,71 a 0,99 mm; 1,00 a 1,40 mm; 1,41 a 1,99 mm e acima de
2,0 mm) e armazenadas a -20°C até sua utilizagéo.

A composicdo das dietas experimentais foi analisada em duplicata
segundo metodologias propostas pela AOAC (2000). O equipamento LECO FP
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528 (LECO Instruments, St Joseph, Michigan, USA) foi utilizado para
determinar a quantidade de nitrogénio que foi multiplicada pelo fator de
conversao 6,25 para o calculo de proteina bruta (PB). O extrator Soxleth com
éter de petrodleo foi utilizado para determinar o extrato etéreo (EE). Por meio da
incineracdo da amostra em mufla a temperatura de 600°C durante 4 horas foi
determinada a matéria mineral (MM). Para determinar a energia bruta (EB) foi
utilizada a bomba calorimétrica de Parr. A fibra bruta (FB) foi determinada pelo
meétodo Filter Bag Technique da Ankon. A umidade (UM) foi determinada pela
pesagem da matéria Umida, pré-secagem por meio de liofiizacdo das
amostras, e a determinacdo da matéria seca a partir da diferenca do peso da

amostra apés secagem final em estufa a 105 °C.
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Tabela 1. Formulacdo e composicdo das dietas experimentais para estudo da
exigéncia proteica de larvas e juvenis de tambaqui.

Ingredientes Dietas
(% incluséo) D199 D262 D319 D364 D42,1 D475 D532 D620 D685
Caseina 14,4 19,2 24,0 28,8 33,6 38,4 43,2 48,0 52,8
Gelatina 3,6 4.8 6,0 7,2 8,4 9,6 10,8 12,0 13,2
Dextrina 19,2 17,2 15,2 13,2 11,2 9,2 7,2 5,2 4,2
Hidrolisado proteico1 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Oleo de peixe 5,0 4,5 4,0 35 3,0 2,5 2,0 15 1,0
Oleo de Soja 4,8 3,9 31 2,3 1,8 2,3 2,8 3,3 0,8
Lecitina 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 25 25
cmc? 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Mistura mineral e
vitaminica® 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Amido 38,5 34,5 30,5 26,5 22,5 18,5 14,5 10,5 8,5
Celulose 0,0 14 2,7 4,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Composicao analisada *
UM (%) 53 6,1 5,9 5,21 5,8 54 7.2 5,0 5,2
MM (%) 2,4 2,6 2,6 2,8 2,8 3,0 31 3,3 3,5
PB (%) 19,9 26,2 31,9 36,4 42,1 47,5 53,2 62,0 68,5
FB (%) 1,22 2,26 1,72 2,35 2,77 2,29 2,52 2,84 2,04
EE (%) 11,1 10,1 8,2 7,3 6,0 4,7 4,1 3,1 2,0
EB (kcal.kg™) 45335 45435 4572,0 46150 46140 4667,5 4516,0 47375 47885
E:P (kcal.g'l) 22,78 17,34 1431 12,68 10,96 9,83 8,49 7,64 6,99

" Hidrolisado proteico comercial-ACTIPAL Fish FL 50 — Aquativ.
2 Carboximetilcelulose - Synth

Mistura mineral e vitaminica — Guabi (ingrediente.kg'mistura): vitamina A=2.500ui; vitamina D3=600.000ui; vitamina
E=37.500ui; vitamina K3=3.750mg; vitamina C=50.000mg; tiamina=4.000mg; riboflavina=4.000mg; piridoxina=4.000mg;
vitamina B12=4.000mg; niacina= 122.500mg; biotina=15mg; acido folico=1.250mg; pantotenato de calcio=1.200mg;
cobre=2.500mg; cobalto=125mg; ferro=15g; iodo=375mg; manganés=12,5g; selénio=87,5mg; zinco=12,5g.
Umidade (UM); matéria mineral (MM); proteina bruta (PB); fibra bruta (FB); extrato etéreo (EE); energia bruta (EB); relagao
energia:proteina (E:P)
* Valores com base na matéria seca
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Na fase 1, foram utilizadas 12.000 larvas de tambaqui (17,2 = 2,8 mm e
68,2 £ 31,4 mg, referido como ca. 70 mg) distribuidas aleatoriamente em 24
tanques de polietileno com 100 L de &gua, na densidade de 500 larvas.L™, em
sistema de circulacdo aberto. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com seis tratamentos e quatro réplicas. As dietas
utilizadas para esta fase possuiam niveis de proteina de 36,4 a 68,5 % de
proteina bruta (D36,4, D42,1, D47,5, D53,2, D62,0, D68,5). Apds a distribuicdo
e aclimatacdo, as larvas foram submetidas a transicdo alimentar gradual do
alimento vivo para as dietas formuladas experimentais, por alimentagcdo mista
(co-feeding), em que o alimento vivo foi fornecido em quantidades
decrescentes, até sua supressao total e as dietas formuladas foram fornecidas
em quantidades crescentes, por seis dias até a troca total. As dietas foram
fornecidas a vontade até saciedade aparente em quatro arragoamentos diarios
(8, 11, 14 e 17 horas) por 30 dias. O tamanho dos peletes das dietas foram de
0,25 a 0,49 mm na primeira semana; 0,50 a 0,70 na segunda e terceira
semanas, e 0,50 a 0,70 junto com 0,71 a 0,99 mm na quarta semana
experimental.

A qualidade da agua foi monitorada diariamente para oxigénio dissolvido
e temperatura, enquanto a condutividade e o pH monitorados trés vezes por
semana, além da amobnia monitorada quinzenalmente; as variaveis
monitoradas apresentaram o0s seguintes valores médios: 6,3 = 0,2 mg/L de
oxigénio dissolvido; 30,5 + 0,4°C de temperatura; 261,7 + 52,4 uS/icm™ de
condutividade; 8,2 + 0,1 de pH e 0,03 + 0,02 mg.L™ de ambnia total.

Para a fase 2, 1.960 juvenis pos-metamdérficos de tambaqui (24,0 + 1,4
mm e 245,4 + 45,1 mg, referido como ca. 250 mg) distribuidos na densidade de
70 juvenis.L™, foram submetidos & transicdo alimentar gradual pelo mesmo
meétodo utilizado na fase 1. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com sete tratamentos e quatro réplicas, por 60 dias.
As dietas utilizadas possuiam quantidades crescentes de proteina de 19,9 a
53,2 % (D19,9, 26,2, 31,9, 36,4, 42,12, 47,5, 53,2), Estes peixes foram
alimentados até a saciedade aparente , ao longo de 30 minutos em cada

arragcoamento, cuidando para que nao houvesse sobra, com acompanhamento
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semanal do peso de 10 % dos peixes de cada tanque para as correcoes das
quantidades de dietas fornecidas. As dietas foram pesadas diariamente para
cada réplica e fornecidas em quatro arracoamentos diarios (8, 11, 14 e 17
horas). Os tamanhos dos peletes das dietas foram de 0,50 a 0,70 na primeira e
segunda semanas; 0,71 a 0,99 mm na terceira, quarta e quinta semanas; 1,00
a 1,40 mm na sexta e sétima semanas e 1,41 a 1,99 mm da oitava até o fim do
periodo experimental. As avaliacbes biométricas e coleta de amostras foram
realizadas no inicio e no final do experimento, e a sobrevivéncia foi aferida
apenas no final. As variaveis de qualidade da agua observadas na segunda
fase foram 6,1 + 0,4 mg/L de oxigénio dissolvido; 207,6 + 20,8 pS/cm™ de
condutividade; 8,0 £ 0,1 de pH; 29,9 + 0,8°C de temperatura; e 0,04 + 0,02

mg.L™ de aménia total.

Desempenho produtivo

No inicio do experimento da fase 1, 200 larvas foram amostradas,
eutanasiadas por aprofundamento do plano anestésico (benzocaina 0,2 g.L™),
fixadas em solucdo de formaldeido 10 % por 24 horas e preservadas em
solucdo alcodlica 70 % para posterior mensuracdo do peso (P, mg) e
comprimento total (CT, mm). Outras 400 larvas foram eutanasiadas,
congeladas a - 20°C, liofiizadas e moidas para posterior determinacdo da
composicao corporal. Ao final do experimento, apos 12 horas de jejum, o0s
peixes de cada tanque foram contabilizados para calculo da taxa de
sobrevivéncia. Deste total, metade dos animais foram utilizados para avaliacéo
do P e do CT e a outra metade para analise de composicédo corporal. Além
disso, cinco larvas de cada tanque foram amostradas no inicio e no final do
experimento para avaliagdo da morfologia do musculo esquelético.

A partir dos dados biométricos foram calculados o ganho em peso (GP);
taxa de crescimento especifico (TCE) e fator de condi¢cédo (K) de acordo com as

expressoes:

GP = Peso médio final — Peso médio inicial
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(In peso final — In peso inicial) x 100

TCE =
¢ tempo (dias)

peso

~ comprimento totalb

O valor de b foi obtido por meio da logaritimizacdo dos dados de peso e
de comprimento total de todos os peixes amostrados para biometria. Esses
dados foram plotados em grafico e o valor de b obtido pela equacéo linear: y =
a + bx, para a fase 1, foi de 3,31.

Ao inicio do experimento da fase 2, foram coletados 100 juvenis que
foram eutanasiados e preservados para posterior avaliacdo do P e CT, pelos
mesmos meétodos descritos para a fase 1. Outros 100 juvenis foram
eutanasiados,congelados a - 20 °C, liofilizados e moidos para posterior analise
de composicdo corporal e cinco exemplares de cada réplica foram coletados
para analise morfométrica das fibras musculares. No final do periodo
experimental, apés 12 horas de jejum, os peixes de cada tanque foram
contabilizados para calculo da taxa de sobrevivéncia, e metade dos animais
foram utilizados para avaliacdo do P e do CT e a outra metade para analise de
composicdo corporal. Paralelamente, cinco larvas de cada tanque foram
coletadas para avaliacdo morfométrica das fibras musculares.

Da mesma forma como ja descrito, calcularam-se para esses peixes 0s
indicadores de crescimento GP, TCE e K (usando o valor de b = 3,05,
calculado com os dados dos peixes da segunda fase).

O consumo das dietas foi calculado diariamente pela diferenca entre a
pesagem das dietas antes do primeiro e ap0s o ultimo arracoamento do dia. Os
peixes mortos foram contabilizados para o ajuste das quantidades das dietas a
serem fornecidas para cada réplica de cada tratamento ao longo do periodo
experimental. Desta forma, foram calculados o consumo total aparente das
dietas nas duas fases. Com os dados biométricos e dados de consumo, foram
calculados as variaveis de conversao alimentar aparente (CAA); taxa de
eficiéncia proteica (TEP) e valor produtivo da proteina (VPP) de acordo com as

expressoes:
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consumo de dieta
CAA =

ganho em peso

ganho em peso
TEP = -
consumo de proteina

VPP = (peso final x proteina corporal final) — (peso inicial X proteina corporal inicial)

consumo de proteina

X 100

As amostras de peixes coletadas no inicio e no final de cada fase
experimental foram analisadas em duplicata segundo metodologias propostas
pela AOAC (2000). A proteina bruta (PB) foi determinada em equipamento
LECO FP 528 (LECO Instruments, St Joseph, Michigan, USA), multiplicado
pelo fator de conversdo 6,25. O extrato etéreo (EE) foi determinado por meio
do extrator Soxleth com éter de petréleo. A matéria mineral (MM) foi obtida por
meio da incineracdo da amostra em mufla & temperatura de 600°C durante 4
horas. A energia bruta (EB) foi determinada em bomba calorimétrica de Parr. A
matéria seca (MS) foi determinada pela pesagem da matéria Umida, pré-
secagem por meio de liofilizacdo das amostras, e a determinacdo da matéria
seca a partir da diferenca do peso da amostra apés secagem final em estufa a
105 °C.

Histologia do musculo esquelético

Os exemplares coletados para analise morfométrica das fibras
musculares foram pesados e medidos individualmente. Apds, foram retiradas
amostras da regido da musculatura epaxial dos peixes, fixadas em solucdo de
Karnovsky em tampéo fosfato de Sorensen (pH 7,2 e 0,2 M) por 24 horas,
lavadas em tampéo fosfato (pH 7,2 e 0,2M) e preservadas em solugéo alcoodlica
70 %. Das amostras coletadas ao inicio e final dos experimentos (n=5/réplica),
dois exemplares de cada repeticdo (n=8/tratamento) foram selecionados de

acordo com a meédia de peso dos respectivos tratamentos e destinados ao
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processamento histolégico para andlise da musculatura esquelética. Apds o
processo de fixagdo, as amostras foram submetidas ao processo de
desidratacdo em concentracdes alcodlicas crescentes (70 — 95 %) para
posterior inclusdo em Historesina® (Leica, Germany), seguindo protocolo
recomendado pelo fabricante.

Os cortes histologicos foram realizados transversalmente na
musculatura epaxial, com 3 pum de espessura. Os cortes foram afixados em
laminas, corados com Hematoxilina e Floxina B (HF) e recobertos por laminula.
A andlise microscopica foi realizada em microscopico de luz (Olympus BX43)
adaptado a um sistema de andlise de imagens (CelSens 1.8 Standard). Foram
mensuradas as areas (A) de 600 fibras musculares por amostra para o calculo
do diametro das mesmas, por meio da expresséo d=2(A%° x %°) (VALENTE et
al., 1999). Posteriormente, as fibras musculares foram divididas em classes de
tamanho, baseado no seu diametro (um), seguindo a metodologia proposta por
Assis et al. (2004); classe 10 = d<10 um; classe 20 = 10<d<20 um; classe 30:
20<d<30 pm; classe 40 = 30<d< 40 pum e classe 50 = d>40 um. Apds a
classificagao, foram analisadas cinco fibras menores e cinco fibras maiores de

cada tratamento.

Anadlises estatisticas e interpretacdo dos dados

Todos os dados foram analisados para normalidade (Cramer-von Mises)
e homoscedasticidade (Levene), os resultados percentuais de sobrevivéncia e
frequéncia das classes de diadmetro das fibras foram submetidos a
transformacdo arcoseno, assim como as transformacgfes de outras variaveis
guando necessarias, porém os resultados foram apresentados em dados ndo
transformados. Os dados de crescimento, sobrevivéncia e frequéncia das
classes de diametro das fibras musculares foram avaliados por one-way
ANOVA, e as médias foram analisadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. Todas as analises e transformagfes das varidveis biométricas
foram realizadas no programa SAS n. 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, North

Carolina, USA). A exigéncia em proteina bruta para o maximo crescimento foi
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estimada pelo método da analise de regressao polinomial de segundo grau
(fase 1) e regressao linear segmentada modelo broken-line (fase 2), com base
no GP.

RESULTADOS

Desempenho zootécnico

Os resultados de desempenho dos peixes na fase 1 de desenvolvimento
estdo apresentados na Tabela 2 e os da fase 2 estdo apresentados na Tabela
3. Na primeira fase, ndo foram observadas diferengas de CT e K entre os
tratamentos. No entanto, as quantidades crescentes de proteina dietética
afetaram negativamente as respostas de sobrevivéncia, TEP e VPP. O peso
final e ganho em peso, por sua vez, foram maiores (P<0,05) nos peixes dos
tratamentos com 42,1, 47,5 e 53,2 % de PB, e reduzidos (P<0,05) nos peixes
dos demais tratamentos. Os resultados de consumo das larvas na fase 1
diferiram somente entre as larvas dos tratamentos D53,2 e D68,5 (P<0,05), e
os resultados de CAA diferiram entre as larvas dos tratamentos D47,5 e D68,5
(P<0,05) (Tabela 2).

Na fase 2, os juvenis do tratamento D19,9 % de PB apresentaram 0s
menores valores (P<0,05) de CT, P, GP e TCE. As respostas de S e TEP néo
diferiram (P>0,05) entre os juvenis dos tratamentos alimentados com dietas
até o nivel de 31,9, enquanto os resultados de VPP nao diferiram para os
juvenis alimentados com as dietas até 42,1 % de PB.Apés estes niveis, 0s
resultados das variaveis foram decrescentes (P<0,05). Ndo foi observada
diferenca de consumo das dietas entre os juvenis (P>0,05) e a pior CAA foi
observada nos juvenis alimentados com a dieta D19,9 (P<0,05) (Tabela 3).

Apos analise por regressédo polinomial do segundo grau dos dados de
GP das larvas da primeira fase (faixa de peso de 70 a 430 mg), o nivel de
proteina calculado para a maxima resposta de GP foi de 49,46 % de PB (Figura

1). E a analise por regressao modelo broken-line dos dados de GP dos juvenis
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da segunda fase (faixa de peso de 250 a 5500 mg) demonstrou que 31,9 % de
PB foi o nivel calculado para a maxima resposta de GP (Figura 2).
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Tabela 2. Médias (+ desvio padrdo) de comprimento total (CT), peso (P), ganho em peso (GP), taxa de crescimento
especifico (TCE), fator de condicdo (K), sobrevivéncia (S), taxa de eficiéncia proteica (TEP) e valor produtivo da proteina

(VPP) de larvas de tambaqui (fase 1), ap6s 30 dias de alimentacdo com dietas semi-purificadas com quantidades crescentes
de proteina.

Proteina bruta das dietas (%)

variaveis Valor 36,4 42,1 47,5 53,2 62,0 68,5
de P

CT(mm)  0,3922 26,1+0,5 28,1+0,9 27,240,9 27,840,9 27,240,2 27,5+1,6
€ p(mg) 00006 348,047,8° 4309+3143° 4240:391° 381,4:20,1% 364,1418,2° 34824204
*g GP(mg)  0,0006 279,8+7,8° 362,7+31,4% 35509+3,9° 313,3+20,2* 295,9+18,2° 280,1+20,4°
.c_% TCE (%.dia®) <0,0001  5,4+0,1° 6,1+0,4% 6,1+0,1%° 5,7+0,2" 5,6+0,2° 5,4+0,2°
i K 0,2168 0,007+0,001 0,007+0,001 0,008+0,001 0,006+0,001 0,006+0,001 0,006+0,001
%3 S(%) 00003 64,1+3,0° 51,1+51%  550+29%°  47,242,0°  505+4,5% 45,3+1,5°
® TEP <0,0001  1,7+0,1° 1,5+0,2% 1,6+0,2%° 1,2+0,1%° 1,0+0,1¢ 0,8+0,1¢
:'; VPP (%) <0,0001 19,3+1,6° 18,6+3,0? 20,4+3,3? 15,6+1,9° 11,4+0,7° 9,0+0,9°
g C(f’;)rF]’.sdliJ;D)o 0,0137  7,4+0,5% 7,5+0,2% 7,4+0,1%° 6,9+0,2" 7,5+0,3% 8,3+0,5

CAA 00271  1,6+0,1*  1,5540,1% 1,440,2° 1,6+0,2% 1,6+0,1% 1,9+0,2°

Médias seguidas da mesma letra na linha n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Peso médio inicial da fase 1: 70 mg.
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Tabela 3. Médias (+ desvio padrdo) de comprimento total (CT), peso (P), ganho em peso (GP), taxa de crescimento
especifico (TCE), fator de condicdo (K), sobrevivéncia (S), taxa de eficiéncia proteica (TEP) e valor produtivo da proteina
(VPP) de juvenis pés-metamorfose (fase 2), apos 60 dias de alimentacdo com dietas semi-purificadas com quantidades
crescentes de proteina.

Valor Proteina bruta das dietas (%)
Variaveis
de P 19,9 26,2 31,9 36,4 42,1 47,5 53,2
CT(mm) <0,0001 57,1+1,7° 63,7+1,3° 66,3+1,2° 66,4+2,4° 65,1+1,3? 64,9+0,5% 64,5+2,9%

P(mg) <0,0001 3232,0+90,1° 4436,7+271,3° 5470,4+343,9*° 5501,7+94,8% 4990,9+387,5 5477,9+486,1*° 5315,4+619,4%

GP (M9) <0,0001 2986,5+90,1° 4191,1+271,3° 5224,8+343,9% 5256,1+94,7%° 4745,3+387,5% 5232,3+486,1° 5069,8+619,4%"
TCE

%% dia™) <0,0001  4,3+0,05° 4,8+0,1° 5,2+0,1% 5,2+0,03? 5,0+0,1% 5,2+0,1% 5,1+0,22°

K 0,2116 0,014+0,001 0,014+0,001  0,015+0,001 0,015+0,002  0,015+0,001 0,016+0,002 0,016+0,001

Fase 2— 60 dias de alimentacao

S(%) <0,0001 98,9+1,2% 99,6+0,62 97,1+1,0% 80,7+13,3° 57,9+18,9 56,1+10,2° 45 ,4+8 5°
TEP  <0,0001  3,5+0,1% 3,2+0,2% 2,9+0,2% 2,5+0,3° 2,1+0,4°¢ 1,8+0,3% 1,4+0,2°
VPP (%) <0,0001 36,1+0,9% 37,0£2,72 32,9+2,22 29,0+4,6% 31,7+6,72 20,6+3,0™ 19,9+3,0°
consumo

6P dia’) 0,1082 4,1+0,1 3,6+0,2 3,3+0,2 3,4+0,4 3,2+0,7 3,7+0,6 4,0+0,6
CAA 00112 1,4+0,12 1,2+0,10,1% 1,1+0,1° 1,1+0,22° 1,0+0,2° 1,2+0,22° 1,3+0,22°

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Peso médio inicial da fase 2: 250 mg.
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Figura 1. Modelo de regresséao polinomial de segundo grau para ganho em peso (GP)
de larvas de tambaqui com peso médio inicial de ca. 70 mg (fase 1), alimentados com
dietas experimentais semi-purificadas com niveis crescentes de inclusdo de proteina,

por 30 dias.
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Figura 2. Modelo broken-line para ganho em peso (GP) de juvenis pds-metamorfose
de tambaqui com peso médio inicial de ca. 250 mg (fase 2), alimentados com dietas
experimentais semi-purificadas com niveis crescentes de inclusdo de proteina, por 60
dias.
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Composicéao corporal

Na fase 1, o aumento da quantidade de proteina nas dietas alterou
significativamente (P<0,05) as porcentagens de extrato etéreo e energia
corporal dos peixes. As porcentagens de MS, MM e PB corporal ndo diferiram
(P>0,05) entre os tratamentos com 0s niveis proteicos avaliados (Tabela 4).

Os resultados observados de MM e PB aumentaram com 0s niveis
crescentes de proteina nas dietas. A MS foi superior nos animais dos
tratamentos D36,4 e D47,5 e os resultados de EE e EB demonstraram queda
com o aumento dos niveis proteicos. (P<0,05) (Tabela 5).



46

Tabela 4. Porcentagens de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e energia bruta

(EB) na composicéao corporal de larvas de tambaqui (fase 1), ao inicio do periodo experimental e apds 30 dias de alimentacao
com dietas semi-purificadas com quantidades crescentes de inclusédo de proteina.

Dietas
Composicgao corporal
(Matéria Natural) D36,4 D42,1 D47,5 D53,2 D62,0 D68,5
Inicial Final
MS (%) 79,10,1 80,1+1,2 80,4+0,6 81,2+1,0 81,7+1,1 82,6x0,4 83,62,7
* MM (%) 3,1+0,1 2,16x0,1 2,0£0,1 2,0+0,2 2,2+0,2 2,2+0,1 2,3+0,1
—
o PB (%) 16,1+0,2 12,4+0,8 12,9+1,0 13,0+0,8 12,9+1,0 12,5+0,4 12,6%0,7
©
. EE (%) 1,7+0,1 3,9+0,4? 3,9+0,6° 3,240,2%®  2,9+0,3*°  2,4+0,2" 1,6+0,4°
EB (kcal.kg™) 989+4 1048+78*  1079+50°  1009+62%°  968+53% 898+14° 849+92°
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

*Fase experimental: fase 1 — larvas de tambaqui na faixa de peso médio de 70 mg (inicial) a 430 mg (final) ap6s 30 dias de alimentagao.
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Tabela 5. Porcentagens de matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e energia bruta
(EB) na composicdo corporal de juvenis de tambaqui (fase 2), ao inicio do periodo experimental e apés 60 dias de
alimentacdo com dietas semi-purificadas com quantidades crescentes de inclusdo de proteina.

Dietas
Composicao corporal D19,9 D26,2 D31,9 D36,4 D42,1 D475 D53,2
(Matéria Natural)
Inicial Final

MS (%) 84,9+0,1 76,9+0,1° 76,1x0,1" 77,6x0,1 78,7#0,1* 78,2+0,1° 78,7+0,1* 77,8%0,1°

N MM (%) 2,9+0,1 1,8+0,1°  1,9+0,1®  1,8+0,1° 1,9+0,1* 1,8+0,1®® 1,9+0,1*  2,0+0,1°
E PB (%) 11,1+0,1 10,4+0,1*  11,6+0,1° 11,4+0,1° 11,5%0,1° 12,620,1° 12,4+0,1° 13,6+0,1°
& EE (%) 1,0£0,1 10,3+0,1*  9,2+0,4°  8,2+0,1°  7,7+0,0° 7,2+0,1°  6,7+0,1*  6,1+0,1°
EB (kcal.kg™) 666+1  1540+1° 1601+3*  1459+2°  1330+7°  1362+2¢ 1293x4' 1325+3°

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
*Fase experimental: fase 2 — juvenis de tambaqui na faixa de peso médio de 250 mg (inicial) a 5500 mg (final) apds 60 dias de alimentacéo.



48

Morfometria das fibras musculares

Ao inicio do experimento, larvas de tambaqui na fase 1 (ca. 70 mg)
apresentaram frequéncia de 80,9 % de fibras com até 30 um (classes 10, 20 e
30) e 19,1 % de fibras maiores (classes 40 e 50) (Figura 3A). Enquanto os
juvenis da fase 2 (ca. 250 mg) apresentaram frequéncia de 73,5 % de fibras
menores que 30 pum (classes 10, 20 e 30) e 26,5 % de fibras com diametro
maior que 30 pum (classes 40 e 50) (Figura 3B). Foi observada presenca de
fibras musculares maiores rodeadas por fibras de menor diametro, fibras de
menor diametro em regides especificas e fibras com nucleos periféricos nos

peixes ao inicio dos experimentos (Figura 4)
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Figura 3. Distribuicdo da frequéncia de fibras musculares em diferentes classes de
didmetro (classe 10: d<10um; classe 20:10<d<20 um; classe 30: 20<d< 30 ym; classe
40: 30<d=<40 um; classe 50: d>40 pym) em larvas (ca. 70 mg, A) e juvenis (ca. 250 mg,
B) de tambaqui ao inicio do periodo experimental. Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 4. Fotomicrografias da musculatura esquelética de larvas (ca. 70 mg, A) e
juvenis (ca. 250 mg, B) de tambaqui ao inicio dos experimentos, cortes transversais.
Zona de proliferacdo celular (ZPC); Regido do nervo da linha lateral (NL); regido
intermediaria (l); fiboras musculares com nucleo periférico (1); fibras musculares
rodeadas por fibras menores ( « ). Hematoxilina e Floxina B.

Ao final das duas fases experimentais foi observada presenca de fibras
musculares de maior diametro rodeadas por fibras de menor diametro, assim
como a presenca de fibras musculares com nudcleos periféricos (Figuras 5 e 7).
Apés 30 dias de alimentacdo na fase 1, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os resultados de frequéncia de fibras das classes 30 e 40 dos
peixes de todos os tratamentos (P>0,05). As frequéncias de fibras das classes
10 e 20 demonstraram queda com o aumento de proteina. Porém, a frequéncia
das fibras musculares da classe 50 apresentaram comportamento inverso
(Figura 6). Por outro lado, ao final da fase 2, apds 60 dias de alimentacdo, os
juvenis demonstraram crescimento muscular semelhante em todos os
tratamentos, exceto na classe 40 em que houve diferenca estatistica (P<0,05)
entre os juvenis dos tratamentos D42,5 e D48,6 (Figura 8).

A analise das cinco fibras musculares menores e maiores das larvas
apos 30 dias de alimentacdo demonstrou que as larvas do tratamento D47,5
possuiam o maior diametro entre as menores fibras, enquanto as fibras com
maior diametro foram observadas para as larvas dos tratamentos D42,1 e
D47,5 (Tabela 6). Na fase 2, os juvenis dos tratamento D36,4 demonstraram o
maior diametro entre as fibras menores e o0s juvenis dos tratamentos D19,9 e

D26,2 apresentaram o menor diametro entre as fibras maiores (Tabela 7).
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Figura 5. Fotomicrografias da musculatura esquelética de larvas de tambaqui (ca. 70
mg), alimentadas por 30 dias com dietas com niveis crescentes de proteina (19,9 a
68,5 % de PB). Observar presenca de fibras musculares com nucleo periférico (1),
padréo de crescimento muscular por hiperplasia em mosaico nos peixes de todos os
tratamentos pela presenca de fibras de maior didametro rodeadas por fibras de menor
diametro (x), e aumento da hipertrofia das fibras musculares com os niveis crescentes

de proteina nas dietas. Hematoxilina e Floxina B.
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Figura 6. Distribuicdo da frequéncia de fibras musculares em diferentes classes de
didmetro (classe 10: d<10um; classe 20:10<d<20 um; classe 30: 20<d< 30 um; classe
40: 30<d=<40 pum; classe 50: d>40 um) em larvas de tambaqui (ca. 70 mg), apés 30
dias de alimentacdo com dietas semi-purificadas com niveis crescentes de proteina
bruta (36,4 a 68,5 % de PB). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Tabela 6. Diametro médio das cinco fibras menores e maiores da musculatura
esquelética de larvas de tambaqui apos 30 dias de alimentagdo com dietas semi-
purificadas com niveis crescentes de proteina bruta.

Diametro das cinco Proteina bruta das dietas

fibras (um) D36.4 D42.1 D475 D53.2 D62,0 D68,5
Menores 8,8+0,2° 9,3+1,5° 11,2+#1,1*® 9,5+1,1° 10,7+0,9%* 9,8+1,3"
Maiores 52,6+2,6° 69,0£2,4*° 68,7+3,6° 64,7+2,5° 64,6+3,4° 67,3+2,1%

Médias seguidas de mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 7. Fotomicrografias da musculatura esquelética de juvenis de tambaqui (ca.
250 mg) alimentados por 60 dias com dietas com niveis crescentes de proteina (19,9 a
68,5 % de PB). Observar fibras musculares com nucleo periférico (1); padréo de
crescimento muscular por hiperplasia em mosaico nos juvenis de todos os tratamentos
pela presenca de fibras com maior didmetro rodeadas por fibras de menor didmetro
(x ). Hematoxilina e Floxina B.
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Figura 8. Distribuicdo da frequéncia de fibras musculares em diferentes classes de
didmetro (classe 10: d<10um; classe 20:10<d<20 pym; classe 30: 20<d< 30 uym; classe
40: 30<d=<40 pm; classe 50: d>40 uym) em juvenis de tambaqui (ca. 250 mg), apés 60
dias de alimentagdo com dietas semipurificadas com niveis crescentes de proteina
bruta (19,9 a 53,2 % de PB). A auséncia de letras indica que ndo houve diferenca
entre tratamentos pelo teste de Tukey (P>0,05).

Tabela 7. Diametro médio das cinco fibras menores e maiores da musculatura
esquelética de juvenis de tambaqui apds 60 dias de alimentacdo com dietas
semi-purificadas com niveis crescentes de proteina bruta.

Diametro Proteina bruta das dietas
das cinco
fibras (um) D19,9 D26,2 D31,9 D36,4 D42,1 D47,5 D53,2

Menores  10,6+0,5™ 10,1+0,6° 10,6+0,9”° 12,0+1,1* 10,7+0,9*° 10,9+0,9” 11,4+1,3"

Maiores  56,7+5,6° 57,8+4,6° 63,0+5,7° 63,6+3,7" 66,3+2,8%° 67,0+4,8" 69,0+3,7%

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

No presente estudo, a exigéncia em proteina bruta para a maxima
resposta em GP de larvas de tambaqui na faixa de peso de cerca de 70 a 430
mg foi de 49,46 %, enquanto para juvenis na faixa de peso de cerca de 250 a
5500 mg o nivel de 31,90 % resultou no maximo GP dos peixes. Os valores
encontrados sao ligeiramente superiores aos observados para juvenis de
tambaqui com peso inicial de 1,4 g (VAN DER MEER et al., 1995) e 84 ¢
(HERNANDEZ et al., 1995), em que as exigéncias determinadas foram de 48,1
e 31 % de PB, respectivamente. Diferencas entre resultados de exigéncia
nutricional para uma determinada espécie podem ocorrer devido a diversos
fatores, como variacfes das condi¢cdes experimentais, relacdo energia:proteina
da dieta, valor biolégico da fonte proteica, digestibilidade das fontes de energia
ndo proteicas, genética e idade dos exemplares, além dos diferentes
delineamentos experimentais e formulacdo das dietas (VIDAL JUNIOR et al.,
1998; RODRIGUES et al., 2014; XU et al., 2015).

A reducéo da exigéncia em proteina observada em larvas e juvenis de
tambaqui no presente estudo € coerente com o que é amplamente relatado na
literatura. De acordo com Wilson (2002), nos peixes, a exigéncia em proteina
diminui com o aumento do tamanho corporal e idade. Na fase inicial de
desenvolvimento, 0s peixes necessitam de nutrientes em quantidade e
qualidade que proporcionem crescimento adequado (PORTELLA;
DABROWSKI, 2008), pois a sintese de proteinas deve exceder a degradacao,
para que o0 balanco entre estes dois processos resulte na deposicdo ou
acréscimo de proteina (MILLWARD, 1989) e, consequentemente, em
crescimento. Porém, quando em excesso, uma parte da proteina ingerida pelos
peixes € direcionada para sintese de novas proteinas e o restante pode ser
convertido em energia (WILSON 2002), aumentando producédo de amoénia e
sua excrecdo na agua, e, consequentemente, afetando negativamente o
ambiente de criagdo, a ingestdo de alimento e o crescimento dos peixes
(McGOOGAN; GATLIN IIl, 1999; TIBBETTS et al., 2000; ZHANG et al., 2010).

Os resultados das analises de composicdo corporal e desempenho

demonstraram que as quantidades de proteina nas dietas influenciam a
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utilizacdo das diferentes fontes energéticas para manutencao do metabolismo.
As larvas ou juvenis de tambaqui alimentados com niveis proteicos acima dos
observados para o maximo GP apresentaram decréscimo (fase 1, larvas com
peso inicial de ca. 70 mg) ou ndo demonstraram aumento do desempenho de
crescimento (fase 2, juvenis de peso inicial de ca. 250 mg). Este
comportamento também foi observado em estudos com exigéncia proteica de
tambaqui em outros estagios de crescimento (MEROLA; CANTELMO, 1987;
VAN DER MEER et al., 1995; OISHI et al., 2010) e também em outras espécies
de agua doce como Clarias gariepinus (FARHAT; KHAN, 2011) e Channa
punctatus (ZHERA; KHAN, 2012). Segundo Ozério et al. (2009) e Mohseni et
al. (2014), a diminuicdo de desempenho de crescimento de peixes alimentados
com niveis de proteina acima dos ideais pode ser atribuida a duas possiveis
explicacdes: a primeira atribuida a baixa quantidade de energia de fontes ndo
proteicas das dietas com maiores inclusdes de proteina, causando, desta
forma, o catabolismo da proteina ingerida para producédo de energia, além de
aumento dos custos energéticos para a excrecdo de nitrogénio (WILSON,
2002; OZORIO et al., 2009). A segunda, em casos de peixes onivoros, a
digestdo e a utilizacdo de dietas sem ou com baixo teor de carboidrato é
comprometida causando diminui¢do do crescimento (STONE 2003; OZORIO et
al., 2009).

Os resultados de TCE na fase 1 variaram de 5,4 a 6,1 % por dia,
enquanto na fase 2 os resultados observados foram de 4,3 a 5,2 % por dia. Em
outros estudos com a mesma espécie foram observados resultados de 0,80 a
0,90 % por dia em juvenis na faixa de peso de 46,4 g a 78,6 g (OISHI et al.,
2010), e de 1,76 a 2,74 % por dia em juvenis na faixa de peso entre 6 e 175 ¢
(BUZOLLO, 2014). Estas variagbes de TCE entre os estudos podem ser
resultado de diferencas entre as dietas utilizadas e, principalmente, do peso e
fase de desenvolvimento. Os peixes em estagio inicial apresentam crescimento
acelerado, o qual tende a reduzir conforme o desenvolvimento avancga
(FRACALOSSI et al., 2013). Por exemplo, durante os primeiros 30 dias de
alimentacdo exogena, larvas de curimbata Prochilodus scrofa (syn. P.

linneatus) na faixa de peso de 0,95 mg (inicial) a 16,08 - 30,52 mg (final),
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apresentaram TCE variando de 9,40 a 11,51% por dia. Posteriormente, entre
31 e 75 dias de alimentacdo (peso final de 248,6 a 198,6 mg), as TCEs
reduziram para 6,06 e 4,02% por dia (PORTELLA et al.,, 2000). Taxas de
crescimento especifico ainda mais altas foram observadas em larvas de pacu
Piaractus mesopotamicus nos dois primeiros dias de alimentacdo exdgena (7
dias de vida pos eclosédo), 30,63 % por dia (KOJIMA et al., 2015).

Os niveis de proteina na dieta alteraram a composi¢cado corporal dos
peixes nas duas fases de desenvolvimento. O lipidio corporal dos peixes na
fase 1 (ca. 70 mg) apresentou diminuicdo superior a 58 % nos peixes do
tratamento D68,5, quando comparado aos resultados dos peixes do tratamento
D36,4. O mesmo comportamento de queda no conteudo de gordura corporal
conforme aumento do nivel de proteina foi observado em estudo com juvenis
de tambaqui na faixa de 6,50 a 175 g alimentados com dietas com 14 a 32 %
de proteina digestivel (BUZOLLO, 2014). Resultados mais elevados de lipidio
corporal em peixes alimentados com dietas com menores niveis proteicos sao
atribuidos a alta relacdo E:P das dietas que contém maiores proporcdes de
fontes de energia ndo proteica, como o0s carboidratos, que aumentam a
lipogénese de novo (OZORIO et al., 2009).

O aumento da proteina dietética ndo afetou o contetdo de proteina
corporal dos peixes da fase 1, enquanto na fase 2 houve aumento dos niveis
proteicos com o aumento da proteina na dieta. Esta variagdo na proteina
corporal pode estar relacionado a baixa sintese de proteinas musculares pois
as dietas apresentaram menores quantidades de fontes de energia nao
proteica. Segundo Xu et al. (2002) ingredientes fontes de energia nao proteica
nas dietas para peixes aumentam a eficiéncia na utilizagdo da proteina através
da maior contribuicho destas fontes no gasto energético dos peixes,
disponibilzando a proteina para o crescimento. Os peixes onivoros utilizam com
eficiéncia fontes de energia ndo proteica, como observado em estudos com
juvenis de P. mesopotamicus (MUNOZ-RAMIREZ, 2005; ABIMORAD;
CARNEIRO 2007; ABIMORAD et al., 2007; BICUDO et al., 2009). O efeito
poupador da proteina geralmente € observado em peixes alimentados com

niveis baixos de proteina comparados aos alimentados com altos niveis desse
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nutriente (TIBBETTS et al., 2005). O decréscimo nos resultados de TEP e VPP
observados neste estudo pode estar relacionado a utilizacdo da proteina das
dietas como fonte de energia (YANG et al., 2002; KIM et al., 2004; MOHANTA
et al., 2008), pois as dietas experimentais com altas porcentagens de proteina
possuiam baixas inclusGes de carboidratos.

Na fase 1, foi observado nos juvenis do tratamento D68,5 maior
consumo e pior CAA. De maneira semelhante, foi observado que os juvenis do
tratamento D47,5 também apresentaram consumo elevado, porém, com melhor
resposta de CAA. Tal resultado pode ser atribuido a tentativa das larvas em
ingerir a quantidade de proteina necessaria para suprir a exigéncia proteica
(PIROZZI et al., 2010). Esta mesma tendéncia de maior consumo de dietas
mais pobres em proteina foi observado em juvenis de peixes onivoros como
Pagellus bogaraveo (SILVA et al., 2006), carnivoros como Umbrina cirrosa L.
(AKPINAR et al., 2012) e herbivoros como Ctenopharyngodon idella (JIN et al.,
2015). A maior quantidade de EE e relacdo E:P da dieta D47,5 em relacdo a
D68,5 pode ter favorecido o efeito poupador da proteina, resultando em melhor
utilizacdo da proteina a favor do crescimento. Esta afirmacdo pode ser
comprovada pelas maiores respostas de TEP e VPP.

As analises das fibras musculares das larvas e dos juvenis no inicio dos
experimentos demonstraram caracteristicas de crescimento muscular por
hiperplasia estratificada em que sdo observadas fibras pequenas (25 um)
concentradas em regides de proliferagdo celular (regiao apical e margens
laterais do miétomo), e por hiperplasia em mosaico, em que fibras de menor
diametro estdo presentes ao redor de fibras de maior diametro (ROWLERSON;
VEGGETTI, 2001; JOHNSTON, 2006). Em peixes que atingem pequeno porte
quando adultos, o crescimento muscular ocorre principalmente por hipertrofia
das fibras musculares formadas durante as fases inicias de vida, enquanto em
peixes que atingem maior porte (como o tambaqui), os processos de
crescimento muscular por hiperplasia e hipertrofia ocorrem durante todo o
desenvolvimento dos peixes (ROWLERSON E VEGGETTI, 2001), sendo o

periodo de desenvolvimento muscular por hiperplasia em mosaico 0 mais
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importante para o crescimento muscular das espécies de interessse para a
aquicultura (JOHNSTON, 2006; VALENTE et al., 2013).

Muitos fatores podem afetar o crescimento muscular dos peixes como as
condicbes ambientais (JOHNSTON et al., 2003; ASSIS et al., 2004;
JOHNSTON, 2006; LOPEZ-ALBORS et al., 2008; PAULA et al., 2014), a
nutricdo (JOHNSTON et al., 2002; BJORNEVIK et al., 2003; SILVA et al., 2009;
ALAMI-DURANTE et al., 2010; LEITAO et al., 2011; KOJIMA et al., 2015), e 0
estagio de desenvolvimento (ROWLERSON; VEGGETTI, 2001; CARANI et al.,
2008). Ao final do periodo de 30 dias de alimentacdo com as dietas na primeira
fase experimental, as fibras indicativas de crescimento hiperplasico (classes 10
e 20) das larvas alimentadas com quantidades acima de 47,5 % de PB
demonstraram menores frequéncias com o aumento da quantidade de proteina
nas dietas, ou seja, menor crescimento muscular pelo processo de hiperplasia.
Esta queda nas frequéncias de fibras das classes 10 e 20 pode ter ocorrido
devido ao menor aproveitamento da proteina ingerida para o desenvolvimento
muscular, evidenciado pela queda nos resultados de TEP e VPP nas larvas
destes tratamentos. Por outro lado, o crescimento muscular por hipertrofia foi
favorecido pelas maiores quantidades de proteina dietética, evidenciado pelas
maiores frequéncias de fibras da classe 50.

O crescimento muscular dos juvenis de tambaqui (ca. 250 a 5500 mg)
nao foi afetado pela quantidade de proteina dietética. Em todos os tratamentos
foram observados crescimento tanto por hiperplasia, evidenciado pela
frequéncia acima de 38,0 % a 54,0 % de fibras de até 30 um nos juvenis dos
tratamentos D42,1 e D26,2, como, principalmente, por hipertrofia, caracterizado
pela presenca acima de 45,0 % a 53,0 % de fibras das classes 40 e 50 nos
peixes dos tratamentos D26,2 e D53,2, respectivamente. Em outro estudo com
juvenis de tambaqui (6 a 175 g) foram observados maior crescimento muscular
por hipertrofia nos juvenis alimentados com as dietas de 29 % e 32 % de PD
(BUZOLLO, 2014).

Os resultados obtidos no presente estudo apontam pela primeira vez as
exigéncias em proteina bruta para uma espécie nativa nas fases iniciais de

desenvolvimento e poderdo contribuir para a proposicédo de dietas especificas
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para a fase de crescimento inicial. Ainda, esses achados poderdo orientar
futuros estudos relacionados as exigéncias de aminoacidos especificos para a

fase inicial de desenvolvimento de juvenis de tambaqui.

CONCLUSAO

A exigéncia proteica encontrada neste estudo para O maximo
desempenho de ganho em peso de tambaquis na faixa de 70 a 430 mg foi de
49,46 % de proteina bruta em dieta semipurificada, enquanto para juvenis na
faixa de peso de 250 a 5500 mg foi de 31,90 % de proteina bruta em dieta
semipurificada.

O crescimento hiperplasico da musculatura esquelética em peixes no
inicio de desenvolvimento, como na fase 1 (peso de 70 a 430 mg) foi afetado
negativamente pelo excesso de proteina das dietas. Para os juvenis na faixa de
peso de 250 a 5500 mg o crescimento muscular nao foi alterado pelos niveis
crescentes de proteina.

Os niveis proteicos crescentes e 0s niveis decrescentes de energia ndo
proteica das dietas semipurificadas alteram a composicéo corporal de larvas e
juvenis de tambaqui, principalmente a variavel de extrato etéreo. Os resultados
obtidos neste estudo poderdo auxiliar em pequisas futuras voltadas a
formulacdo de dietas ideiais para cada estagio de crescimento dos peixes,
visando o desenvolvimento muscular para o melhor desempenho e qualidade

de produtos, como o filé do peixe.
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CAPITULO 3 — SUBSTITUICAO DA PROTEINA POR MISTURA DE
AMINOACIDOS CRISTALINOS PARA JUVENIS DE TAMBAQUI Colossoma
macropomum

RESUMO - Um dos maiores desafios para aquicultura intensiva é a reducao
dos niveis de inclusdo de farinha de peixe em dietas para organismos
aquaticos, pois o0s substitutos geralmente sao deficientes em alguns
aminoacidos indispensaveis. A substituicAo da proteina por aminoacidos
cristalinos e peptideos, em determinadas proporgdes, pode ser utilizada sem
prejudicar o desempenho dos animais em fase inicial de crescimento. O
objetivo deste estudo foi determinar o nivel maximo de substituicdo da proteina
por mistura de aminoacidos cristalinos sem prejudicar o desempenho e o
desenvolvimento muscular de juvenis de tambaqui em fase inicial de
crescimento (200 £ 50 mg e 21 £ 2 mm). O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos e quatro réplicas.
Uma dieta semipurificada com 31,9 % de PB foi utilizada como dieta base
deste estudo Assim, o perfil de aminoacidos totais presentes na fracao proteica
(caseina-gelatina) foi substituido por mistura de aminodacidos cristalinos nas
propor¢cdes de 0, 25, 50, 75 e 90% (DO, D25, D50, D75 e D90,
respectivamente). Além das dietas com substituicéo, foi utilizado um tratamento
em que a fonte de proteina foi composta por farinha de peixe (DFP). O
desempenho zootécnico dos peixes foi avaliado, assim como a composicdo
corporal, analises morfométricas das fibras musculares e de aminoéacidos livres
da musculatura esquelética. As respostas de TEP (taxa de eficiéncia proteica)
e VPP (valor produtivo da proteina) entre os juvenis dos tratamentos de
substituicdo (DO a D90) foram as maiores nos tratamentos D50 e D75 (P<0,05),
porém os resultados das variaveis CT (comprimento total), P (peso final) e TCE
(taxa de crescimento especifico) foram maiores nos juvenis dos tratamentos de
até 50 % de substituicdo (P<0,05) e nao diferiram entre si (P>0,05). A
composicdo corporal dos juvenis de tambaqui variou de acordo com 0s niveis
de substituicdo da fracdo proteica de 0 a 90 %, o teor de proteina corporal e
matéria mineral demonstraram queda com o aumento dos niveis de
substituicdo (P<0,05). A porcentagem total de aminoacidos indispensaveis na
musculatura esquelética diminuiu com o aumento dos niveis de substituicdo da
proteina integra por mistura de aminoéacidos sintéticos (P<0,05). Por outro lado,
foi observado o inverso com a porcentagem total de aminoacidos dispensaveis
(P<0,05). Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos
para as diferentes classes de diametro das fibras (P>0,05), exceto para a
classe de fibras menores que 10 um (P<0,05). Os resultados demonstram que
a substituicdo da proteina por aminoacidos cristalinos em até 50 % pode ser
utilizada em estudos futuros relacionados a exigéncia de aminoacidos durante
a fase inicial de desenvolvimento do tambaqui.

Palavras-chave: aminoacidos indispensaveis, aminoacidos dispensaveis,

nutricdo, dieta semipurificada.
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CHAPTER 3 = SUBSTITUITION OF PROTEIN BY CRYSTALLINE
AMINOACIDS TO TAMBAQUI JUVENILES Colossoma macropomum

ABSTRACT - One of the biggest challenges for intensive aquaculture is the
reduction of the inclusion levels of fishmeal in diet formulations, because
substitutes are usually deficient in indispensable amino acids. The susbstitution
of protein by crystalline amino acids and peptides can be used without impairing
fish performance during the initial growth phase (200 + 50 mg and 21 + 2 mm).
The aim of this study was determine the maximum level of protein replacement
by crystaline amino acids without impairing performance and muscle
development in tambaqui at early stages of growth. The experiment was
conducted in a completely randomized design with six treatments and four
replicates. Diet with 31.9 % of crude protein was used as a basal diet. Total
amino acids profile present in protein (casein-gelatin) was replaced by mixtures
of crystalline amino acids at levels of 0, 25, 50, 75 and 90% (DO, D25, D50, D75
and D90, respectively). Additionaly, a control treatment with fishmeal (DFM) as
protein source was used. Tambaqui juveniles were evaluated by growth
performance, body composition, morphometric analysis of skeletal muscle
fibers and free amino acids profile in skeletal muscle. Results of TEP (protein
eficiency ratio) and VPP (protein productive value) in fish that received amino
acid substitution (0 — 90 %) were higher in juveniles of D50 and D75 (P<0.05)
treatments. However, results of CT (total lenght), P (weigth) and TCE (specific
growth rate) (P<0.05) were higher in treatments up to 50% of substituition. Body
composition of tambaqui juveniles changed according to the substituition levels
of protein from O to 90%, crude protein and ash levels decreased with
increasing levels of substitution.The total percentage of AAIl (indispensable
amino acids) decreased with the increasing levels of replacement (P<0.05). On
the other hand, the inverse was observed regarding the total percentage of AAD
(dispensable amino acids) (P<0.05). Morphometric analysis did not show
diferences in fibers frequency between treatments DO to D90 (P>0.05), except
for class 10 (P<0.05). The results of this study show that substitution up to 50 %
can be useful for future studies to determine the appropriate amino acid profile
in diets to tambaqui during early stage of development.

Key words: indispensable amino acids, dispensable amino acids, nutrition,

semi-purified diet.
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INTRODUCAO

A proteina € o nutriente mais oneroso das dietas para peixes, e a farinha
de peixe é o principal ingrediente proteico das formulacdes para a maioria das
espécies aquicolas. Este ingrediente € utilizado devido a qualidade e
quantidade de proteina e de aminoacidos indispensaveis que apresenta, uma
vez que esses nutrientes sdo considerados componentes criticos que atuam na
estrutura e metabolismo dos organismos vivos (NRC, 2011). A nutricdo é um
dos pontos importantes durante a fase inicial de desenvolvimento dos peixes,
pois nesta fase os animais apresentam altas taxas de crescimento, e desta
forma, tém alta exigéncia em aminoacidos (CONCEICAO et al., 2010). A
reducdo dos niveis de inclusdo da farinha de peixe nas dietas € um dos
maiores desafios para a aquicultura intensiva, pois 0s substitutos devem
atender as altas necessidades proteicas dos peixes e, consequentemente, as
exigéncias em aminoacidos indispenséaveis (ALAMI-DURANTE et al., 2010). As
fontes alternativas de proteina geralmente s&o deficientes em alguns
aminoécidos indispensaveis (PERES; OLIVA-TELES, 2005, VAREILLES et al.,
2012, JOBLING, 2015) e uma pratica comum € a suplementacdo destes por
meio da utilizacdo de aminoécidos cristalinos (YUAN et al., 2011; NUNES et al.,
2014).

Anteriormente aos estudos para determinacdo da exigéncia em
aminodacidos indispensaveis, é necessario estabelecer o nivel de substituicdo
da proteina integra por aminoéacidos cristalinos que nédo afete o crescimento, a
utilizacdo do alimento e a condicéo fisiolégica dos animais (MARCOULI et al.,
2004; PERES; OLIVA-TELES, 2005). A maioria dos estudos de exigéncias de
aminoacidos € baseada em experimentos de dose resposta com a utilizacdo de
dietas purificadas ou semi-purificadas com substituicdo parcial por aminoacidos
cristalinos (PEREZ-JIMENEZ et al., 2014); porém, estas respostas podem ser
subestimadas caso as dietas ndo promovam crescimento adequado
(DABROWSKI; GUDERLEY, 2002). Estudos anteriores demonstraram que a
substituicdo (ZAMBONINO INFANTE et al., 1997; MARCOULI et al., 2004;
PERES; OLIVA-TELES, 2005) ou a suplementacdo (TESSER et al., 2005) da

proteina por amino&cidos cristalinos e peptideos, em determinadas proporc¢oes,
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pode ser utilizada sem afetar o desempenho dos animais em fase inicial de
crescimento.

A retencdo de proteina corporal depende do potencial de crescimento,
idade ou peso corporal, e disponibilidade dos aminoacidos nos alimentos
(VERSTEGEN; JONGBLOED, 2003). Peixes jovens depositam menos gordura
e mais proteina corporal do que peixes adultos, sendo que os aminoacidos
devem estar presentes em proporcdes adequadas nas dietas pela combinacéo
de ingredientes ou suplementacdo de forma precisa em cada fase de
crescimento (STOREBAKKEN et al., 2000; PORTZ; FURUYA, 2013). Segundo
Rodrigues (2014), os estudos relacionados as exigéncias nutricionais do
tambaqui se concentram em animais entre 1 e 100 g, e isto se deve a
complexidade existente no manejo e avaliacdo de peixes na fase inicial de
desenvolvimento. No entanto, estudos relacionados a exigéncia em
aminoacidos sao necessarios para elaboracdo de dietas ambiental e
economicamente sustentaveis, além de promover adequado desenvolvimento

aos peixes (FURUYA; FURUYA, 2010), em todas as fases de desenvolvimento

Desta forma, o objetivo deste estudo foi determinar o nivel maximo de
substituicdo da proteina por mistura de aminoacidos cristalinos sem prejudicar
o desempenho e desenvolvimento muscular de juvenis de tambaqui em fase
inicial de crescimento. Além disso, este estudo servirA de base para a
proposicdo de uma dieta base para pesquisas futuras de aminoacidos
especificos para juvenis da espécie nesta fase, que auxiliardo no
desenvolvimento de um pacote tecnolégico adequado a cadeia produtiva das

espécies nativas.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Universidade
Estadual Julio de Mesquita Filho, Protocolo n° 018504/12, ligada ao Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Foram utilizados 2.520 tambaquis recém metamorfoseados em juvenis
(200 £ 50 mg e 21 £ 2 mm) distribuidos em 24 tanques com capacidade de 100
L, na densidade de 70 juvenis.L™,com aeracdo e fluxo de agua continuos, em
sistema aberto. O delineamento foi inteiramente casualizado, com seis
tratamentos e quatro réplicas. Uma dieta semipurificada com 31,9 % de PB
proveniente de caseina e gelatina, avaliada em estudo anterior (KOJIMA, 2016,
capitulo 2 desta tese) foi utilizada como dieta base deste estudo. O perfil de
aminoacidos totais da caseina e gelatina (Tabela 1) foi analisado para o
preparo de uma mistura de aminoacidos cristalinos com o mesmo perfil, usada
para substituicdo nas proporcbes de 0, 25, 50, 75 e 90% do total de
aminoacidos presentes na fracdo proteica (caseina e gelatina). Uma outra
dieta, na qual caseina e gelatina foram sustituidas por farinha de peixe e com
quantidade de nitrogénio semelhante ao da dieta semipurificada base, também
foi utilizada. As dietas foram nomeadas de acordo com o nivel de substituicao
dos aminoacidos da proteina pela mistura de aminoacidos cristalinos e pela
fonte de proteina (DO, D25, D50, D75, D90 e DFP, respectivamente) (Tabela
2).

Os ingredientes secos das dietas foram moidos em micromoinho,
misturados, e ap0s o0 acréscimo dos ingredientes liquidos, as dietas foram
peletizadas e secas em estufa a 55 °C. Estas dietas foram moidas e os peletes
foram separados em peneira granulométrica em seis tamanhos de acordo com
o diametro: 0,25 a 0,49 mm; 0,50 a 0,70 mm; 0,71 a 0,99 mm; 1,00 a 1,40 mm;
1,41 a 1,99 mm e acima de 2,0 mm e armazenados a -20°C até sua utilizacéo.
Apods o preparo das dietas, o perfil de aminoacidos em cada uma delas foi
analisado (Tabela 3). O sexto tratamento consistiu na substituicdo da proteina
por farinha de peixe com a quantidade de nitrogénio semelhante ao da dieta

base,



Tabela 1. Perfil de aminoacidos (%) presentes na caseina e gelatina.

. Ingredientes
Aminoacidos (%)

Caseina Gelatina
Indispenséaveis

Lisina 6,99 3,43
Arginina 3,19 8,00
Metionina 2,67 0,91
Fenilalanina 4,40 2,26
Treonina 3,68 1,79
Histidina 2,35 0,81
Valina 5,63 2,20
Isoleucina 4,26 1,37
Leucina 7,96 2,65

Triptofano 1,28 nc

Dispensaveis

Alanina 2,73 8,73
Aspartato 6,65 5,59
Prolina 8,82 13,39
Glutamato 18,71 9,80
Glicina 1,72 22,83
Serina 5,01 3,29
Cisteina 0,84 0,38
Tirosina 5,00 0,60

*nc: ndo calculado devido a baixa quantidade detectada.
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Tabela 2. Formulacdo e composicao das dietas experimentais com substituicdo
do perfil de aminoacidos da mistura proteica (caseina e gelatina) por mistura de
aminodcidos cristalinos ou farinha de peixe.

Ingredientes (%) pietas

DFP DO D25 D50 D75 D90
Caseina - 24,00 18,00 12,00 6,00 2,40
Gelatina - 6,00 450 3,00 1,50 0,60

Farinha de peixe® 50,00 - - - - -
Dextrina 8,60 15,25 15,25 15,25 15,25 15,25
Hidrolisado proteico? 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo de peixe 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Oleo de Soja 3,10 3,10 3,10 3,10 3,10 3,10
Lecitina 250 250 250 2,50 2,50 2,50
CMC? 5,00 5,00 5,07 6,30 7,00 7,40
Mistura de Minerais e Vitaminas® 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Amido 17,15 30,50 30,50 30,50 30,50 30,50
Celulose® 265 265 265 265 2,65 2,65

Mistura de aminoacidos® 0,00 0,00 6,80 13,70 20,50 24,60

Composicado analisada’

UM (%) 36 59 55 66 7,0 68
MM (%) 125 26 27 23 22 23
NT (%) 48 51 43 42 39 39
PB (%) 30,2 31,9 26,9 26,2 244 244
FB (%) 29 18 23 27 25 29
EE (%) 17,63 82 74 75 79 78
EB(kcal.kg™) 4682 4572 4559 4539 4443 4421
E:P (kcal.g™d) 15,6 14,3 16,9 17,3 18,2 18,1

1

Farinha de tilapia - Zippy Alimentos. > Hidrolisado proteico comercial - ACTIPAL Fish FL 50 — Aquativ.
®Carboximetilcelulose - Synth. * Mistura mineral e vitaminica — Guabi (ingrediente.kg™ mistura): vitamina A=2.500 UI;
vitamina D3=600.000UI; vitamina E=37.500 Ul; vitamina K3=3.750 mg; vitamina C=50.000 mg; tiamina=4.000 mg;
riboflavina=4.000 mg; piridoxina=4.000 mg; vitamina B12=4.000 mg; niacina= 122.500 mg; biotina=15 mg; éacido
félico=1.250 mg; pantotenato de calcio=1.200 mg; cobre=2.500 mg; cobalto=125 mg; ferro=15 g; iodo=375 mg;
manganés=12,5 g; selénio=87,5 mg; zinco=12,5 g.

® Celulose microcristalina - Rhoster® Mistura de aminoacidos cristalinos (%) - Vetec: Ac. Aspartico=64;
ac.glutamico=16,9; serina=4,67; glicina=5,94; histidina=2,0; arginina=4,1; treonina=3,3; alanina=3,9; prolina=9,7;
tirosina=4,12; valina=4,94; metionina=2,3; cisteina=0,7; isoleucina=3,68; leucina=6,9; fenilalanina=4,0; lisina=6,3;
triptofano=1,0; CMC=8,9. * Composi¢éo analisada com base na matéria seca. Umidade (UM); matéria mineral (MM);
nitrogénio total (NT); proteina bruta (PB); fibra bruta (FB); extrato etéreo (EE); energia bruta (EB); relagdo
energia:proteina (E:P)
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Tabela 3. Perfil de aminoacidos (%) presentes nas dietas experimentais.

. 1 Dietas
Aminoacidos (%)

DFP DO D25 D50 D75 D90

Indispensaveis

Lisina 1,77 213 187 1,79 163 1,58
Arginina 209 136 127 1,28 123 1,22
Metionina 064 074 062 059 059 0,68

Fenilalanina 1,06 1,29 1,14 1,18 1,19 1,12
Treonina 1,03 09% 088 089 082 0,80
Histidina 052 042 047 048 052 047

Valina 1,09 153 135 139 139 1,38
Isoleucina 085 1,12 092 094 082 0,93
Leucina 1,86 255 213 212 2,10 2,08
Triptofano nc nc nc nc nc nc

Dispensaveis

Alanina 223 1,29 1,14 110 09 0,93
Aspartato 151 1,10 166 167 163 1,64
Prolina 251 321 289 284 267 284
Glutamato 339 534 484 484 474 462
Glicina 3,57 1,84 1,72 1,59 142 142
Serina 1,14 138 129 126 1,16 1,13
Cisteina 0,04 005 003 0,03 004 0,02
Tirosina 0,78 1,18 1,09 1,10 1,04 1,04

' Com base na matéria natural.

DFP: dieta com fragdo proteica composta por farinha de peixe; DO: dieta base com 30 % de
inclusdo da mistura caseina e gelatina (4:1); D25, D50, D75 e D90: dietas com substituicdo de
25, 50, 75 e 90 % de amino&cidos presentes na mistura caseina e gelatina por mistura de
aminoacidos cristalinos.

*nc: ndo calculado devido a baixa quantidade detectada.
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A duracdo deste experimento foi de 60 dias. Ao inicio do experimento,
foram coletadas amostras de 200 juvenis para posterior avaliacdo biométrica,
15 para andlise histolégica do musculo esquelético, 100 para andlise de
composicao corporal e 100 para analise de aminoacidos livres no musculo. Os
peixes foram coletados 12 horas ap0s a Ultima alimentacao do dia e mortos por
aprofundamento do plano anestésico por benzocaina (0,2 g.L™). Ao final do
experimento, apos a coleta de 15 peixes para determinacdo do perfil de
aminoacidos livres na musculatura esquelética e 5 para analise histolégica do
musculo esquelético dorsal, metade dos peixes sobreviventes em cada
repeticdo foi coletada para andlise de composi¢cdo corporal, e a outra metade
foi coletada para avaliacdo biométrica de peso e comprimento. A partir dos
dados de comprimento total médio (CT, mm) e peso médio (P, g) foram
calculados o ganho em peso (GP); taxa de crescimento especifico (TCE) e
fator de condicao (K) segundo as expressoes:

GP = Peso médio final — Peso médio inicial

(In peso final — In peso inicial) x 100

TCE =
tempo (dias)

peso

~ comprimento totalb

O valor de b foi obtido por meio da logaritimizacdo dos dados de peso e
de comprimento total de todos os peixes amostrados para biometria. Esses
dados foram plotados em grafico e o valor de b obtido pela equacéo linear: y =
a + bx, e o valor calculado foi de 2,99.

A qualidade da agua foi monitorada diariamente para oxigénio dissolvido
e temperatura, enquanto a condutividade e o pH foram monitorados trés vezes
por semana, e a concentracdo de amoénia foi avaliada quinzenalmente, e
apresentaram o0s seguintes valores médios: 6,0 + 0,4 mg.L™" de oxigénio
dissolvido; 30,0 + 0,8°C de temperatura, 228,7 + 63,3 uS.cm™ de condutividade,
7,9+ 0,1 de pH e 0,03 + 0,02 mg.L™" de amdnia total.

Os peixes foram alimentados a vontade até a saciedade aparente para

evitar a falta e sobra das dietas. A quantidade consumida foi monitorada
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diariamente pela pesagem das dietas ao inicio e final do dia. Com estes dados,
foram calculados o consumo das dietas (C) e a conversao alimentar aparente
(CAA), e com os dados biométricos e dados de consumo, foram calculados as
variaveis de taxa de eficiéncia proteica (TEP) e valor produtivo da proteina
(VPP), segundo as expressoes:.

consumo de dieta
CAA =

ganho em peso

anho em peso
TEP = 9 p

consumo de proteina

VPP = (peso final x proteina corporal final) — (peso inicial X proteina corporal inicial)

consumo de proteina

X 100

Avaliacdo da composicao corporal, dietas experimentais e perfil de

aminoacidos totais e aminoacidos livres

As amostras de peixes coletadas no inicio e no final da fase
experimental foram moidas, liofilizadas por 72 horas e analisadas em duplicata
segundo metodologias propostas pela AOAC (2000): para determinacdao das
porcentagens de proteina bruta (PB) por equipamento LECO (LECO
Instruments, St Joseph, Michigan, USA), multiplicado pelo fator de conversao
6,25; extrato etéreo (EE) por lavagem com éter de petréleo por seis horas em
extrator Soxleth; matéria mineral (MM) por meio da incineracdo da amostra em
mufla a temperatura de 600°C durante 4 horas; e energia bruta (EB) por bomba
calorimétrica de Parr. A fibra bruta (FB) foi determinada pelo método Filter Bag
Technique da Ankon. A matéria seca (MS) foi determinada pela pesagem da
matéria Umida, pré-secagem por meio de liofiizacdo das amostras, e
determinacdo da matéria seca a partir da diferenca do peso da amostra apos
secagem final em estufa a 105 °C.

As analises de perfil de aminoacidos totais e livres dos ingredientes e

das dietas foram realizadas por meio de cromatografia liquida de alta precisdo
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(HPLC) no Instituto de Tecnologia de Alimentos, em Campinas, SP. As analises
de perfil de aminoacidos totais foram realizadas ap0és hidrolise acida (HCI, 6N)
das amostras por 24 horas, derivatizacdo com fenilisotilcianato (PITC),
separacdo dos aminoéacidos por HPLC (coluna LUNA C18 100A 5u 250x4,6mm
00G-4252-EQ) em fase reversa, detecgdo por UV a 254 nm, e quantificacéo
por calibragdo interna multinivel com acido a-aminobutirico (AAAB) como
padrdo interno. As analises de triptofano foram realizadas por método
colorimétrico de acordo com Spies (1976).

As andlises de aminoacidos livres do tecido muscular foram realizadas
na musculatura dorsal separada das outras partes do peixe (cavidade
abdominal, cabeca e nadadeira caudal), de acordo com Dabrowski et al.
(2005). A dissecacdo foi realizada em superficie gelada, com auxilio de
material cirargico especifico para o procedimento. Todo o processamento foi
realizado em baixa temperatura (presenca de gelo seco), e apds a separacéo,
as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em ultrafreezer
a -80 °C até serem liofilizadas e enviadas para analise. As concentracdes de
aminoécidos livres foram calculadas com base na matéria Umida do tecido
muscular. Para andlise de aminoacidos livres da musculatura esquelética, as
amostras foram homogeneizadas com metanol acidificado com HCI 0,1M (80 %
MeOH e 20 % HCI 0,1M), derivatizadas com fenilisotilcianato (PITC), e os
aminoacidos separados por HPLC (Coluna HPLC Luna 3u C18(2) 100A
250x4,6mm 00G-4251-E0), e quantificacdo por calibracdo interna multinivel

padrao interno metionina sulfona.

Histologia do musculo esquelético

Para o processamento histolégico de analise da musculatura esquelética
foram retiradas amostras da regido da musculatura dorsal e fixadas em solucéo
de Karnovsky (pH 7,2) por 24 horas, posteriormente estas foram lavadas em
tampao fosfato Sorensen (pH7,2; 0,2M) e preservadas em solugéo de etanol
70%. Apos o processo de fixacdo, as amostras foram submetidas ao processo

de desidratacdo em concentragbes alcodlicas crescentes (70 - 95%) para
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posterior inclusdo em Historesina® (Leica, Germany), seguindo protocolo
determinado pelo fabricante.

Foram realizados cortes transversais de 3 um de espessura no musculo
dorsal, e os cortes foram corados com Hematoxilina e Floxina B (HF), com
posterior uso de laminula para finalizar o processo de preparacdo das laminas.
Apbés a captura de imagens realizada em microscopico Olympus BX43
adaptado a um sistema de analisador de imagens (CellSens 1.8 Standard),
foram calculadas as areas (A) de 600 fibras musculares por amostra para o
célculo do diametro por meio da expressdo d=2(A%° x m°°) de acordo com
Valente et al. (1999). As fibras musculares foram divididas em classes de
tamanho, baseado no diametro, seguindo a metodologia proposta por Assis et
al. (2004); classe 10 = d<10 pm; classe 20 = 10<d<20 pum; classe 30: 20<d<30
pum; classe 40 = 30<d< 40 um e classe 50 = d>40 um. Apoés a classificagéo,
foram analisadas cinco fibras menores e cinco fibras maiores de cada

tratamento.

Andlises estatisticas e interpretacao dos dados

Todos os dados foram analisados para normalidade (Cramer-von Mises)
e homoscedasticidade das variancias (Levene), e os resultados percentuais
foram submetidos a transformacéo arcoseno, assim como transformacdo dos
dados quando necesséria. Os dados de crescimento, sobrevivéncia e diametro
médio das fibras musculares foram avaliados por one-way ANOVA, e as
médias foram analisadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
Os dados de ganho em peso (GP) foram analisados por regressao linear.
Todas as analises e transformacgdes das variaveis biométricas foram realizadas
no programa SAS n. 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA).
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RESULTADOS

Desempenho zootécnico

Neste estudo, a sobrevivéncia dos juvenis de tambaqui ndo foi afetada
pelos niveis de substituicdo da proteina integra por mistura de aminoacidos
(P>0,05). Os resultados de desempenho de crescimento dos peixes do
tratamento DFP n&o foram incluidos nas andlises estatisticas, porém, foram
numericamente maiores comparados aos demais tratamentos. Considerando o
crescimento dos juvenis dos tratamentos que receberam as dietas compostas
por caseina-gelatina como fonte proteica (DO a D90), verificou-se que o
desempenho dos peixes dos tratamentos com menores niveis de substituicdo
(D25 e D50) foi semelhante ao crescimento observado nos peixes do
tratamento DO (P>0,05). Os resultados de TEP e VPP dos juvenis do
tratamento D90 foram inferiores (P<0,05) aos resultados dos juvenis dos
tratamentos D50 e D75 (Tabela 4).

Foi verificada aceitabilidade das dietas experimentais pelos juvenis de
tambaqui em todos os tratamentos. Porém, o consumo foi maior com o
aumento do nivel de substituicdo e a CAA demonstrou comportamento inverso
(P<0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4. Desempenho dos juvenis de tambaqui alimentados com dietas semi-purificadas contendo crescentes substituicfes
da fragdo proteica composta por caseina-gelatina por mistura de aminoacidos cristalinos em niveis de 0, 25, 50, 75 e 90 %
(DO, D25, D50, D75 e D90), e substituicdo da mistura proteica por farinha de peixe (DFP). Peso e comprimento total iniciais
de 200 + 50 mg e 21 £ 2 mm, respectivamente.

Dietas
Variaveis Valor de P
DFpP* DO D25 D50 D75 D90
CT (cm) 8,2+0,2 6,0+0,5 5,3+0,5% 5,5+0,2% 4,5+1,0° 4,4+0,2° 0,0005
P (9) 9,9+0,7 4,3+1,0° 3,2+0,8%° 3,3+0,3% 2,5+0,4° 1,5+0,2° 0,0001
GP (g)** 9,7+0,7 4,1+1,0 3,0£0,8 3,1+0,3 2,3+0,4 1,4+0,2

TCE (%.dia™) 6,9+0,1 5,5+0,4° 5,0+0,4% 5,1+0,2% 4,6%0,3" 3,8+0,2° 0,0001
K 0,018+0,001 0,020+0,001* 0,021+0,001* 0,020+0,001*® 0,019+0,001° 0,019+0,001° 0,0003
S (%) 92,9457 88,6+7,1 89,6+1,6 90,0+2,7 95,7+3,6 93,3+4,7 0,2254
C (% peso.dia™) 3,3+0,2 4,8+0,4° 5,5+0,3% 5,1+0,2" 5,3+0,4%° 5,9+0,2° 0,0027
CAA 1,0+0,1 1,5+0,1° 1,8+0,2° 1,7+0,1% 1,8+0,2° 2,240,1° 0,0001
TEP 3,320,1 2,0£0,2%° 2,0£0,1%° 2,3+0,1° 2,340,2% 1,9+0,1° 0,0154
VPP (%) 39,6+1,7 26,0+2,3% 25,1+1,7% 28,4+0,8° 27,0+2,2° 22,0+0,9° 0,0045

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* N&o incluido na andlise estatistica.
** Andlise por regresséo linear.

Comprimento total (CT); peso (P); ganho em peso (GP); taxa de crescimento especifico (TCE); fator de condi¢cao (K); sobrevivéncia (S); consumo (C); conversao
alimentar aparente (CAA); taxa de eficiéncia proteica (TEP); valor produtivo da proteina (VPP).



80

Os resultados de GP foram analisados por regressao linear (p<0,0001), e

demonstraram tendéncia de diminuicdo do GP com o aumento dos niveis de

substituicéo (Figura 1).

6 =.0,0263x+4,06
R? = 0,6124
44
C)
o
O
2-
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1 | | ]
DO D25 D50 D75 D90
Dietas

Figura 1. Modelo de regressao linear do ganho em peso (GP) dos juvenis de tambaqui apés
alimentacéo por 60 dias com dietas com niveis crescentes de substituicdo da fracdo proteica
por mistura de aminoacidos cristalinos (0, 25, 50, 75 e 90 %).

As substituicbes da proteina por mistura de aminoacidos cristalinos nao
alteraram a MS e energia corporal dos juvenis dos tratamentos DO a D90 (P>0,05).
As respostas de EE diferiram somente entre os juvenis dos tratamentos DO e D50
(P<0,05), enquanto as respostas de PB e MM apresentaram diminuicdo com o

aumento da porcentagem de substituicdo (P<0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5. Composicdo corporal de juvenis de tambaqui alimentados com dietas semi-purificadas contendo crescentes
substituicdes da fracdo proteica composta por caseina-gelatina por mistura de amino&cidos cristalinos em niveis de 0, 25, 50,
75 e 90 % (DO, D25, D50, D75 e D90), e substituicdo da mistura proteica por farinha de peixe (DFP).

_ Dietas
Composicao
corporal* o Final
Inicial
DFP** DO D25 D50 D75 D90
MS (%) 17,8+0,1 28,1+0,1 24,9+1,1 25,0+0,8 25,3+0,6 24,5+0,5 24,5+0,3
MM (%) 2,6+0,1 3,210,1 1,9+0,1° 1,7+0,1%° 1,5+0,1° 1,5+0,1° 1,5+0,1°
PB (%) 13,0+0,1 12,0+0,2 12,7+0,12 12,5+0,4%° 12,4+0,3%" 11,9+0,2"° 11,6+0,1°
EE (%) 1,5+0,1 12,7+0,3 9,3+0,8° 10,0+0,6% 10,8+0,72 10,2+0,5%® 10,4+ 0,4
EB (kcal/kg) 870+0,3 1824+8 1609+105 161677 169357 1623+41 1628+38

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

*Matéria natural
**N&o incluido na analise estatistica.

Matéria seca (MS); matéria mineral (MM); proteina bruta (PB); extrato etéreo (EE); energia bruta (EB).
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Aminoécidos livres

As porcentagens de aminoacidos livres da musculatura esquelética de
juvenis de tambaqui foram afetadas pelos niveis de substituicdo da proteina por
mistura de aminoacidos cristalinos. As porcentagens de AAD acompanharam o
aumento dos niveis de substituicdo, por outro lado, as porcentagens de AAl
foram decrescentes (Tabela 6).

As porcentagens de Lys e Phe néo diferiram entre os peixes (P>0,05)
dos tratamentos com substituicdo (DO a D90), enquanto a porcentagem de Met
foi superior apenas nos juvenis do tratamento DO (P<0,05). Nos juvenis
alimentados com a dieta controle (DO) e com a menor substituicdo (D25), os
aminoacidos Arg e Thr ndo foram detectados, assim como o aminoé&cido Val
nao foi detectado nos juvenis dos tratamentos com os maiores valores de
substituicdo (D50, D75 e D90) (Tabela 6).

Em relacdo aos aminoacidos dispensaveis, a porcentagem de Ala foi
maior nos peixes do tratamento D90 (P<0,05) e semelhante entre os juvenis
dos tratamentos DO, D25, D50 e D75 (P>0,05). As concentragdes de Asp foram
semelhantes (P>0,05) entre os juvenis de todos os tratamentos, exceto entre
0s juvenis dos tratamentos DO e D50 (P<0,05). Entre os juvenis dos
tratamentos de substituicdo (DO a D90), as porcentagens de Pro, Hyp, Gly, Ser
e Cys foram decrescentes com 0 aumento da substituicdo, enquanto o de Tau
demonstraram resposta inversa (P<0,05) (Tabela 6).

A concentracdo total de aminoacidos livres da musculatura esquelética
foi semelhante entre os juvenis de todos os tratamentos, exceto entre o0s
tratamentos D25 e D75 (P<0,05). A concentracdo total de aminoacidos
indispensaveis (AAl) demonstrou queda com o0 aumento dos niveis de
substituicao (P<0,05). Por outro lado, nos resultados de concentragéo total de

aminoacidos dispensaveis (AAD) observou-se o inverso (Figura 2).
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Tabela 6. Médias e desvio padrdo das porcentagens de aminoacidos livres presentes na musculatura dorsal de juvenis de
tambaqui, alimentados com dietas semi-purificadas contendo crescentes substituicdes da fragdo proteica composta por
caseina-gelatina por mistura de aminoacidos cristalinos em niveis de 0, 25, 50, 75 e 90 % (DO, D25, D50, D75 e D90), e
substituicdo da mistura proteica por farinha de peixe (DFP).

Aminoacidos Diets
Indispenséveis (%) DFP* DO D25 D50 D75 D90

Lys 2,28+0,1 4,54+0,40 3,62+0,53 4,05+0,36 3,70+0,50 4,21+0,31
Arg nd nd nd 0,35+0,04%" 0,41+0,04% 0,33+0,03"
Met 1,79+0,13 6,58+0,99° 3,71+0,65° 1,74+0,23° 2,55+0,13° 1,98+0,11%
Phe 1,07+0,19 1,13+0,45 0,93+0,15 0,86+0,02 0,73%0,12 0,77+0,12
Thr nd nd nd 0,67+0,13 0,98+0,20 0,96+0,15
His 6,46+0,49 11,59+0,74% 10,23+1,01%° 10,21+1,08% 8,18+0,90"° 7,06+1,32°
Val nd 1,82+0,25% 1,13+0,11° nd nd nd
lle 1,43+0,20 0,37+0,15° 1,83+0,24° 1,20+0,38" 0,93+0,06"° 0,97+0,27°
Leu 0,23+0,03 nd 0,27+0,02 0,22+0,05 0,21+0,02 0,21+0,04

Total AAI (%) 13,26+0,92 26,01+0,75° 21,72+1,38° 19,31+1,40° 17,70+1,55° 16,51+1,30°

Dispensaveis (%)

Ala 1,68+0,27 1,89+0,19° 2,02+0,09° 2,04+0,63° 2,81+0,46° 4,34+0,56°
Asp 0,26+0,06 0,57+0,25° 0,83+0,16%" 1,00+0,242 0,91+0,05%" 0,79+0,17%
Pro 2,86+0,49 15,27+1,212 14,05+2,33% 10,53+0,99"° 7,58+0,44% 6,77+1,56°
Hyp 4,80+0,66 1,37+0,222 1,53+0,182 0,82+0,08° 0,47+0,10° 0,26+0,03°
Glu 0,99+0,13 1,29+0,10 1,28+0,05 1,32+0,04 1,37+0,18 1,46+0,10
Gly 38,42+0,64 32,91+2,37° 33,43+2,09° 29,20+2,74%® 25,49+2 35° 25,90+2,19°
Ser 4,79+0,68 3,66+0,30%" 4,00+0,552 3,03+0,32"° 2,63+0,35° 2,46+0,38°
Tau 22,03+0,58 12,63+2,28° 16,10+3,00°° 16,49+2,33"¢ 19,96+2,66%" 25,22+2 772
Cys 10,92+0,35 4,39+0,35° 5,05+0,322 16,25+2,89° 21,07+3,23° 16,30+0,59°

Total AAD (%) 86,74+0,92 73,99+0,75° 78,28+1,38° 80,69+1,40% 82,30+1,55° 83,49+1,30°

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
*N&o incluido na andlise estatistica.
nd = ndo detectado; AAl = aminoéacidos indispensaveis; AAD = aminoacidos dispensaveis.



84

DFP [ D25 @mm D75
— DO D50 mm D90

'.'; 40-
a

i;- ab b ab < ab a
= 30-
E e l% ) ) abl ab
3
5 20- % =1
8
S / a b
8 104 / be be
g I
g 0 |/A'_ l% .

Total AAl AAD

Figura 2. Concentragbes (mMol.kg™) de aminoacidos livres total (Total), aminoacidos
indispensaveis (AAl) e amino4cidos dispensaveis (AAD) na musculatura esquelética
de juvenis de tambaqui apos 60 dias de alimentagdo com dietas semi-purificadas
contendo crescentes substituicbes da fracdo proteica composta por caseina-gelatina
por mistura de aminoacidos cristalinos em niveis de 0, 25, 50, 75 e 90 % (DO, D25,
D50, D75 e D90), e substituicdo da mistura proteica por farinha de peixe (DFP) (ndo
incluido na andlise estatisica). Médias seguidas da mesma letra em cada conjunto de
resultados nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Morfometria das fibras musculares

Ao inicio do experimento, 0s juvenis apresentaram maior frequéncia de
fibras (43,8 %) com diametro maior que 30 pum (classes 40 e 50) e poucas
fibras (0,5 %) de diametro abaixo de 10 um (classe 10) (Figura 3). Foram
observadas caracteristicas de crescimento muscular por hiperplasia (classes
10 a 30) e hipertrofia (classes 40 e 50) (Figura 4).
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Figura 3. Distribuicdo da frequéncia de fibras musculares em diferentes classes de
didametro em juvenis de tambaqui ao inicio do periodo experimental. Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Figura 4. Fotomicrografia da musculatura esquelética de juvenis de tambaqui ao inicio
do experimento. Corte transversal, Hematoxilina e Floxina B. Fibras musculares com
nacleo periférico (1); fibras musculares rodeadas por fibras menores (*).
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ApGs os 60 dias de alimentagdo com as dietas experimentais, 0s juvenis
de tambaqui de todos os tratamentos apresentaram tanto fibras musculares de
diametro menor entre fibras de maior diametro (Figura 5). Os crescentes niveis
de substiruicdo aumentaram as frequéncias de fibras menores que 30 um de
46,3 a 62,1% nos juvenis dos tratamentos DO e D90, respectivamente. As
frequéncias de fibras maiores demonstraram o inverso (Figura 6). Foi
observada diferenca estatistica (P<0,05) entre os juvenis dos tratamentos

somente para frequéncia de fibras menores que 10 um (Figura 6).
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Figura 5. Fotomicrografias da musculatura esquelética de juvenis de tambaqui
alimentados por 60 dias com dietas semi-purificadas contendo crescentes
substituicbes da fracdo proteica composta por caseina-gelatina por mistura de
aminoacidos cristalinos em niveis de 0, 25, 50, 75 e 90 % (DO, D25, D50, D75 e D90),
e substituicdo da mistura proteica por farinha de peixe (DFP). Fibras maiores rodeadas
por fibras menores (=); nucleo periférico (1). Notar a presenca de fibras musculares

com didmetro maior nos juvenis do tratamento DFP e maior propor¢éo de fibras com
didmetro menor nos juvenis dos tratamentos D75 e D90. Hematoxilina e Floxina B.
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Figura 6. Distribuicdo da frequéncia de fibras musculares em diferentes classes de
didmetro (classe 10: d<10um; classe 20:10<d<20 pm; classe 30: 20<d< 30 uym; classe
40: 30<d<40 um; classe 50: d>40 uym) em juvenis de tambaqui, apos 60 dias de
alimentacdo com dietas semi-purificadas contendo crescentes substituicbes da fragédo
proteica composta por caseina-gelatina por mistura de aminodacidos cristalinos em
niveis de 0, 25, 50, 75 e 90 % (DO, D25, D50, D75 e D90), e substituicdo da mistura
proteica por farinha de peixe (DFP) (ndo incluido na andlise estatisica). Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Os resultados de didmetro médio das cinco maiores e menores fibras
dos juvenis do tratamento DFP foram numericamente superiores aos demais
tratamentos. ApOs andlise das cinco fibras com menor diametro médio, os
juvenis do tratamento D50 demonstraram o maior diametro médio de fibra.
Ainda, o diametro médio das fibras maiores apresentou diminuicdo com o
aumento dos niveis de substiuicdo da fracdo proteica por mistura de

aminodcidos cristalinos (Tabela 7).
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Tabela 7. Diametro médio das cinco fibras menores e maiores da musculatura
esquelética de juvenis de tambaqui apds 60 dias de alimentacdo com dietas
semi-purificadas com niveis crescentes de substituicdo da fracdo proteica por
mistura de aminoacidos cristalinos nos niveis de 0, 25, 50, 75 e 90 % (DO, D25,
D50, D75 e D90) e substituicdo da fracdo proteica (caseina e gelatina) por
farinha de peixe (DFP).

Diametro das Dietas

cinco fibras
(um) DFP* DO D25 D50 D75 D90

Menores 10,7+0,9 8,7+0,6° 9,0+0,9° 10,6+0,8% 7,4+1,3° 6,8+0,8°

Maiores 77,2#3,2 66,3+4,9° 63,1+4,6% 61,3+3,2° 57,1+4,8° 58,2452°

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
*N&o incluido na andlise estatistica.

DISCUSSAO

Os peixes usados neste estudo eram tambaquis recém
metamorfoseados em juvenis, que jA apresentavam o trato digestorio assim
como 0s outros sistemas organicos bem desenvolvidos. Durante os 60 dias de
experimento, aumentaram o peso de 21,5 (D0) a 49,5 vezes (DFP) nos dois
tratamentos controle.

Os resultados de desempenho (CT, P, TCE e K) dos juvenis de
tambaqui na faixa de 0,2 a 4,3 g, alimentados com dietas semi-purificadas
contendo substituicbes de 25 a 90% do perfil de aminoacidos da fracéo
proteica da caseina-gelatina (4:1) por mistura de aminoacidos cristalinos com
mesmo perfil, indicaram que a substituicdo de até 50% promoveu desempenho
semelhante ao dos juvenis de tambaqui alimentados com dieta sem
substituicdo (D0). Em estudo com juvenis de Senegalese sole (4,26 a 11,6 Q)
alimentados com dietas com quantidades crescentes de substituicao (20, 35 e
50 %) da proteina da farinha de peixe por aminodcidos cristalinos, ndo foram
observadas diferencas no crescimento entre o0s juvenis dos diferentes
tratamentos, sendo que a substituicdo de até 50 % foi recomendada para

utilizacdo em estudos de exigéncia em aminoéacidos para a espécie (PEREZ-
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JIMENEZ et al., 2014). Altos niveis de substituicAo da proteina integra por
aminoacidos cristalinos sdo importantes em estudos de dose-resposta para
determinacdo da exigéncia em aminoacidos, uma vez que estes niveis
permitem ampla manipulacio de aminoacidos das dietas (PEREZ-JIMENEZ et
al., 2014). No entanto, no presente estudo, ndo apenas a alta concentracao de
aminoacidos livres nas dietas com maior porcentagem de substituicdo pode ter
causado uma diminuicdo do desempenho de crescimento, mas, também, a
porcentagem de proteina bruta. Observou-se uma diminuicdo dos valores de
PB com o aumento da inclusdo dos aminoacidos, e esse fato pode estar
relacionado a pureza dos mesmos.

O consumo das dietas semi-purificadas foi numericamente maior
comparado ao consumo da dieta DFP, e crescente de acordo com o aumento
da substituicdo por aminoacidos cristalinos. O maior consumo das dietas com
substituicdo pode ter ocorrido devido a presenca de aminoacidos livres que
estimulam a ingestdo de alimento, segundo Kasumyan e Doving (2003) os
aminoacidos Ala, Cys e Ser sdo estimulantes da ingestdo de alimentos para
muitas espécies de peixes. No entanto, o consumo elevado da dieta D90 n&o
foi suficiente para garantir o crescimento dos juvenis deste tratamento. A
reducdo no desempenho de peixes alimentados com dietas com aminoacidos
cristalinos na forma livre comparados aos peixes alimentados com aminoacidos
ligados a proteina podem ocorrer devido a lixiviagdo e diferentes taxas de
absorcdo dos aminoacidos (PERES; OLIVA-TELES, 2005; BODIN et al., 2012).
O excesso de aminoacidos livres devido a rapida absor¢cao causam desbalanco
no perfil de amino&cidos dos tecidos, e estes sdo removidos por oxidacao
hepética aumentando a excre¢cdo de amodnia e o esqueleto carbbnico pode ser
utilizado na sintese de lipideos e carboidratos, ou ainda, estes aminoacidos sao
excretados diretamente na forma livre. Todos estes processos causam queda
na eficiencia de utilizacéo do nitrogénio (BODIN et al., 2012).

Os resultados das analises de MM e PB demonstraram mesmo
comportamento de queda dos resultados de desempenho com o aumento dos
niveis de substituicdo da proteina por mistura de aminoacidos. O teor de EE

dos juvenis do tratamento DFP foi numericamente maior e pode ter ocorrido
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devido a porcentagem de lipidio da dieta (17,63 %), fato observado também em
outro estudo com juvenis da mesma espécie que receberam dietas com até
10,4 % de lipidio (CAMARGO et al., 1998). A taxa de crescimento € resultado
do aumento da taxa de sintese proteica e diminuicdo da taxa de degradacao,
ou a combinacdo dos dois processos (DABROWSKI; GURDELEY, 2002). Na
musculatura de Anguilla anguilla foi observado aumento nas taxas de sintese
proteica com o0 aumento da qualidade da proteina dietética, enquanto as taxas
de degradacédo da proteina ndo foram afetados (HIGUERA et al., 1999). No
presente estudo, os resultados de TEP e VPP, que s&o variaveis relacionadas
a quantidade de PB da dieta convertida em peso corporal e quantidade da PB
consumida convertida em PB corporal (SA; FRACALOSSI, 2002), foram
menores nos juvenis alimentados com a dieta D90.Também foi observado
menor peso, menor quantidade de PB corporal e a maior frequéncia de fibras
menores que 10 pm.

Previamente ao inicio do experimento os juvenis de tambaqui foram
alimentados apenas com nauplios de artémia e apresentavam 56,2 % de fibras
com diametro de até 30 um. Porém, ao final dos 60 dias de alimentagdo, os
peixes que receberam maiores niveis de substituicdo da proteina por mistura
de aminoéacidos (D75 e D90) apresentam desempenho reduzido e também
tiveram predominancia de fibras musculares menores que 10 um. Apesar de
diversos estudos definirem a maior frequéncia de fibras pequenas como
crescimento hiperplasico (JOHNSTON; HALL, 1999; ASSIS et al.,, 2004;
JOHNSTON, 2006; LEITAO et al., 2011; NEBO et al., 2013; KOJIMA et al.,
2015), neste estudo, o mesmo perfil de distribuicdo de fibras musculares, ou,
posto de outra forma, a maior frequéncia de fibras pequenas (<10 um) pode ser
indicativo de que houve queda na sintese e/ou catabolismo proteico nos peixes
dos tratamentos D75 a D90, resultando em reducdo da massa muscular, como
observado em larvas ou juvenis de pacu P. mesopotamicus que passaram por
privacao alimentar (KOJIMA et al, 2015; MENOSSI, 2014) ou receberam dietas
de baixo valor nutricional (LEITAO, 2013). Inversamente, nos juvenis dos
tratamentos DO a D50 foi observada menores frequéncias de fibras com

didmetro inferior a 10 pm e maior didametro médio das cinco maiores fibras
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musculares, indicando investimento em crescimento hipertréfico. Isso mostra
que os processos dinamicos de hiperplasia e hipertrofia sdo responséaveis pelo
crescimento muscular do tambaqui nessa fase inicial de desenvolvimento, e a
alimentacéo € um dos fatores que afetam o desenvolvimento muscular, como ja
demonstrado por outros autores (CHAPALAMADUGU et al.,, 2009; ALAMI-
DURANTE et al., 2010).

A musculatura esquelética nos peixes pode variar de 60 a 70% do peso
corporal total (AYALA et al.,, 2010) e € a maior reserva de peptideos e
aminoé&cidos livres no corpo (DABROWSKI; GUDERLAY, 2002; DAVIS;
FIOROTTO, 2009), sendo a musculatura branca a responsavel pelo maior pool
de aminoacidos livres em peixes (JURSS; BASTROP, 1995). Os aminoacidos
livres estdo presentes em quantidades menores na musculatura branca de
juvenis comparados aos peixes adultos devido a elevada utilizacdo destes para
a sintese proteica (SIDDIQUI et al., 1973; BALLANTYNE, 2001) e utilizacao
como fonte de energia (TERJESEN et al., 2006); desta forma, o desbalanco de
aminoacidos nas dietas pode afetar o crescimento dos peixes (ARAGAO, et al
2007). No presente estudo, a andlise de aminoécidos livres da musculatura
esquelética mostrou relacdo direta entre a substituicdo da proteina por mistura
de aminoécidos cristalinos e a porcentagem de AAD total; ou seja, quanto
maior o nivel de substituicdo, maior a porcentagem de AAD no tecido muscular
dos juvenis de tambaqui. Por outro lado, a porcentagem de AAI total foi
decrescente, acompanhando o0s menores resultados observados de
desempenho nos juvenis dos tratamentos com maiores niveis de substituicdo
(D75 e D90). Em condi¢des desfavoraveis de alimentacéo, as vias catabolicas
para gerar ATP séo ativadas enquanto as vias de sintese proteica séo inibidas,
para limitar os gastos energeéticos (SALEM et al., 2010; VAREILLES et al.,
2012). O desbalanco na composicdo de aminoacidos induz a degradacao de
proteinas musculares para fornecer aminoacidos para outras fungdes vitais
(VAREILLES et al., 2012).

A diminuicdo nas porcentagens de AAI livres na musculatura dos peixes
com o0 aumento nos niveis de substituicdo da porcao proteica observada neste

estudo € um indicador de deficiéncia, possivelmente causada pela excregdo
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dos aminoacidos livres em excesso nas dietas e pelo desbalanco devido as
diferentes velocidades de absorcdo das fontes de aminoacidos e competicdo
por transportadores especificos (ZHANG et al., 2006; KWASEK et al., 2010),
resultando em aumento da porcentagem de AAD devido ao catabolismo
proteico. Durante a falta ou deficiéncia de algum aminoacido dietético, o
turnover proteico pode atuar como fonte emergencial dos mesmos para manter
0s processos vitais (JURSS; BASTROP 1995; CONCEICAO et al., 2003). O
processo de turnover dos aminoacidos € especifico nos diferentes tecidos,
porém, no geral, os peixes catabolizam de 40 a 50 % das proteinas corporais
para o pool de aminoacidos para reutilizacdo na sintese de proteinas (COWEY;
LUQUET, 1983).

Nos tratamentos DFP, DO e D25 as quantidades de Arg e Thr ndo foram
detectadas pelo método utilizado. Porém, vale ressaltar que a Arg € o primeiro
limitante em ingredientes de origem vegetal e esta envolvida no metabolismo
do nitrogénio, acido glutamico, sintese de poliaminas, producdo de oxido
nitrico, sintese de creatinina e regeneracao de ATP no musculo (DENIS et al.,
1998; ZHOU et al 2012; LIN et al 2015). Ja a Val foi detectada somente na
musculatura dos juvenis dos tratamentos DO e D25. Os aminoé&cidos de cadeia
ramificada (Val, Leu e lle) desempenham papel importante na sintese proteica
e inibem a degradacéo proteica (HOLECEK et al., 2001; SHIMOMURA et al.,
2006), e estdao envolvidos em diferentes vias metabdlicas para crescimento,
reparo de tecidos e manutencdo do balanco de nitrogénio corporal
(RAHIMNEJAD; LEE, 2013). Estes aminoacidos também competem pelo
mesmo transportador na membrana celular (LI et al., 2009); portanto,
possivelmente devido a maior disponibilidade de aminoacidos nas dietas
suplementadas, os juvenis dos tratamentos com 0s maiores niveis de
substituicdo ndo foram capazes de absorver quantidades suficientes deste
aminoacido para manter as taxas de sintese proteica para manutencdo do
desempenho em relacdo aos juvenis dos tratamentos que receberam menores
niveis de substituicao.

No presente estudo, a quantidade de His apresentou reducdo com o

aumento da substituicdo por aminoacidos cristalinos, possivelmente devido a
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passagem direta dos aminod&cidos livres pelo limen intestinal, ou ainda, devido
a funcéo da His presente na musculatura branca dos peixes como fonte de
energia que pode ser utilizada em situacdes de privacdo alimentar (ABE;
OHMAMA, 1987; HAN et al., 2013). O aumento da Ala livre no musculo dos
peixes com 0s crescentes niveis de substituicdo de proteina pode ser um
importante indicador de catabolismo proteico, pois este aminoacido que esta
presente em maiores concentracdes no musculo (BALLANTYNE, 2001) é
precursor da glicose (LI et al., 2009), formada atravéz do ciclo da glicose-
alanina (WU, 2009). A falta de diferenca estatistica na porcentagem de Glu livre
no muasculo dos juvenis de tambaqui entre os tratamentos DO a D90 demonstra
a importancia deste aminoacido como doador de grupo amina durante sintese
de AAD. Aminoacidos como Val, lle e Leu sdo substratos para sintese de
glutamina nos tecidos animais (WU, 2009), o que torna dificil a compreenséao
do perfil de resposta dos AAD, baseados apenas nos resultados observados

neste trabalho.

CONCLUSAO

Apesar do melhor desempenho dos peixes do tratamento DFP, o0s
resultados obtidos neste estudo indicam que juvenis de tambaqui na faixa de
0,2 g de peso apresentam crescimento satisfatoério com dietas semi-purificadas
a base de caseina e gelatina. Comparando-se os resultados dos peixes que
receberam as dietas semi-purificadas, conclui-se que até 50 % do perfil de
aminoacidos da proteina pode ser substituido por mistura de aminoacidos
cristalinos sem prejudicar o desenvolvimento dos juvenis de tambaqui de 0,2 a
4,3 g. Poucos estudos contemplam a exigéncia dietética em PB e aminoacidos
para as fases iniciais de desenvolvimento dos peixes, assim, este estudo traz
como contribuicdo, informacdes importantes para futuros estudos de exigéncia

para juvenis de tambaqui.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os niveis de 49,46 % e 31,9 % de proteina bruta foram suficientes para
atender as exigéncias em proteina bruta para o maximo desempenho de ganho
em peso de tambaquis na faixa de 70 a 430 mg e para juvenis na faixa de peso
de 250 a 5500 mg, respectivamente. E 0 excesso de proteina prejudica o
crescimento hiperplasico da musculatura esquelética de tambaqui na faixa de
peso de 70 a 430 mg.

A substituicdo de até 50 % do perfil de aminoacidos da proteina por
mistura de aminoacidos cristalinos pode ser utilizada sem prejudicar o
desempenho de crescimento e desenvolvimento da musculatura esquelética
dos juvenis de tambaqui de 0,2 a 4,3 g.

Desta forma, os resultados de exigéncia proteica e substituicdo da
proteina por mistura de aminoacidos encontrados neste estudo poderdo
contribuir com informacfes para futuras pesquisas em exigéncia proteica e
aminoacidos especificos da espécie durante as fases iniciais de
desenvolvimento, visando o desenvolvimento muscular para o melhor

desempenho e qualidade de produtos, como o filé do peixe.



