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RESUMO

O consumo global de alimentos e derivados de pescado aumentou a uma porcentagem
meédia anual de 3,1%, de 1961 a 2017. O Brasil € conhecido mundialmente pela grande
diversidade de espécies dulcicolas, correspondendo a 41% do total de espécies de peixes
teledsteos viventes no mundo. O tambaqui (Colossoma macropomum), espécie nativa da
América do Sul e da bacia amazdnica, € um peixe onivoro/frugivoro de 4gua doce que pode
atingir facilmente os 70 cm de comprimento, e que apresenta alta produtividade na
aquicultura por possuir excelente conversao alimentar, boa aceitacdo da alimentagcao
artificial, resisténcia a longos periodos de jejum, boa resisténcia a doencas, carne de
excelente qualidade e facilidade de adaptacédo a criagcdo em tanques. Além disso é uma
espécie onivoral/frugivora bem adaptada ao consumo de carboidratos de frutos e sementes,
além de zooplancton, macrdfitas, insetos, algas, moluscos e peixes menores. Carboidratos
sdo nutrientes essenciais na alimentacdo dos animais por serem fornecedores de energia
priméria e sua utilizacdo pelos peixes pode apresentar variacdo dentre as diversas
espécies. Peixes carnivoros utilizam de forma inadequada os carboidratos, porém, peixes
onivoros, como é o caso do tambaqui, parecem controlar melhor a regulacdo metabdlica
destes acglcares no seu organismo. Tanto a glicose quanto a frutose sédo acucares simples
e, apesar de ja existirem alguns estudos que discutem sua importancia na alimentacao e
no metabolismo de peixes, ainda existem muitas dlvidas sobre a utilizacdo metabdlica
destes acUcares pelo tambaqui, tanto no metabolismo quanto na nutricdo. A inclusdo de
diferentes ingredientes energéticos amilaceos e ndo amilaceos em dietas para tambaqui
pode apresentar diferentes caracteristicas metabdlicas e de desempenho produtivo. Neste
estudo utilizou-se da técnica da metabolémica para avaliar os parametros metabdlicos e a
analise dos coeficientes de digestibilidade aparente, varidveis sanguineas e de
desempenho produtivo para avaliar o aproveitamento nutricional de determinados
ingredientes em dietas para o tambaqui. A inclusdo de ingredientes energéticos em niveis
adequados para atender as exigéncias nutricionais pode ser uma alternativa viavel para
otimizar a producédo aquicola da espécie.

Palavras-chave: tambaqui, metabol6mica, digestibilidade, glicose, frutose

viii



ABSTRACT

The global consumption of food and fish products increased at an average annual
percentage of 3.1%, from 1961 to 2017. Brazil is known worldwide for the great diversity of
freshwater species, corresponding to 41% of the total living teleost fish species in the world.
Tambaqui (Colossoma macropomum), a species native to South America and the Amazon
basin, is an omnivorous/frugivorous freshwater fish that can easily reach 70 cm in length,
and has high productivity in aquaculture due to its excellent feed conversion, good
acceptance of artificial feeding, resistance to long periods of fasting, good resistance to
diseases, excellent quality meat and ease of adaptation to tank farming. In addition, it is an
omnivorous/frugivorous species well adapted to the consumption of carbohydrates from
fruits and seeds, as well as zooplankton, macrophytes, insects, algae, molluscs and smaller
fish. Carbohydrates are essential nutrients in animal feed as they provide primary energy
and their use by fish may vary among different species. Carnivorous fish use carbohydrates
inappropriately, however, omnivorous fish, such as tambaqui, seem to better control the
metabolic regulation of these sugars in their body. Both glucose and fructose are simple
sugars and, although there are already some studies that discuss their importance in fish
food and metabolism, there are still many doubts about the metabolic use of these sugars
by tambaqui, both in metabolism and nutrition. The inclusion of different starchy and non-
starchy energy ingredients in diets for tambaqui may present different metabolic and
productive performance characteristics. In this study, the metabolomics technique was used
to evaluate the metabolic parameters and the analysis of apparent digestibility coefficients,
blood variables and productive performance to evaluate the nutritional use of certain
ingredients in diets for tambaqui. The inclusion of energy ingredients at adequate levels to
meet nutritional requirements can be a viable alternative to optimize the aquaculture
production of the species.

Keywords: tambaqui, metabolomics, digestibility, glucose, frutose



Capitulo 01

1. Introducéao

O consumo global de alimentos e derivados que tem como base a carne de pescado
aumentou a uma porcentagem média anual de 3,1%, de 1961 a 2017, sendo esta taxa
quase o dobro do crescimento anual da populagdo mundial (1,6%) no mesmo periodo, e
maior do que todos os outros alimentos derivados de proteina animal (2,1%) (Food and
Agriculture Organization of the United Nations— FAO, 2020). De Almeida et al. (2011) explica
gue a prética aquicola se sobressai sobre outros setores de producéo de alimentos de origem
animal numa porcentagem anual de 8,9% desde 1970, enquanto a pesca alcancou 1,4% e os
sistemas de producgéo tais como o de carne bovina, suina e de frango, alcancaram 2,8%.
Segundo Siqueira (2017) a aquicultura tem se tornado uma pratica competitiva na producéo
de alimentos sustentaveis. E uma atividade que possibilita tanto a geracdo de
emprego/renda quanto reducao da fome e pobreza no planeta.

O ultimo relatério da FAO (2020) demonstra que somente nas Américas, a producéo
aquicola passou de pouco mais de 2%, em 2006, para aproximadamente 4,5% da producao

total mundial de pescado em 2018. A FAO (2016) demonstra ainda que o Brasil € um dos

vinte e cinco primeiros paises commaior producio de pescado em 2014, ocupando a 142
posicdo. Possivelmente, esta capacidade de producado relaciona-se com fatores como
disponibilidade dosmananciais, clima propicio para o cultivo e o avan¢o nas tecnologias de
criacdo,manejo e producéo de racdes (Peixe BR, 2020), que vem melhorando nos ultimos
20 anos.

Devido ao fato de se encontrar numa faixa equatorial o Brasil é conhecido
mundialmente, dentre outros aspectos, por sua grande diversidade de espécies dulcicolas,
correspondendo a 41% do total de espécies de peixes teledsteos existentes (GUIMARAES,
MIRANDA e ARAUJO, 2014). Os peixes nativos, e dentre eles o tambaqui (Colossoma
macropomum) representam 43,7% da producédo total brasileira, atingindo 278.671
toneladas em 2020. Sua producdo aquicola se concentra principalmente nos estados da
Regido Norte e Nordeste,tendo os estados de Rondonia, Maranh&do, Roraima, Para,
Tocantins e Amazonas como 0s principais produtores (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria - EMBRAPA, 2020; Peixe BR, 2021). Lobo et al. (2015) ainda afirma que
o tambaqui € a espécie que tem grande destaque na piscicultura continental e € a principal

espécie nativa cultivada no pais.

2. A espécie tambaqui (Colossoma macropomum)
18



Desde a década de 1980, quando o tambaqui (Colossoma macropomum) comecou a
ser criado em cativeiro, tem ocorrido um avanco progressivo em sua producédo, tanto em
volume de biomassa que ja ultrapassa a pesca predatéria, quanto em tecnologias de
producdo. Atualmente existem registros decriagdo de tambaquis em tanques escavados,
reservatorios de 4gua e em tanques-rede e a espécie ja é criada em varios paises da Ameérica
do Sul, Centrale Caribe (Bolivia, Coldmbia, Republica Dominicana, Guiana, Panama, Peru,
Suriname, Venezuela, totalizando 5135 toneladas no ano de 2016), e varios paises da Asia,
particularmente China, Indonésia, Malasia, Mianmar e Vietnd (WOYNAROVICH e VAN
ANROOQY, 2019).

E uma espécie encontrada e distribuida na bacia Amazénica e do rio Orinoco
(GOULDING, 1980; ARIDE et al., 2018). E um peixe de agua doce, bentopelagico,
potamdédromo, que vive bem em aguas com pH 5.0 a 7.8,resistente a acao téxica da aménia
e a temperatura variando entre 22 e 28°C. Por atingir facilmente os 70 cm de comprimento,
podendo chegar a 108 cm,e até 40 kg (FROESE e PAULY, 2018), apresenta grande
potencial para a aquicultura intensiva apresentando excelente conversdo alimentar, boa
aceitagcdo da alimentacao artificial, resisténcia a longos periodos de hipoxia (RODRIGUES,
2014), boa resisténcia a doencas, carne de excelente qualidade e facilidade de adaptacéo
ao cultivo em tanques (SAINT-PAUL, 1991; MELARD et al.,, 1993; GRAEF, 1995;
FERNANDES, CARNEIRO e SAKOMURA, 2000; ARIDE et al., 2007). Esta espécie tem
capacidade biolégica eficiente de utilizacdo de variadas fontes alimentares
predominantemente proteicas e/ou energéticas com ampla capacidade de combinacdes
entre elas (OLIVEIRA et al.,, 2013). Por viver em um ambiente propicio acabou
desenvolvendo a capacidade de se alimentar de diversas fontes disponiveis, valorizando
prioritariamente os frutos e sementes. Nos periodos de vazante a espécie alimenta-se de
zooplancton, plantas macrofitas, insetos, algas, moluscos e peixes menores (onivoro-
oportunista) (RODRIGUES, 2014) e por possuir um trato digestivo anatomicamente bem
distribuido, promove um processo de digestdo bem mais eficiente (CORREA et al., 2007).

Rodrigues (2014) explica que a composigéo nutricional da alimentagédo natural da
espécie, em funcdo do regime de chuvas, frequentemente apresenta reduzida ingestao de
proteina e elevada de carboidratos e fibras. Nos periodos de menor intensidade de chuvas,
observou-se que os estdmagos ficam mais vazios e com maior concentracédo de gordura
perivisceral, estando acima de 10% do peso corporal, caracterizando assim uma adaptacéo
da espécie no periodo de maior escassez de alimentos.

Mesmo nas producdes aquicolas, o tambaqui é um peixe com boa aceitagdo de
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racoes artificiais, associando isso ao excelente ganho de peso e rapido crescimento
(SANTOS et al., 2010), e por isso, desperta um interesse de pesquisadores, na tentativa de
se compreender melhor suas caracteristicas metabolicas para esclarecer suas exigéncias
nutricionais na melhora de seu desempenho, pois compreende-se que as ragdes comerciais
séo a fragao mais cara do cultivo, chegando a 70% do custo total de produgéo (SILVA et al.,
2006). Este fator € potencializado pelo fato de que, devido a um controle ineficaz da
exploracédo comercial e da pesca ilegal do tambaqui, ocorreu uma reducao significativa de
sua captura no ambiente natural (ARIDE et al., 2018) o que fortalece ainda mais a
necessidade de se compreender com mais detalhes sua biologia alimentar, tornando-se
assim, além de uma questéo produtiva comercial,uma estratégia de manejo sustentavel da
espécie, que nao provoque degradacdo do ambiente e que promova lucro e beneficios
sociais, sendo estes trés fatores indissociaveis e essenciais para uma atividade permanente
(VALENTI, 2002).

O tambaqui é uma espécie de peixe que apresenta muitas caracteristicas que
favorecem a inclusdo de carboidratos (CHO) em dietas comerciais. Sua facil capacidade de
se adaptar aos ambientes de criacdo (WOYNAROVICH e VAN ANROOY, 2019), seu
comportamento alimentar frente a sazonalidade dos ambientes em que vive e sua anatomia
e fisiologia sugerem que é uma espécie que pode aproveitar de forma eficiente os CHO
dietéticos.

Alguns estudos com tambaqui demonstram algumas informagcOes acerca da
utilizacdo de CHO pela espécie. De Almeida (2010) afirma que o nivel adequado de
inclusdo de carboidratos nas dietas para peixes em cativeiro é de 40,1% da dieta, porém,
apesar do valor apresentado. Silva et al. (2003) relatam que o tambaqui possui preferéncia
alimentar especifica ao demonstrar a presenca de 133 espécies de frutos e sementes
encontrados no trato gastrointestinal, caracterizando grande utilizacdo de carboidratos
como fonte de energia. Além disso, Guimarées e Martins (2015) dizem que as inclusfes de
niveis adequandos de carboidratos na dieta podem evitar que nutrientes como a proteina
sejam catabolizados e os aminoacidos resultantes deste processo sejam mobilizados para
producéo energética, promovendo assim maior retencdo de proteina pelo tambaqui, além
de reduzir os custos das racoes.

O fato de o tambaqui ser um peixe onivoro-oportunista sugere que as dietas podem
ser alteradas na expectativa de melhora do desempenho zootécnico. Silva, Pereira Filho e
Oliveira-Pereira (2003) classificaram estacondicdo como "efeito poupador de proteina"

onde, em virtude da oferta de alimento em seu ambiente de origem, o tambaqui apresenta
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capacidade de utilizar de forma mais eficiente a proteina para manutencéo, reparo de
tecidos e crescimento, reduzindo sua utilizagcdo como fonte energética.

A capacidade de depositar gordura pelo tambaqui mostra que a espécie utiliza
eficientemente diversas fontes energéticas ndo proteicas direcionando a proteina para o
crescimento e manutencdo da plasticidade corporal, principalmente nas relacdes
proteina/energia nas diferentes fases de vida. No entanto, quando a relacéo
proteina/energia est4 desequilibrada, esta proteina sera redirecionada para atender as
demandas energéticas ou armazenada como gordura nos adipécitos (WINFREE e
STICKNEY,1981) e, sendo assim, o0 aumento de energia da dieta pode levar a melhora na
eficiéncia de retencdo de proteinas nos tecidos, ou seja, a melhor eficiéncia dos alimentos
apresenta uma variacdo de acordo com a relagdo proteina:energia, conhecida como efeito
regulatorio do conteddo energético.

Estudos tém sido realizados com a intencdo de avaliar fontes alternativas de energia
para o tambaqui como proposta de elaboracéo de dietas com menor custo, jA que alguns
ingredientes nao sdo encontrados com facilidade em determinadas regides do pais o que
inviabiliza a fabricacédo das ragdes. Pereira-Junior et al. (2013) avaliaram o desempenho de
tambaquis alimentados com farinha de crueira de mandioca (Manihit esculenta - 0%, 20%,
40%, 60%, 80%, 100%) e observaram que o crescimento nao foi afetado pelos tratamentos,
porém o teor de lipidio corporal apresentou diferenca significativa que indicou deposi¢cao
maior em peixes alimentados com 40% e 100% de inclusdo quando comparado a outros
tratamentos e o custo das dietas diminuiu linearmente com a substituicdo, concluindo que
o milho pode ser totalmente substituido por farinha de crueira sem prejuizo do desempenho
produtivo.

Sandre et al. (2017), avaliando desempenho produtivo de tambaquis (entre 10 e 250
g) com dietas com trés niveis de carboidratos (410, 460 e 510 g/kg) e dois niveis lipidicos
(40 e 80 g/kg) observaram que a inclusédo de 510 g/kg de carboidratos reduziu a ingestéo
de alimentos provavelmente devido ao maior teor de amido que aumenta a quantidade de
energia disponivel, reduzindo a ingestdo de alimentos ou aumentando o tempo de transito
intestinal. Os autores também observaram a ocorréncia de um efeito poupador de proteina
sobre o crescimento de peixes alimentados com 460 g/kg, pois apresentaram maior ganho
de peso, taxa de eficiéncia proteica e valor proteico produtivo. O estudo ainda identificou
gue o aumento nos niveis de lipidios de 40 g/kg para 80 g/kg aumentou a deposicéo de
gordura corporal e diminuiu os coeficientesde digestibilidade dos nutrientes, concluindo que

a dieta ideal para o crescimento é de 460 g/kg de carboidratos e 40 g/kg de lipidios.
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A andlise do perfil enzimatico para o tambaqui tem sido uma excelente ferramenta
para a avaliacdo das respostas metabdlicas. Almeida (2010) analisou o crescimento do
tambaqui avaliando as atividades das proteases, lipase,amilase e fosfatase alcalina e
variagbes da glicose, lactato, &cidos graxos, triglicerideos, glicogénio e enzimas do
metabolismo intermediario, aplicando diferentes porcentagens de carboidratos e lipidios
(CHOI/L: 30,5/13,7%, 40,5/9,1% e 50,0/4,8%). As maiores porcentagens de ganho em peso
e comprimento, consumo relativo e fator de condicéo ocorreram com 40,5% CHO e 9,1% L
(dieta Il). Em contrapartida, os peixes que consumiram a a dieta com 50,0% CHO e 4,8% L
tiveram queda no indice hepatossomatico, na atividade da protease acida estomacal e da
fosfatase alcalina, além de apresentarem aumento na atividade da lipase e da amilase do
trato digestivo, demonstrando assim, que as enzimas digestivas do tambaqui sdo induzidas
pelas porcentagens de CHO/L e o aumento da taxa de CHO/L da dieta provoca diminuigao
do crescimento dos peixes.

Em outro estudo, Corréa et al. (2007), ao utilizarem dietas isoproteicas (28% PB) e
isoenergéticas (3300 kcal/kg EB) com 30, 40 e 50% de amido de milho, também relataram
uma grande capacidade de utilizacdo do carboidrato pelo tambaqui concluindo que o nivel
de 40% apresentou melhor capacidade deprevenir o excesso de deposicdo de lipidios
corporais. Analisando as afirmacdes acerca das caracteristicas e exigéncias nutricionais do
tambaqui demonstra-se que o acompanhamento e a analise das condicdes fisiolégicas da
espécie permitem estimar a utilizacdo de nutrientes pelos peixes. Modificacdes na
capacidade digestiva e absortiva podem refletir a disponibilidade de nutrientes, que esta
associada a adaptacdes de digestao e absorcéo. A andlise da digestibilidade aparente dos
ingredientes é outra ferramenta eficiente na avaliacdo destas condicfes fisiolégicas e

produtivas.

3. Carboidratos na nutricao de peixes

A base da constituicdo alimentar e metabolica de qualquer animal € o consumo diario
de proteinas, carboidratos e lipidios e com os peixes isso nao € diferente. Dentre os CHO
disponiveis e que séo rapidamente metabolizados estédo a glicose e a frutose, sendo estes
nutrientes os agucares de estrutura mais simples que existem. A glicose e a frutose sé@o
absorvidas pelas vilosidades intestinais, entram na corrente sanguinea e sao transportadas
até as células onde compordao o metabolismo intermediario para o fornecimento imediato
de energia ou armazenamento nos tecidos. Conforme a quantidade destes acUcares

aumenta, ocorre a ativagao das vias glicogénicas e lipogénicas, para o armazenamento de
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glicogénio no figado e no musculo, e de triglicerideos, armazenados nos tecidos na forma
de gordura (ENES et al., 2009).

Dentre os nutrientes que sao diariamente ingeridos pelos animais os CHOs sé&o o0s
mais abundantes no planeta, sendo encontrados facilmente e em maior quantidade na
natureza, em raizes, tubérculos, folhas, furtos e sementes. Por serem tdo amplamente
distribuidos s@o as matérias primas mais baratas utilizadas em dietas de animais.
Representam o0s compostos organicos fornecedores de energia primaria e sao
fundamentais para o funcionamento de células ndo promotoras de fotossintese atraves do
processo de oxidacdo (NELSON e COX, 2011).

Os CHO séo basicamente classificados em trés grupos de acordo com sua estrutura
bioguimica (monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos). Tanto a glicose quanto a
frutose sdo monossacarideos compostos por seis atomos de carbono unidos em ligacdes
covalentes simples, apresentando grupos hidroxila e constituidos por oxigénio e carbono.
O gque as diferencia estruturalmente é a posi¢cado na qual o carbono se liga duplamente ao
oxigénio na estrutura molecular, formando um grupo denominado carbonila (BARREIROS,
BOSSOLAN e TRINDADE, 2005) e, quando hidrolisados, dardo origem a produtos
diferentes e € justamente isso que altera seu comportamento metabdlico no organismo.

J& os polissacarideos (polimeros de média a alta massa molecular) sdo constituidos
por repeticdes de unidades de monossacarideos em posi¢cées diferentes fazendo com que
se diferenciem uns dos outros, sendo classificados segundo suas estruturas e propriedades
fisico-quimicas (TAVERNARI et al., 2008). Dentre os principais polissacarideos se
encontram o amido e o glicogénio (armazenadores de energia) e a celulose e a quitina
(estruturadores de paredes celulares e exoesqueletos) (NELSON e COX, 2011).

Segundo Polakof et al. (2012), a utilizacdo de acuUcares simples pelos peixes,
principalmente a glicose, é diferente dos animais endotérmicos pois seu metabolismo é
diretamente influenciado pela disponibilidade de alimento, estando adaptado a privagéo
alimentar a longo prazo. Além disso, as muitas espécies de peixes apresentam
comportamento metabolico diferente em virtude da variedade de condicdes fisioldgicas,
ambientais e comportamentais.

Até o presente momento se sabe que o uso de CHO dietéticos desperta grande
interesse, pois sao importantes componentes dos ingredientes utilizados em dietas
comerciais, mas, apesar da existéncia de alguns estudos, suas funcdes biologicas e
metabolicas ainda ndo sdo bem esclarecidas (CORREA et al., 2007). Kamalam, Medale e

Panserat (2017) sugerem uma extensa lista de fatores que influenciam na utilizagdo dos
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CHO pelos peixes como, por exemplo,comportamento alimentar, estrutura molecular,
disponibilidade destes CHO na natureza para serem consumidos, interacdes entre
nutrientes e niveis de inclusdo em dietas comerciais, dentre outros.

A ciéncia ja reconhece que peixes carnivoros utilizam de forma inadequada os
acucares (VIEGAS et al. 2013), porém, peixes onivoros, como € o caso do tambaqui,
parecem controlar melhor a regulacdo metabodlica destes acucares no seu organismo,

sendo esta informagdo importante, tanto do ponto de vista biol6gico quanto comercial.

4. Digestibilidade dos alimentos

E importante esclarecer que, em regras gerais, desde que se iniciou o fornecimento
de racOes aos peixes em criagdo, estas devem atender as exigéncias nutricionais dos
peixes criados em cativeiro e sua fabricagdo deve considerar, dentre outros fatores, os
habitos alimentares e as diferentes fases de criacdo. Apesar do histérico de criacdo de peixes
datar de mais de mil anos, o fornecimento de dietas especificas para organismos aquaticos
comecgou a ocorrer a apenas algumas décadas (FURUYA, 2007), datando da década de
1960 (MORO e RODRIGUES, 2015).

Uma das maiores dificuldades enfrentadas pelos pesquisadores para determinarem
coeficientes 6timos de digestibilidade para peixes € o fato de que, diferente de outros
animais de criacdo comercial, as espécies utilizadas na aquicultura apresentam grandes
diferencas quanto ao aproveitamento dos alimentos ofertados nas dietas e, em parte, iSso
€ influenciado pelo habito alimentar que muitas vezes € determinado pelas diferencas
anatbmicas e fisioldgicas do aparelho digestério. Bomfim e Lanna (2004) afirmam que
peixes herbivoros, por possuirem intestino longo, favorecem o maior tempo de permanéncia
dos alimentos no trato, aumentando assim o tempo de digestdo e absor¢céo, enquanto os
peixes carnivoros, com intestino curto com baixo coeficiente intestinal, tiveram que se
adaptar para aproveitar ao maximo o0s alimentos proteicos. Nesta circunstancia os peixes
onivoros apresentam comprimentos intermediarios do intestino o que Ihes favorece um
aproveitamento amplo das mais variadas fontes alimentares.

Analisando estes aspectos 0s autores ainda afirmaram que determinadas espécies
onivoras de agua doce e quente tem capacidade digestiva de carboidratos muito mais
eficiente do que os carnivoros obrigatorios (principalmente os marinhos e de agua fria) onde
os elevados niveis de carboidratos das dietas comprometeram tanto os coeficientes de
digestibilidade do préprio carboidrato quanto dos demais macronutrientes. Ainda afirmaram

gue isto ocorre devido a elevacdo da viscosidade do alimento digerido que compromete o
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transporte convectivo no trato gastrointestinal (BOMFIM e LANNA, 2004).

Apesar disso, estudos como NRC (1993), Wilson (1994) e Lee (2002) afirmaram que
a digestibilidade do amido aumenta conforme também se eleva sua gelatinizacao
(dependendo da temperatura aplicada) e, portanto, a diferenca de aproveitamento entre as
espécies relaciona-se com as diferencas de atividade amilolitica do trato gastrointestinal,
correlacionando-se com a temperatura e os variados habitos alimentares.

E importante comentar que outros fatores podem refletir significativamente no
processo de digestibilidade. O processamento das dietas é um fator determinante para isso,
pois, dependendo da forma como os ingredientes sdo moidos e as racdes sdo peletizadas
e/ou extrusadas, podem melhorar ou piorar o processo digestivo, sendo que, geralmente,
guando se promove a extrusao, ingredientes e racdes passam a ter melhor digestibilidade
(GUIMARAES, MIRANDA e ARAUJO, 2014). Outros fatores preponderantes que refletem
na digestibilidade sdo aidade dos peixes e a qualidade dos ingredientes inseridos nas dietas.
Além disso, fatores antinutricionais de certos ingredientes, bem como as diferentes
concentracbes de fibra das dietas, podem influenciar de forma significativa na
digestibilidade. Ainda se considera, neste contexto, os fatores inerentes a qualidade da
agua como salinidade (em carnivoros), dureza e temperatura que também possuem efetiva
influéncia na digestibilidade (BOMFIM e LANNA, 2004).

Numa viséo global os coeficientes de digestibilidade sdo normalmente utilizados para
verificar a capacidade dos animais em consumirem nutrientes em quantidade e com
gualidade satisfatérias para atingirem suas exigéncias nutricionais. A digestdo dos
ingredientes depende, em sua esséncia, da capacidade digestiva de cada espécie
escolhida para o criacdo, do valor nutricional do ingrediente e também de sua composi¢ao
guimica e estas informacfes sdo importantes para que se saiba como atender as
necessidades nutricionais das espécies frente a uma expectativa de busca da melhor
responsta no desempenho produtivo (MENEZES, 2012).

Segundo Sena (2012) a digestibilidade pode ser vista sob duas oticas diferentes,
sendo a digestibilidade total aquela onde ocorrem perdas enddégenas dificeis de serem
quantificadas (excrecdo de produtos resultantes da oxidagdo lipidica e proteica como
células intestinais, muco, substancias biliares e as principais enzimas digestivas),
principalmente em peixes, e a digestibilidade aparente sendo que esta considera um

percentual considerado pequeno de perdas (aproximadamente 5%) no ambiente aquatico.

5. Metaboldmica
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A metabolédmica é uma importante parcela das ciéncias “émicas” (que inclui a
genbmica, a transcriptbmica e a protedmica, dentre outras) responsavel por estudar as
alteracbes ocorridas nos produtos intermediarios ou finais do metabolismo, chamados
metabdlitos, em uma ou mais amostras biolégicas por meio da quantificacdo analitica de
amplo espectro destes metabdlitos em um sistema. Sabe-se, também, que o pool de
metabdlitos de baixa massa molecular (at¢ 1500 Da) € denominado metaboloma.
Basicamente, a técnica da metabolémica consiste em uma sequéncia na qual se coletam e
se preparam amostras em laboratorio, faz-se a analise instrumental destas amostras,
promove-se 0 processamento dos dados produzidos, realiza-se a analise estatistica,
identifica-se os metabdlitos de interesse de cada estudo dentro do contexto numérico e
infere-se uma interpretacao bioldgica para estas informacdes (CANUTO et al., 2018). Ainda,
dentre as muitas técnicas para se promover uma analise metabolémica, as mais recentes,
usuais e eficientes sdo a analise metabolémica por espectrometria de massas (EM) com
ionizacdo branda, cromatografia gasosa (CG) acoplada a espectrometria de massas e a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR) (ABDELNUR, 2011).

Na area da nutricdo a metabolémica € aplicada, fundamentalmente, para avaliar as
adaptacdes a nivel molecular em resposta a ingestdo de determinados nutrientes ou
guaisquer outros elementos quimicos introduzidos que possam afetar de forma direta e
significativa o metabolismo dos animais (GOODACRE et al., 2004). Nos estudos de nutri¢éo,
geralmente a NMR é a técnica mais utilizada por ser ser quantitativa, ndo destrutiva,
reproduzivel e que ndo utiliza a técnica de transformacéo de uma substancia em outra, de
estrutura semelhante, por meio de uma reacdo quimica (a derivatizacdo) sobre os
componentes das amostras coletadas. Sendo, entdo, a principal forma de se
obter/caracterizar muitos perfis metabdlicos, utiliza-se da aquisicdo e processamento de
espectros seguida das andlises uni e multivariadas para posterior atribuicdo de sinais e

busca de metabdlitos-chave através de bancos de dados comparativos (TASIC, 2017).

6. Objetivos
6.1 Objetivo Geral
O presente estudo tem como principal objetivo avaliar a utilizagdo metabdlica de

carboidratos bem como o seu potencial produtivo em dietas para a espécie.

6.2 Objetivos especificos

- Avaliar, por meio da técnica da metabolémica por espectroscopia de ressonancia
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magneética nuclear (NMR), as principais alteragdes no metaboloma do tambaqui apos
injecdes intraperitoneais de glicose e frutose;

- Estudar a tolerancia da glicose e frutose em juvenis de tambaqui;

- Determinar os coeficientes de digestibilidade aparente para a espécie de

ingredientes ricos em carboidratos para o tambaqui.
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Capitulo 02

Carbohydrate tolerance in Amazon tambaqui (Colossoma macropomum)revealed by
NMR-metabolomics - Are glucose and fructose different sugars for fruit-eating
fish??!

Jeisson Emerson Casimiro Ferrari@, Mariana PalmaP®, Gabriela Castellani Carlia¢, Thaise
Mota Satiro?, Ludgero C. Tavares®¢, lvan Viegas®, LeonardoSusumu Takahashi®¢

Abstract

In the present study, two approaches were followed to evaluate the metabolic responses of
tambaqui (Colossoma macropomum), a frugivorous species, to intraperitoneal (IP)
administration of glucose (GLU) and fructose (FRU) in fed (FED) and 10-day fasted (FAST)
fish. Glucose and fructose tolerance tests wereperformed to assess the carbohydrate
utilization and complementary NMR- metabolomics analyses were done to elucidate the
impacts of sugar mobilization on the metabolic profile of plasma, liver and muscle. Blood was
sampled from FED groups at 0, 3, 6 and 24 h; and at 0 and 24 h from FAST groups.
Significant differences were observed in the hyperglycaemic peak between sugars at 3 h
(GLU - 13.7 + 2.0 mM vs. FRU - 8.7 + 1.1 mM; saline 6.3 £ 0.6 mM) and on the return to
normoglycaemia (GLU - 8.5 + 2.2 mM vs. FRU - 5.2 £ 0.9 mM; saline 4.9 £+ 0.6 mM) 6 h
after IP on the FRU fish. The NMR-metabolomics approach allowed to conclude that
tambaqui seems to be more responsive to the feeding regime (FED vs. FAST) than to the
injected sugar (FRU vs. GLU). From the studied tissues, plasma showed no significant
variations between feeding regimes at 24 h after IP, while muscle and liver revealed some
variations on the final metabolome profile between FED and FAST groups. The metabolome
variations between feeding regimes are indicative of changes on the amino acid utilization.
Fish from FAST group seem to utilize amino acids as energy source rather than for protein
synthesis and muscle growth. Variations on glucose concentration in muscle can also
indicate different utilization of the sugars depending on the feeding regime.
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1. Introduction

In 2018, freshwater (inland) aquaculture produced most of the farmed fish totalling
51.3 million tonnes, or 62.5% of the world total. It is expected that the majority of global
aquaculture production in 2030 will be composed of freshwater species (FAO, 2020).
Freshwater fish have been the largest consumers of commercial aquaculture feeds (Tacon
and Metian, 2015) but as most of them are herbivorous/omnivorous species, are therefore
more likely to receive terrestrial crops in feed (Pahlow et al., 2015). While the aquaculture
industry struggles to decrease its dependence on marine-derived ingredients such as
fishmeal (Hardy,2010), promoting the farming of freshwater species may in fact contribute
to improve the overall sustainability of the sector.

Carbohydrates provide the necessary energy for vital processes in specific tissues
such as the brain, gills, erythrocytes and gonads (Polakof et al.,, 2012). However,
carnivorous fish make poor use of carbohydrates as energy due to sluggish control over its
endogenous production (Viegas et al., 2013), complex hormonal interplay (Polakof et al.,
2009, 2011), poorly adapted digestive apparatus with functional of digestive carbohydrases
(Hidalgo et al., 1999), poor lipogenic ability to store excess glucose (Dai et al., 2016; Viegas
et al.,, 2016), or most likely, a combination of these and other metabolic aspects. On the
other hand, herbivorous/omnivorous fish seem to be able to sustain higher levels of dietary
carbohydrates to the extent that some of these species have a frugivorous dietary regime in the
wild. Tambaqui (Colossoma macropomum), a freshwater fish species native to the Amazon
basin, is the most produced native species in Brazil and its total aquaculture production in
2016 was 142,135 t of which 96.4%were produced in the country (Woynarovich and Van
Anrooy, 2019). Besides its ecological relevance in terms of seed dispersal (Anderson et al.,
2011; Correa et al.,2015), the frugivorous regime of this species renders it particularly
tolerant to dietary incorporation of tropical fruits and seeds/nuts (Chellappa et al., 1995; Silva
et al., 2003; Nwanna et al., 2008; Aride et al., 2018) in the context of aquaculture.

Glucose tolerance test (GTT), administered either orally or intraperitoneally, is
considered an important tool for evaluating carbohydrate utilization. This has been
performed on a variety of teleosts as means to easily provide an indication for the capacity
to handle of high glucose loads as for example rainbow trout (Oncorhynchus mykiss),
American eel (Anguilla rostrata),and black bullhead catfish (Ameiurus melas) (Legate et al.,
2001), white sturgeon (Acipenser transmontanus) (Deng et al., 2001), Australian snapper

(Pagrus auratus) (Booth et al., 2006), zebrafish (Danio rerio) (Eames et al., 2010), European
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sea bass (Dicentrarchus labrax) (Enes et al., 2011), white sea bream (Diplodus sargus)
(Enes et al., 2012), yellowtail kingfish (Seriola lalandi) (Booth et al., 2013), Senegalese sole
(Solea senegalensis) (Conde-Sieira et al., 2015) and pacu (Piaractus mesopotamicus)
(Takahashi et al., 2018), to name a few. The intensity and duration of the hyperglycaemic
curve is species-dependent, however it is general consensus that herbivorous/omnivorous
fish recover basal blood glucose levels more rapidly than carnivorous species (Polakof et al.,
2012;Kamalam et al., 2017).

Despite the increasing interest to understand the role of fructose in
human/mammalian metabolism due to the increase in the use of high-fructose corn syrup
and its implications on public health (Sun and Empie, 2012; Hannou et al., 2018), similar
tolerance test using fructose (and not glucose), are scarce in fish. But given the frugivorous
regime of tambaqui, a fructose tolerance test (FTT) could unveil further mechanisms of how
these species handle high-sugar diets from tropical fruits in the wild and high sugar/starch
diets in aquaculture.

NMR-based metabolomics have been widely used to profile alterations resulting from
dietary challenges in fish (Roques et al., 2020a,b). This approach is valid in various tissues
but of particular interest in liver for its role in the control of endogenous carbohydrate storage
and glucose mobilization in fish (Prathomya et al., 2017; Palma et al., 2019, 2020). Plasma
collection, due to its non-lethal nature and readiness to reveal alterations in circulating
metabolites (Prathomya et al., 2017; Casu et al., 2017; Palma et al., 2021) and muscle, to
reveal the impact on the nutritional profile of the end-product (fillet) (Jarak et al., 2018; Palma
et al., 2019; Roques et al., 2020a,b), have gained relevance as target for metabolomics
analysis. Therefore, the present study aimed to evaluate the metabolic responses of
tambaqui (C. macropomum) to the intraperitoneal administration of glucose and fructose
under two dietary conditions (fed and fasted) complemented by an NMR-based metabolomic

analysis of plasma, liver,and muscle tissue.
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2. Materials and methods

2.1. Fish handling and sampling

Experiments were carried out at the Aquaculture Center of UNESP (CAUNESP), Sao
Paulo State University (UNESP), Jaboticabal, Brazil (latitude 21'18'S; longitude 4818 W). All

fish were obtained from the same hatch occurred at the CAUNESP facilities. A total of 90 fish
were randomly distributed into nine 900 L tanks (10 fish per tank; n = 9 tanks) average body
weight per tank 157.8 £5.2 g (BW = SD) in a closed water circulation system with mechanical
and biological filters and aeration. The fish were acclimated for 10 days and fed to satiation
three times a day (07 h00, 13 h0O and 17 h00) with a commercial feed (omnivorous fish;
NutriPiscis Presence Animal Nutrition, Santa Rosa, Brazil; 280g/kg crude protein; 40 g/kg
ether extract; 140 g/kg mineral matter 100 g/kg crudefiber).

Six tanks were assigned for fed fish (FED): three for IP-injected with glucose (GLU),
and three for IP-injected with fructose (FRU); and three tanks forfasted fish (FAST).
Complete tank distribution and sampling scheme described hereafter is presented in Fig.

S1. During all experimental period, including fish acclimation, water parameters were:

temperature 27.7 + 1.8'C, dissolved oxygen 4.5 + 0.7 mg/L, total ammonia 0.5 + 0.04 mg/L,
nitrite 0.2 +0.01 mg/L and pH 7.5 £ 0.1.

For the FED fish, a total of 60 fish (10 fish per tank; 6 tanks) were fed three times a day
(07 h0O, 13 h00 and 17 h0O0) until apparent satiety for 10 days, with the same commercial
diet for omnivorous fish. On the following morning, 24 h after last meal, blood samples from
six fish were collected to establish the baseline (FED) values (0 h, n =6 fish; one fish per FED
tank). From the remaining 54, twelve (n = 12, 2 fish per FED tank) were subjected to
intraperitoneal injection of 0.9% saline solution and sampled at 3, 6 and 24 h after the injection
(n = 4, four fish per sampling time; all fish from different tanks). The remaining 42 were
subjected to intraperitoneal injection of glucose (GLU) or fructose (FRU) (2 g/kg BW) and
sampled at 3, 6 and 24 h after the injection (n = 21 for each sugar; sampled:n=6at3 h, n
=6 at6 h, n=9 at 24 h). To avoid mixing, these fish were distributed by three different tanks
assigned to each sugar.

For the FAST fish, a total of 30 fish (10 fish per tank; 3 tanks) were fasted for 10
days. On the following morning, blood samples from six fish were collected to establish the
baseline (FAST) values (0 h, n = 6; 2 fish per FAST tank). From the remaining 24, six (n =
6, 2 fish per FAST tank) were subjected to intraperitoneal injection of 0.9% saline solution
and sampled 24 h after the injection. The remaining 18 were subjected to intraperitoneal
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injection of glucose(GLU) or fructose (FRU) (2 g/kg BW) and sampled at 24 h after the
injection (n =9 for each sugar; 3 fish per FAST tank).

Intraperitoneal injections were made at a volume of 10 mL/kg BW with 2 g/kg BW of
D-glucose (ref. G8270, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), except for fish sampled at 24 h
which were injected with [U-13Cs, 99%] D-glucose (CLM- 1396-5, Cambridge Isotope
Laboratories, Andover, USA) and D-fructose (ref. F0127, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA),
except for fish sampled at 24 h which were injected with [U-13C6, 99%] D-fructose (CLM-
1553-1, Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA). All handling, intraperitoneal
injection and blood collection were performed in fish under anaesthesia using eugenol (0.1
g/L, Escama forte, Santa Fé do Sul, Brazil), very quickly collected from assigned tank and
immersed in anaesthetic solution to avoid additional physiological disturbance. All blood
sampling was performed by caudal vein puncture with 3%EDTA and all blood samples were
kept in ice and immediately processed. After blood sampling fish were sacrificed by cervical
section and individually weighed in an analytical digital scale. Liver was excised and white

muscle samples were dissected from the epaxial quadrant. Tissue samples were weighed,

freeze- clamped in liquid nitrogen and stored at - 80°C until further processing.

2.2. Blood samples processing

Whole blood samples were centrifuged for 10 min (827g, at 10'C). Plasma was

aliquoted separately for glucose quantification and metabolomics and kept at - 20'C until
further processing.

Plasma glucose concentrations were determined following the GOD-Trinder Method
(Glicose Liquiform, Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, Brazil). Briefly, 10 yL of plasma

was transferred into a test tube, 1.0 mL of the commercial reagent was added, and the

mixture was incubated for 10 min, at 37'C. After the incubation period, absorbance was read
at 505 nm in a spectrophotometer (UVmini-1240, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). For
metabolomics, plasma was loaded into Amicon Ultra 0.5 mL centrifugal filters with3 kDa MW
cutoff (UFC500396, Merck Millipore, Carrigtwohill, IRL), following the manufacturer
instructions. A detailed analysis of the performance of such filters and their selective role in
plasma is scrutinized else where (Mercier et al., 2011).Briefly, filters were pre-rinsed seven

times with milliQ water, and all steps were performed on ice and on a refrigerated centrifuge

set to 4'C. Filtered plasma samples were stored at - 20'C until NMR analysis.

36



2.3. Statistical analysis for GTT and FTT

Differences in final BW were tested by one-way ANOVA. To assess differences in
plasma glucose, several tests were performed as follows. One-way ANOVA was used to test
significant differences between sampling times for eachof the IP injections, separately (FED
fish: Saline, GLU and FRU). One-way ANOVA was also applied to test significant differences
between IP injections foreach sampling time (FED fish: 3, 6 and 24 h after injection). A
posteriori Tukey’s multiple comparisons test was performed when significant differences
were found. t-Test was applied to test significant differences between: FED vs. FAST fish at
baseline (0 h); and 0 h vs. 24 h for each of the IP injections (FAST fish: Saline, GLU and
FRU). Finally, a two-way ANOVA was applied to test significant differences between IP
injections (Saline, GLU and FRU) and feeding regime (FED and FAST) at 24 h after injection.
Analyses were performed in GraphPad Prism 7.0 a software (GraphPad Software, Inc., San

Diego, CA, USA). Differenceswere considered statistically significant at p < 0.05.
2.4. Tissue samples processing

Frozen muscle and liver samples were individually powdered with a mortarand pestle
chilled in liquid nitrogen, avoiding thawing during the entire process. Tissue agueous fraction
extraction of muscle and liver samples was performed following the MTBE (tert-butyl methyl

ether) extraction method, as described previously (Matyash et al., 2008). Aqueous fractions

were lyophilized and kept at 4C until NMR analysis. Only the tissues sampled at 24 h were

used for metabolomics.
2.5. NMR spectra acquisition

The NMR-metabolomics approach was performed in plasma, muscle and liver
samples from glucose- and fructose-injected groups (GLU and FRU), from both feeding
regime (FED and FAST), at the final sampling (24 h after the GLU/FRU IP injection).

Two plasma samples from the group GLU-FED ended with low volume after filtering

and were pooled to obtain the required volume to the NMR analysis.Plasma samples (179

ML) were mixed with 22 uL of 99.8% 2H,0 and 19 uL phosphate buffer (1.75 M KoHPO4
anhydrous); 1.24 mM sodium formate; 5.0 M 3-(trimethylsilyl) propionic-2,2,3,3-d4 acid
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sodium salt (TSP); pD 7.40; in 2H20). Muscle and liver aqueous fraction were re-suspended in

229 UL phosphate buffer (described above) and 21 pL 99.8% 2H:0.
Samples were transferred into 3 mm NMR tubes and spectra acquisition was
conducted on a Varian VNMRS 600 MHz (Agilent, Santa Clara, CA, USA) spectrometer

equipped with a 3 mm 1H(X)-PFG inverse configuration probe at 298 K. Proton (1H) spectra

were collected using a IH-presat pulse sequence (spectral width: 7200 Hz, relaxation delay:
4 s, saturation time: 3 s, acquisition time: 3 s); and a Nuclear Overhauser effect (tnnoesy)
pulse sequence (spectral width: 7200 Hz; mixing time: 100 ms; recycle delay: 10 ms;

saturation delay: 990ms; acquisition time: 4 s; transients: 128).
2.6. NMR spectra analysis

As afirst approach to the data, it was followed the common untargeted analysis, using
the raw spectra of plasma, muscle and live applying the binning values to the multivariate

analysis (Principal Component Analysis — PCA and partial least squares discriminant

analysis — PLS). However, several peaks derived from the 13¢ labelled compounds in the
spectra of the GLU and FRU groups were identified. To avoid interference of these peaks in
the untargeted analysis or misleading interpretations, the multivariate analysis was applied to
the final metabolite concentration, identified and quantified by the targeted approachas

further described.
2.7. Metabolite identification and quantification

Plasma spectra were processed resorting to the fully automated Bayesil online
system, according to the instructions provided in the webpage (http://www.bayesil.ca)
(Ravanbakhsh et al., 2015). Identification and quantification of plasma metabolites were
completed selecting the custom spectral library (93 compounds) and the standard profiling
speed, as described previously for fish plasma (Palma et al., 2021).

Muscle and liver spectra were processed in the ACD/NMR Processor Academic
Edition from ACD\Labs 12.0 software (Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto,
ON, Canada) applying: zero-filling to 65 k, line broadening of 0.2 Hz, and phasing and
baseline correction. The chemical shifts were referenced to the TSP peak at 0 ppm.

Metabolite identification and quantification were performed manually using the ACD/NMR
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Processor Academic Edition (Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, ON,
Canada), assisted by the Reference Library version 10 of Chenomx Evaluation Edition
(Chenomx Inc., Edmonton, Canada), and in-house databases. Metabolites were identified
following the Metabolomics Standards Initiative (MSI) level 2, according to the guidelines for
metabolite identification (Sumner et al., 2007).

2.8. Multivariate analysis

Multivariate analysis was performed using the metabolite concentration in plasma,

muscle and liver in each experimental group resorting to the MetaboAnalyst 5.0 online
software (https://www.metaboanalyst. ca) for PCA andPLS. For the PLS analysis, Q2

(predictive ability of the model), R2 (goodness of the fit), and the p-value of the permutation

testing (1000 permutations) were considered as the quality parameters of each model.

Models were accepted as valid for Q2 > 0.5 and p < 0.05 as recommended by Triba et al.
(2015). On valid models, the variable important in projection (VIP) with the score value higher
than 1 were assigned as contributing to the observed group clustering (Xia and Wishart,
2016). All ellipses in the scores plots (PCA and PLS models) were drawnat the 95%

confidence level.
2.9. Univariate analysis

Univariate analysis was applied to the final concentration values for each
metabolite in each sample, using GraphPad Prism 7.0a software (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA). Conformity with the normality assumptions were tested using the
D'Agostino and Pearson normality test, and the presence of outliers were tested by ROUT
method (Q = 1%). t-Test (two-tailed, type 3) or Mann-Whitney test was accordingly applied

to assess differences between glucose- and fructose-injected groups.

3. Results
3.1. Fish weight

The 10-day fasting period significantly affected the final fish body weight (BW) with
the FAST tanks presenting a lower average (146.5 + 9.8 g) when compared with both FED

GLU and FRU (176.1 £ 3.6 g and 173.4 + 3.4 g, respectively; n = 3 tanks; one-way ANOVA,
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p = 0.002, followed by Tukey's test).

3.2. Glucose and fructose tolerance test

Plasma glucose levels resulting from the GTT, FTT and analysis of fasted fish at 0
and 24 h are presented in Fig. 1. No differences were found for plasma glucose levels in
several different paired comparisons: FED vs. FAST fish at baseline (0 h), and 0 hvs. 24 h
for each of the injections (FAST fish: Saline, GLUand FRU). Moreover, no significant
differences were found when comparing two variables at 24 h by two-way ANOVA: IP
injections (Saline, GLU and FRU) and feeding regime (FED and FAST). However, if
analysing the FED fish alone, significant differences were observed between GTT and FTT.
From a baseline value before injection of 5.5 + 0.6 mM, fish injected with GLU, peaked at 3
h with the highest concentration observed in the whole test (13.7 £ 2.0 mM). At 6 h,
glycaemia was still significantly increased in relation to 0 h (8.5 £ 2.2 mM). Finally,at 24 h
glycaemia returned at baseline levels.

Despite peaking at around the same time (~3 h) and with levels significantly higher
than those observed in the saline-injected fish, the fact is thatGLU and FRU glycaemic peak
differed significantly in its intensity, being higher on GLU. In addition, while at 6 h the FRU-
injected fish returned to normoglycaemic levels, GLU-injected fish were still in

hyperglycaemic.
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Fig. 1. Glucose levels over a 24 h period for tambaqui (C. macropomum), intraperitoneally injected with saline,
glucose or fructose (2.0 g/kg BW).Values are the means + SD. One-way ANOVA was used to test significant
differences followed by Tukey's multiple comparisons test was performed when significant differences were
found (p < 0.05). Significant differences between sampling times for each of the IP injections, separately (FED
fish: Saline, GLU and FRU) are indicated by lower-case letters. Significant differences between IP injections
for each sampling time (FED fish: 3, 6 and 24 h after injection) are indicated by upper-case letters.

3.3. NMR-metabolomics

From the tissues sampled at 24 h for NMR-based metabolomics, it was identified
and quantified 43 metabolites in plasma, 23 in muscle, and 25 in liver samples. Multivariate
and univariate analyses were performed using the metabolite concentration in each sample,
and each tissue. Multivariate analysis was first performed to evaluate the pairwise group
clustering by feeding regime (FAST-GLU vs. FAST-FRU, and FED-GLU vs. FED-FRU), and
by the injected sugar type (FAST-GLU vs. FED-GLU, and FAST-FRU vs. FED-FRU) in the

groups originally defined in the experimental design.

3.4. Differences between sugars (GLU vs. FRU) under different feeding regimes

In plasma, the PCA models from the four pairwise analyses showed that the groups
were superimposed or only partially separated (Supp. Figs. 2A, C, 3Aand C). The
corresponding PLS scores plots were able to separate the groups, but permutation testing

did not validate these models (Supp. Figs. 2B, D, 3B andD). Similar results were observed
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for muscle samples without any group separation, either in the PCA models (Supp. Figs. 4A,
C, 5A and C) nor in the corresponding PLS models (Supp. Figs. 4B, D, 5B and D) which
were not valid. In liver, the PCA models of the pairwise comparison between the feeding
regimes (FED vs. FAST for each of the injected sugars) showed superimposing groups
(Supp. Fig. 6A and C). The PLS models for these comparisons were not able to separate

the groups and were not validated by permutation testing (Supp. Fig. 6B and D).
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Fig. 2. Multivariate analysis of liver samples (24 h) considering the injected sugar: A) PCA
scores plot of fructose-injected groups; B) PLS scores plot of the fructose-injected groups,

model valid (NC = 2; R2 = 0.847; Q2 = 0.764; 1000 permutations: p =0.017); C) PCA scores
plot of the glucose-injected groups; D) PLS scores plot of the glucose-injected groups,

model valid (NC = 2; R2 = 0.907; Q2 = 0.811; 1000 permutations: p = 0.029).

Regarding the pairwise comparison by the type of injected sugar in liver, the PCA
models from both fructose- and glucose-injected groups (FAST-FRU vs.FED-FRU and
FAST-GLU vs. FED-GLU) presented some separation of the groups (Fig. 2A and C). The
corresponding PLS models separated the groups mainly along the diagonal between the
component 1 and the component 2 (Fig. 2B and D), and were validated by permutation
testing. The VIP (variables importance in projection) scores table and identify the
metabolites that contributed the most to the observed group clustering (VIP scores > 1.0)
are presented in Fig. 3A and B.

Several metabolites ranked VIP > 1, of which isoleucine, leucine, taurine,valine,

threonine, choline, nicotinurate and choline-P are common to both models. All these VIP
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metabolites, except choline (FAST-GLU vs. FED-GLU and FAST-FRU vs. FED-FRU) and
methionine (FAST-FRU vs. FED-FRU), had higher concentrations in the FED-GLU group.
Comparisons of the FED-GLU vs. FAST-GLU groups by univariate analysis (Supp. Table 1)
revealed that all metabolites identified with significant differences were the same identified
as VIP. The same comparison between the VIP and the univariate analysis (Supp. Table 2)
between FED-FRU vs. FAST-FRU groups showed that only threonine, choline, methionine
and nicotinurate are identified as significant in both analyses, although the variation between

groups are in the same direction.

3.5. Overall differences between feeding regimes (FED vs. FAST)

After evaluating the multivariate analysis models, it was observed that only the
pairwise comparison between FAST-GLU and FED-GLU had a complete group separation.
Since this result could be indicative of a more meaning ful variation between the feeding
regimes than between the sugar types, it was created two new empirical groups, considering
the two sugars together, to explore this hypothesis. To do so, glucose and fructose-injected
groups were merged within the same feeding regime, creating the groups: FED-Sugars
(FED-FRU and FED-GLU), and FAST-Sugars (FAST-FRU and FAST-GLU). The sugar-
injected groups were analysed by feeding regime (FAST-Sugars vs. FED- Sugars) in each
sample type.

Inthe PCA scores plot of plasma the groups are completely super-imposed (Supp. Fig.
7A). In the corresponding PLS scores plot, although the groups are separated, the model
was not validated by the permutation testing (Supp. Fig. 7B).

Regarding the muscle samples, the PCA scores plot showed an almost complete
superimposition of the two groups (Fig. 4A). On the other hand, the PLS model revealed some
group separation, mainly along the principal component 1.This model was validated (p =
0.001; Fig. 4B).

From the metabolites with VIP scores > 1 of this PLS model, histidine, betaine,
threonine, tyrosine and creatine revealed higher concentrations in the FED-Sugars group
than in the FAST-Sugars group (Fig. 5). Tryptophan and phenylalanine revealed higher
concentrations in the FAST-Sugars.

When compared by univariate analysis, with the exception of glucose, all metabolites
identified with significant differences between FAST-Sugars and FED-Sugars groups were

also identified as VIP and showed variations in the same direction (Supp. Table 3).
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In the PCA scores plot of the liver samples, groups are roughly separatedalong the
diagonal between principal component 1 and principal component 2 (Fig. 6A). The PLS
model (Fig. 6B) completely separated the two groups and were validated by the permutation
testing (p < 0.001). Following this PLS model (Fig. 7A), dimethylglycine, threonine,
nicotinurate, isoleucine, leucine, taurine, valine, glycine and proline were more
concentrated in the FED-Sugars group than in the FAST-Sugars group. Onlycholine and
methionine appeared in higher concentration in FAST-Sugars group. The univariate analysis
of these groups (Fig. 7B) revealed that the majority of the metabolite identified with significant
differences were also identified as VIP > 1.

Analysing the hepatic metabolites identified as VIP in the model FAST- Sugars vs.
FED-Sugars, it is noteworthy that the majority of these metabolites are common VIP to both
models considering the pairwise comparisons betweeneach sugar (FAST-GLU vs. FED-
GLU and FASTFRU vs. FED-FRU). However, glycine, alanine, dimethylglycine, 3-
hydroxybutyrate and inosine were onlyidentified as VIP on the glucose-injected. On the other
hand, methionine was only presented as VIP on fructose-injected groups. Comparing the VIP
metabolites ofthe FAST-Sugars vs. FED-Sugars groups on liver and muscle, with the
exception of threonine, they all differ between tissues. The Table 1 summarizes the results
obtained in the pairwise multivariate analysis models of the original groups and the empirical

groups, considering the sugars together.
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Fig. 3. Variables importance in projection (VIP) scores rank and heatmap of the metabolite
concentration variations in liver of the PLS models: A) glucose-injected groups (PLS model: Fig.
2D); and B) fructose-injected groups (PLS model: Fig. 2B).

The univariate analysis of these groups (Fig. 7B) revealed that the majority of the

metabolite identified with significant differences were also identified as VIP > 1.

Analysing the hepatic metabolites identified as VIP in the model FAST- Sugars vs.

FED-Sugars, it is noteworthy that the majority of these metabolites are common VIP to both
models considering the pairwise comparisons between each sugar (FAST-GLU vs. FED-
GLU and FAST-FRU vs. FED-FRU). However, glycine, alanine, dimethylglycine, 3-
hydroxybutyrate and inosine were only identified as VIP on the glucose-injected. On the other
hand, methionine was only presented as VIP on fructose-injected groups. Comparing the VIP
metabolites ofthe FAST-Sugars vs. FED-Sugars groups on liver and muscle, with the
exception of threonine, they all differ between tissues. The Table 1 summarizes the results
obtained in the pairwise multivariate analysis models of the original groups and the empirical

groups, considering the sugars together.
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Fig. 4. Multivariate analysis of sugars-injected groups of muscle samples (24 h): A) PCA

scores plot; B) PLS scores plot, model valid (NC = 4; R2 = 0.877; Q2 = 0.562; 1000
permutations: p = 0.002).

4. Discussion

4.1. Glucose metabolism

Tropical freshwater fish species are subjected to daily and seasonal variation in food
availability, demonstrating great ability to deal with periods of food restriction, for both short
(Barcellos et al., 2010; Takahashi et al., 2011; Urbinati et al., 2014) and long periods (Souza
et al., 2003; Favero et al., 2020). In these species, feeding strategies during periods of food
restriction and re- feeding, have received great attention in an aquaculture setting due to the
compensatory responses in animal growth with interesting effects on production cost (Souza
et al., 2003; Urbinati et al., 2014) and/or final quality of the product (Favero et al., 2020). For
tambaqui, in an 8-day fasting period was observed a considerable N- wasting in fasted fish,
which could suggest proteolysis and amino acid oxidation (Wood et al., 2017). In tambaqui
fasted for 30 days the glucose requirement was met by glycogenolysis or by de novo glucose
synthesis via gluconeogenesis from glycerol, some amino acids, and lactate. Animals that
suffered food deprivation experienced reductions in resting metabolic rate and maximal
metabolic rate. Furthermore, fasting fish exhibited reduced aerobic scope levels, a measure
of an individual metabolism, while maintaining their anaerobic potential. Interestingly,
basal values for such parameters in the fed state did not differ between fish fed with

commercial feed vs. a fruit-supplemented feed (Barroso et al., 2020).
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Fig. 5. Variables importance in projection (VIP) scores rank of the PLS model
of the sugar-injected groups in muscle (Fig. 4B), and heatmap of the metabolite
concentration variations within FAST-Sugars and FED-Sugars groups.

The understanding of carbohydrate metabolism in fish has been arousing the interest
of researchers for many years, particularly after the hypothesis of a “glucose intolerant”
phenotype with persistent hyper-glycaemia after a glucose load or a carbohydrate meal
intake in fish, especially in carnivorous salmonids (Moon, 2001). The studies carried out
afterward observed that the apparent intolerance to carbohydrates is not so pronounced in
herbivorous and omnivorous fish species (Polakof et al., 2012). This different metabolic
behaviour between carnivorous and omnivorous fish species results from the combination
of several factors such as evolutionary eating habits, genotype, characteristics of
carbohydrate sources, changes in the thermal regime, digestive and glucose transport
capacities, hormones regulatory, meal time, among others (Kamalam et al., 2017).

In a recent study with grass carp (Ctenopharyngodon idella), an herbivorous fish,
these metabolic patters were also related to significantly enhanced levels of digestion
(amylase activity), glycolysis (hepatic pyruvate kinase activity), as well as the inhibition of
gluconeogenesis (hepatic glucose-6- phosphatase activity) (Su et al., 2019).

In our study, tambaqui reached its glycaemic peak 3 h after IP-GLU (13.7 + 2.0 mM)
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and this condition persisted for a relatively short time (glycaemic index reduced at 6 h and
return to baseline values between 6 and 24 h). Although some carnivorous fish are unable to
deal quickly with high glycaemic concentrations, frugivorous species as tambaqui exhibited
an interesting biochemical machinery that may be related even to seasonal variation in food
availability and consequently well-adapted intermediate metabolism. The complexity of
glucose metabolism will not be fully understood by studying at only a few species but by
taking advantage of the large diversity available within teleost fishes (Polakof et al., 2012;
Su et al., 2019).

4.2. Fructose metabolism

To our best knowledge, there are very few studies on fructose metabolismin fish. The
carbons of monosaccharides can be utilized through the same catabolic pathways, however
glucose and fructose are absorbed and then enter the hepatic intermediary metabolism
differently. While glucose is absorbed from the intestine into the plasma via active glucose
co-transporter protein (SGLT1), fructose is predominantly absorbed passively from the
intestinal lumen via the hexose transporter known as GLUT5, which has high affinity for

fructose (Hannou et al., 2018).
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Fig. 6. Multivariate analysis of sugars-injected groups of liver samples (24 h): A) PCA scoresplot;
B) PLS scores plot, model valid (NC = 2; R2 = 0.852; Q2 = 0.808; 1000 permutations: p < 0.001).

The clearance of both circulating glucose and fructose from plasma is mainly
mediated by the liver via GLUT2 (Hannou et al., 2018). The structure and function of this
transporter has been highly conserved during vertebrate evolution and its low affinity for
sugars allow for a similar ability to transport both glucose and fructose in fish (Krasnov et al.,
2001; Castillo et al., 2009). However, once inthe liver, the metabolization of both sugars
diverges substantially. Glucose is phosphorylated into glucose-6-phosphate by glucokinase
(GK) in a highly regulated manner as extensively reviewed in fish (Panserat et al., 2014).
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Fig. 7. A) Variables importance in projection (VIP) scores rank of the PLS model of the sugar-
injected groups in liver (Fig. 6B), and heatmap of the metabolite concentration variations within
FAST-Sugars and FED-Sugars groups; B) summary of the metabolites identified in liver, with
significant differences in relative concentration (p < 0.05) between FAST-Sugars and FED-Sugars
groups. Detailed information about all metabolites is presented in the Supplementary Table 4.

In agreement, pacu fed with higher dietary starch revealed higher hepaticm GK
activity (Pereira et al., 2020). Fructose on the other hand gets phosphorylated by
ketohexokinase (KHK; or fructokinase) into fructose 1-phosphate. The lack of regulation by
neither insulin nor product inhibition leads to a rapid accumulation of triose phosphates
(Andres-Hernando et al., 2019). Data on KHK is scarce in fish but has been found to be
significantly upregulated in the liver of fish subjected to over-crowding stress (Raposo de
Magalhées et al., 2021). Considering that fructose is a common nutrient in natural diets of
freshwater fish from tropical regions, fructose tolerance tests have been carried out trying to
contribute to understanding of the fructose metabolism in fish. In our study, tambaqui from
IP-FRU showed a rapid glycaemic peak at 3 h (8.7 + 1.1 mM), less intense than IP-GLU
(3.7 £ 2.0 mM), returning to normal glycaemic levels at 6 h. There are no studies about
glucose transporters proteins (GLUT) for the species and it could be an interesting field for
future research. In a study that evaluated tolerance to different carbohydrate sources for
pacu (Piaractus mesopotamicus) through oral administration, it was observed that fructose
caused a glycaemic peak in 2 h (5.71 mM), faster (2 h earlier) but less pronounced than
glucose (8.30 mM) or starch (7.70 mM). The oral fructose administration resulted in returning
to baseline up to 4 h, while fish which received glucose and starch returned after 12 h and 6
h, respectively (Takahashi et al., 2018). It is worth noting that pacu, despite living in a different

hydrographic basin,has eating habits and phylogeny identical to tambaqui (Actinopterygii:
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Characiformes: Serrasalmidae) (Géry, 1977).

Table 1 Summary of the results of the pairwise multivariate analysis in muscle and
liver samples for fish subjected to the same sugar injection after the two feeding
regimes, and fish subjected to different feeding regimes when the sugars were
considered together: p-value of the permutation testing of the PLS models, and list of
metabolites assigned as VIP (score = 1).

Pairwise PLS Metabolites (VIP score = Figure
comparisons permutation 1)
testing
Muscle FAST-Sugars p = 0.002 Histidine, betaine, Figz. 4B
vs FED-Sugars threonine, tyrosine,
tryptophan,
phenylalanine, creatine/
creatine-P
Liver FAST-FRU vs p=0.017 Threonine, choline, Fig. 2B
FED-FRU methionine, isoleucine,

nicotinurate, leucine,

valine, taurine, choline-P
FAST-GLU vs p = 0.029 [soleucine, leucine, Fig. 2D
FED-GLU taurine, valine, threonine,

glyeine, alanine,

dimethylglycine, choline,

nicotinurate, choline-P, 3-

hydroxybutyrate, inosine
FAST-Sugars p = 0.001 Threonine, nicotinurate, Fig. D
vs FED-Sugars choline, isoleucine,

leucine, taurine, valine,

glycine, methionine,

proline

Another important application of studies with fructose metabolism in fish isthe
possibility of using ingredients of plant origin, which can contain significant amounts of
fructose and sucrose, in fish diets. In the channel catfish (Ictalurus punctatus) the use of
fructose (33% in diet) resulted in a lower growth rate than glucose, indicating less efficiency
utilization by the species (Wilson and Poe, 1987). Comparing diets with different sources of
carbohydrates for white sturgeon (Acipenser transmontanus), a higher concentration of
plasma glucose was observed in diets with glucose compared to fructose (Hung et al.,
1989). Furthermore, hepatic glycogen and hepatosomatic index were higher in Chum
Salmon fry (Oncorhynchus keta) fed with glucose when compared to those fed diets
containing fructose (Akiyama et al., 1982) and were observed an increased activity of
lipogenic enzymes and serum lipid levels with administration of glucose butnot dietary
fructose for carp (Cyprinus carpio) (Shikata et al., 1994).

Due to its natural environment and regional food availability, some studies with

tambaqui have been carried out to make the inclusion of foods of plant originin the diets
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possible (Aride et al., 2018; Silva et al., 2020; Costa et al., 2021).

4.3. NMR-metabolomics
4.3.1. Differences between sugars (GLU vs. FRU) under different feeding regimes

The NMR-metabolomics approach was performed on the samples collected in the
final sampling point, 24 h after the glucose/fructose-injection (GLUand FRU), in plasma, liver
and muscle after both feeding regime (FED and FAST). The first approach to the data
following the multivariate analysis was performed considering the sugars individually, as the
originally defined groups. Pairwise comparison of the two sugars within the same feeding
regime revealed in group separation in any comparison, or in any tissue. Glucose and
fructose injection seems to promote a similar metabolic response within the same feeding
regime 24 h after the injection. In regards to plasma metabolites, and despite the differences
found inthe GTT and FTT at 3 and 6 h sampling points, these findings are consistent with the
results obtained in glycaemia for GLU vs. FRU and FED vs. FAST at 24 h where all
conditions returned to baseline levels, and no significant differences were observed. On the
other hand, the pairwise comparison considering the same injected-sugar after the two
feeding regimes revealed group separation between FAST-GLU vs. FED-GLU and FAST-
FRU vs.FED-FRU in liver. These results seem to be indicative that tambaqui is more
responsive to the feeding regime than to the injected sugar, at least in this tissue and this
time point (24 h). These observations lead to the creation of the new empirical groups with

the two sugars considered together.

4.3.2. Overall differences between feeding regimes (FED vs. FAST)

For plasma, the superimposition of the groups (FAST-Sugars vs. FED- Sugars, 24 h)
revealed that the putative changes promoted by the fasting, as observed in a previous
metabolomics study on rainbow trout subjected to 28 days of fasting (Kullgren et al., 2010),
seem to be balanced within the 24 h after the sugar injection. This is indicative of the ability
of tambaqui to regulate circulating metabolites on plasma after fasting periods and a
subsequent sugar load.

Distinct group clustering was observed in the PLS models of the pairwise comparison
of FAST-Sugars and FED-Sugars groups in muscle and liver, which are, indicative of distinct

final metabolite profiles. Although fish were injected with sugar (glucose or fructose) 24 h
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before sampling and recovered the baseline plasmatic glucose levels within this time frame
(GTT/FTT tests), this time period and the sugar intake were insufficient to ensure the re-
establishment of the levels of several metabolites in muscle and liver of the FAST group. In
liver, the majority of the VIP metabolites identified in the GLU and/or FRU injected groups
are common to the ones identified when the sugars are analysed together, reinforcing the idea
that tambaqui is more susceptible to the feeding regime than to the injected sugar. Changes
on glycine, alanine, dimethylglycine, 3-hydroxybutyrate and inosine were only identified as
VIP on the glucose-injected, while choline-P and methionine were only identified as VIP on
the fructose-injected groups. These variations seem then to be specifically promoted by
each of the injected sugars.

The fact that tambaqui seems to be more responsive to the feeding regime (FAST vs.
FED) than to the type of injected sugar (GLU vs. FRU) can be explained by its dietary regime.
As detailed above, this species is omnivorous and adapted to regularly consume fruits and
seeds (Silva et al., 2003; Aride et al., 2018) that regularly provide them glucose and fructose.
When experimentally fed with diets supplemented with fruit (up to 30%), tambaqui revealed
optimal growth and good nutritional and homeostatic conditions (Aride et al., 2018). Other
studies on diet optimization also shown that tambaqui can utilize carbohydrates as non-
protein energy sources more efficiently than lipids (Sandre et al., 2017).

Most of the metabolites assigned as VIP and with significant variations in the
univariate analysis in muscle and liver were amino acids. The majority of these amino
acids are considered essential for fish (Li et al., 2008) and were found in lower concentration
in the FAST groups. In general this decrease in muscle could be directly associated with the
depleted feeding regime. The depletion of the branched-chain amino acids (leucine,
isoleucine and valine) candirectly compromise the muscle growth, as they are essential
protein constituents infish. Moreover, leucine is particularly important for cell signalling,
promoting protein synthesis (Li et al., 2008). The lower levels of alanine in the liver could
also be related with a possible increase in the utilization of amino acids as energy source in
fasted fish, that can also be linked with the observed lower growth performance on the FAST
groups. Similar responses were described in muscle and liver of fasted fish, although in a
carnivorous species (Oncorhynchus mykiss) (Kullgren et al., 2010). Alanine can be oxidized
in liver as a direct source of energyor as substrate to glycogen/glucose synthesis via
gluconeogenesis (French et al., 1983; Pereira et al.,, 1995). Finally, the estimated
endogenous N-excretion rate of ~750 umol kg— 1 h— 1 during an 8-day period of fasting that led

to a ~9% weight loss (Wood et al., 2017) is consistent with the ~7% loss observed in the
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present study (initial BW 157.8 g; final BW of FAST tanks 146.5 g).

Glucose was identified in higher concentration in the muscle of the FAST group than
in the FED groups (univariate analysis). However, no variations were observed in this
metabolite in liver and plasma (multivariate analysis), nor in the plasmatic glucose on the
GTT/FTT tests at 24 h, that have respectively a quicker response to metabolic variations and
an intermediate role in metabolites transport. A possible explanation for this observation
could be that the sugars have been promptly routed to muscle to cope with major energy
needs in the fasted animals. The sugar injection and the consequent insulin increase may
have activated the glucose transporters and increased the glucose transport in muscle, as
described for other species such as the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), the Indian
perch (Anabas testudineus), and the brown trout (Salmo trutta) (Polakof et al., 2012).
However, after a 10- day fasting, the 24 h period post-IP-injection seems to be insufficient
to regulate and uptake the sugar load into the cells. A study on post-feeding and fasting on
matrinxa (Brycon cephalus),an omnivorous species from Amazon basin, indicated that
glucose was incorporated into muscle after feeding and remained at higher concentrations
during at least 7 fasting days. In the same study, the high levels of muscular glucose
were associated with lower levels of plasmatic glucose (Figueiredo- Garutti et al., 2002). Our
results are in agreement with these observations and could be indicative of specific
adaptations on the carbohydrates metabolism, in omnivorous species subjected to
inconstant sugar intake. The switch between proteogenic and proteolytic processes are
described for species subjected to natural fasting periods, and are mainly regulated by
calpains, the cathepsins and the ubiquitin-proteasome system. In fish, the insulin-like growth
factors (IGF) canalso modulate the uptake of nutrients needed for muscle growth (Vélez et
al., 2017).

Methionine was assigned as VIP on the pairwise comparison between FAST-FRU vs.
FED-FRU and FAST-Sugars vs. FED-Sugars, in liver. A significant variation in methionine
was also identified between FAST-FRU vs. FED-FRU groups by univariate analysis. These
results suggest that variations on methionine concentrations are determined by the fructose
injection but unaffected by glucose. Methionine is an essential amino acid and an important
intermediate in several metabolic pathways. In fish fed diets with high amounts of vegetable
ingredients, methionine can be an important limiting metabolite (Souza et al., 2019; Porto et
al., 2020). Among others functions, methionine is amethyl donor and can affect the fatty acid
oxidation, creatine synthesis, phospholipid status, modulate the expression of genes of

protein synthesis/degradation, and improve protein deposition (Nguyen et al., 2019). The
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increased values of methionine in the liver of the FAST-FRU group could be indicative of
some signalling to up-regulate protein synthesis and deposition. Moreover, the higher levels
of methionine in liver can also be linked to the higher levels of choline observed in the same
tissue since methionine can be recycled via choline,betaine and dimethylglycine (Halver,
2002). Choline can also prevent lipid accumulation and promote protein synthesis (Halver,
2002) although it seems insufficient to keep the growth performance equivalent to the
observed in FED fish.

As described above for mammalians and in accordance to the GTT/ FTT tests and
the metabolomics results, fructose seems to be also metabolized quicker than glucose in
tambaqui. Moreover, the similarity between the VIP and the metabolites with significant
differences (multi and univariate analysis respectively) in the pairwise comparisons FAST-
GLU vs. FED-GLU and FAST- Sugars vs. FED-Sugars also reinforce the idea that

glucose promote moremetabolic changes in the liver of tambaqui than fructose.

5. Conclusion

For the frugivorous tambaqui hyperglycaemia was cleared significantly faster in the
fructose-injected fish. NMR-metabolomics assisted in evaluating variations in the metabolite
profile of fish, simultaneously in different tissues. However, 24 h after the IP-injection, no
significant differences were found in plasma, liver nor muscle between glucose and fructose
in the different dietary regimes which suggests an effective metabolization of their carbons
regardless of its dynamics. Food deprivation however, represents a metabolic challenge as
revealed by significant differences in the metabolite profile of muscle and liver between fed

and fasted fish, regardless of the injected sugar.
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Capitulo 03

Coeficiente de digestibilidade aparente de dietas convencionais
para o tambaqui (Colossoma macropomum Curvier, 1818)?

Jeisson Emerson Casimiro Ferrari?; Douglas de Souza Graciano®, Amanda
Arauljo Gaspar®; Leonardo Susumu Takahashi?

RESUMO

Por estar numa regido equatorial, o Brasil € conhecido mundialmente por sua grande
diversidade de espécies dulcicolas e o tambaqui (Colossoma macropomum) é a espécie
nativa mais cultivada na atualidade. O objetivo deste estudo foi avaliar a digestibilidade
aparente de ingredientes energéticos ricos em carboidratos e seus efeitos no desempenho
produtivo, metabdlitos no sangue, relacdes soméaticas e composicdo de carcaca do
tambaqui. Foram utilizados 192 peixes (131,63 £ 1,94 g) distribuidos aleatoriamente em 24
tanques de alimentacao. Foram formuladas seis dietas experimentais isoenergéticas (4.000
kcal EB/kg) com os seguintes ingredientes energéticos: milho, sorgo, amido de milho, farelo
de trigo, farelo de arroz e quirela de arroz. A determinacao da digestibilidade aparente dos
ingredientes foi realizada pelo método indireto de coleta de fezes utilizando 0,5% de 6xido
de cromo Il (Cr203) e as coletas realizadas em sistema Guelph modificado. Foram
analisados os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, matéria organica,
extrato etéreo, proteina bruta, energia bruta e amido. Os valores foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA one-way) seguido pelo teste de compara¢des multiplas de Tukey a
5% com uso do programa estatistico SAS v.9.0. O milho foi o ingrediente que apresentou
os melhores resultados de coeficente de digestibilidade aparente para matéria seca, matéria
organica, extrato etéreo, proteina bruta e energia bruta e a quirela de arroz é um ingrediente
gue pode ser usado como substituto ao milho. Nos metabdlitos foram observados valores
mais elevados de colesterol (p < 0,05) com inclusdo de farelo de arroz (3,4 £ 0,1 mmol/L) e
de triglicerideos (p < 0,05) com inclusdao de amido (3,1 = 0,1 mmol/L). No indice
hepatossomatico também foi observado maior valor com inclusao de amido (1,5 + 0,08 %).
Concluiu-se que o tambaqui (Colossoma macropomum) por ser uma espécie onivora
oportunista com capacidade elevada para digerir alguns alimentos energéticos de origem
vegetal, aproveita de forma eficiente os ingredientes energéticos avaliados.

Palavras-chave: Digestibilidade, carboidratos, tambaqui
ABSTRACT

Being in an equatorial region, Brazil is known worldwide for its great diversity of freshwater
species and tambaqui (Colossoma macropomum) is the most cultivated native species
today. The aim of this study was to evaluate the apparent digestibility of carbohydrate-rich
energy ingredients and their effects on productive performance, blood metabolites, somatic
relationships and carcass composition of tambaqui. A total of 192 fish (131.63 + 1.94 g) were
randomly distributed in 24 feeding tanks. Six isoenergetic experimental diets (4,000 kcal
EB/kg) were formulated with the following energy ingredients: corn, sorghum, corn starch,
wheat bran, rice bran and rice bran. The determination of the apparent digestibility of the
ingredients was carried out by the indirect method of collection of feces using 0.5% of
chromium 11l oxide (Cr203) and the collections carried out in a modified Guelph system. The
apparent digestibility coefficients of dry matter, organic matter, ether extract, crude protein,
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crude energy and starch were analyzed. The values were submitted to analysis of variance
(one-way ANOVA) followed by Tukey's test of multiple comparisons at 5% using the
statistical program SAS v.9.0. Corn was the ingredient that presented the best results of
apparent digestibility coefficient for dry matter, organic matter, ether extract, crude protein
and gross energy and the broken rice is an ingredient that can be used as a substitute for
corn. In the metabolites, higher cholesterol values (p < 0.05) were observed with the
inclusion of rice bran (3.4 + 0.1 mmol/L) and triglycerides (p < 0.05) with the inclusion of
starch (3 .1 £ 0.1 mmol/L). In the hepatosomatic index, a higher value was also observed
with the inclusion of starch (1.5 + 0.08 %). It was concluded that tambaqui (Colossoma
macropomum) as an opportunistic omnivorous species with a high capacity to digest some
energy foods of plant origin, efficiently uses the energy ingredients evaluated.

Keywords: Digestibility, carbohydrates, tambaqui
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l.Introducéo

E compreendido que, na producdo animal e em especial na aquicultura, a
alimentacdo adequada é fator preponderante para o bom desenvolvimento da criacao.
Considerando ainda, que a producdo aquicola brasileira, apesar de modesta quando
comparada a outras produc¢des animais, vem ascendendo de forma significativa nos ultimos
vinte anos e que a alimentacédo é a parcela mais cara da producdo, sendo caracterizada
como fator decisivo dos custos operacionais (em média representa 70% dos custos totais
de producéo), compreende-se que estudos de nutricdo e de alimentacdo na aquicultura sao
imprescindiveis (ABIMORAD e CARNEIRO, 2004; BUZOLLO et al, 2018a).

As proteinas sdo macromoléculas importantes das dietas, pois devido a sua funcao
estrutural, podem representar até 18% da composi¢cado corporal dos animais (OISHI,
NWANNA e PEREIRA-FILHO, 2010). Quando os animais ingerem proteinas dietéticas,
estas serdo hidrolisadas por enzimas especificas (proteoliticas) e seus produtos (os
aminoacidos) sao transportados para o0s tecidos para compor a sintese proteica
(FERREIRA, JARROUGE e MARTIN, 2010), porém, em caso de desbalanco energético na
alimentacdo, pode ocorrer degradagdo das estruturas musculares para producdo de
energia.

Apesar desta caracteristica de utilizacdo dos carboidratos (CHO) como fonte de
energia direta aos peixes e, também, como uma forma indireta de se economizarr fontes
proteicas nas dietas (reducdo de custos) o uso de CHO pelos peixes apresenta grande
variacdo entre as espécies. Peixes carnivoros utilizam de forma irregular, com pouco
aproveitamento, mesmo os agucares mais simples (VIEGAS et al., 2013). Ja peixes onivoros
aproveitam com grande eficiéncia os CHO, como € o caso do tambaqui que, em virtude de
seu habito alimentar onivoro, demonstrou em estudos prévios, que tem boa capacidade de
metabolizar tanto a glicose como a frutose (FERRARI et al., 2022). Mesmo os ingredientes
ricos em polissacarideos complexos de origem vegetal, como o farelo de trigo, quirela de
arroz, sorgo e milho, podem ser utilizados como ingredientes energéticos de forma eficiente,
em dietas para o tambaqui (BUZOLLO et al., 2018a).

Muitas pesquisas tém sido realizadas (SILVA et al., 2003, 2007; GUIMARAES et al.,
2014), nos ultimos 20 anos, com a utilizagéo de fontes locais de ingredientes/alimentos para
o tambaqui. Porém, justamente por utilizarem fontes regionais alternativas e especificas na
formulacdo de dietas, as informacdes acerca do aproveitamento de nutrientes pela espécie
ainda sdo escassas e as formulagbes comerciais ainda ndo conseguem maximizar a

producdo aquicola.
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O coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) € o primeiro passo para que se
consiga uma avaliacao tanto da quantidade necessaria de determinados nutrientes quanto
da qualidade nutricional e a eficiéncia de utilizacdo de ingredientes em dietas para peixes.
Este coeficiente oferece indicativos dos nutrientes ou parcelas dos ingredientes ingeridos
gue néo sao excretados nas fezes, e sim utilizados pelo animal (BUZOLLO et al., 2018a).

Além da digestibilidade de ingredientes também se deve considerar a capacidade
dos peixes em utilizarem os nutrientes dietéticos para seu crescimento. Diversos aspectos
podem influenciar nesta situacdo como o0s processos de fabricacdo de dietas e,
principalmente, a natureza do ingrediente. Glencross, Booth e Allan (2007) explicam, por
exemplo, que fatores antinutricionais podem apresentar efeito deletério significativo na
utilizacdo dos nutrientes pelos peixes e, neste contexto, ao se limitar a capacidade dos
peixes em ingerir proteina e energia, a utilizagao dos nutrientes da dieta se manifestam com
efeitos negativos no crescimento.

Apesar do grande esforco dos pesquisadores em compreender a nutricdo do
tambaqui, o fato de estudos estanques concentrarem-se nas exigéncias nutricionais, nos
ingredientes (convencionais e/ou alternativos), no manejo alimentar, na dificuldade de se
compreender devido a complexidade dos ecossistemas e sua respectiva flexibilidade
alimentar, existem ainda muitas lacunas ndo respondidas no processo de producdo da
espécie e, portanto, muitos estudos ainda devem ser conduzidos. Dessa forma, uma vez
reconhecido o potencial zootécnico da espécie e a importancia da nutricdo e alimentacdo
parara o sucesso de seu cultivo, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar a digestibilidade
aparente de ingredientes energéticos ricos em carboidratos e seus efeitos nos metabdlitos

sanguineos e desempenho produtivo de juvenis de tambaqui.

2. Material e métodos

2.1 Instalagcdes

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo e Metabolismo Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas da Unesp, campus de Dracena, localizado a
uma latitude de 21°28'57”S e longitude de 51°31’58”W. Foram utilizados 192 peixes
distribuidos em 24 caixas de polietileno de 300 L (aquarios de alimentacéo — 8 peixes/caixa)
dispostos num sistema de recirculacédo com filtragem biol6gica e mecanica, e aeracao por
meio de compressor radial. Para a determinacao dos coeficientes de digestibilidade, foram
utilizadas caixas de fibra de vidro de 80-L (aquérios de coleta de fezes) com fundo conico,

vazao de 0,05 L/s e sistema dedrenagem comum a uma unica coluna de decantacao,
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adaptados com um registro e tubo coletor (sistema Guelph modificado descrito por
ABIMORAD e CARNEIRO, 2004).
A concentracdo de oxigénio dissolvido (6,80 = 0,29 mg/L) e temperatura (27,54 *

0,30°C) da agua dos aquérios de alimentacio e de coleta de fezes foram monitorados,
respectivamente, semanalmente e diariamente e mantiveram-se dentro dos parametros
considerados ideais para a espécie (BARBOSA et al., 2009; FROESE e PAULY, 2018). A
iluminacao no laboratdrio foi mantida por meio de lampadas fluorescentes para manter um
fotoperiodo de 12L:12E.

2.2 Dietas experimentais

As seis dietas experimentais utilizadas na pesquisa foram formuladas para serem
isoenergéticas (4.000 kcal EB/kg) e continham suplementagcdo vitaminica e mineral
completa (Tabela 1). Foram avaliados os seguintes ingredientes energéticos: milho (Rural
Araguaia comércio de cereais logistica LTDA, Goiania — GO, Brasil), sorgo (Granol
industria, comércio e exportacdo SA, Osvaldo Cruz — SP, Brasil), amido de milho (Ingredion
Incorporated BR, Sao Paulo — SP), farelo de trigo (Moinho LCA alimentos, Sertandpolis —
PR), farelo de arroz e quirela de arroz (Arrozeira Troyano beneficiadora de alimentos,
Dracena — SP). A determinac¢éao da digestibilidade dos ingredientes foi realizada pelo método
indireto de coleta de fezes utilizando 0,5% de 6xido de cromo Il (Cr203), como indicador
inerte nas dietas experimentais. O experimento foi conduzido num delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com 6 tratamentos, correspondendo aos alimentos
avaliados, com 4 repeticbes cada tratamento, totalizando 24 unidades experimentais (8
peixes/unidade experimental).

As dietas experimentais, apdés moagem e mistura dos ingredientes, foram
processadas em peletizadora e secas em estufa com circulacdo de ar a 40°C, durante 24
horas. Apds secagem, as dietas foram colocadas em sacos plasticos etiquetados e
armazenadas em refrigerador.

Os peixes foram alimentados com as dietas experimentais durante um periodo de 57
dias, até a saciedade aparente, em quatro refei¢cdes diarias (08:00,14:00, 15:00 e 16:00
horas). Os valores de arracoamento foram anotados a partir de pesagens diarias dos

recipientes de armazenamento das dietas experimentais.
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Tabela 01. Formulac&o e composi¢cédo analisada das dietas experimentais.

Dietas experimentais

Ingredientes (%) Ml SO AM F.TR F.AR Q.AR
Farinha de peixe 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00
Farelo de soja 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00
Conc. proteico de soja 15,90 15,50 19,40 13,40 14,50 16,70
Milho 38,50 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
Sorgo - 30,00 - - - -
Amido de milho - - 30,00 - - -
Farelo de trigo - - - 30,0 - -
Farelo de arroz - - - - 30,00 -
Quirela de arroz - - - - - 30,00
Oleo de soja 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Pré-mistura min/vit.t 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Fosfato bicélcico 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
Vitamina C 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Oxido de cromio 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Caulim 4,03 4,43 0,53 6,53 5,43 3,23
Composicao quimica analisada

Matéria seca, % 94,22 94,68 94,69 94,81 94,56 94,78
Proteina bruta, % 30,90 34,25 32,17 30,68 33,09 32,56
Extrato etéreo, % 6,36 8,03 6,23 7,51 10,16 5,84
Matéria mineral, % 11,91 13,39 9,31 15,67 17,11 11,13
Calcio, % 1,94 2,19 2,11 2,03 2,18 2,21
Fosforo total, % 0,92 1,18 0,98 1,21 1,55 1,03
Amido (%) 47,54 44,53 64,93 19,74 28,19 53,39
Energia bruta, kcal/kg 4.043 4125 4174 4.078 4.138 4.091
NIA? 4-02-935  4-04-383  4-02-889  4-05-190  4-03-930  4-03-932

1Composicdo do Suplemento vitaminico e mineral (Premix®) para peixes onivoros: Umidade
= 5%; Mat. Seca = 95%; Mn = 2000mg; Fe = 7500mg; Zn = 7500mg; Cu = 1000mg; Co =
30mg; Se = 70mg; | = 250mg; K = 2000mg; Mg = 600mg; VvitA = 2000000 UlI; vitDs = 600000;
vitKs = 700; biotina = 50mg; ac. Félico = 250mg; colina = 80000mg; vitB1 = 2000mg; VvitB12 =
10000mcg; vitB2 = 4000mg; vitBs = 5000mg; vitE = 15000Ul; &c. pant. = 5000mg; ac. nicot.
= 10000mg; vitC = 80000mg; B.H.T. = 20000mg; inositol = 4000mg. 2NUmero internacional
do Alimento referénciado pelo NRC (2011).

2.3 Manejo dos peixes e das fezes coletadas

Durante o periodo de aclimatagéo (dez dias) os peixes (peso inicial = 131,63 + 1,94
g) foram alimentados com dieta comercial (peixes onivoros; NutriPiscis Presence Animal
Nutrition, Santa Rosa, Brasil; 280 g/kg de PB). Apoés este periodo de aclimatagéo, os peixes
foram submetidos a um jejum de 24 horas e biometria inicial.

Para coleta de fezes e determinacg&o dos coeficientes de digestibilidade, apds cinco
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dias de alimentacdo com as dietas experimentais, uma hora apos a ultima alimentacéo, os
peixes foram transferidos para os aquarios de digestibilidade, onde permaneceram por 12
horas. A coleta das fezes decantadas nos tubos coletores foi realizada na manh& seguinte.
Durante todo o periodo de coleta os tubos foram mantidos imersos em gelo para evitar
perdas de nutrientes para a agua.

As fezes foram transferidas para placas de Petri e desidratadas em estufacom
ventilagdo forcada a 45°C por 24 horas. Antes das andlises, as amostras de fezes foram
separadas de escamas, moidas e homogeneizadas com almofariz e pistilo, e novamente

acondicionadas em tubos para posteriores analises bromatologicas.

2.4 Andlises bromatoldgicas e coeficientes de digestibilidade

As analises bromatologicas das carcacas, dietas e das amostras de fezes foram
realizadas segundo as metodologias descritas pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 2000). Com as amostras de dietas e fezes foram realizadas as analises
de matéria seca (MS) (método de secagem em estufa a 105°C durante 24 h), matéria
organica (MO) (subtracéo do valor de matéria mineral da matéria seca), extrato etéreo (EE)
(extracdo com éter de petrdleo em bloco de aquecimento do tipo Soxhlet, seguida da
remocao por evaporacdo ou destilacdo do solvente empregado) e proteina bruta (PB)
(método de digestdo com acido sulfurico, destilagcdo com hidréxido de sddio em destilador
do tipo Kjeldahl e titulagdo com &cido cloridrico). As concentracdes de amido foram
determinadas pelo método da amilase e glicose-oxidase (BEUTLER, 1984).

A preparacdo das amostras para leitura de cromo, calcio e fosforo foi realizada
seguindo a metodologia de digestéo nitrico-perclorica de Furukawa e Tsukahara (1976) e
as concentracfes de Oxido de cromo e célcio foram determinadas por espectrofotometria
de absorcdo atdbmica. As concentracbes de fosforo foram determinadas por
espectrofotometro a 660 nm (Thermo Scientific modelo Genesys 10S). A energia bruta das
amostras de dietas e fezes foi determinada por meio de bomba calorimétrica com oxigénio
(IKA/C2000 Basic, IKA Works, Inc.North Chase Pkwy SE, Wilmington, USA) em laboratoério
terceirizado.

Foram determinados os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria
seca, matéria organica, proteina bruta, energia bruta, extrato etéreo e amido, segundo

metodologia descrita por Nose (1960) conforme a formula:
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CDA (%) = 100| — [100%Cr203dys % Nf
%Cr20sf 4% Nd

Em que: CDA (%) = Coeficiente de digestibilidade aparente (%);
%Cr203d = porcentagem de 6xido de cromo na dieta;

%Cr20sf = porcentagem de 6xido de cromo nas fezes;

%Nd = porcentagem do nutriente ou energia na dieta;

%Nf = porcentagem do nutriente ou energia nas fezes.

2.5 Biometrias, coleta de material biolégico e variaveis
No inicio e ao final dos 57 dias de alimentacdo, 0s peixes apdés serem
insensibilizados (eugenol 0,1 g/L), foram individualmente pesados e medidos. Estes valores
foram utilizados para andlise das variaveis de desempenho produtivo: ganho de peso (GP
= peso final — peso inicial), taxa de eficiéncia proteica (TEP = ganho de peso/ [consumo X
PBdieta] X 100), consumo (CON = consumo de racao/peixe/dia) e conversao alimentar (CA
= consumo/ganho de peso) (ZUANON et al., 2006).
Na biometria final foram retiradas aliquotas de sangue por puncdo dos vasos

caudais dos peixes com auxilio de seringas e agulhas descartaveis. A separacdo das

fracbes do sangue foi realizada por centrifugacao (3.000 rpm; 10°C/10 min) logo apos a
coleta, para separacao do plasma com uso de anticoagulante EDTA com fluoreto (Bioclin —
Quibasa, Belo Horizonte-MG, Brasil) e, ap0s trés horas em temperatura ambiente, para
separacao do soro.

Com as aliquotas de soro e plasma foram determinadas as concentracdes de
colesterol sérico (mmol/L), triglicerideos séricos (mmol/L), proteinas totais séricas (g/dL) e
glicose plasmatica (mmol/L) (Bioclin — Quibasa, Belo Horizonte-MG, Brasil). As
determinacbes foram realizadas em duplicatas e, apdés as amostras serem pipetadas e
homogeneizadas, foram colocadas em banho-maria por 10 minutos e, em seguida, realizou-
se a leitura dos metabdlitos em espectrofotdbmetro (Thermo Scientific modelo Genesys
10S).

Apoés as coletas de sangue, os peixes foram sacrificados por aprofundamento
anestésico (eugenol, 10g/L) e laparotomizados para retirada da gordura visceral e do figado.
As amostras foram acondicionadas em papel aluminio, pesadas, identificadas e congeladas.

Posteriormente, foram obtidas asrelagcdes somaticas: indice gorduro-viscerossomatico
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(IGVS) (%) e indice hepatossomatico (IHS) (%) de acordo com a férmula: [100 x (peso do

tecido / peso vivo)].

2.6 Composicao da carcaca
ApoOs coleta de material biolégico (sangue, figado e gordura visceral),0s peixes (3
peixes/aquario, totalizando 12 peixes/tratamento) foram congelados por 48 horas em freezer
a -20 °C; e posteriormente particionados em um moedor de carne comercial. Cada amostra
foi acondicionada em placas de Petri, previamente identificadas, que foram levadas para a
estufa a uma temperatura de 40 °C por 72 horas.
Feito todo o processo de secagem das amostras, estas foram novamente trituradas
em almofariz e pistilo. Posteriormente, as amostras foram utilizadas para as analises de
matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB) e energia bruta (EB),

conforme metodologias previamente descritas.

2.7 Analise Estatistica

Apés a tabulacdo de dados obtidos, os valores foram submetidos ao teste de
normalidade e homocedasticidade das variancias e, em seguida, a analise de variancia
(ANOVA one-way) seguido pelo teste de comparacées multiplas de Tukey a 5%. Estas

analises foram realizadas através do programa estatistico SAS v.9.0.

3. Resultados

3.1. Digestibilidade aparente

Foram determinados os Coeficientes de Digestibilidade Aparente da Matéria Seca
(CDAws), Matéria Orgéanica (CDAwmo), Proteina Bruta (CDArg), Energia Bruta (CDAEg),
Extrato Etéreo (CDAee) e Amido (CDAawm) (Tabela 02). A quirela de arroz foi o alimento que
apresentou o maior CDAws (71,8+2,4%) nao sendo diferente (p>0,05) do farelo de arroz
(65,548,2%) e do milho (63,3+4,7%). O CDAwms da quirela de arroz foi significativamente
maior (p<0,05) ao CDAws do sorgo (54,9+3,1%), do amido (41,01+2,7%) e do farelo de trigo
(31,7+2,7%).

Neste estudo quatro ingredientes ndo apresentaram diferencas (p>0,05) nos valores
de CDAwo, sendo, a quirela de arroz (76,5+2,2%), o farelo de arroz (72,3+7,4%), o milho
(71,7+4,1%) e o sorgo (65,4+3,5%). Ainda no estudo, estes valores de CDAwmo sdo
considerados elevados quando comparados aos dos outros ingredientes como o amido

(52,1+5,5%) e o farelo de trigo (44,5+5,2%) que apresentaram diferencas (p<0,05) quando
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comparados aos outros ingredientes utilizados.

Os valores médios dos coeficientes de digestibilidade aparente da proteina bruta
(CDApg) demonstraram que o milho foi o ingrediente que apresentou o maior CDAps
(81,9+2,8%) mas sem diferencas (p>0,05) do CDApg da quirela de arroz (80,9+2,3%), farelo
de arroz (78,1+6,3%) e sorgo (75,6+4,4%). Além disso, a dieta com farelo de trigo foi aquela
que apresentou o menor CDAps (66,6+0,9%). Foram calculados os valores médios dos
coeficientes de digestibilidade aparente da energia bruta (CDAEes). A dieta com quirela de
arroz foi a que apresentou o maior valor do CDAEs (79,2+1,9%), superior (p<0,05) ao CDAes
do sorgo (66,7+£3,2%), do amido (53,7+2,5%) e do farelo de trigo (48,0£2,1%),mas sem
diferencga (p>0,05) do CDAEgs do milho (72,5+3,9%) e do farelo de arroz (72,4+6,9%).

Também foram determinados os Coeficientes de Digestibilidade Aparente (CDA) do
Extrato Etéreo (CDAEeEg), e do Amido(CDAam). Os valores de CDAee demonstraram diferenca
(p<0,05) sendo o maior valor observado com o sorgo (89,4+4,3%). Apesar do sorgo
apresentar o maior valor, este nao diferiu do milho, amido, quirela e farelo de arroz. O Unico
ingrediente que apresentou diferenca significativa quando comparado com quase todos 0s
outros ingredientes foi o farelo de trigo (69,8+5,1%). O CDAam foi a variavel avaliada que néo
apresentou diferenca significativa entre nenhum dos ingredientes testados e todos os

CDAam demonstraram-se acima de 90% de aproveitamento pelos animais deste estudo

3.2 Desempenho produtivo

Foram avaliadas as seguintes variaveis de desempenho produtivo: ganho de peso
(GP), peso final (PF), comprimento final (CF), taxa de eficiéncia proteica (TEP), consumo
(CON) e converséao alimentar (CA) e os valores médios destas variaveis sao apresentados
na Tabela 03.

Na variavel de PF o ingrediente que apresentou maior média foi o amido (206,9+11,7
g) quando comparado ao farelo de arroz (183,4+12,3 g), porém néo se verificou diferencas
(p>0,05) entre o0 amido e os outros ingredientes testados.

N&o foram observadas diferencas (p>0,05) no GP, CF, CON e CA. Apesar de nao
ter ocorrido diferengas entre os ingredientes testados, o amido foi o ingrediente que apresentou
valor mais elevado no GP (75,4+11,4 g) e o farelo de arroz resultou nos valores mais baixos
(53,1+£139g). Apesar disso, o farelo de arroz foi o ingrediente que resultou no maior CON
(834,5+14,3 g) enquanto o farelo de trigo foi o que resultou no menor valor (813,0+26,6 Q).
As maiores médias numéricas na CA foram observadas nas dietas com o farelo de arroz

(2,1+1,6) e as menores com a dieta contendo amido (1,4+0,2), mas sem diferencas
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(p>0,05).

3.3 Parametros sanguineos, relacdes somaticas e de carcaca

Os resultados de metabdlitos sanguineos e relagbes somaticas obtidos pelos
tambaquis alimentados com diferentes ingredientes energéticos estdo apresentados na
Tabela 4. Nao foram observadas diferencas (p>0,05) nas variaveis sanguineas: proteinas
totais seéricas, glicose plasmética e indice no goduro-vicerossomatico, porém foram
observadas diferencas (p<0,05) para as variaveis de colesterol, triglicerideos e indice

hepatossomatico.
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Tabela 02. Coeficentes de digestibilidade aparente de juvenis de tambaquis alimentados com diferentes ingredientes energéticos de origem
vegetal durante 57 dias.

Ingredientes

Var.
Mi SO AM FT FA QA p
CDAwms % 63,3+4,73b 54,9+3,1bP 41,01+2,7°¢ 31,7+2,7°¢ 65,5+8,22 71,842,428 <0,0001
CDAwMo % 71,7+4,12 65,4+3,52 52,1+5,5P 44 5+5 2 72,317,428 76,5+2,22 <0,0001
CDAre % 81,9+2,82 75,6+4,42b 72,8+2 6% 66,6+0,9°¢ 78,1+6,32b 80,9+2, 3ab 0,0001
CDAEeg % 72,5+3,92b 66,7+3,2P 53,7+2,5¢ 48,0+2,1° 72,4+6,92b 79,2+1,92 <0,0001
CDAEe % 87,8+3,82 89,444 32 82,1+6,2ab 69,8+5,1b 80,0+9,1ab 86,1+3,2¢2 <0,0001
CDAam % 92,6+3,06 91,344,0 96,8+2,6 97,05+2,05 92,63,1 96,7+1,7 0,098

Letras diferentes na mesma linha indicam que as médias diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. Alimentos - MI: milho; SO: sorgo; AM: amido; FT: farelo de
trigo; FA: farelo de arroz; QA: quirela de arroz. Varidveis: GP: Ganho de Peso; PF: Peso Final; CF: Comprimento Final; TEP: Taxa de Eficiéncia Proteica CON:
Consumo; CA: Conversao alimentar.Coeficientes de digestibilidade aparente avaliados: MS: matéria seca; MO: Matéria organica; PB: Proteina bruta; EB:
Energia bruta; EE: Extrato etéreo; Am: Amido.

Tabela 03. Desempenho produtivo de juvenis de tambaquis alimentados com diferentes ingredientes energéticos de origem vegetal durante
57 dias.

v Ingredientes
ar. M SO AM FT FA QA P
PF (9) 200,6+7,120 195,8+12,1ab 206,9+11,72 192,1+1,98P  183,4+123P 201,4+7,63° 0,03
CF (cm) 22,7+0,3 22,6%0,1 22,8+0,4 22,6%0,1 22,0+1,2 22,9+0,3 0,38
GP (9) 68,5+8,2 64,7+11,05 75,4+11,4 60,6+2,2 53,1+13,9 68,1+8,8 0,08
TEP (%) 0,4+0,0520 0,5+0,09aP 0,4+0,07° 0,5+0,032P 0,6+0,12 0,5+0,52P 0,04
CON (g) 834,5+14,3 832,6+15,7 830,8+25,08 813,0+26,6 839,2+28,2 831,0£22,2 0,64
CA (kg) 1,50,1 1,6%0,3 1,4%0,2 1,6%0,1 2,1+1,6 1,5+0,2 >0,10

Letras diferentes na mesma linha indicam que as médias diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. Alimentos - MI: milho; SO: sorgo; AM: amido; FT: farelo de
trigo; FA: farelo de arroz; QA: quirela de arroz. Varidveis: GP: Ganho de Peso; PF: Peso Final; CF: Comprimento Final; TEP: Taxa de Eficiéncia Proteica CON:
Consumo; CA: Conversao alimentar.
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As concentracdes de colesterol sérico foram superiores (p<0,05) em peixes
alimentados com farelo de arroz (3,4+0,1 mmol/L) e amido de milho (3,2+0,1
mmol/L) em comparagdo aos alimentados com milho (2,8+0,1 mmol/L) e farelo de
trigo (2,9+0,2 mmol/L). Observou-se que, apesar, dos maiores valores serem do
farelo de arroz e do amido de milho, estes nao diferiram (p>0,05) dos valores
observados com a quirela de arroz e o sorgo. As concentracdes de triglicerideos
foram superiores em peixes alimentados com amido de milho (3,1+0,1 mmol/L)
sendo este valor significativamente diferente de todos os outros ingredientes
testados.Para a mesma variavel observou-se também menores valores naqueles
peixes alimentados com farelo de arroz e farelo de trigo (respectivamente 2,1+0,2
mmol/L e 2,1+0,1 mmol/L).

No indice hepatossomatico foi observada a ocorréncia de valores superiores
(p<0,05) nos peixes alimentados com amido de milho (1,5+£0,1%) e inferiores nos
peixes alimentados com milho (1,2+0,1%), sem diferencas (p>0,05) entre amido de
milho, farelo de trigo, quirela de arroz e sorgo.

Os resultados de composicdo quimica e energia bruta da carcaca dos
juvenis de tambaquis estéo dispostos na Tabela 05 e os valores utilizados para o0s
calculos estatisticos referem-se a concentracdo do nutriente na amostra pré-seca.
Observou-se que os valores de matéria seca, proteina bruta e energia bruta ndo
obtiveram diferencas (p>0,05). J& a matéria mineral apresentou diferencas
(p<0,05) e o milho resultou em maior valor (13,5+1,8%) enquanto que o farelo de

arroz apresentou o menor valor (8,7+1,7%).
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Tabela 04. Metabdlitos sanguineos e relagdes somaticas de juvenis de tambaquis alimentados com diferentes ingredientes energéticos
de origem vegetal durante 57 dias.

Var.

Ingredientes

MI SO AM FT FA QA p
COL (mmol/L) 2,840,1¢ 3,1+0,2ab 3,2+0,1a 2,9+0,2bc 3,4+0,1a 3,2+0,1ab 0,002
TRI (mmol/L) 2,3+0,1bc 2,4+0,1b 3,1+0,12 2,1+0,1¢ 2,1+0,2¢ 2,3+0,2bc <0,001
PT (g/dL) 4,4+0,3 4,2+0,08 4,610,3 4,610,4 4,7+0,8 4,5+0,2 0,72
GLI (mmol/L) 8,6+1,2 9,3+0,8 9,4+0,9 10,1+0,9 8,5+0,3 9,3+0,3 0,12
IHS (%) 1,2+0,0¢ 1,4+0,03ab 1,5+0,082 1,5+0,1ab 1,4+0,0bc 1,5+0,07ab 0,004
IGVS (%) 0,7+0,03 0,6+0,1 0,6+0,1 0,5+0,05 0,4+0,1 0,7+0,08 0,06

Letras diferentes na mesma linha indicam que as médias diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Alimentos - MI: milho; SO: sorgo;
AM: amido; FT: farelo de trigo; FA: farelo de arroz; QA: quirela de arroz. COL: colesterol sérico (mmol/L); PT: proteinas totais séricas (g/dL); TRI:
triglicerideosséricos (mmol/L); GLI: glicose plasmatica (mmol/L); IHS: indice hepatossomatico (%); IGVS: indice gorduro-viscerossomatico (%).

Tabela 05. Composicao quimica e energia bruta da carcaca de juvenis de tambaquis alimentados com diferentes ingredientes
energéticos de origem vegetal durante 57 dias.

Ingredientes
Var.

Ml SO AM FT FA QA p
MS % 06,2+1,07 97,05+0,2 96,8+0,2 96,4+0,8 95,5+1,5 95,9+0,7 0,23
MM % 13,5+1,72 11,2+1,28b 11,5+1,18b 10,9+1,53P 8,7+1,60 12,242,580 0,02
PB % 60,3+5,3 61,9+1,6 63,5+6,4 61,8+3,5 64,745,4 66,8+8,8 0,66

EB (Kcal/kg) 5234+93,2 5191+119,6 4933+350,8 5185+91,1 5390+158,8 5245+131,2 0,05

Letras diferentes na mesma linha indicam que as médias diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. Alimentos - MI: milho; SO: sorgo; AM: amido; FT:
farelo de trigo; FA: farelo de arroz; QA: quirela de arroz. Parametros avaliados: MS: matéria seca (%);MM: matéria mineral (%); PB: proteina bruta (%);
EB: energia bruta (Kcal/Kg).
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4. Discusséo

4.1 Digestibilidade Aparente

A matéria seca (MS) € a porcao sélida de qualguer alimento, ingrediente ou
nutriente disponibilizado em uma dieta. Também pode ser representada pela fracédo
sélida das fezes em experimentos com digestibilidade de nutrientes. A fracdo sdlida
das amostras é importante por caracterizar, de forma indireta, os nutrientes que
poderéo ser utilizados pelo animal.

Neste estudo os CDAwms variaram muito entre os ingredientes testados, sendo
o valor mais elevado o da quirela de arroz (71,8+2,4%) e o menor do farelo de trigo
(31,7+£2,7%). Na pesquisa realizada por Boscollo, Hayashi e Meurer (2002) foram
observados CDAws para o milho (90,3%) e farelo de trigo (90,7%) mais altos para
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Em contrapartida, Pezzato et al. (2002), ao
avaliarem a digestibilidade aparente da tilapia do Nilo, observaram valores de CDAwms
de 52,5% para o milho, 48,7% para o amido, 66,0% para farelo de trigo, 59,3% para o
farelo de arroz e 23,4% para o0 sorgo. Possivelmente, os valores diferentes
encontrados nos estudos séo caracterizados por ingredientes de caracteristicas
estruturais diferentes, pela forma como foram processados e pelas diferencas de
capacidade digestiva entre as espécies estudadas. Provavelmente, o motivo que mais
afetou a digestibilidade da matéria seca foi, no caso da inclusao de sorgo (54,9+3,1%)
e do farelo de trigo (31,7+£2,7%), o fato de serem ingredientes ricos em carboidratos
complexos formados por polissacarideos constituintes de matéria fibrosa, sendo
menos aproveitados pelos peixes. Ressalta-se que a fibra, por ser dificiimente
digerida por animais monogastricos, acelera o transito intestinal e, portanto, interfere
de forma negativa na absorcéo dos nutrientes.

A matéria organica (MO) é a fracéo solida total apos subtracdo dos valores de
matéria mineral (MM) e representa toda a parcela organica que pode ser
supostamente digerida e absorvida pelo trato gastrointestinal e metabolizada pelo
organismo. Dentre os valores observados neste estudo o mais alto foi o da dieta com
quirela de arroz (76,6+2,2%) e o mais baixo foi o da dieta com farelo de trigo
(44,5%5,2%).

Foram observados maiores CDAwmo justamente nas dietas com ingredientes
com menor concentracdo fibrosa e com maior disponibilidade proteica (quirela de
arroz, farelo de arroz e milho). Gaylord e Gatlin 111 (1996), num estudo que comparou

os CDAs de ingredientes proteicos de origem animal e vegetal parao red drum
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(Sciaenops ocellatus), também observaram que o farelo de trigo é o ingrediente que
possui menor CDAmo e afirmam que a digestibilidade da matéria organica dos
ingredientes aumenta conforme a fracdo dos extratos livres de nitrogénio diminui, ou
seja, quanto maior for a disponibilidade de proteina digestivel maior também sera a
digestibilidade da matéria organica. Storebakken et al. (1998), avaliando ingredientes
de origem animal e vegetal em diferentes métodos de coleta de fezes para o salméao
de Atlantico (Salmo salar), também observaram diferenca significativa dos CDAwmo
entre a farinha de peixe e o farelo de soja, onde o CDAwmo da farinha de peixe foi mais
elevado. Hajen et al. (1993), num estudo que avaliou os CDA de vérios ingredientes
para o salmdo chinook (Oncorhynchus tshawytscha) também observaram esta
variacdo de CDA.

No presente estudo, apesar do habito alimentar frugivoro, foi observado, com
o tambaqui, que o melhor aproveitamento da matéria organica esté ligado a proteina de
melhor qualidade. Os altos valores médios de CDAs que foram observados neste
estudo, principalmente, para proteina bruta e energia bruta, ocorreram com ingredientes
com menor teor de fibra nas dietas.

Os valores médios do CDApg para a maioria dos ingredientes testados foram
relativamente altos com excecao da dieta com farelo de trigo que apresentou valor de
digestibilidade aparente da fracdo proteica de 66,6+0,9%, sendo este valor
significativamente inferior quando comparado aos de outros ingredientes. Abimorad e
Carneiro (2004), num estudo com pacu, demonstraram que, para o milho e o farelo
de arroz, os CDApg foram idénticos (84,4 e 80,8%) aos deste estudo, porém, com
sorgo e farelo de trigo, foram bem diferentes (92,9 e 93,9%). Ja, num estudo com
tambaquis realizado por Buzollo et al. (2018a), observou-se semelhanga nos valores
de CDAps do sorgo, poréem o milho, quirela de arroz e farelo de trigo mostraram-se
com resultados bem diferentes dos desta pesquisa (94,5, 71,2 e 86,1%,
respectivamente). Possivelmente, as diferencas entre entre valores do estudo de
Buzollo et al. (2018a), quando comparados aos destes, sejam um reflexo das
diferentes fases de vida dos peixes utilizados. Em estudo realizado por Soares et al.
(2017) foi observado, no tambaqui, CDAps de 80,9% para o farelo de arroz integral,
idéntico ao deste estudo.

Resultados distintos também foram descritos por Boscolo, Hayashi e Meurer
(2002) para a tilapia do Nilo sendo esta uma espécie ja cultivada, propagada e

adaptada em cativeiro e, portanto, pode apresentar resultados bem diferentes quando
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comparados aos deste estudo. Possivelmente, os motivos que provocaram as
diferencas de resultados demonstrados neste e nos diferentes estudos, para o0 CDAps,
possam ser reflexo de fatores como anatomia e fisiologia do trato gastrointestinal e
condic¢@es fisico-quimicas e nutricionais de alguns ingredientes.

Neste estudo o CDAps mostra que o maior aproveitamento desta fragdo ocorreu
nas dietas com o miho e a quirela de arroz, sendo o milho um ingrediente utilizado com
frequéncia em dietas comerciais. Apesar da variacao dos valores de CDApg entre este
e outros estudos, o milho ainda é o ingrediente que apresenta grande potencial para
uso em formulacdes de dietas para peixes por ser um ingrediente facil de ser
encontrado e por também apresentar bom valor energético. Além disso, Khan (1994)
sugere que os melhores valores de digestibilidade da proteina estao relacionados
com a qualidade da proteina e da composi¢cdo dos aminoacidos dos ingredientes
utilizados o que foi confirmado por Buzollo et al. (2018a) quando observaram que o
milho apresentou CDApg mais eficiente do que o sorgo, justamente por possuir um
balanco de aminoacidos melhor.

O sorgo é um ingrediente com potencial de substituicdo ao milho em dietas
comerciais justamente por apresentar composi¢cdo quimica e valor nutricional
semelhantes (BUZOLLO et al., 2018a), porém, foi o ingrediente que apresentou valores
de CDAprs com maior variagdo entre os resultados deste e de outros estudos. Isso
relaciona-se com a presenca de fatores antinutricionais como o tanino, sendo este um
polifenol que se liga a pontes de hidrogénio das moléculas proteicas (FREIRE et al.,
2002), provocando assim, diminuicdo da utilizacdo da proteina e, consequentemente,
afetando a relacéo proteina:energia (GUIMARAES, MIRANDA e ARAUJO, 2014).

A inclusdo de farelo de trigo neste e em outros estudos, mostrou também
CDAprs com grande variagéo. Abimorad e Carneiro (2004) argumentaram que o bom
indice de aproveitamento deste ingrediente esta relacionado ao fato de que o pacu é
uma espécie frugivora/herbivora/onivoraque se adaptou para aproveitar bem a
proteina disponibilizada pelo farelo de trigo. O tambaqui demonstrou resultado
contrario sendo que o menor valor apresentado para o CDApg do farelo de trigo
provavelmente esta relacionado ao fato de que este ingrediente possui teor fibroso,
reduzindo o tempo no trato gastrointestinal e tornando-se menos digerivel (PEREIRA
et al., 2015).

O farelo de arroz foi um ingrediente que apresentou valores de CDAps elevados
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tanto neste quanto em outros estudos avaliados (entre 78,2 a 94,9%) e, portanto,
dependendo dos valores de mercado e de sua disponibilidade ao longo do ano, pode
substituir outros ingredientes energéticos de origem vegetal de forma satisfatéria, sem
provocar prejuizo da parcela proteica das dietas. Guimardes, Miranda e Araujo (2014)
ainda afirmam que os diferentes CDApg encontrados nos estudos podem ser reflexo
de diferentes métodos de processamento das dietas ja que moagem dos ingredientes,
peletizacdo ou extrusdo e granulometria do pelete de racédo interferem no
aproveitamento do ingrediente pelos peixes.

O CDAes € uma andlise que indica a quantidade de energia disponibilizada
pelo nutriente/alimento que foi utilizada pelos animais. Assim como a proteina bruta,
0os CDAeg também apresentaram grande variacdo neste estudo. Dentre o0s
ingredientes avaliados, a quirela de arroz foi o ingrediente que apresentou o maior
CDAEs (79,2£1,9%), porém os menores indices ocorreram com a inclusao de amido
de milho (53,8+2,5%) e farelo de trigo (48,0+2,1%). Buzollo et al. (2018a)
demonstraram valores do CDAgs muitos distintos onde o sorgo (81,1%) e o farelo de
trigo (68,2%) apresentaramas maiores diferengas de valores quando comparados aos
deste estudo (66,7e 48,0%, respectivamente).

Quando se fala em ingredientes energéticos para o tambaqui costuma-se levar
em consideracdo o fato de ser uma espécie frugivora/onivora oportunista habituada
a consumir alimentos energéticos na natureza de acordo com a sazonalidade anual
e, portanto, pode aproveitar bem a inclusdo de ingredientes energéticos em racoes
comerciais. Boscolo, Hayashi e Meurer(2002) confirmaram esta informacao, para
tilapia do Nilo ao dizerem que a espécie, por ser onivora, apresenta melhor
aproveitamento da energia de alimentos de origem vegetal quando comparada a
carnivoros. Abimorad e Carneiro (2004) também reforgcam esta ideia ao relataram este
aproveitamento pelo pacu, dizendo que os ingredientes energéticos possuem 0timos
CDAEeg (acima de 80%) e permitem a inclusdo em dietas comerciais como fonte de
energia de baixo custo. Neste estudo, os trés ingredientes que apresentaram maior
CDAEeg para a espécie testada foram a quirela de arroz, o milho e o farelo de arroz
justamente por serem ingredientes com alto teor de carboidrados amilaceos em sua
composicdo e, portanto, possuirem uma alta capacidade digestivel, podendo ser
incluidos como substitutos de outros ingredientes energéticos em dietas para a

espécie estudada.
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A avaliacdo do extrato etéreo serve para determinar os teores de lipidios tanto
nos alimentos quanto nas fezes. Ao se fazer este tipo de andlise, consegue-se
determinar a quantidade de lipidios aproveitados pelos peixes e isso favorece tanto a
compreensao do quanto o peixe aproveitou de determinada fonte energética quanto
a formulacéo de dietas mais equilibradas, considerando a nutricdo e a economia de
ingredientes na fabricagao de dietas comerciais.

Neste estudo, o maior valor de digestibilidade do extrato etéreo aconteceu com
a inclusédo do sorgo e o menor valor ocorreu com a inclusdo do farelo de trigo. Buzollo
et al. (2018a), ao avaliar o CDAge com ingredientes como o milho, sorgo, farelo de
trigo e quirela de arroz para o tambaqui demonstraram valores elevados de
digestibilidade para todos os ingredientes testados e, o valor de digestibilidade do
extrato etéreo em sua pesquisa, ao utilizar o farelo de trigo (91,6%), foi muito maior
guando comparado ao valor do nosso estudo.

A inomogeneidade entre valores quando se comparam os resultados dos
diferentes estudos demonstra que o comportamento de digestibilidade doextrato
etéreo pode apresentar variacao, possivelmente, tanto com a espécie estudada como
com a qualidade do ingrediente utilizado e ainda pode sofrer influéncia dos métodos
utilizados no processamento das dietas.

O amido é um nutriente encontrado em alguns ingredientes de origem vegetal
em maior ou menor proporcdo e é caracterizado como um carboidrato soltuvel e
altamente digestivel com baixo teor de fibras por apresentar arranjo linear (amilose)
inferior aos arranjos ramificados (amilopectina) (SOARES et al., 2017). Neste estudo
também foram avaliados os coeficientes de digestibilidade aparente do amido
(CDAam) e observou-se que ndo ocorreram diferencas significativas entre os
ingredientes testados. Couto et al. (2016), num experimento que avaliou os efeitos de
inclusdo de farelos de cereais integrais para o crescimento, digestibilidade, perfil
glicémico e morfologia intestinal em dourada (Sparus aurata) observaram a ocorréncia
de diferencas significativas quando comparados os CDA da dieta com milho (69,6%) e
com o trigo (94,7%).

O valor muito diferente entre os CDAam do milho neste estudo (92,6 + 3,1%) e
na pesquisa de Couto et al. (2016) podem ser explicados por possiveis diferencas na
gualidade do ingrediente utilizado ou em possiveis métodos diferentes de
processamento deste ingrediente no momento do preparo das dietas experimentais.

Os autores referenciados ainda explicam que o aproveitamento do amido dietético
83



pelos peixes pode sofrer influéncia devido a origem botanica dos ingredientes
utilizados, uma vez que as propor¢gdes de amilose e amilopectina tem variacao de
acordo com os ingredientes. A mesma condi¢cdo, em que o trigo apresentou maior
CDAAam que o do milho, também é relatada por Venou et al. (2003) ao avaliar os efeitos
da extrusdo de trigo e milho sobre o crescimento de dourada. Possivelmente os
valores apresentados pelos CDAam neste estudo também foram fortemente
influenciados pela espécie utilizada, ja que o tambaqui € um peixe onivoro/frugivoro

com grande capacidade metabolica de aproveitamento de alimentos amilaceos.

4.2 Parametros de Desempenho

No peso final, a dieta que apresentou valor mais elevado foi aquela com
inclusdo de amido (206,9+11,7g) ndo apresentando diferenca (p>0,05) dos peixes
alimentados com as dietas com quirela de arroz, milho, sorgo e farelo de trigo. Ja na
taxa de eficiéncia proteica, o valor mais elevado foi observado com a dieta com
inclusdo de farelo de arroz (0,6+0,1%), sendo este valor idéntico aos da quirela de
arroz, farelo de trigo, sorgo e milho. Nestes dois parametros avaliados, observou-se
gue, mesmo com diferenca significativa, os valores numéricos absolutos foram muito
parecidos para todos os ingredientes incluidos nas dietas experimentais.

Por ndo terem sido encontradas diferencas significativas entre os parametros
CF, GP, CON e CA (aléem da proximidade dos valores de PF e TEP, apesar das
diferencas significativas), esta pesquisa demonstra que o tambaqui, por ser uma
espécie onivoral/frugivora muito bem adaptada ao aproveitamento de amido,
apresenta bom desempeho produtivo quanto submetida a diferentes ingredientes
energéticos de origem vegetal em suas dietas. O fato de nao ter ocorrido diferenca
significativa na maioria dos resultados de desempenho neste estudo pode ser
explicada ao se observar os altos indices dos CDAawm, ja que em todos os valores
demonstrados, os resultados ficaram acima de 90% de aproveitamento do amido,

confirmando a grande capacidade metabdlica do tambaqui para utiliza-lo.

4.3 Parametros sanguineos, relacdes somaticas e de carcaca

N&o foram observadas diferencas significativas na concentracdo de glicose
plasmatica entre os ingredientes testados. Corréa et al. (2007), ao avaliar as respostas
enzimaticas frente a inclusdo de amido de milho em dietas para o tambaqui,

observaram comportamento idéntico para esta variavel. Esta resposta pode estar
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relacionada com a velocidade de regulacéo dos niveis de glicose sanguinea, pois 0s
animais permaneceram em jejum por 15 horas antes da coleta de sangue e,
possivelmente, neste periodo de tempo, os peixes tenham regulado a homeostase
glicémica retornando aos niveis basais e, assim, demonstrando utilizacdo eficiente
das fontes energéticas.

Estudos afirmam que a concentracdo de glicose plasmatica de peixes €
influenciada diretamente pelo horério da ultima ingestéo de alimento (CARLI, 2021),
em que a dinamica da glicose reflete a capacidade das espécies em buscar a
homeostase glicémica e, em peixes onivoros e herbivoros, esta capacidade de
regulacdo da concentracdo de glicose sanguinea ocorre em poucas horas, sendo,
inclusive, mais rapida que em espécies carnivoras (POLAKOF et al., 2012;
KAMALAM, MEDALE e PANSERAT, 2017). Takahashi et al. (2018) revelaram que
0 pacu (Piaractus mesopotamicus) tem a capacidade de metabolizar uma carga de
500 mg/kg de glicose de forma relativamente rapida (pico de glicose em 4 horas e
retorno a condi¢do basal em 6 horas), como também observado em robalo europeu
(Dicentrarchus labrax) alimentados com dietas contendo diferentes niveis de amido,
ndo obtendo diferencas significativas nos niveis de glicémicos avaliados (ENES et al.,
2006). Ferrari et al. (2022) constataram a ocorréncia de picos glicémicos (13,8 mM) 6
horas apds injecao intraperitoneal de glicose e retorno a condicdo basal (5,5 mM) em
menos de 24 horas em juvenis de tambaqui.

Quando os carboidratos das dietas se encontram em excesso, Sao
armazenados na forma de gordura (lipogénese), ou glicogénio (glicogénese). O
excesso de carboidratos dietéticos é convertido em aclcar simples por digestéo e,
posteriormente, em piruvato pela via glicolitica onde este € oxidado para produzir
energia ou direcionado para as vias de sintese de acidos graxos (lipogénese) quando
a energia esta disponivel (UYEDA e REPA, 2006). Quando as concentragfes de
triglicerideos séricos nos peixes alimentados com carboidratos séo altas, sugerem a
ocorréncia de lipogénese, pela sintese de triglicerideos hepaticos.

Neste estudo foi observado que os animais alimentados com a dieta com amido
tiveram resultados superiores nos triglicerideos séricos, colesterol sérico e IHS em
relacdo aos demais tratamentos. Isso demostra que o amido (polissacarideo com alta
disponibilidade de glicose) € mais facilmente digerido pelos peixes, permitindo assim
sua maior absorcdo e utilizagcdo. Esses resultados, quando relacionados com os

niveis de glicose plasmatica, demonstram que a rapida homeostase da glicose no
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sangue de tambaquis relaciona-se com o aumento da lipogénese, confirmado pelos
teores de triglicerideos séricos, bem como possivel auséncia de alteracdo na
gliconeogénese (LI et al., 2019). Esse resultado também pode explicar a variacédo
entre os indices hepatossomaticos identificados nestes grupos alimentados com
ingredientes com alta concentracdo de carboidratos como o amido sendo que este,
especificamente, pode ser atribuido ao aumento da deposicéo de lipidios e glicogénio
hepatico (RAWLES, SMITH e GATLIN, 2008; ENES et al., 2010). Entretanto na
composicdo da carcaca, ndo foram observadas diferencas significativas para as

variaveis de matéria seca, proteina bruta e energia bruta.

5.Concluséo

A partir do conjunto de resultados, conclui-se que o tambaqui por ser uma
espécie onivora oportunista, tem capacidade elevada para digerir alguns alimentos
energéticos de origem vegetal. A dieta com inclusdo de milho foi a que apresentou
uma das melhores digestibilidades (CDArg de 82,0+2,9% e CDAgg de 72,6%4,0%), e
a quirela de arroz (CDApe de 80,9+2,3% e CDAeg de 79,2+1,9%) € uma alternativa
interessante para substituir o milho justamente por apresentar valores nutritivos para
ambas fragcdes com a mesma eficiéncia. Neste contexto € importante que o0s
fabricantes de ragbes mantenham um controle elevado de qualidade de sua matéria
prima pois estes ingredientes podem apresentar variacdes de qualidade nutricional,

de acordo com os diferentes cultivares destas plantas e periodos do ano.
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Capitulo 04
Considerac®es finais

Peixes sdo animais ectotérmicos que vivem em ambientes aquaticos variados,
em praticamente todas as regides do planeta, desde pequenos riachos e lagos até as
zonas abissais mais profundas dos oceanos. Diferentemente dos animais
endotérmicos, como as aves e 0os mamiferos, e em virtude da influéncia sofrida de
ambientes tao distintos (caracteristicas ecoldgicas, qualidade da agua, temperatura,
além da anatomia, fisiologia e do préprio comportamento) apresentam
comportamento metabdlico bem distinto entre as diferentes Ordens taxonémicas.

Peixes carnivoros possuem intestino curto e adaptado para o consumo de
alimentos proteicos e seu metabolismo apresenta dificuldades em metabolizar
alimentos ricos em carboidratos. J& peixes onivoros apresentam intestino
relativamente longo, com cecos piléricos, muito bem adaptado aos aproveitamento
de alimentos ricos em acucares. Neste contexto, ao longo do processo evolutivo, seus
organismos se tornaram bem adaptados para o melhor aproveitamento de
carboidratos, tanto em suas dietas naturais quanto em dietas comerciais.

Na atualidade tanto a aquicultura mundial quanto a nacional tem se tornado
praticas produtivas de grande expressao econbmica. A aquicultura como um todo
deixou de ser complementar a outras culturas de producéo, passando para o patamar
de producao principal de pequenos e médios produrores, além das grandes empresas
aquicolas. Além disso, 0 mercado mundial em geral ja mostra valores de queda na
pesca predatoria e de captura e, em contrapartida, as producdes aquicolas cresceram
de forma copiosa em todas as partes do mundo.

No Brasil, 0 aumento gradativo das produ¢des aquicolas tem sido crescentes
desde a medade do século XX, sendo que a espécie mais cultivada no pais € uma
espécie exotica, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), j& bem adaptada ao nosso
clima e condigcbes de producdo e consolidada no comércio nacional. Porém o
tambaqui ja é a espécie nativa mais produzida no pais.

O tambaqui é uma espécie de peixe que vive, na hatureza, na regiao da bacia
amazonica, em ambientes com aguas acidas e que apresentam uma sazonalidade
ambiental bem variavel ao longo do ano. Neste contexto, tornou-se evolutivamente
uma espécie bem adaptada ao consumo de variados tipos de fontes alimentares, que

vao desde raizes, moluscos, crustaceos, pequenos peixes, até frutos e sementes, de
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acordo com o periodo do ano. E uma espécie preparada biologicamente & alternancia
entre periodos de escassez e de abundéancia alimentar e, por isso, é classificado como
peixe onivoro oportunista. Nas produc¢des aquicolas ja esta bem adaptada, tornando-
se a espécie nativa mais cultivada no pais porém, apesar de ja ser criada a pelo
menos trés décadas, ainda apresenta dificuldades das mais variadas categorias que
incluem custos de investimento ainda elevados, dificuldades logisticas de matéria
prima para producéo de ra¢des, e de questdes de adaptacdo metabdlica aos consumo
de racdes comerciais, ja que o desempenho produtivo ainda ndo conseguiu atingir um
patamar satisfatorio que atenda a relagcéo custos de producao/mercado.

Mesmo ja existindo muitas informaces acerca de sua fisiologia alimentar, o
seu comportamento metabdlico ainda possui muitas “lacunas” de informacdes a
serem compreendidas. Dentre as atuais discussdes, seu comportamento metabdlico
frente ao consumo de diferentes carboidratos, além das fontes alimentares distintas,
sao as principais informagdes ainda em processo de reconhecimento e compreensao.

Os principais avancos no conhecimento acerca do metabolismo da glicose e
da frutose, para o tambaqui, demonstram que o arranjo bioquimico especifico destes
dois carboidratos, provocam diferentes possibilidades relacionadas tanto ao
comportamento da glicemia plasméatica quanto ao metabolismo em pontos
especificos, em diferentes tecidos como figado e o0 masculo, afetanto tanto o tempo
de permanéncia dos acucares circulantes como dos aminoacidos de formacéo dos
referidos 6rgéaos, ja que sofrem influéncia de deposicédo de forma indireta a partir da
presenca destes diferentes carboidratos. Isso mostra que o0 simples arranjo
bioquimico diferente dos dois carboidratos simples referidos no estudo sédo suficientes
para provocar diferencas interessantes no metaboléma do tambaqui.

Quando ocorre tranferérencia desta analise do comportamento metabdlico a
partir da inducdo de -carboidratos simples para uma visdo fisiologica com
administracdo de diferfentes fontes de carboidrados alimentares utilizados
comumente na aplicacdo dietética, as diferencas também apresentam grande
variagcdo de comportamento. Numa visdo generalizada das respostas frente aos
diferentes ingredientes administrados, aqueles que apresentam maior concentracao
de carboidratos n&o amilaceos, bem como maior concentragéo de fibras, apresentam
menor aproveitamento e resposta fisioldégica positiva pela espécie estudada. Em
contrapartida, ingredientes ricos em carboidratos amilaceos demonstram respostas

fisiol6gicas mais apropriadas as necessidades da espécie sendo estas demonstradas
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tanto no aproveitamento energético quanto proteico.

Além disso ressalta-se que muitas sédo as influéncias que o tambaqui pode
sofrer. De ordem bioldgica as influéncias ja compreendidas remetem a genética, ao
comporamento alimentar, ao periodo do ano e a sazonalidade tanto dos ambientes
naturais quando aos de criacdo. No contexto da producdo ressaltam-se,
principalmente, a qualidade dos ingredientes utilizados, a disponibilidade de mercado
de matérias primas, a logistica de toda a cadeia produtiva, dentre outros.

Em termos gerais o tambaqui € uma espécie que, apesar da recente
consolidacdo de mercado, ainda demonstra que possui muito potencial de
crescimento, tanto para estudos e pesquisas, quanto para abertura de nossa
possibilidades de producéo.
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