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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s Graduagdo em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

ESTUDO DO DESENVOLVIMENTO MUSCULAR E ENZIMATICO
INICIAL DO JUNDIA (Rhamdia quelen) COM ALIMENTOS DE
ORIGEM ANIMAL E VEGETAL

AUTORA: SUZETE ROSSATO
ORIENTADOR: JOAO RADUNZ NETO
Data e local da defesa: Santa Maria, 27 de fevereiro de 2015

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade da utilizacdo de dietas compostas
por ingredientes de origem animal e vegetal na alimentacdo de pds-larvas de jundias
(Rhamdia quelen) e sua influéncia no desenvolvimento dos animais. Foram realizados trés
experimentos onde testou-se no primeiro (E1) a substituicdo total (30%) e parcial (15%) do
figado de aves por farinha de peixe (FJ) e/ou concentrado proteico de soja (CPS) na dieta
padrdo contendo 30% de figado de aves. No segundo (E2) niveis de substituicdo (5; 10; 15;
20 e 25%) do figado por FJ e no terceiro (E3) niveis de substitui¢cdo do figado por CPS (15;
20; 25 e 30%) suplementado com taurina (CPST). Foram analisados parametros de
desempenho (peso, comprimento total, fator de condicdo, taxa de crescimento especifico,
ganho em peso diario, sobrevivéncia e produto peso versus sobrevivéncia), desenvolvimento
muscular (diametro da fibra, nimero de fibrass/mm?2 e nimero total de fibras) e atividade
enzimatica (tripsina, quimotripsina, lipase, amilase e maltase). O melhor desempenho das pds-
larvas de jundia foi a partir das dietas 15FJ (E1 e E2) e 15CPST (E3). No desenvolvimento
muscular encontrou-se maiores diametros e nimero total de fibras com as dietas citadas
acima. O desenvolvimento do sistema digestorio ndo foi prejudicado pelas dietas fornecidas
as pos-larvas neste estudo. As enzimas analisadas ja estavam presentes e ativas no momento
da primeira alimentacdo. A atividade das enzimas oscilou durante todos os periodos
experimentais, apresentando reducéo da atividade da tripsina e quimotripsina para as dietas
com maiores percentuais de CPST em relac&o aquelas com menor percentual. De acordo com
os resultados concluimos que a combinacdo das fontes de origem animal e vegetal aprimorou

a dieta, contribuindo para melhorar o desenvolvimento das pos-larvas de jundia.

Palavras-chave: Atividade enzimatica. Concentrado proteico de soja. Desenvolvimento

muscular. Farinha de peixe. Taurina.
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The aim of this study was to evaluate the viability of using diets composed of
ingredients of plant and animal origin in the feeding of post-larvae jundid (Rhamdia quelen)
and its influence on the development of animals. Experiments were carried out where it is
tested in the first (E1) the total replacement (30%) and partial (15%) of the liver poultry for
fish meal (FJ) and / or protein soy concentrate (CPS) on the standard diet containing 30%
liver poultry. In the second (E2) substitution levels (5; 10; 15; 20 and 25%) of the liver by FJ
and third (E3) of the liver levels for CPS replacement (15, 20, 25 and 30%) supplemented
with taurine (CPST). Performance parameters were analyzed (weight, total length, condition
factor, specific growth rate, daily weight gain, survival and product weight versus survival),
muscle development (fiber diameter, number of fibers / mm2 and total number of fibers ) and
enzymatic activity (trypsin, chymotrypsin, lipase, amylase and maltase). The best
performance of jundié post-larvae was from 15FJ diets (E1 and E2) and 15CPST (E3). In the
muscle development is found larger diameter and total number of fibers with the above
mentioned diets. The development of the digestive system was not affected by the diets
provided to post-larvae in this study. The enzymes assessed were already present and active at
the first feeding. The enzyme activity varied during all experimental periods, with reduced
activity of trypsin and chymotrypsin for diets with higher percentages of CPST over those
with a lower percentage. According to the results we conclude that the combination of the
sources of animal and plant improved the diet, helping improve the development of post-
larvae of jundia.

Keywords: Enzymatic activity. Soy protein concentrate. Muscular development. Fish meal.

Taurine.
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INTRODUCAO GERAL

A larvicultura é uma fase de grande importancia na cadeia produtiva dos peixes. Mas
para que ocorra 0 aumento na produtividade e sobrevivéncia das pds-larvas devemos usar
racOes adequadas, completas e altamente digestiveis (RADUNZ NETO et al., 2001). Assim,
quando a nutricdo das pos-larvas é adequada conseguimos obter animais sadios e de
qualidade. O aumento da producdo do jundid (Rhamdia quelen) especialmente no sul do
Brasil, por si s justifica a importancia da realizacdo de estudos sobre nutricdo inicial de pos-
larvas desta espécie. Onde seu répido crescimento, também chamado desenvolvimento
muscular, é influenciado principalmente pela qualidade da dieta ofertada (LEITAO et al.,
2011). E esta serd vital para aumentar a sobrevivéncia e consequentemente aumentar o
namero de alevinos produzidos por desova. A larvicultura das espécies nativas obteve grandes
avangos, mas ainda existem muitas lacunas a serem preenchidas, principalmente quando
pensamos em desenvolvimento adequado e consequentemente sobrevivéncia da maioria das
larvas eclodidas.

O periodo embrionario e larval sdo fases de alta exigéncia nutricional onde ocorrem
processos importantes como crescimento e diferenciacdo de tecidos. O crescimento é um
processo altamente dindmico e complexo, que ocorre a partir do aumento da massa muscular,
por hiperplasia ou hipertrofia das fibras musculares acompanhado do crescimento esquelético,
gue da a sustentacdo necessaria ao muasculo (CARANI et al., 2008). Ele ocorre a partir da
utilizagdo do alimento que deve ser de boa qualidade, palatavel e digestivel (RADUNZ NETO
et al., 2001) para que as enzimas digestivas atuem corretamente. As enzimas digestivas agem
de acordo com a composicdo da dieta e com o hébito alimentar de cada espécie (LAZO et al.,
2011).

Ainda ha uma caréncia muito grande de conhecimento sobre a atuacdo de diversas
matérias primas sobre o crescimento inicial dos peixes. Estas, mesmo sendo de qualidade, néo
sdo eficientemente utilizadas, devido a atuacéo de principios antinutricionais, que dificultam a
atividade das enzimas digestivas (DREW et al., 2007). Porém estas matérias primas em
pequenas quantidades podem compor dietas nutricionalmente completas.

O concentrado proteico de soja € uma fonte proteica de qualidade que pode ser
utilizada em dietas na larvicultura de peixes, mas a quantidade a ser incluida na dieta de pds-
larvas de jundia ainda ndo estd bem esclarecida. A inclusdo desta fonte em percentuais

elevados pode prejudicar o desenvolvimento das pos-larvas. Esta fonte possui deficiéncia em
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alguns aminoacidos essenciais (lisina e metionina) (KAUSHIK et al., 1995) que séo
importantes para o crescimento e devem ser suplementados na dieta. Tambeém podem
apresentar alguns principios antinutricionais (inibidores enzimaticos, saponinas) que podem
prejudicar o desenvolvimento das pds-larvas de peixes (HOULIHAN et al., 2001).

A farinha de peixe é um ingrediente de alto valor biolégico e bom equilibrio em
aminoacidos essenciais, considerada alimento padrdo para ensaios biol6gicos e muito usada
em larvicultura de peixes (TACON, 1996; ENKE et al., 2009). Mas o grande problema
enfrentado atualmente é o aumento na demanda, devido ao crescimento da aquicultura,
causando menor disponibilidade deste produto no mercado mundial. As farinhas de peixe
nacionais sdo confeccionadas com peixes de baixa qualidade e residuos de frigorificos, e ndo
tem padrdo constante. E utilizada na aquicultura como ingrediente estratégico para fases
criticas do ciclo de vida animal, fases iniciais de desenvolvimento, devido a sua exclusiva
qualidade nutricional (BOSCOLO et al., 2008).

A taurina é um aminoécido considerado semi-essencial para a maioria das espécies de
peixes (EL-SAYED, 2013). Algumas espécies de peixe ndo precisam da suplementa¢do com
taurina, pois possuem a enzima (L-cisteina-sulfinato descarboxilase) que transforma a
metionina da dieta em taurina (EL-SAYED, 2013). Mas a capacidade dos peixes de sintetizar
a taurina é dependente da espécie e possivelmente afetada pelo estadio de desenvolvimento
(WILSON, 2002). O alimento vivo (copépodos) presente no ambiente natural e utilizado para
alimentacdo inicial das larvas de peixes contém niveis elevados de taurina (HELLAND et al.,
2003; VAN DER MEEREN et al., 2008). A suplementacdo com taurina em dietas com altos
percentuais de ingredientes de origem vegetal contribui para o aumento do consumo e do
desempenho, muitas vezes considerada promotora de crescimento para peixes
(CHATZIFOTIS et al., 2008). Ela ajuda a manter o metabolismo, diminuir a atividade
catabdlica dos aminoécidos e atua na protecdo ao estresse oxidativo das células
(BANUELOS-VARGAS et al., 2014). Neste contexto, diversas fontes proteicas e energéticas
ja foram testadas para a nutricdo inicial de pds-larvas de jundia, visto que a transicao
alimentar - nutricdo vitelinica/racdo granulada - é um dos fatores que mais colabora com a
mortalidade nos primeiros dias de vida destes animais.

Desta forma, o estudo da influéncia das fontes que compdem a dieta sobre o
desenvolvimento muscular e enzimatico das poés-larvas de jundid € essencial para
estabelecermos uma dieta adequada, reduzir a mortalidade inicial e aumentar a producao de

alevinos por desova.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade da utilizacdo de dietas compostas por ingredientes de origem
animal e vegetal na alimentacdo de pds-larvas de jundias (Rhamdia quelen) e sua influéncia

no desenvolvimento dos animais.

Objetivos Especificos

e Analisar a influéncia das dietas no desenvolvimento muscular de pds-larvas de
jundias;
e Quantificar a atividade enzimatica das larvas e pos-larvas de jundia desde a eclosdo até

0 28° dia apds inicio da alimentagdo com fontes de origem animal e vegetal;

e Observar a influéncia da inclusdo das fontes de origem animal e vegetal no

desenvolvimento do sistema digestorio;

e Estudar o efeito da suplementacdo de taurina adicionada em dietas compostas por

fontes vegetais sobre o crescimento;

e Avaliar o crescimento e sobrevivéncia das pés-larvas de jundids alimentadas com

fontes de origem animal e vegetal.
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CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Nutricao dos reprodutores

A nutricdo adequada dos reprodutores é essencial para a obtencdo de ovos e larvas
saudaveis. Os processos de desenvolvimento das gbnadas e ovoposicdo sdo relacionados
principalmente as variacdes de temperatura e fotoperiodo. O fotoperiodo, dentre outros fatores
e fendmenos ambientais, é o que apresenta maior influéncia sobre o biorritmo dos animais,
afetando pardmetros fisiologicos de diversos teledsteos, bem como a reproducdo (NAVARRO
e NAVARRO, 2012). No entanto, o desenvolvimento gonadal e especialmente a qualidade da
desova depende da qualidade nutricional das dietas fornecidas aos reprodutores (IZQUIERDO
etal., 2001).

Quando as dietas fornecidas aos reprodutores sdo deficientes, a transferéncia de alguns
nutrientes como os acidos graxos podem se tornar insuficientes para o desenvolvimento
normal dos odcitos, e isto pode reduzir a qualidade dos gametas. Os acidos graxos
transferidos para as gdnadas sdo incorporadas como material nutritivo no citoplasma do
ovécito e serve como principal fonte de alimentacdo endégena para o desenvolvimento do
embrido (GOMES et al., 2010). Os acidos graxos altamente insaturados quando fazem parte
da dieta dos reprodutores aumentam a fertilidade, fecundidade e qualidade do ovo
(IZQUIERDO et al., 2001). A nutricdo é importante para a fecundidade e maturacdo dos
peixes (COLDEBELLA et al., 2011) por isso que na nutricdo de fémeas de jundia, deverdo
ser consideradas ndo somente o tipo, mas sim a qualidade das fontes lipidicas empregadas
(PARRA et al., 2008).

A dieta para reprodutores de jundia foi estudada por Parra et al. (2010). Eles
concluiram que a farinha de carne e 0ssos e farelo de soja como fontes protéicas apresentam-
se como boa opcdo na alimentacdo de fémeas reprodutoras de jundia. Dietas com 28% de
proteina bruta, segundo Coldebella et al. (2011) foram suficientes para a manutencdo do
estoque de reprodutores e os indices reprodutivos de fémeas de Rhamdia quelen.

As vitaminas sdo muito importantes na nutricdo dos reprodutores, uma delas, a

vitamina C é transferida para as larvas através do vitelo e desempenha importante papel
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fisiologico no desenvolvimento embrionério e larval. A suplementacdo das dietas com
vitamina C aumenta a viabilidade do esperma de machos, melhora a taxa de ecloséo e reduz a
ocorréncia de deformidades nas espécies de peixes tropicais. Da mesma forma a nutricdo
mineral dos reprodutores € importante, principalmente no que diz respeito a elementos como

o fésforo, manganés e zinco, para bom desempenho reprodutivo (OLIVEIRA et al., 2004).

1.2 Desenvolvimento embrionario

Os processos de desenvolvimento embrionario e larvicultura nas diversas espécies de
peixes sejam eles de agua doce, salgada, fria ou quente é diferenciado, iniciando com a
nutricdo dos reprodutores que € essencial para a formagdo dos gametas (PARRA et al., 2008).
Observando o fotoperiodo, temperatura, condi¢cdes ambientais em geral e sua influéncia nos
processos de incubacdo, desenvolvimento embrionario, eclosao, absor¢édo do vitelo e inicio da
alimentacédo exdgena.

Na embriogénese, a proteina é fonte de aminoacidos essenciais que estdo envolvidos
nas principais atividades de sintese nos estagios iniciais de desenvolvimento (PARRA et al.,
2010). Além disso, as proteinas estdo presentes nos ovos de peixes como lipoproteinas,
horménios e enzimas, determinando a qualidade do ovo (BROOKS et al., 1997). A qualidade
lipidica e composicdo em acidos graxos da dieta influenciam significativamente na desova,
qualidade de ovos e sobrevivéncia das larvas e pds-larvas (IZQUIERDO et al., 2001). Os
lipidios incluem alguns dos nutrientes mais importantes que afetam a sobrevivéncia e o
crescimento dos peixes em suas fases iniciais de vida (COLDEBELLA et al., 2013).

O embrido cresce e se mantém usando as reservas vitelinicas, originarias da mae,
presentes no ovo no momento da fertilizacdo. As reservas vitelinicas séo diferentes para cada
especie, por exemplo, o embrido de robalo tem inicialmente a sua disposicdo um joule de
reservas, oito vezes menos do que a carpa e 4800 vezes menos do que o salmdo. Em trutas o
tamanho dos alevinos produzidos € diretamente proporcional ao tamanho do ovo, a eclosdo
ocorre ao mesmo tempo, independentemente do tamanho (GATESOUPE et al., 2001).

O vitelo consiste principalmente de proteinas e gordura (energia). As reservas
vitelinicas de certas espécies de peixes marinhos contém além das proteinas, um glébulo de
lipidio. Este glébulo é composto de lipidios apolares (triacilglicerol e ceras). Ele ndo possui

proteinas para a sintese de novos tecidos. Ao contrario, ele é a reserva energética para natacéo
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e catabolismo oxidativo das proteinas. Alguns autores sugerem que o glébulo de lipidio por
ser menos denso auxilia no equilibrio para a natacdo em larvas quando ainda ndo possuem a
bexiga natatéria (GATESOUPE et al., 2001).

O desenvolvimento embrionario é diferenciado nas diversas espécies de peixes. Nas
espécies como o peixe-rei (Odontesthes bonariensis) de &gua doce, o desenvolvimento é
longo e a eclosdo ocorre entre uma ou duas semanas ap6s a fertilizagdo. O periodo de
incubacdo com temperatura média de 15°C varia de 18 a 21 dias. N&do ha sincronizagdo do
momento de eclosdo, pode transcorrer trés a quatro dias entre a eclosdo da primeira e da
ultima larva do mesmo lote de ovos. As larvas apresentam reserva de vitelo e gota de 6leo
(SAMPAIO e PIEDRAS, 2013). Em peixes de agua fria, como é o caso da truta arco — iris
(Oncorhynchus mykiss), o periodo de incubacdo é de cerca de 30 dias a temperatura média
diaria de 10°C, sendo que a eclosdo total do lote de ovos pode estender-se por até cinco dias
(TABATA e PORTZ, 2004). Em peixes de &guas quentes, como o pirarucu (Arapaima gigas),
0 periodo de incubacdo (eclosdo até absorcdo total do saco vitelinico) é de 8 a 9 dias
(PEREIRA-FILHO e ROUBACH, 2013).

1.3 Inicio da alimentacgdo exdgena

Apds a absorcdo do vitelo, ou até antes de sua absorc¢do total, as larvas comegcam a se
alimentar necessitando de alimento exdgeno, neste momento sdo consideradas pos-larvas. As
pos-larvas com seu sistema digestério precoce, mas aparentemente bem desenvolvido, ainda
possuem capacidade digestiva limitada da proteina (RGNNESTAD et al., 2000), sendo o
alimento inicial de extrema importancia para a sobrevivéncia dos animais.

As necessidades nutricionais das pos-larvas das diversas especies é diferenciada e
segundo Dabrowski (1984) pode ser dividida em trés grupos de acordo com a morfologia do
canal alimentar e do tipo e sequéncia de enzimas secretadas no intestino. O primeiro grupo
inclui os salmonideos, o “catfish” e crustaceos que possuem estbmago funcional e sistema
digestorio diferenciado. O segundo grupo inclui espécies de peixes marinhos e camardes, nos
quais no estagio larval inicial, o trato digestorio € muito rudimentar, com estdmago néo
funcional e glandulas gastricas bem diferenciadas. O terceiro grupo larval consiste naqueles
peixes que desenvolvem o sistema digestorio funcional, mas permanecem sem estdmago por

toda a vida, como é o caso das carpas.
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Espécies que possuem trato alimentar estruturalmente e funcionalmente diferenciado
inicialmente, tem menos problemas ao iniciar a alimentacdo exdgena. Por exemplo, a tilapia,
o0s salmonideos e o “catfish”, que sdo criados com alimentos iniciais de alta qualidade e com
altas taxas de sucesso. Larvas com sistema digestorio rudimentar tem mais dificuldade na
primeira alimentacdo e normalmente precisam de alimento vivo a0 menos em parte de sua
alimentacdo (NRC, 2011).

As pos-larvas de Characiformes em geral, especialmente o pacu, piaugu, tambaqui,
dourado, curimbatd, matrinxd, piraputanga e piracanjuba, apresentam trato digestério
rudimentar, ou seja, apresentam auséncia de algumas enzimas digestivas, e desta forma néo
conseguem utilizar alimentos artificiais. O zooplancton é o primeiro alimento externo para a
maioria destes peixes, porém apds alguns dias alimentando-se com estes microorganismos, as
pos-larvas comecam a utilizar as racBes granuladas de forma mais adequada (OLIVEIRA et
al., 2004). O alimento vivo (copépodos) presente no ambiente natural e utilizado para
alimentacdo inicial das larvas de peixes contém niveis elevados de taurina (HELLAND et al.,
2003; VAN DER MEEREN et al., 2008), por isso a importancia da inclusdo deste nutriente na

dieta granulada de pos-larvas de peixes.

1.4 Larvicultura do Jundia (Rhamdia quelen)

O periodo reprodutivo do jundia inicia em agosto e vai até marco, sendo influenciado
diretamente pela temperatura da agua, a qual interfere na maturacdo gonadal das fémeas e
preparacdo para a desova. A temperatura da agua pode influenciar o comportamento
reprodutivo das fémeas, resultando em mais baixas taxas de desova (COLDEBELLA et al.,
2013), o qual influencia na rapidez de desenvolvimento das larvas apds desova. A temperatura
adequada para incubacdo dos ovos de jundia varia de 24 a 25°C durando em média 27 a 36
horas. A observacdo da condigdo corporal dos reprodutores é de suma importancia, pois
influencia diretamente na qualidade e quantidade dos ovos e consequentemente na qualidade
das larvas. Para que as larvas tenham um bom desenvolvimento inicial é necessario que o0 ovo
tenha acumulado uma boa reserva de vitelo, para isto € importante uma dieta adequada e de
qualidade para os reprodutores, principalmente para as fémeas (PARRA et al.,, 2008;
COLDEBELLA etal., 2011).
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A larvicultura representa uma fase critica no desenvolvimento dos peixes. Entre os
fatores que influenciam neste periodo, a alimentacdo é considerada a mais importante,
atuando diretamente sobre o crescimento e sobrevivéncia. Por isso, a dieta com bom balanco
de nutrientes é essencial para o desenvolvimento dos animais, minimizando a mortalidade
quando fornecido alimento apropriado para cada espécie. Segundo Cardoso et al. (2004), as
principais perdas no periodo larval do jundia, ocorrem pela falta de alimentacdo adequada
durante a troca da alimentagdo enddgena (reservas vitelinas) para a alimentacdo exogena
(alimento natural ou artificial).

Uma fémea de jundia em bom estado nutricional pode produzir aproximadamente
200.000 ovos por kg de peso vivo (RADUNZ NETO, 1981). O tempo de eclosio dos ovos
desta espécie varia conforme a temperatura da agua, onde na temperatura de 16°C, a eclosdo
ocorre em torno de 3 dias e com 24°C a eclosdo demora aproximadamente 24h. O
crescimento das pos-larvas de jundid é rapido e atingem aproximadamente 30 mm de
comprimento com 21 dias de idade em sistemas artificiais de cultivo (PIAIA e RADUNZ
NETO, 1997a).

A nutricdo lipidica em larvicultura é muito importante, além das proteinas que
compdem a dieta, os lipidios sdo de fundamental importancia para 0 bom desenvolvimento
das larvas e pés-larvas de peixes. Além de fornecer acidos graxos, a fonte lipidica contribui
com fosfolipidios, que participam na formacdo de novos componentes celulares (ULIANA et
al., 2001). Os peixes de agua doce tem maior capacidade de converter o acido graxo C18:0 em
acidos graxos altamente insaturados (HUFAs) (CORRAZE, 2001). Alguns peixes de agua
doce possuem enzimas (dessaturases e elongases) responsaveis pela biossintese de AA, EPA e
DHA (GARCIA et al., 2012) a partir de outros acidos graxos como o acido esteérico (C18:0)
presentes na dieta. Os acidos graxos sdo essenciais principalmente nesta fase de vida dos
peixes, eles contribuem na formagdo das membranas e horménios (IZQUIERDO e KOVEN,
2011), consequentemente aumentando o crescimento e reduzindo a mortalidade (GARCIA et
al., 2012).

Neste periodo, a necessidade de fosfolipidios € muito grande e sua biossintese pode nédo
ser suficiente para suprir as necessidades de crescimento das pés-larvas. Algumas fontes ja
foram incluidas em dietas para larvicultura do jundia entre elas o 6leo de soja, canola, figado
de bacalhau e lecitina de soja combinada com outros 0leos. A lecitina de soja incluida em 2%
na dieta de pés-larvas de jundia foi eficiente (ULIANA et al., 2001) para o crescimento e
sobrevivéncia dos animais. Esta fonte é rica em acidos graxos, principalmente acido linoleico

e linolénico. Apresenta propriedades estabilizadoras das vitaminas A e E, fonte de colina,
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inositol e outros componentes estimulantes do crescimento (MEYERS, 1990; COUTTEAU et
al., 1997).

Diversos ingredientes ja foram adicionados a dieta das pés-larvas do jundia, tanto de
origem animal como vegetal, esta Ultima com menor sucesso. A soja, ingrediente com alto
valor nutricional e com disponibilidade no mercado mundial foi escolhida para realizacéo de
testes em substituicdo as fontes de origem animal. Devido ao alto custo e reducdo da
disponibilidade no mercado, principalmente das farinhas de peixe, que sdo as mais utilizadas e
de melhor qualidade para esta fase do cultivo.

A substituicdo de ingredientes de origem animal por vegetal (farelo de soja) foi testada
por Piaia e Radiinz Neto (1997b) ocorrendo baixas taxas de sobrevivéncia. Como alternativa
ao uso deste ingrediente indica a possibilidade de suplementagdo com aminoacido metionina.
Fontinelli e Radlinz Neto (2007) testaram a inclusdo do concentrado proteico de soja em
substituicdo total a fonte de origem animal, com e sem adi¢cdo de aminoacidos sintéticos, e
ndo obtiveram resultados satisfatorios de crescimento (peso 5mg e sobrevivéncia (9%). A
baixa palatabilidade do concentrado proteico de soja, a presenca mesmo que em baixos niveis
de fatores antinutricionais (CHATZIFOTIS et al.,, 2008) e a deficiéncia em alguns
aminoacidos essenciais, como lisina e metionina (KAUSHIK et al., 1995), reduzem o
consumo e consequentemente o crescimento quando incluido em quantidades maiores (acima
de 30%) em dietas principalmente nas fases iniciais de crescimento dos peixes.

As fontes de origem animal testadas para pés-larvas de jundid por Cardoso et al.
(2004) foram: hidrolisados de peixe e de figado de aves, farinhas de figado de aves e bovino,
figados de aves e bovino cru, tendo como ingrediente base a levedura de cana em racGes
granuladas, onde aquela preparada com figado de aves cru foi significativamente superior
(£60% peso) as demais.

A quantidade de vitaminas e minerais presentes na dieta de pds-larvas de jundia deve
estar em fracdes adequadas, principalmente porque o0s peixes ndo sdo capazes de sintetizar ou
ndo sintetizam as vitaminas em quantidades suficientes para suprir sua exigéncia
(PORTELLA et al.,, 2012). Segundo Trombetta et al. (2006) os principais sintomas de
deficiéncia de vitaminas sdo o retardo no crescimento e 0 aumento na mortalidade, os quais
tornan-se evidentes na fase larval, onde o metabolismo é acelerado e as exigéncias
nutricionais sdo altas. Os mesmos autores testaram diferentes misturas e niveis de
suplementacédo entre 0 a 2% durante 21 dias experimentais. Na dieta sem suplementacéo foi
observado deformidades como lordose e escoliose, baixo desempenho (peso 11 mg) e alta

mortalidade (60%). Concluiram que dietas para pos-larvas devem ser suplementadas com 2%
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da mistura (unidades kg™*) composta por: 120.000 Ul de vitamina (vit) A; 20.000 Ul de vit D;
2.000 Ul vit E; 100 Ul vit K; 400 mg de vit B12; 5000 mg de vit C; 400 mg de riboflavina;
600 mg de &cido pantoténico; 1.200 mg de niacina; 12 mg de biotina; 50 mg de acido félico;
200 mg de tiamina; 120 mg de piridoxina; 250 mg de inositol e 500 mg de colina.

Em outro estudo, foi testado o efeito da frequéncia de alimentacdes (intervalos de 1
em 1 hora ou 2 em 2 horas) e tamanho da particula alimentar no desempenho de p6s-larvas de
jundid, o qual concluiu que ndo houve diferenca no desempenho dos animais aumentando a
frequéncia alimentar e que as granulometrias até entdo utilizadas (100-200; 200-400; 400-600
e 600-800 micras) na primeira, segunda, terceira e quarta semanas de alimentacdo s&o as
ideais para o0 bom desenvolvimento das pos-larvas de jundia (LAZZARI et al., 2004).

Dietas Umidas foram testadas por Martin et al. (2006) que concluiram que a dieta
composta por figado bovino in natura, gema de ovo cozido e sangue bovino coagulado
proporcionou melhor desenvolvimento das pos-larvas de jundia quando comparada com a
dieta seca composta por levedura de cana e figado bovino. Posteriormente, Coldebella et al.
(2011) testaram a dieta composta de figado de aves, gema de ovo cozido e levedura de cana,
tendo como controle a dieta testada por Piaia e Radiinz Neto (1997b) e concluiram que esta
dieta, até 0 momento, é considerada o melhor alimento artificial para pds-larvas de jundia.

A criacdo das pos-larvas € uma das etapas de grande importancia para os piscicultores
que trabalham com reproducdo e venda de alevinos. A dependéncia do alimento natural
produzido em viveiros de terra, associadas ao ataque de diversos predadores ocasiona grande
perda de peixes nesta fase. Para reduzir estas perdas, € necessaria utilizacdo de alimentos com
composi¢do nutricional conhecida que proporcione rapido desenvolvimento aos peixes
(FONTINELLI e RADUNZ NETO, 2007).

Apesar do dominio da reproducgdo induzida, o fornecimento de alevinos apresenta-se
inconstante devido & grande variagdo na sobrevivéncia das pds-larvas estocadas em sua
grande maioria em tanques externos até a alevinagem. A larvicultura em sistemas fechados é
uma alternativa que pode apresentar altos percentuais de sobrevivéncia, mas a alimentacdo
deve atender todas as exigéncias da espécie (BEHR et al., 2000). Por isso, € de fundamental
importancia o conhecimento nutricional na primeira fase de vida, visando melhor desempenho
das larvas e consequentemente a obtencdo de alevinos saudaveis (PIAIA e RADUNZ NETO,
1997b).
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1.5 Nutricgéo e desenvolvimento inicial

O desenvolvimento embrionario do jundid € rapido e se da entre 3 a 5 dias. Até o
terceiro ou quarto dia de vida, em funcdo da temperatura da agua, as larvas de jundia
alimentam-se de seu préprio vitelo, caracterizado por uma glicolipofosfoproteina denominada
vitelogenina, que é formada principalmente pela lipovitina e fosfovitina. Segundo Mommsen
e Korsgaard (2008), a vitelogenina fornece proteinas, aminoacidos, varios lipidios e
carboidratos para o desenvolvimento dos od6citos, bem como os minerais e fosfatos para
alcancar o 6timo desenvolvimento do esqueleto do embrido.

A embriogénese é dependente da degradacdo dessas proteinas contidas no vitelo para a
liberacdo do suprimento de aminoacidos (HIRAMATSU et al., 2002), os quais provém da
hidrdlise da vitelogenina e durante a absor¢do os niveis de aminoacidos védo sendo reduzidos,
chegando a niveis minimos préximo da primeira alimentacdo exdgena. A partir da absorcéao
do vitelo, os animais comecam a procurar alimento, pois ja apresentam o trato digestorio
funcional, onde a partir da alimentacio exdgena sdo consideradas pés-larvas (RADUNZ
NETO, 2004).

Quando as pés-larvas consomem todo o vitelo e passam a utilizar alimento ex6geno, o
intestino ainda é curto e as células da mucosa intestinal séo pouco diferenciadas, de modo que
a digestdo € muito rudimentar. A absorcdo de nutrientes ocorre por pinocitose (PORTELLA et
al., 2012) de macromoléculas e essas sdo posteriormente digeridas no interior dos enteracitos.
Como o intestino é pequeno, o alimento é retido no trato digestério apenas por um curto
periodo de tempo, de modo que & medida que a pds-larva cresce, a mucosa intestinal se
desenvolve e maior quantidade de enzimas digestivas sdo produzidas, facilitando a digestéo
extracelular (ROTTA, 2003). O mesmo autor considera que a habilidade de um organismo
para digerir particulas de alimento depende da presenga e da quantidade apropriada das
enzimas digestivas. Como as pés-larvas iniciam a ingestéo do alimento antes da total absorcéo
do vitelo e do seu total desenvolvimento gastrico, muito pouco se aproveita do alimento
inicialmente ingerido. Logo, ndo sdo capazes de aproveitar bem as primeiras dietas artificiais.
Isto se deve a auséncia de algumas enzimas digestivas que podem prejudicar a utilizagdo de
racdes preparadas para pos-larvas.

O desenvolvimento é a combinagdo de proliferacdo, migracao e diferenciacao de células
e orgdos em um organismo funcional, e o crescimento verdadeiro em peixes pode ser

caracterizado como um aumento no contetdo de proteina do corpo (NRC, 2011). Este pode
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ser expresso de diversas maneiras, mas em geral considera-se a relacdo entre a quantidade de
proteina ingerida e o ganho em peso obtido em determinado periodo. Também pode ser
expresso através de equacdes que relacionam o peso metabolico dos peixes (JOBLING,
1995). Alguns dados ja existentes na literatura para a espécie expressam geralmente o ganho
em peso, desconsiderando outros fatores como taxa de ingestdo, fase e qualidade do alimento
consumido pelo peixe. Lazzari (2005) cita que para o jundid ndo existem dados suficientes
para se determinar uma curva adequada de crescimento.

O crescimento apresenta caracteristicas alométricas, principalmente no periodo larval,
ou seja, cada tecido possui velocidade diferente de crescimento. A medida que a larva se
transforma em juvenil, o crescimento das diferentes partes do corpo (cabeca, cauda e tronco),
se torna mais isométrico (PORTELLA et al., 2012). O primeiro tecido a ser depositado e que
cessa 0 Seu crescimento € o tecido nervoso, na sequéncia, o tecido 6sseo, 0 muscular e por
ultimo o tecido adiposo. As ondas de crescimento ocorrem em etapas, onde a primeira tem
inicio na cabeca e passa ao longo da coluna vertebral, neste momento a cabeca apresenta um
tamanho muito maior em relacdo ao resto do corpo. Posteriormente ocorre a cobertura da
estrutura 6ssea com a camada muscular.

Muitos autores discutem sobre quais fatores interferem sobre o crescimento dos
peixes. Alguns defendem que o crescimento se da principalmente pela acdo das enzimas
digestivas sobre o alimento (LAZZARI, 2005). Outros por sua vez compreendem que ha uma
acao metabdlica importante, que associada a acdo enzimatica, proporciona o aumento tecidual
e consequentemente, crescimento (BLIER et al., 2002). Os fatores nutricionais, metabdlicos e
bioenergéticos sdo destacados como aqueles que influenciam o processo de crescimento de
maneira imediata (CYRINO, 1995).

O crescimento animal é resultante do desenvolvimento dos diferentes tecidos do
corpo, aumento do peso corporal, através do aumento da celularidade (nGmero e
diferenciacéo) e pelo aumento da secrecdo dos produtos celulares (proteinas e lipideos) dos
varios tecidos. Os diferentes tecidos estruturais e viscerais do corpo de um animal tém taxas
de crescimento diferentes e esta ordem de desenvolvimento é baseada na importancia relativa
das fungdes das diferentes partes do corpo na vida animal (BEITZ, 1985; WEATHERLEY e
GILL, 1983; CYRINO, 1995). Assim, o tecido nervoso de um organismo € o primeiro a se
desenvolver, seguido do tecido estrutural - 0ssos e musculos - e finalmente do tecido adiposo.
Deficiéncias minerais ou vitaminicas também influenciam no crescimento. Ssua auséncia

pode causar reducdo da taxa de crescimento, problemas de mé& formacdo, anorexia e
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despigmentacdo (CYRINO, 1995; TROMBETTA et al., 2006), por isso é preciso ter um
especial cuidado com dietas para crescimento inicial.

A adocdo de praticas de manipulacdo do crescimento em peixes estd condicionada a
compreensdo dos processos que regulam a sintese de proteina e crescimento do musculo. O
desenvolvimento muscular inclui uma sucessdo de passos e comeca na fase pré-natal, sendo
influenciado pela composi¢do do alimento, fator que se relaciona diretamente com o
crescimento e difere de espécie para espécie. Na composicdo do alimento, a proteina se
destaca por ser um dos principais componentes dos tecidos (PERAGON et al., 1994).

O fornecimento de aminodcidos, para alguns sistemas como a camada sincicial do
vitelo, a circulacgdo vitelinica e o figado tem papel essencial durante o crescimento inicial dos
peixes (DABROWSKI et al., 2010). A deficiéncia ou desbalanceamento dos AA ou de sua
relacdo na dieta em geral causam diminuicdo do crescimento e prejudicam o desenvolvimento
dos peixes (SAAVEDRA et al., 2009). Um adequado balanceamento dos niveis de AA na
dieta melhora a qualidade da larva, com resultado direto na formagdo de seus tecidos e
regulacdo dos sistemas fisioldgicos, por meio da formacdo de moléculas bioativas, tais como
0s horménios (FINN e FYHN, 2010).

A qualidade do embrido é altamente dependente do perfil de AA do vitelo, que é
afetado pelo aporte materno de nutrientes durante a odgenese. O vitelo € a fonte de energia
para as larvas se desenvolverem e ao mesmo tempo, substrato para a diferenciacdo e
crescimento de novas estruturas. A principal fonte de AA para 0s 00citos é a vitelogenina, que
é hidrolizada em trés subunidades: lipovitelina, fosvitina e b-componente (PORTELLA et al.,
2012). A lisina € um aminoacido presente em elevada proporcdo no tecido muscular, sendo
assim, a lisina da dieta € utilizada basicamente para a deposicdo de tecido muscular
(FURUYA et al., 2006).

Outro importante nutriente € o lipidio, o qual exerce importante papel como fonte de
energia metabdlica e de &cidos graxos essenciais, veiculo de micronutrientes lipossollveis e
precursores de moléculas bioativas (PEZZATO et al., 2004). Os &cidos graxos sdo 0S
principais componentes das membranas celulares e lipoproteinas, que influenciam o
crescimento, vitelogénese, reproducdo, regulacdo da resposta imunologica e alteracGes
fisioldgicas dos animais (GOMES et al., 2010).

A gordura na dieta tem efeitos profundos na expressdo genética, conduzindo a
alteracBes no metabolismo de crescimento e diferenciagdo celular. Acidos graxos,
especialmente acidos graxos altamente insaturados, atuam sobre o genoma nuclear especifico

através de receptores, alguns destes atuam como reguladores dos genes gque estdo envolvidos



31

no desenvolvimento do esqueleto durante a ontogénese. Portanto, os acidos graxos altamente
insaturados podem afetar a formacdo do esqueleto durante o desenvolvimento. A
fosfatidilcolina tem efeito de promocdo do crescimento e o fosfatidilinositol previne
deformidades esqueléticas (CAHU et al., 2003).

Os &cidos graxos poliinsaturados da série n-3, principalmente o &cido eicosapentaendico
(C20:5 n-3) e o docosahexandico (C22:6 n-3), influenciam a concentracdo de hormonios
esterdides gonadais, a qualidade dos ovos, desova e sobrevivéncia das larvas (GOMES et al.,
2010). Eles apresentam funcdes bioquimicas, celulares e fisioldgicas relacionadas com a
manutencdo estrutural e funcionamento das membranas celulares (IZQUIERDO e KOVEN,
2011). Em peixes marinhos dependem de uma dieta rica em n-3 HUFA, principalmente o
acido eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexaenoico (DHA), enquanto para peixes de
agua doce, C18 PUFAs sdo suficientes, pois os HUFAs sdo obtidos via desaturases e
elongases (GOMES et al., 2010).

1.6 Sistema digestorio

No periodo embrionério, o trato digestério comeca a se formar, onde o primeiro
estagio € a abertura do es6fago e posteriormente a abertura anal. Neste momento as células
absortivas do intestino nas larvas parecem similares aos enterdcitos dos animais adultos. A
partir do momento da primeira alimentacdo, é possivel distinguir a parte anterior do intestino
onde os enterdcitos fazem a absorcdo dos lipidios, e na parte posterior a absorcdo de
macromoléculas de proteina (GATESOUPE et al., 2001).

O sistema digestério € formado pelo estbmago, intestino e 6rgaos acessorios (figado e
pancreas). O canal alimentar na fase inicial (primeira alimentacéo) é simples, indiferenciado,
com um esfincter e uma abertura anal. Posteriormente o intestino sofre varias mudancgas como
aumento do comprimento e da area de superficie da mucosa, bem como a intensificacdo da
atividade enzimatica da borda em escova. O tubo intestinal consiste de um simples epitélio
rodeado de tecido conectivo, musculo liso e nervos entéricos. Neste epitélio, ha varias células,
incluindo os enterdcitos que sdo responsaveis pela absor¢do dos nutrientes (RONNESTAD e
MORAIS, 2008).

Durante as fases iniciais ocorrem intensas alteracbes morfoldgicas, os estudos

histologicos fornecem importantes informacgdes para melhorar o entendimento dos processos
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digestorios das larvas de peixes (YANG et al., 2010). Muitos estudos tem se concentrado na
avaliacdo das alteracBes ontogénicas da morfoanatomia e organizacdo histoldgica dos 6rgaos
digestorios por meio de microscopia, bem como a avaliacdo da atividade de diferentes
enzimas digestivas do péancreas, do estbmago, intestino e sua quantificacdo bioguimica
(LAZO et al., 2011).

A morfologia e algumas vias metabdlicas em larvas de peixes sdo diferentes daquelas
de peixe juvenil ou adulto. Estas diferencas diminuem ao longo do periodo larval com a
maturacdo de alguns tecidos e Orgdos, em particular com o inicio, reducdo ou aumento na
atividade de uma vasta gama de enzimas digestivas (ZAMBONINO INFANTE e CAHU,
2007). A identificacdo das enzimas digestorias e medicdo de suas atividades e mudancas
dentro da ontogénese proporcionam informacd@es valiosas sobre o estado nutricional das larvas
de peixe (SILVEIRA, 2012).

O epitélio intestinal é formado de quatro tipos diferentes de células. Os enterdcitos,
células enteroenddcrinas individuais, células “rodlet” e células caliciformes. Enterocitos sao
as celulas mais abundantes no epitélio do intestino, e estdo envolvidos na absorcdo de
nutrientes, digestdo intracelular, e regulacdo osmética. Os enterdcitos do intestino anterior sao
responsaveis pela absorcdo de lipidios e aminoacidos por difusdo, enquanto enterdcitos no
intestino distal sdo especializados para a absorcdo de macromoléculas de proteina por
pinocitose (LAZO et al., 2011).

A maior funcdo do sistema digestdrio € suprir com nutrientes da dieta os tecidos do
corpo. A eficiéncia deste processo é o fator chave para suprir de substratos para o rapido
crescimento tecidual das larvas, principalmente durante os periodos criticos quando a larva
comega a consumir alimentos exdgenos (RGNNESTAD e MORALIS, 2008).

1.7 Enzimas digestivas

Pesquisas iniciais com enzimas digestivas para larvicultura indicavam a necessidade
de utilizacdo de alimento vivo para desencadear o processo digestivo. Mas estudos recentes
propdem que a atividade enzimatica inicial em larvas é alta, e que a contribuicdo das enzimas
digestivas do alimento vivo é insignificante para determinadas espécies. As enzimas para a

digestdo da proteina luminal (tripsina, quimotripsina), lipidios (lipases) e carboidratos
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(amilases e maltases) estdo presentes nas larvas antes mesmo da primeira alimentacéo
exogena (LAZO et al., 2011).

A habilidade de um organismo para digerir particulas de alimento depende da presenca
e da quantidade apropriada de enzimas digestivas. A presenca de alimento no trato resulta em
estimulos hormonais (colecistoquinina — CCK) para o pancreas, 6rgdo responsavel pela
producdo de diversas enzimas digestivas (JOBLING, 1995; LOVELL, 1998). Através da
identificacdo das enzimas digestivas, da quantificacdo de suas atividades relativas e mudancas
durante o crescimento, podem-se obter informacdes valiosas sobre o estado nutricional das
pos-larvas. Os dados obtidos também podem ser relevantes para auxiliar na escolha adequada
de ingredientes e no desenvolvimento de estratégias alimentares apropriadas. As enzimas
exogenas desencadeiam a hidrélise das proteinas, estimulando a secrecdo de enzimas
enddgenas pelo trato digestorio das pos-larvas (ROTTA, 2003).

As larvas ndo possuem deficiéncias fisioldgicas e digestivas, apenas tém sistemas e
6rgdos imaturos em relacdo aos juvenis. O sistema digestorio das larvas de peixes tem
demonstrado ser muito eficiente, o qual provém as larvas todos os nutrientes e energia
necessarios para a manutencdo do metabolismo, natacdo e crescimento a fim de melhorar a
sobrevivéncia, crescimento e transformagdo em juvenil (LAZO et al., 2011).

As enzimas hidroliticas que degradam no intestino os lipidios da dieta sdo secretadas
pelo pancreas, sendo sua secrecdo (suco pancreatico) controlada por horménios. As células na
mucosa da parte inicial do intestino produzem um pequeno horménio peptidico, a
colecistoquinina (CCK), em resposta a presenca de lipidios e proteinas parcialmente digeridas
que entram nestas regides do intestino. Este horménio atua sobre a vesicula biliar, fazendo
com que ela se contraia e libere a bile, e sobre as células exdcrinas do pancreas, fazendo com
que elas liberem as pro-enzimas digestivas (zimogénios). Ele também diminui a motilidade
gastrica, resultando em uma passagem mais lenta do conteudo gastrico para o intestino.
Outras celulas intestinais produzem outro pequeno horménio peptidico, a secretina, em
resposta ao baixo pH do quimo presente no inicio do intestino. A secretina faz o pancreas
liberar uma solugdo aquosa rica em bicarbonato, a qual auxilia a neutralizacdo do pH do
conteddo intestinal, trazendo-o a um valor adequado para uma melhor atividade das enzimas
pancreaticas e intestinais (ROTTA, 2003).

A mucosa intestinal ¢ um tecido muito dindmico e ativo. E o principal local de
digestdo e absorcdo de nutrientes, bem como esta diretamente envolvido na ativacdo nervosa e
hormonal de enzimas e da sintese da bile e sua secre¢do posterior no pancreas e figado

(LAZO et al., 2011). Estudos comprovam que a adi¢do de 10% de aminoacidos livres na dieta
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granulada resulta em perceptivel aumento na secrecdo das enzimas pancredticas. A
incorporacdo de 12% de proteina hidrolisada limita ou retarda o aparecimento das enzimas na
borda em escova do intestino. A forma do lipidio ou carboidrato adicionado na dieta
influencia na maturacao das funcées digestivas (GATESOUPE et al., 2001).

As proteases podem ser divididas em dois grandes grupos: uma protease que atua no
meio &cido (protease &cida) e outra que atua em meio bésico (protease alcalina — tripsina e
quimotripsina). As proteases acidas e béasicas estdo, geralmente, presentes em peixes que
apresentam estdmago bem definido e funcional, enquanto espécies agastricas, geralmente
possuem apenas a basica, sendo produzida principalmente pelo pancreas ou parede da mucosa
intestinal (SEIXAS FILHO, 2003). A pepsina é uma protease aspartica de origem animal,
produzida pela mucosa do estbmago na forma inativa de pepsinogénio. Torna-se ativa por
autolise em pH abaixo de 5,0 e apresenta maior atividade na faixa de pH de 1,0 a 4,0, sendo
seu pH étimo de 1,8, inativando-se completamente em pH superior a 6,0 (KOBLITZ, 2008).

Nas larvas de peixes, o intestino € muito curto em relacdo ao corpo. A atividade da
tripsina é perceptivel no pancreas e no limen intestinal, o qual sugere a capacidade de
degradacéo proteica e absorcdo de produtos e degradacdo no intestino anterior (GATESOUPE
et al., 2001). Em estudo com tambaquis utilizando dietas com diferentes percentuais de amido
Corréa et al. (2007) encontraram amilase principalmente no intestino; protease &cida no
estbmago; maltase, tripsina e quimotripsina nos cecos piloricos e seccdes do intestino
proximal e distal. Outra enzima importante é a lipase, enzima de origem pancreatica que age
no intestino atuando nos lipidios presentes no quimo, liberando acidos graxos e glicerol, 0s
quais desempenham importantes funcfes energéticas, estruturais e hormonais no organismo
(MOURA et al., 2012).

A satisfacdo das exigéncias nutricionais é influenciada pelo tipo e quantidade de
enzimas digestivas produzidas nos diferentes estagios do desenvolvimento larval. Mudancas
podem ocorrer no tipo e nivel da atividade enzimatica, estas ocorrem devido a alteracdes no
tipo de alimento consumido (planta, animal ou a combina¢do dos dois). Diminui¢do na
sobrevivéncia e baixo crescimento podem ocorrer quando sdo usadas dietas formuladas com
caracteristicas fisicas e quimicas incompativeis com a capacidade enzimatica das larvas muito
jovens (NRC, 2011).
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1.8 Desenvolvimento muscular

O desenvolvimento muscular inclui uma sucessdo de passos que inicia na fase pré-natal,
onde o tecido muscular estriado esquelético tem origem a partir do mesoderma paraxial,
localizado préximo a notocorda e ao tubo neural ambos em formagdo (GALDINO, 2013). A
mesoderme da lugar aos mioblastos que através de mitoses originam células musculares
mononucleadas, sua maturacao inclui um aumento da sintese e acimulo de actina e miosina e
continua formacéo de miofibrilas (YOUNG, 1985). Estas comegam a ocupar a regido central
das células, ocorre migracao dos nucleos para periferia, ocupam uma distribuicdo mais plana
ao longo do citoplasma e a célula muscular assume caracteristicas de fibra muscular madura
(GALDINO, 2013).

A ativacdo inicial do crescimento é dependente da atuacdo dos reguladores miogénicos
(MRFs): MyoD e miogenina e também da proteina do citoesqueleto, a miosina, onde em
conjunto, estas moléculas regulam a formacdo, o crescimento e a diferenciacdo das fibras
musculares (GALDINO, 2013). Assim na fase pds-embrionaria com a ativacdo das células
satélites, a musculatura estriada esquelética inicia seu desenvolvimento. Para manter o rapido
crescimento somatico, ocorre 0 recrutamento e manutencdo de novas fibras musculares
brancas (ALAMI-DURANTE et al., 2006). Este crescimento é mantido através da atuagdo de
trés bases, metabolismo, temperatura e alimento. A temperatura é, provavelmente, o mais
importante dos fatores a influenciar o crescimento muscular durante as fases embrionéria e
larval (SILVA et al., 2009). A temperatura € um fator ambiental que influencia a taxa de
crescimento dos peixes e estd diretamente relacionada com a plasticidade muscular e
crescimento (CAMPOS et al., 2013; PAULA et al., 2014).

Nos peixes, o crescimento muscular ocorre por hipertrofia e/ou hiperplasia a partir da
proliferacdo e diferenciacdo das células satélites, esses processos sao regulados por varias
moléculas sinalizadoras, entre as quais pela expressdo dos fatores reguladores miogénicos e
da miostatina (ALMEIDA, 2011). Na hiperplasia, a fusdo entre células satélites ativadas
resulta na formagdo de novos miotubos na superficie das fibras existentes, com posterior
diferenciagdo em novas fibras musculares. Na hipertrofia, as células satélites ativadas
fundem-se com fibras musculares existentes, aumentando o numero de ndcleos para maior
sintese de miofibrilas, levando ao aumento na area da fibra muscular (KOUMANS e
AKSTER, 1995; JOHNSTON, 1999; ROWLERSON e VEGGETTI, 2001). As fibras

musculares estdo organizadas em midmeros, unidades morfofuncionais, que se repetem ao
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longo do corpo e séo separadas por bainhas de tecido conjuntivo, 0s miosseptos, onde as
fibras estdo inseridas (CARANI et al., 2008).

Prolifera¢éo

@ @ ". Diferenciagéo X E

@—"—b

Células precursoras Mioblastos Miotubo Miofibra
miogénicas
MyoD/NyT5 Miogenina/MRF4

Figura 1. Esquema demonstrativo da formacdo da fibra muscular (miofibra) durante a
miogénese
Células precursoras miogénicas, presentes nos somitos, tornam-se mioblastos, que iniciam a
proliferacdo. Esses eventos sdo controlados pela expressdo dos MRFs primarios MyoD e Myf-5. A
expressdo de miogenina e MRF4 controla a diferenciacdo dos mioblastos em miotubos que,
posteriormente, diferenciam-se para formar as miofibras maduras (adaptado de WATABE, 1999;
DAL-PAI et al., 2014).

A musculatura estriada esquelética apresenta-se organizada em compartimentos ou
camadas, contendo diferentes tipos de fibras musculares. O compartimento vermelho é
formado por fibras vermelhas de contragéo lenta e metabolismo oxidativo. O compartimento
branco, que corresponde a maior parte do tecido muscular, é formado por fibras brancas com
contracdo rapida e metabolismo glicolitico. Entre esses compartimentos, encontra-se 0
compartimento intermediario com fibras que apresentam propriedades morfofisioldgicas
intermediarias entre fibras brancas e vermelhas (SANGER e STOIBER, 2001). O balanco
entre os mecanismos hipertréfico e hiperplasico determina a taxa de crescimento e o tamanho
final da espécie, sendo dependente de varios fatores como, temperatura, fotoperiodo, regime
alimentar e composicédo da dieta (ASSIS et al., 2004).

Existem diferencas na dindmica de crescimento muscular nas diversas espécies de
peixes, o crescimento muscular é determinado pela genética e influenciado pelas condigdes
ambientais. O recrutamento de novas fibras e a hipertrofia das fibras existentes é

independentemente regulado, durante o crescimento, por varios fatores extrinsecos
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(temperatura, fotoperiodo, regime de alimentagdo) e fatores intrinsecos (genotipo, estagio de
maturagdo sexual) (MARECO, 2012). A temperatura da &gua € o principal determinante do
crescimento dos peixes, pois a temperatura ambiental modula o processo de crescimento do
musculo branco (ALAMI-DURANTE et al.,, 2006). Por isso diferentes temperaturas
influenciam no crescimento somatico de juvenis de “sea bass” (Dicentrarchus labrax)
(ALAMI-DURANTE et al., 2007). O hormonio do crescimento (GH) e o fator do crescimento
do tipo insulina 1 (IGF-1), particularmente, sdo potentes estimuladores do crescimento
muscular, rdpidos aumentos dos niveis circulantes de GH e IGF-1 tém sido relacionados com
altas temperaturas e dias longos (TAYLOR e MIGAUD, 2009).

O diametro das fibras musculares pode variar de 10 a 100 pum e o comprimento pode
atingir 10 cm, dependendo da arquitetura do musculo (DAL PAI-SILVA et al., 2005). As
fibras musculares crescem por hipertrofia durante todo o periodo de crescimento pos-larval
até atingirem um didmetro maximo que é em torno de 100um (fibras brancas) (MARECO,
2012). A analise do nimero e tamanho de fibras segundo Stoiber et al. (2002), indicou que o
crescimento mioblastico do musculo branco e vermelho ocorre de diferentes formas. No
musculo branco, a fase de crescimento inicial € dominada por hipertrofia das fibras, enquanto
depois da fase de crescimento larval ocorre significativo crescimento por hiperplasia. A
maturacdo estrutural € mais rapida em fibras vermelhas do que em fibras brancas nos
embrides, ainda mais que o crescimento muscular vermelho em grande parte permanece
confinado a hipertrofia da monocamada original da fibra inicial em estoque, comeca muito
tempo apds o inicio da hiperplasia do musculo branco (STOIBER et al., 2002).

O modelo padrdo do crescimento do tecido muscular em peixes é descrito por
Weatherley e Gill (1981) para o musculo mosaico da truta arco-iris onde na faixa de variagdo
do comprimento total de 2 até 50 cm, o diametro das fibras musculares aumenta de menos que
40 um para cerca de 120 um. Nesta fase a hiperplasia originada da mitose das células satélite
musculares € a maior responsavel pelo crescimento do tecido muscular. Na faixa de
comprimento total acima de 50 cm, o crescimento hiperplasico termina, dando lugar ao
crescimento hipertréfico, e a seccdo transversal das fibras musculares ultrapassa os 200 um.

A morfometria das fibras musculares do pacu (Piaractus mesopotamicus) no estagio
juvenil apresenta maioria das fibras musculares com diametro maior que 20 um o que indica
crescimento hiperplasico predominante. Em peixes adultos, a maioria das fibras musculares
apresentaram didmetro maior que 50 pum, indicando crescimento hipertréfico predominante
(MICHELIN, 2007). A organizacdo encontrada em peixes elasmobrénquios e teledsteos é a

seguinte: os musculos axiais (que flexionam a coluna vertebral e a cauda de um lado para o
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outro durante a natacdo) consistem principalmente de fibras brancas-rapidas, cobertas por
uma fina camada de fibras musculares vermelhas-lentas, e de uma camada de fibras rosa, ou
intermedidrias, entre elas (SANTQOS, 2007).

1.9 Fontes alimentares

Entre os fatores que influenciam na larvicultura, a alimentacdo &€ um dos mais
importantes atuando diretamente sobre o crescimento e a sobrevivéncia dos animais. Um dos
fatores que mais influencia na aceitabilidade do alimento pelos peixes ¢ a palatabilidade. Em
relacdo a esta, alimentos de origem vegetal podem apresentar problemas, gerando a néo
aceitacdao/consumo do alimento, principalmente para espécies carnivoras ou onivoras como é
0 caso da espécie em estudo. Estes alimentos podem conter fatores antinutricionais que
podem influenciar na digestdo, absorcdo e metabolismo dos nutrientes (JOBLING et al.,
2001) mesmo em pequenas quantidades.

Alguns ingredientes podem ser utilizados para a confecc¢éo das dietas em larvicultura
do jundia (levedura de cana, a lecitina de soja, 0 concentrado proteico de soja, a farinha de
peixe (jundid) e o figado de aves in natura), cada um com suas qualidades nutricionais
contribuiram para uma dieta balanceada que pode fornecer todos 0s componentes para o
desenvolvimento da espécie em estudo.

A levedura de cana (Saccharomyces cerevisiae) é um ingrediente com bom teor
proteico, boas quantidades de vitaminas hidrossoluveis, principalmente do complexo “B”,
muito utilizada em racgdes para diversas espécies de peixes (ENKE et al., 2009). Para o jundid,
alguns trabalhos mostram excelente resposta em ganho de peso para larvas e juvenis, em que
a levedura foi um dos constituintes da base proteica (PIAIA e RADUNZ NETO, 1997;
COLDEBELLA e RADUNZ NETO, 2002). A levedura também pode ser utilizada como
estimulante do sistema imunoldgico dos peixes, aumentando a resisténcia contra algumas
enfermidades causadas principalmente por bactérias (LI e GATLIN, 2003).

A lecitina de soja pode ser usada como fonte de fosfolipidios na alimentacdo de pds-
larvas, sendo sua composicdo em &cidos graxos de 59% de acido linoleico e 7% de acido
linolénico (MEYERS, 1990; PORTELLA et al., 2012). A lecitina de soja é uma fonte rica em
fosfolipidios, importantissimos na construcao e renovacdo das membranas bioldgicas, que sdo

especialmente necessarias nas fases iniciais de desenvolvimento das larvas, quando a
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exigéncia pode exceder a habilidade de sintese endégena destes compostos (GEURDEN et al.,
1995). A vantagem da lecitina da soja é que ela pode ser usada como ingrediente alimentar,
servindo como estabilizador vitaminico, protegendo as vitaminas A e E contra oxidagoes, e
também servindo como fonte de colina, inositol e outros componentes estimulantes do
crescimento (MEYERS, 1990; PORTELLA et al., 2012).

O concentrado proteico de soja (CPS) é obtido através da remocdo da casca, 0leo e
oligossacarideos do grdo da soja. O melhor desempenho animal com CPS em relacdo ao
farelo de soja é devido a eliminacdo dos fatores antinutricionais e modificagdes nos
oligossacarideos (rafinose e estaquiose) e alergénicos (glicinina, [-conglicinina)
(BELLAVER e SNIZEK JR, 2012). O concentrado proteico de soja (CPS) é uma fonte
proteica que contém uma quantidade significante de proteina (60 a 65% PB), que ja foi
testada para o jundia (FONTINELLI e RADUNZ NETO, 2007). Entretanto, este ingrediente
pode apresentar deficiéncia em alguns aminoécidos essenciais, como a lisina e a metionina
(KAUSHIK et al., 1995). Mas ao adicionar maior quantidade de ingredientes proteicos de
origem vegetal nas racdes, principalmente derivados de soja, deve-se realizar suplementagéo
com aminoacidos, principalmente a lisina, metionina e triptofano, geralmente deficientes em
farelos vegetais (PONGMANEERAT et al., 1993).

A farinha de peixe, por apresentar elevado valor biologico e equilibrio em
aminoacidos essenciais, é considerada um alimento padrdo para ensaios experimentais,
(TACON, 1996; ENKE et al., 2009) principalmente para larvicultura. Contudo, o grande
problema enfrentado atualmente é o aumento na demanda por farinha de peixe, devido ao
crescimento da aquicultura, causando uma menor disponibilidade deste produto no mercado
mundial e consequentemente o aumento do seu custo (BOSCOLO et al., 2008). Atualmente
esta sendo utilizada na aquicultura como um ingrediente estratégico para fases criticas do
ciclo de vida animal, fases iniciais de desenvolvimento, devido a sua exclusiva qualidade
nutricional. A farinha de peixe (jundia) foi testada com resultados satisfatorios para juvenis de
jundia (peso inicial de 5 gramas) (ROSSATO et al., 2014), considerada alternativa a escassez
da farinha de peixe comercial.

O figado de aves é reconhecido como uma valiosa fonte de nutrientes, principalmente
em acidos graxos para a nutricdo de pos-larvas de jundia. Segundo Cieslik et al. (2011), o
figado de aves possui predominantemente, o acido graxo saturado palmitato (C16:0),
seguindo-se do estearato (C18:0). O principal acido graxo monoinsaturado é o oleico (C18:1),
seguido pelo palmitoleico (C16:1). O é&cido poli-insaturado predominante (PUFA) é o
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linoleico (C18:2), dos acidos graxos n-6, o araquidonico (C20:4) foi o segundo mais
importante, e o acido linoleico conjugado (CLA) também foi encontrado nesta fonte.

A combinacdo de figado bovino cru e levedura de cana é bem aceita pelas pés-larvas
de jundia, permitindo alta taxa de sobrevivéncia (85%) (RADUNZ NETO, 2004). A utilizacio
de fontes de origem animal e vegetal combinadas podem gerar uma dieta com bom
balanceamento dos nutrientes necessarios para 0 maximo desenvolvimento dos animais em
estudo. A inclusdo da proteina da farinha de peixe pode ser utilizada para complementar o

padrdo de aminoacidos e melhorar a qualidade global da proteina da dieta mista (FAO, 2014).

1.10 Taurina

A taurina é um acido sulfénico encontrado em altas concentragdes nos tecidos animais
(SALZE e DAVIS, 2015). Ela € biosintetizada a partir dos aminoacidos sulfurados,
metionina, cisteina e cistina (TAKEUCHI, 2014). A concentracdo padrdo de taurina nas larvas
apos eclosdo é semelhante ao do &cido docosahexaendico (DHA), o qual é extremamente
necessario para o crescimento das larvas (TAKEUCHI, 2001). A principal via para a sintese
de taurina é a partir de metionina, acredita-se que envolve a transformacdo de metionina a
cistationina por cistationina sintetase, a transformacdo de cistationina a cisteina por
cistationase, a oxidacao de cisteina a sulfinato de cisteina, a descarboxilacdo do sulfinato de
cisteina a hypotaurina e ainda a oxidacdo da hypotaurina a taurina (WORDEN e STIPANUK,
1985). A biossintese de taurina € um dos mais importantes processos catabolicos de
aminoacidos contendo enxofre na maioria das espécies de mamiferos (KUZMINA et al.,
2010). A piridoxina (vitamina B6) também é necessaria para converter a metionina ou cisteina
a taurina (BROSNAN e BROSNAN, 2006).

A taurina é o principal aminodcido livre essencial na manutencdo do equilibrio osmotico
em larvas de carpa comum (ZHANG et al., 2006). Também esta relacionada com a exigéncia
fisioldgica dos peixes, especialmente importantes na fase inicial de desenvolvimento, devido
as altas taxas de metabolismo e formagéo de novas estruturas (PORTELLA et al., 2012). A
remocao de ingredientes alimentares ricos em taurina da dieta, tais como farinha de peixe
pode criar uma deficiéncia, onde os sintomas incluem reduzido crescimento e sobrevivéncia,
aumento da susceptibilidade a doencas e desenvolvimento prejudicado das larvas (SALZE e
DAVIS, 2015).
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A taurina ndo gera antagonismo entre 0s outros aminoacidos, pois ela ndo é
incorporada em proteinas (KUZMINA et al., 2010). Ela ndo forma proteina, ela participa de
diversos processos que atuam melhorando o metabolismo e aumentando a eficiéncia do
crescimento e deposicdo muscular. E um aminoécido condicional conseguido pelos animais
via alimentag&o ou biosintetizado pelo figado. A taurina estd presente em matérias primas de
origem animal, como a farinha de peixe, farinha de carne (DIVAKARAN, 2006). Sua
suplementacdo € necessaria principalmente para dietas a base de fontes vegetais (AKSNES,
2005) em peixes que ndo conseguem sintetiza-la através da metionina. A adicdo de taurina
dietética melhora o ganho em peso e eficiéncia alimentar em linguado (PARK et al., 2002;
KIM et al., 2005), bem como na truta arco-iris (GAYLORD et al., 2006).

Estudos realizados mostram que a taurina tem um papel protetor dos efeitos oxidantes
de algumas substancias que regulam a permeabilidade aos ions e dgua. Seu papel antioxidante
e osmoregulador tém sido amplamente estudados (CANAS, 2002). Segundo Chatzifotis et al.
(2008) a suplementacdo de taurina na dieta aumentou a taxa de crescimento especifico e
consumo diario de racdo, enquanto reduziu conversdo alimentar de “common dentex” (Dentex
dentex). Devido a sua estrutura de aminoacidos, a taurina possui as caracteristicas principais
de estimulante na alimentagdo para peixe. Em larvas de robalo, o crescimento foi
positivamente correlacionado com a adicdo de taurina na dieta, o que implica na necessidade
de inclusdo deste nutriente (e/ou aminoécidos sulfurados) na dieta (CONCEICAO et al.,
1997). A taurina pode ter importancia fisioldgica significativa para o desenvolvimento de
embrides de peixes (PINTO et al., 2013). Elemento essencial para o crescimento, bem como
para 0 comportamento de alimentacdo normal (PARK et al., 2002). Taurina na dieta pode
aumentar ndo apenas o valor nutricional das dietas ricas em proteinas vegetais, mas também a
sua palatabilidade (CHATZIFOTIS et al., 2008).

A taurina é um dos aminoacidos mais abundantes livre em tecidos de peixes.
Desempenha papel significativo em muitas fungdes fisioldgicas, incluindo a estabilizagéo da
membrana, esta envolvida em processos antioxidantes, desintoxicacao, regulagdo osmatica,
modulacdo da resposta imune, transporte e regulacdo do célcio nas células, o0 metabolismo e
formacdo dos sais biliares, regulacdo osmética e enddcrina (liberacdo de horménios) (EL-
SAYED, 2013). A taurina pode melhorar o metabolismo dos lipidios nos peixes, por meio do
aumento da atividade da lipase ativada por sais biliares no figado (CHATZIFOTIS et al.,
2008). Ela ndo é considerada um aminoacido essencial (WILSON, 2002), no entanto, a
capacidade dos peixes de sintetizar a taurina é dependente da espécie e possivelmente afetada

pelo estadio de desenvolvimento. Isto pode ser devido a variacdo da atividade da L-cisteina-
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sulfinato descarboxilase, que é uma enzima chave para a conversdo de cisteina a taurina.
Assim, mesmo que a taurina ndo seja um nutriente essencial, a inclusdo deste na dieta é
recomendada se o critério de crescimento maximo é pretendido (EL-SAYED, 2013).

Em estudo com linguado (Solea senegalensis), Pinto et al. (2011) encontraram que a
taurina dietética é rapidamente absorvida quando a digestdo comega e a taurina enddgena é
utilizada conjugada com sais biliares e podem ser reciclados na extremidade posterior final do
aparelho digestorio. Neste estudo 0s mesmos autores sugerem que existe uma via de
reciclagem entero-hepatica da taurina, este € um processo que pode ser importante para a
manutencdo dos niveis de taurina no corpo, pelo menos nesta espécie.

Estudos indicam que peixes de &gua doce podem exigir taurina exégena para obtencéo
de oOtimo desempenho de crescimento, consumo, digestdo, absorcdo e demais funcdes
fisioldgicas. A suplementacdo com taurina melhora as taxas de crescimento, digestibilidade
do alimento, eficiéncia alimentar, protease, lipase e amilase em juvenis de carpas (LIU et al.,
2006; CHUNSHENG et al., 2007), carpa capim (LI et al., 2005; LUO et al., 2006) e larvas de
tilapia do Nilo (GONCALVES et al., 2011) alimentados com dietas a base de proteinas

vegetais.
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CAPITULO I

CRESCIMENTO E HISTOLOGIA MUSCULAR DE POS-LARVAS DE JUNDIA
(Rhamdia quelen) ALIMENTADAS COM DIETAS MISTAS!

Resumo: O estudo da larvicultura de espécies nativas € essencial para aprimorar as
dietas ja existentes, pois o crescimento ou desenvolvimento muscular € influenciado
principalmente pela qualidade da dieta ofertada. A utilizagdo de fontes proteicas de origem
animal e vegetal pode contribuir para o balanceamento da dieta, tornando-a nutricionalmente
completa. Devido a isso, este trabalho teve como objetivo analisar o desenvolvimento
embrionario e larval do jundia, desempenho e desenvolvimento muscular das pos-larvas
alimentadas com dietas compostas por ingredientes de origem animal e vegetal. Sendo assim,
foi testada a incluséo de farinha de peixe (FJ) (0; 15 e 30%) e do concentrado proteico de soja
(CPS) (0; 15 e 30%) em substituicdo ao figado de aves na dieta padrdo. Para o estudo do
desenvolvimento muscular utilizamos 10 pds-larvas que apresentaram o melhor e menor
ganho em peso diario. Ao final do periodo de alimentagdo (28 dias), as p6s-larvas alimentadas
com a dieta 15FJ apresentaram maior peso e melhor desempenho que as pos-larvas
alimentadas com as demais dietas. As 72 Horas ap6s fertilizacdo (Hpf) as larvas estavam
totalmente formadas e as 108 Hpf, foi iniciado o fornecimento da dieta granulada. O diametro
e numero total de fibras foram maiores para os peixes alimentados com a dieta 15FJ] em
relacdo as outras dietas testadas. Os ingredientes utilizados na dieta mista 15FJ
proporcionaram a melhor combinagdo de nutrientes para o desempenho e desenvolvimento
muscular das p6s-larvas de jundia.

Palavras-chave: Concentrado proteico de soja. Desempenho. Desenvolvimento embrionario.

Farinha de peixe.

0s procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité de ética no uso dos animais -
UFSM, parecer n°062/2013.
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2.1 Introducao

O sucesso na larvicultura de peixes € essencial para o crescimento da producdo na
aquicultura. As dietas utilizadas nesta fase devem ser palataveis e digestiveis aos animais para
maximizar o crescimento em um curto periodo de tempo. Entretanto, para reduzir as perdas, é
necessaria a utilizagdo de alimentos com composi¢do nutricional conhecida que proporcione
rapido desenvolvimento aos peixes (FONTINELLI e RADUNZ NETO, 2007).

O desenvolvimento muscular, ou crescimento, é influenciado principalmente pela
qualidade da dieta ofertada, mas também sofre influéncia da temperatura da agua, a qual é
considerada o principal determinante do crescimento dos peixes, pois modula o processo de
crescimento do mausculo branco (ALAMI-DURANTE et al., 2006). O estudo do
desenvolvimento muscular ja foi realizado para algumas espécies de peixes teledsteos dentre
eles o pacu (Piaractus mesopotamicus) (ASSIS et al., 2004; MICHELIN et al., 2009), o
pirarucu (Arapaima gigas) (CARANI et al., 2008) e a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
(DAL PAI-SILVA et al.,, 2003). O crescimento é considerado um processo altamente
dindmico e complexo, que ocorre a partir do aumento da massa muscular, por hiperplasia ou
hipertrofia das fibras musculares (CARANI et al.,, 2008) acompanhado do crescimento
esquelético, que da a sustentacdo necessaria ao musculo. Ele ocorre a partir da utilizacdo do
alimento que deve ser de boa qualidade, palatavel e digestivel (RADUNZ NETO et al., 2001).

As pos-larvas de jundid aceitam alimento inerte (ragdo granulada) desde a primeira
alimentacdo (PIAIA e RADUNZ NETO, 1997b). A combinagdo de figado mais levedura de
cana em dietas para pds-larvas de jundia foi utilizada inicialmente por Piaia e Radiinz Neto
(1997b) tendo em vista a inclusdo maxima de levedura (50%) em substituicdo ao figado
bovino cru (40%). A partir desta dieta, Uliana et al. (2001) incluiram a lecitina de soja (2%)
como fonte de &cidos graxos essenciais que contribuiu para melhorar o desenvolvimento
inicial. Fontes de origem animal foram estudadas por Cardoso et al. (2004) onde substituiram
o figado bovino (30%) pelo figado de aves (30%) conseguindo resultados superiores de
desempenho para os animais alimentados com esta dieta.

A mistura vitaminica utilizada em larvicultura do jundia inicialmente era a mesma
utilizada para aves. Posteriormente Trombetta et al. (2006) testaram uma mistura vitaminica
ideal adicionada de inositol e vitamina C. A inclusdo do concentrado proteico de soja com e
sem aminodcidos sintéticos inicialmente foram estudados por Fontinelli e Radlinz Neto

(2007), mas sem sucesso. Em outro estudo, com base nos citados acima, Coldebella et al.
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(2011) incluiram na dieta a gema de ovo cozido, encontrando bons resultados de crescimento.
A inclusdo de ingredientes adequados em certas proporc¢des pode originar uma dieta completa,
ou seja, uma dieta com todos os nutrientes disponiveis para 0 maximo desempenho dos
animais.

A utilizacdo de dietas mistas, onde se inclui materias primas de origem animal e vegetal,
visa 0 adequado balanceamento da dieta podendo ser utilizados derivados de soja, tendo em
vista a constante oferta deste produto, ou de origem animal, como a farinha de peixe, devido a
excelente qualidade nutricional.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi analisar o desenvolvimento embrionario e larval
do jundia, desempenho e desenvolvimento muscular das pos-larvas alimentadas com dietas

compostas por ingredientes de origem animal (FJ) e vegetal (CPS).

2.2 Material e métodos

Os ovos e larvas de jundia utilizados no trabalho foram obtidos por meio de
reproducdo e incubagdo realizadas em piscicultura da regido de Santa Maria/RS. A
reproducdo foi induzida utilizando extrato hipofisiario de carpas, sendo os peixes mantidos
em incubadora (ZOUG) de 60 litros. Apds a liberacdo natural dos gametas e fertilizacdo (hora
zero), acompanhou-se o desenvolvimento embrionario, com auxilio de lupa (Zeiss-Axion
vision 4.8). Nos seguintes periodos até a eclosédo: zero, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 32, 40, 48, 60
e 72 horas apés fertilizagdo (Hpf), coletando-se cinco amostras em cada periodo. Apés a
eclosdo e inicio da natacdo as larvas permaneceram na incubadora até desenvolverem
totalmente o canal alimentar (DABROWSKI, 1984).

A partir deste momento foram transferidas para um sistema de criacdo com 35
unidades experimentais, compostas por dois recipientes plasticos com dreno para controle do
volume d"agua (5 L), para inicio da alimentacdo exdgena. O recipiente interno deste sistema é
dotado de tela lateral para impedir a saida das larvas, com abastecimento e escoamento
individuais, conectados em sistema de recirculacdo de agua com filtro biologico composto de
pedra britada. O periodo de alimentacéo teve duracao de 28 dias.

Durante todo o periodo, foram verificados diariamente a temperatura média (24,6°C +
1,1) e oxigénio (6,2 mg L™ + 0,6 ) da 4gua com o auxilio de oximetro digital (modelo YSI
550), o pH (7,2 £ 0,24 ) com pHmetro (modelo MPA — 210 P). A amoénia total (0,11+ 0,03 mg
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L), alcalinidade (37,3 + 7,4 mg L™ CaCOs), nitrito (0,03 + 0,01 mg L™) e dureza (52 + 11,25
mg L CaCO3) analisados semanalmente através do uso de kits colorimétricos. A vazéo
utilizada em cada unidade experimental foi de 0,20 L min- na primeira semana (TRONCO et
al., 2007), sendo aumentada gradativamente até 1L min-t na quarta semana experimental.

As dietas (Tabela 1) foram elaboradas, onde primeiramente foram misturados os
ingredientes secos (granulometria inferior a 75 pm) (TROMBETTA et al., 2006). Ap0s serem
homogeneizados foi adicionado o figado in natura e/ou agua (quando necessario) até a
mistura apresentar umidade suficiente para a peletizacdo em moedor de carne. Posteriormente
foi seca a 40°C por 24 horas em estufa com renovacdo de ar. Apos secas, as ragdes foram
moidas e peneiradas, separando-se em por¢des compostas por particulas de 100-200 um, 200-
400 pum, 400-600 pum, 600-800 wm obtendo-se assim a granulometria adequada para a abertura
da boca das pés-larvas. As dietas foram mantidas em um freezer a 4°C até o0 momento da
alimentacéo.

Foram avaliados cinco tratamentos cada um com sete repeticGes (48 pds-larvas por litro
em cada unidade experimental), utilizando-se como tratamento controle a dieta recomendada
por Piaia e Radiinz Neto (1997b) ajustada por Cardoso et al. (2004) e adaptada de Coldebella
et al. (2011) sendo a base proteica composta por levedura de cana e figado de aves
considerada padrdo. Os percentuais de vitaminas foram incluidos seguindo Trombetta et al.
(2006). Foi testado a inclusédo de farinha de peixe (0; 15 e 30%) (ROSSATO et al., 2014) e do
concentrado proteico de soja (CPS) (0; 15 e 30%) em substituicdo ao figado de aves na dieta
padrdo.

Os animais foram alimentados a cada 2 horas, entre oito e 20 horas, a ragdo foi ofertada
em quantidades que excediam a capacidade de ingestdo dos peixes (RADUNZ NETO, 2004).
A quantidade ofertada aos animais foi quantificada, antes de alimentar pela manha e apos a
ultima oferta de alimento, os recipientes que continham a racdo eram pesados para calcular a
oferta de ragéo.

Diariamente, foi realizada a limpeza individual das unidades experimentais, para a
retirada de pds-larvas mortas, fezes e sobra de racdo, meia hora apds a segunda alimentacdo
da manha (10:30 h). Antes da alimentacdo das 18 horas as pos-larvas eram transferidas com
agua, através da inclinacao da bacia interna para outra bacia limpa, possibilitando desta forma

que o material organico permanecesse aderido no fundo.



Tabela 1. Dietas ofertadas as pos-larvas de jundia por um periodo de 28 dias de

alimentacgéo
INGREDIENTES (%) Padrdao* 15 CPS 15FJ 30CPS 30FJ
Levedura de cana 37 36,7 36,75 36,65 36,5
CPS 0 15 0 30 0
Farinha de peixe 0 0 15 0 30
Figado de aves 30 15 15 0 0
Gema de ovo cozido 20 20 20 20 20
FAD 8 8 8 8 8,3
Lecitina de soja 2 2 2 2 2
Vitaminas® 2 2 2 2 2
Minerais® 1 1 1 1 1
Taurina® 0 0,3 0,25 0,35 0,2
Composicgdo centesimal
Massa Seca’ 87,31 91,94 92,7 90,17 92,73
Proteina Bruta® 44,74 43,7 44,28 43,79 45,05
Energia Bruta® 3993 3869 3955 3750 3923
EE (gordura)® 19,45 17,93 19,48 16,92 18,55
Matéria Mineral® 8,04 7,76 8,41 6,62 12
FDN°® 5,08 8,75 5,13 11,16 10,53
Composic&o Aminoacidica’

Aspargina 4,13 4,46 3,61 4,80 3,11
Glutamina 5,02 5,74 4,64 6,48 4,28
Serina 2,24 2,37 2,18 2,51 2,13
Glicina 1,82 1,80 1,72 1,78 1,62
Histidina 0,92 0,93 1,66 0,94 2,39
Taurina 0,05 0,33 0,42 0,35 0,49
Arginina 2,70 2,85 2,24 3,00 1,78
Treonina 2,03 1,97 1,95 1,92 1,88
Alanina 2,52 2,37 2,55 2,22 2,59
Prolina 1,70 1,77 1,92 1,84 2,15
Tirosina 1,43 1,54 1,41 1,65 1,38
Valina 2,54 2,44 2,35 2,35 2,17
Metionina 0,83 0,72 0,81 0,62 0,80
Cistina 0,55 0,58 0,47 0,61 0,40
Isoleucina 1,99 2,00 1,89 2,02 1,78
Leucina 3,33 3,27 3,07 3,22 2,82
Fenilalanina 1,91 2,01 1,82 2,12 1,74
Lisina 2,99 2,99 2,97 3,00 2,96

*Dieta adaptada de Coldebella et al. (2011)." % calculado em Massa Seca (MS), Figado de aves in natura
25,9% MS. “Trombetta et al. (2006). *Fosfato bicélcico. “Adaptada de Chatzifotis et al. (2008).°Calculada.
*Analisada- Laboratério de Piscicultura — DZ/UFSM. 'Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP
(Laboratdrio de Fontes Protéicas). Tratamentos: Padrdo — figado mais levedura; 15FJ) e 30 FJ —
substituicdo 15 e 30% do figado de aves por farinha de peixe (ROSSATO et al., 2014), 15CPS e 30CPS
substituicdo 15 e 30% do figado de aves por concentrado proteico de soja. CPS: concentrado proteico de
soja. FJ: farinha de peixe. FAD: farelo de arroz desengordurado. FDN: fibra em detergente neutro. Perfil
de aminoécidos das dietas, analisados via HPLC.
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A cada sete dias realizou-se biometria de 10 pds-larvas por unidade experimental para
acompanhamento do crescimento e sobrevivéncia. Amostras foram pesadas em balanga digital
(0,001g) sem retorno. As medidas de comprimento total foram realizadas com o auxilio de
quadro de papel milimetrado e/ou paquimetro digital. Todos os animais foram contados para a
analise da sobrevivéncia.

Para a realizacdo deste procedimento, os animais foram sedados com benzocaina (50mg
L-1) (AVMA, 2007), pesados e medidos para a obtencdo dos seguintes dados: peso do peixe
inteiro (g); Comprimento total: medidas da extremidade da cabeca até o final da nadadeira
caudal (mm); Sobrevivéncia (todas as pos-larvas da unidade foram contadas); Fator de
condicdo: FC=(Peso x 100)/(Comprimento total®); Taxa de crescimento especifico (%/dia):
TCE= (In (peso final) — In (peso inicial))/dias)*100; Ganho em peso diario (g): GPD = (peso
final — peso inicial)/dias; Produto peso versus sobrevivéncia.

A avaliacdo do desenvolvimento muscular foi realizada a partir de amostras de 10 p0s-
larvas. Foram analisadas as amostras das pds-larvas alimentadas com as dietas (15FJ) e
(30CPS) que apresentaram melhor e pior ganho em peso diario. Coletadas nos periodos inicial
108 Hpf, antes da primeira alimentacdo e a cada sete dias experimentais. As amostras foram
fixadas em solugcdo Bouin por 12 horas e posteriormente conservadas em alcool 70%.

Ap0s as amostras foram cortadas em cortes seriados (4 um) realizados transversalmente
no inicio da nadadeira dorsal. Laminas histolégicas desta regido anatdbmica foram
confeccionadas e avaliadas em fotomicroscopio de luz (Zeiss, modelo Primo Star). Com as
imagens obtidas foram medidas a area da musculatura paravertebral de cada individuo. O
diametro das fibras e contagem das fibras musculares foram realizados com o auxilio de lupa
(Zeiss-Axion vision 4.8). Como forma de normalizagdo dos dados das medidas de cada
imagem foi medida a area da coluna vertebral cujo valor foi o denominador da razdo: area da
musculatura/area da vértebra. Tal procedimento reduz o erro intrinseco da metodologia
utilizada, haja vista que diferentes peixes de diferentes amostras serdo cortados em diferentes
porg¢des da regido anatbmica escolhida.

A metodologia usada para obtencdo do diametro e numero de fibras foi adaptada de
Carani et al. (2008), Onde com o auxilio do fotomicroscépio de luz (Zeiss, modelo Primo
Star) foram demarcadas 5 areas amostrais em cada lamina histologica e realizada a contagem
e medida das fibras.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Inicialmente, os

dados obtidos foram submetidos a teste de normalidade de Shapiro-Wilk, sendo considerados
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de distribuicdo normal aqueles dados que apresentaram P>0,05. Posteriormente foi realizada a
analise ANOVA e teste de Tukey para as variaveis (p < 0,05).

2.3 Resultados e Discussao

Ao iniciar 0 experimento as poés-larvas apresentavam peso (1,37 mg = 0,21) e
comprimento (5,00 mm + 0,01) semelhantes em todos os tratamentos. Aos sete dias, 0s
animais do tratamento 15FJ ja apresentavam maior peso (7,54 mg), seguido dos tratamentos
Padrdo (7,18 mg) e 15CPS (7,17 mg) em relagdo ao 30CPS. A dieta Padréo foi baseada na
dieta utilizada por Coldebella et al. (2011), onde os animais com 7 dias pesavam 2,97 mg e
aos 14 dias 12,54 mg. Neste experimento os animais alimentados com a dieta Padrao
apresentaram peso superior aos sete dias (7,18 mg) e inferior aos 14 dias (11,57 mg). A
sobrevivéncia geral (82%) também foi mais baixa aos 14 dias que o trabalho anteriormente
citado (Tabela 2).

O peso aos 14 dias de alimentacdo das pds-larvas do tratamento 15FJ foi maior (18
mg), ndo diferindo dos tratamentos 15CPS (13,81 mg) e 30FJ (13,89 mg). O peso encontrado
para o tratamento Padrdo (11,57 mg) foi semelhante ao encontrado por Coldebella et al.
(2011), assim como o comprimento total foi maior que o encontrado por Salhi e Bessonart
(2013) (8,3 mm) em 12 dias de alimentacdo com dieta artificial. O menor crescimento foi
apresentado pelo tratamento 30CPS (5,84 mg). No entanto, superior ao encontrado por Borges
Neto et al. (2013), utilizando dieta inerte comercial (x 2 mg) em 15 dias de alimentagédo. O
desempenho geral aos 14 dias (Tabela 2) foi menor para os animais alimentados com a dieta
30CPS em relagédo aos animais alimentados com as demais dietas.

Aos 21 dias (Tabela 2), as pos-larvas do tratamento 15FJ apresentaram maior peso
(121,62 mg), comprimento total (CT) (22,7 mm), GPD (5,72 mg/dia) e sobrevivéncia
(89,99%) em relacdo aos animais alimentados com as dietas 30CPS e 30FJ. Herndndez et al.
(2012) em 20 dias de alimentacéo utilizando 15% de farelo de soja (FS) encontraram menor
peso (76,8 mg) e sobrevivéncia (53%). Quando incluiram aproximadamente 309%FS,
obtiveram peso de 56,6 mg e sobrevivéncia de 69,6%, valores superiores ao encontrado neste
experimento com adi¢do de 30%CPS. Hernandez et al. (2012) concluiram que o0 aumento da
inclusdo do farelo de soja em dietas para peixes reduz o crescimento e a sobrevivéncia dos

mesmaos.



Tabela 2. Parametros zootécnicos de pds-larvas de jundié alimentadas com dietas mistas
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Variaveis Padrao 15 CPS 15FJ 30 CPS 30 FJ P
7 dias
Peso 718*+059  7,17%*+0,80 7,54% + 0,69 578°+0,24  650°+041 **
CT 6,927 + 0,42 6,95% + 0,63 7,32%+ 0,44 589°+049  6,75°+042 *
GPD 0,82 +0,08  0,82*+0,11 0,87+ 0,09 0,62°+0,03  0,72+0,05 **
FC 2,19° + 0,35 2,18" + 0,42 2,91%+0,38 1,95°+0,70 213°+034 *
TCE 23,32 +123 2326"+156  2401°+131  20,25°+0,59 21,90°+0,91 **
PxS 6,82 +0,6 6,77* + 0,80 7,16°+0,73 523°+0,38 6,11 +0,39 **
SOB 95,05+2,94 94,44+ 272 94,92 + 1,24 90,63+4,67 94,07+2,05 NS
14 dias
Peso 11,57°+1,39 13,81*+341 18,0°+4,21 584°+179 13,89®+361 **
CT 10,90 +0,40  11,52°+0,78  1248°+068  851°+0,88 12,98°+4,18 *
GPD 0,73+ 0,09 0,88 + 0,24 1,18%+ 0,30 0,32°+0,13  0,89*+0,26 **
FC 0,87 + 0,04 0,88 + 0,06 0,91 + 0,07 0,93 + 0,09 0,82+0,09 NS
TCE 1519°+0,88 16,31 +179  1823*+162  10,07°+216 10,07*+0,38 **
PxS 853"+171  10,87*+283  14,87°+ 3,68 2,46°+093  889°+263 **
SOB 73,79°+850  78,77°+4,15  8259°+252  4228°+792 64,03°+489 **
21 dias
Peso  80,92™+20,24 97,66®+19,74 121,62°+10,14 10,16°+8,83 66,10°+ 27,78 *=*
CT 19,78°+136 21,45 +136  22,70°+0,83 983%+1.42  1825°+2,26 **
GPD 3,78 +0,96 4,58 +0,94 5,72% + 0,48 042°+042  3,08°+103 **
FC 1,02 £ 0,11 0,98 + 0,09 1,04 +0,10 0,90 + 0,38 1,06 +0,08 NS
TCE 19,26+ 1,44  20,24*°+0,91  21,34*°+040  831°+353 1826°+147 **
PxS 55,72+ 15,14 7588°+19,55 109,44°+954  4,73°+256  3420°+8,22 **
SOB 68,86°+8,28 76,680 +839  89,99°+529  46,62°+ 12,55 5175°+8,76 **
28 dias
Peso  237,07°+51,4 267,83°+40,31 371,59°+ 39,23 155,0° + 43,61 **
CT 28,31"+1,85 30,62°+202  34,35°+2,03 2327°+272 **
FC 1,03° + 0,05 0,93" + 0,06 1,20* + 0,08 0,92°+0,11  **
TCE 18,33"+0,79  18,80°+056  19,99°+0,38 16,73°+ 1,18  **
GPD 8,42+ 1,76 9,51° + 1,44 13,22+ 1,4 548°+155  **
PxS  189,32°+35,61 198,46°+39,44 292,29°+ 61,05 105,77° + 34,97 **
SOB 79,86+929  74,10+1335 79,20+ 17,88 68,24 +459 NS

Valores expressos como média

+ erro-padrdo da média. Médias com letras diferentes, na linha, diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,01). **P<0,0001; *P<0,001; NS (p>0,05). Tratamentos: Padrdo — figado
mais levedura (adaptada de COLDEBELLA et al., 2011); 15FJ] e 30 FJ — substituicdo 15 e 30% do figado por
farinha de peixe (ROSSATO et al., 2014), 15CPS e 30CPS substituigdo 15 e 30% do figado de aves por concentrado
proteico de soja. Variaveis: Peso: peso; CT: comprimento total; FC: fator de condicdo; TCE: taxa de crescimento
especifico; GPD: ganho de peso diario; PxS: produto peso versus sobrevivéncia; SOB: sobrevivéncia.

Em estudo visando melhorar o balanceamento das dietas utilizadas em larvicultura,

Fontinelli e Radinz Neto (2007), testaram a inclusdo do concentrado proteico de soja em
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substituicdo ao figado bovino, com e sem adicdo de aminodcidos sintéticos, e seus resultados
de crescimento ndo foram satisfatorios (peso aos 21 dias (76 mg) e sobrevivéncia (24%)).

Ao final dos 28 dias, as pos-larvas do tratamento 15FJ] apresentaram maior peso
(371,59 mg) e melhor desempenho em geral. As pos-larvas alimentadas com a dieta 30CPS
ndo sobreviveram até o final do periodo experimental em decorréncia da maior mortalidade
que os demais tratamentos, casos de canibalismo e das diversas coletas realizadas para as
analises experimentais.

O reduzido crescimento dos animais que consumiram a dieta 30CPS pode ter ocorrido
devido as propor¢des entre alguns aminoacidos da dieta. Principalmente entre os niveis de
metionina-cistina que estavam muito proximos. A relagdo metionina: cistina da dieta 15FJ foi
de 58%. A relacdo metionina: cistina para o catfish (Ictalurus punctatus) é de 60%
(HARDING, ALLEN e WILSON, 1977) e para tilapias € de 59,5% (BOMFIM et al., 2008).
Para que ocorra a formacdo dos tecidos é necessario que haja perfeita interacdo entre os
aminoacidos absorvidos da dieta (SAAVEDRA et al., 2009), sendo que esta relagcdo pode ter
contribuido com o desempenho observado para as pos-larvas alimentadas com a dieta 15FJ.

A dieta 15FJ apresentou maior percentual de taurina em relacdo as dietas padrdo e com
adicdo de CPS e bom balanceamento dos aminoéacidos em geral. Por outro lado, a dieta 30FJ
apresentou maior percentual de taurina, mas pior balanceamento de aminoacidos em geral. A
taurina melhora o metabolismo lipidico, pois participa do metabolismo dos acidos biliares
(EL-SAYED, 2013). Também participa de diversos processos que atuam melhorando o
metabolismo e aumentando a eficiéncia do crescimento e deposicdo muscular
(DIVAKARAN, 2006). Somando-se ao fato de que a dieta 15FJ apresentou maior energia
bruta e metade das fibras em comparagdo com a dieta 30CPS. A suplementagéo de taurina
sera necessaria para reduzir ainda mais o uso de ingredientes tais como farinha de peixe
(SALZE e DAVIS, 2015).

Os animais receberam alimento a vontade em funcdo da ingestdo do alimento
fornecido. Os peixes da dieta 15FJ receberam 3,24; 3,28 e 3,80 gramas por dia, os da 15CPS
receberam 2,48; 2,39 e 3,32 g/dia, e os da 30FJ receberam 2,49; 2,39 e 2,33 g/dia entre os 8-
14, 15-21 e 22-28 dias de alimentagdo. O 30CPS foi 0 que menos consumiu e
consequentemente o que menos recebeu alimento (1,88 g e 1,08 g) nas semanas 8-14, 15-21.
Na primeira semana (0-7 dias) todos os animais das diferentes dietas receberam a mesma
quantidade de alimento (aproximadamente um grama por dia).

A inclusdo de 15% de concentrado proteico de soja (CPS) no presente estudo

apresentou bons resultados de crescimento e sobrevivéncia, mas a inclusdo de 30% de CPS
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provocou reduzido crescimento, elevada mortalidade e canibalismo entre os animais. Os
resultados obtidos demonstram a importancia do balanceamento entre fontes de origem

animal e vegetal na fase pos-larval para esta espécie.

Fertilizagdo

. -+

seis Hpf oito Hpf 12 Hpf

48 Hpf 60 Hpf 72 Hpf

Figura 1. Desenvolvimento embrionario do Jundia (Rhamdia quelen)
Dados obtidos em experimento realizado em piscicultura da regido de Santa
Maria/RS, a temperatura média de 24,6°C. Hpf: horas apos fertilizagao.
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O desenvolvimento embrionério (Figura 1) foi acompanhado e a partir das 16 horas de
incubagdo as larvas j& apresentavam movimento. A temperatura média de incubacdo se
manteve em 26,4°C e a taxa de oxigénio dissolvido na agua de 6,55 mg L™. O inicio da
eclosdo se deu as 20 horas e as 24 horas apés fertilizacdo as larvas ja estavam totalmente
eclodidas. Em estudo realizado por Pereira et al. (2006) a eclosdo ocorreu 30,5 horas apos a
fertilizacdo, com temperatura mais baixa (24°C). O tempo de eclosdo dos ovos de jundiés
varia conforme a temperatura da dgua. Na temperatura de 16°C, a ecloséo ocorre em torno de
3 dias e com 24°C a eclosdo demora aproximadamente 24h.

A formacdo dos barbilhdes e abertura da boca iniciou as 48 Hpf. As reservas
vitelinicas j& se apresentavam reduzidas as 60 horas. E as 72 Hpf, as larvas ja estavam
totalmente formadas e pigmentadas. Quando a temperatura de incubacdo é mais baixa (24°C)
as larvas apresentam pigmentacdo, barbilhGes formados e aparéncia de adulto as 123 Hpf
(PEREIRA et al., 2006).

O inicio da alimentacdo se deu as 108 Hpf, onde foram ofertadas as dietas
experimentais. Segundo Amorim et al. (2009) no quinto dia ap0s a fertilizacdo (120 horas —
24°C), as reservas vitelinicas estavam completamente absorvidas, o sistema digestorio
formado e a boca aberta, indicando a necessidade de fornecimento de alimento. A qualidade
do embrido é altamente dependente do perfil de AA do vitelo, que é afetado pelo aporte
materno de nutrientes durante a o6genese (PORTELLA et al., 2012). O fornecimento de
aminoéacidos para alguns sistemas como a camada sincicial do vitelo, a circulacdo vitelinica e
o figado tem papel essencial durante o crescimento inicial dos peixes (DABROWSKI et al.,
2010).

A utilizacdo de dietas balanceadas faz com que o crescimento em geral ou o
desenvolvimento da musculatura ocorra de forma mais rapida e eficaz. O aumento das fibras
musculares nos peixes inicialmente ocorreu por hiperplasia (Figura 2) ao iniciar a alimentagéo
pode-se observar a existéncia de um emaranhado de fibras menores. Posteriormente e com
influéncia da alimentacdo o tamanho das fibras aumentou (hipertrofia), contudo ainda ha
fibras menores, caracterizando o crescimento da musculatura dos peixes, onde hiperplasia e
hipertrofia sdo uma constante durante toda sua vida (JOHNSTON et al., 2011).

Na hiperplasia, a fuséo entre células satélites ativadas resulta na formacdo de novos
miotubos na superficie das fibras existentes, com posterior diferenciacdo em novas fibras
musculares. Na hipertrofia, as células satélites ativadas fundem-se com fibras musculares
existentes, aumentando o nimero de ndcleos para maior sintese de miofibrilas, levando ao
aumento na area da fibra muscular (KOUMANS e AKSTER, 1995; JOHNSTON, 1999;
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ROWLERSON e VEGGETTI, 2001). Segundo Carani et al. (2013), os processos de
hipertrofia e/ou hiperplasia sdo regulados por varias moléculas sinalizadoras, entre as quais

pela expresséo dos fatores reguladores miogénicos e da miostatina.

Figura 2. Exemplares de pdés-larvas de jundia alimentadas

com dietas mistas

Dietas 30CPS (A, C) e 15FJ (B, D) tempos (7 e 21 dias de
alimentacdo) em cortes histologicos transversais na altura da
nadadeira dorsal. (bn) bexiga natatéria, (e) estdmago, (i)
intestino, (m) masculo, (v) vértebra. Escala 1 mm.

Também foi observado ao iniciar a alimentacdo maior quantidade de fibras/mm2 com
menor didmetro, 0 que caracteriza 0 crescimento predominantemente hiperplasico.
Posteriormente o nimero de fibras diminuiu caracterizando crescimento hipertréfico (Tabela
3). Segundo Dal Pai et al. (2000) a hiperplasia é mais acentuada nas fases larval e de alevino,

posteriormente predomina o crescimento hipertrofico das fibras.
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O didmetro das fibras foi maior para os peixes alimentados com a dieta 15FJ.

Inicialmente encontramos didmetros das fibras de 28 um e ao final do periodo analisado

didmetros de 99,09 um ¢ 78 pum para os animais alimentados com as dietas 15FJ) e 30CPS,

respectivamente (Tabela 3). Para tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), Dal Pai-Silva et al.

(2003) encontraram 15,35 um de didmetro em exemplares de 0,04 gramas e 44,03 um em

exemplares de 414 gramas.

Tabela 3. Desenvolvimento muscular de pos-larvas alimentadas com
dietas mistas

Dias/dietas 30CPS 15F] P
Diametro da fibra (um)
0 28,02 £ 9,35 - -
7 31, 65°+9,35 51,78 + 6,62 <0,0001
14 52,94+ 9,01 66,63 + 11,62 0,008
21 78,01° + 12,74 99,09% + 19,81 0,011
Numero de fibras/mm?
0,040 £ 0,015 - -
0,037 + 0,004 0,022°+0,006  <0,0001
14 0,036% + 0,010 0,016° + 0,007 0,0001
21 0,032% + 0,005 0,017°+ 0,008 0,0002
NUmero total de fibras
0 12013 + 3569 - -
7 14885 + 1039 15544 + 2544 0,45
14 27096° + 6910  158259% + 191738 0,04
21 27701° + 10638 341795° + 328476 0,007

Valores expressos como média + erro-padrdo da média. Médias com letras
diferentes representam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,01).
Tratamentos: 15FJ) - substituicdo 15% do figado de aves por farinha de peixe
(ROSSATO et al., 2014), e 30CPS - substituicdo 30% do figado de aves por
concentrado proteico de soja na dieta Padrdo (adaptada de COLDEBELLA et al.,

2011).

Em estudo com alevinos de pirarucu (Arapaima gigas), Carani et al. (2008) descrevem

que ao haver maioria para as fibras com diametro inferior a 30 um, possivelmente ocorreria

maior aumento da massa muscular. Quando os juvenis apresentaram a maior parte das fibras

com didmetro acima de 30 um, possivelmente esté relacionado a fusdo dos mioblastos a fibras

pré-existentes e a intensa atividade de sintese proteica (CARANI et al., 2008).
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Os resultados encontrados neste estudo vdo de encontro ao estudo realizado por Dal
Pai-Silva et al. (2005), onde concluiram que o didmetro das fibras musculares pode variar de
10 a 100 um. Em estudo com exemplares de pacu (Piaractus mesopotamicus), Leitdo et al.
(2011) encontraram aos 35 dias apods o eclosdo alta frequéncia de fibras > 40 um em larvas.
Segundo Assis et al. (2004) a hipertrofia muscular ocorre desde a incubacdo sendo mais
evidente do quinto ao 25° dia. Também em estudo realizado com alevinos e juvenis de
pirarucu (Arapaima gigas), foi observada a presenca de fibras musculares de tamanho menor
nos alevinos em comparacéo as fibras dos juvenis e concluiram que o crescimento muscular
predominante em alevinos é o hiperplasico e crescimento muscular hipertrofico é
predominante nos juvenis (CARANI et al., 2008).

Os animais que consumiram a dieta 15FJ apresentaram maior area muscular (Figura 2
D) e consequentemente maior nimero total de fibras em relacdo aos que consumiram a dieta
30CPS. Onde pdde-se observar fibras menores entremeadas as fibras maiores, caracterizando
um mosaico de fibras (WEATHERLEY e GILL, 1981). Este padrao de distribuicdo das fibras
¢ caracteristico da maioria das espécies de peixes, indicando a ocorréncia de crescimento
muscular por hiperplasia e hipertrofia concomitantemente (DAL PAI-SILVA et al., 2003;
CARANI et al., 2008). Segundo Assis et al. (2004) o aumento da massa muscular ocorre a
partir do recrutamento de novas fibras musculares na zona de proliferacdo celular. Mas a
contribuicédo da hipertrofia e da hiperplasia no crescimento do tecido muscular pode variar de
acordo com a espécie e a fase de crescimento estudada (JOHNSTON, 1993).

O maior tamanho e area muscular observada (Figura 2D) para 0s animais que
consumiram a dieta 15FJ pode ter ocorrido devido ao melhor balanceamento em aminoéacidos
desta dieta, maior qualidade nutricional e digestibilidade da farinha de peixes em relacdo ao
concentrado proteico de soja. O reduzido crescimento e multiplicagdo das fibras musculares
para 0s animais que consumiram a dieta 30CPS pode ter sido influenciados pelos
antinutrientes (LARSEN; DALSGAARD; PEDERSEN, 2012) presentes em pequenas
quantidades no concentrado proteico de soja, mas que podem ter inibido o desenvolvimento.

Esses resultados mostram a importancia da qualidade nutricional da dieta para pds-

larvas desta espécie, reflexos da combinacdo de fontes proteicas de qualidade.
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2.4 Conclusao

Os ingredientes utilizados na dieta mista 15FJ proporcionou a melhor combinagéo de
nutrientes para o desempenho e desenvolvimento muscular das pos-larvas de jundia ao final

do periodo experimental.
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CAPITULO 111

ENZIMAS DIGESTIVAS NA LARVICULTURA DO JUNDIA (Rhamdia quelen)*

Resumo: O desenvolvimento das enzimas digestivas e andlise do tubo digestorio e da
capacidade de digestdo podem ser utilizados como indicador do estado nutricional das larvas e
pos-larvas de peixes. As enzimas digestivas agem de acordo com a composi¢do da dieta e
com o habito alimentar de cada espécie. A combinacgdo de fontes proteicas de origem animal e
vegetal pode proporcionar todos 0s nutrientes necessarios para o desenvolvimento adequado
das poés-larvas de jundid. Sendo assim, este trabalho tem como objetivo estudar o
desenvolvimento do sistema digestorio, inicio da atividade das enzimas digestivas em larvas e
influéncia da dieta granulada fornecida, na atividade enzimatica de pds-larvas de jundias
alimentadas com dietas compostas por fontes proteicas de origem animal e vegetal. Foram
testadas cinco dietas granuladas: Padrdo, 15CPS; 30CPS; 15FJ e 30FJ. A analise enzimatica
foi analisada a partir de 32 Horas ap0s fertilizacdo (Hpf) e do sistema digestdrio, ao iniciar a
alimentacdo, até 28 dias de alimentacdo. As enzimas analisadas foram: protease &cida,
tripsina, quimotripsina, lipase, amilase e maltase. As enzimas ja estavam ativas as 32 Hpf,
apos inicio da alimentacdo a atividade enzimatica variou bastante, com picos para as pos-
larvas alimentadas com a dieta 15CPS. O desenvolvimento do sistema digestorio ndo sofreu
prejuizos a partir das diferentes dietas ofertadas. A atividade enzimatica ja esta presente nas
larvas ao iniciar a alimentacdo e a atividade enzimatica ndo apresentou alteracfes para as
diferentes dietas ofertadas, apenas houve reducdo do desenvolvimento das pds-larvas que
consumiram a dieta 30CPS.

Palavras-chave: Concentrado proteico de soja. Farinha de peixe. Sistema digestorio.

'0s procedimentos experimentais deste trabalho foram aprovados no comité de ética no uso
dos animais - UFSM, parecer n°062/2013.
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3.1 Introducgéo

A atividade enzimatica na larvicultura de peixes e seus mecanismos iniciais de
digestdo estdo sendo particularmente estudados durante as Ultimas décadas (BABAEI et al.,
2011). As primeiras glandulas gastricas podem ser detectadas alguns dias ou semanas ap0s a
eclosdo e seu numero aumenta progressivamente cobrindo o epitélio do estdbmago
(ZAMBONINO INFANTE et al., 2008).

O desenvolvimento das enzimas digestivas tem sido descritas para espécies de peixes
marinhos e dgua doce (ZAMBONINO INFANTE et al., 2008), incluindo o desenvolvimento
do tubo digestorio e da capacidade digestiva, que pode ser utilizado como indicador do estado
nutricional nesta fase (YUFERA e DARIAS, 2007). Também proporciona informacdes
relevantes na determinacdo do momento adequado para o fornecimento do primeiro alimento
(ZAMBONINO INFANTE e CAHU, 2007). Durante as fases iniciais ocorrem intensas
alteracdes morfoldgicas e os estudos histologicos fornecem importantes informacdes para
melhorar 0 entendimento dos processos digestorios das larvas de peixes (YANG et al., 2010).

Larvas de peixes sofrem grandes alteracdes morfoldgicas, anatdbmicas e funcionais
durante o desenvolvimento e o trato digestério é muito imaturo na eclosdo. O estdmago em
algumas espécies ndo e diferenciado durante os primeiros dias de vida. Sendo que o
desenvolvimento destes orgaos e das glandulas gastricas aparecem em idades diferentes para
as diversas espécies de peixes (ZAMBONINO INFANTE e CAHU, 2007). No jundia, o trato
digestorio esta formado 48 horas ap6s eclosio a temperatura de 24°C (SILVA, 2004). As 16 h
apos eclosdo, a diferenciacdo do trato digestorio ja estd completa, apresentando cavidade
orofaringea, eséfago, figado, pancreas, estdmago e intestino (SILVEIRA et al., 2013).

O jundia é uma espécie onivora que aceita dietas granuladas desde as primeiras
alimentacdes (PIAIA e RADUNZ NETO, 1997b), mas a eficiéncia na utilizagdo dos
alimentos depende da capacidade fisioldgica em digerir e transformar os nutrientes ingeridos
(FURNE et al., 2008). A nutricdo de pos-larvas de jundia foi estudada por varios autores
(PIAIA e RADUNZ NETO, 1997ab; ULIANA et al., 2001; CARDOSO et al., 2004;
TROMBETTA et al., 2006; FONTINELLI e RADUNZ NETO, 2007; COLDEBELLA et al.,
2011), no entanto ha caréncia de informacdes sobre o desenvolvimento do sistema digestorio
e atuacdo das enzimas sobre as diversas matérias primas que podem ser utilizadas na
composicdo da dieta inicial. Estas, mesmo sendo de qualidade, ndo sdo eficientemente

utilizadas devido a atuacdo de principios antinutricionais, que dificultam a atividade das
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enzimas digestivas e prejudicam a fisiologia gastrointestinal e o crescimento (DREW et al.,
2007). No entanto, estas matérias primas combinadas podem compor dietas nutricionalmente
completas.

A incluséo de derivados de soja na alimentacdo de pos-larvas de jundiad foi testada
inicialmente por Piaia e Radunz Neto (1997b). Posteriormente, Fontinelli e Radiinz Neto
(2007) incluiram o concentrado proteico de soja (CPS) em substituicdo ao figado bovino,
encontrando efeito inibitorio crescente do desenvolvimento conforme aumento da incluséo do
CPS. A farinha de peixe confeccionada a partir de residuos e descartes de jundia (FJ) foi
testada na alimentacdo de juvenis de jundias com bons resultados de crescimento, sendo
considerada alternativa na alimentac&o inicial de espécies nativas (ROSSATO et al., 2014).

As enzimas digestivas agem de acordo com a composicdo da dieta e com o habito
alimentar de cada espécie de peixe. Inicialmente as enzimas que atuam na digestdo da
proteina luminal (tripsina, quimotripsina), lipidios (lipases) e carboidratos (amilases e
maltases) estdo presentes nas larvas antes mesmo da primeira alimentacdo exdgena (LAZO et
al., 2011). Sendo assim, a identificacdo das enzimas digestdrias e analise de suas atividades
proporcionam informacdes valiosas sobre o estado nutricional das larvas e pos-larvas de
peixes (SILVEIRA et al., 2013).

Sendo assim, com este trabalho objetivou-se estudar o desenvolvimento do sistema
digestorio, inicio da atividade das enzimas digestivas em larvas e influéncia da dieta
granulada fornecida, na atividade enzimatica de pos-larvas de jundias alimentadas com dietas

compostas por fontes proteicas de origem animal (FJ) e vegetal (CPS).

3.2 Material e métodos

A andlise da atividade enzimatica foi realizada no Laboratorio de Piscicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria. Os ovos fertilizados
(embrides) foram obtidos por reproducdo induzida de um casal de jundids provenientes de
uma piscicultura da regido de Santa Maria/RS. As 32 horas apos fertilizacdo (Hpf), os
embrides ja apresentavam movimento (larvas completamente formadas), neste momento foi
realizada a primeira coleta para anélise enziméatica. Foram coletadas cinco amostras em cada
periodo: 32, 40, 48, 60, 72, 84 e 96 Hpf.



77

As 108 Hpf as larvas comecaram a se alimentar, neste momento, consideradas pos-
larvas. A partir desta fase, os animais foram alimentados por 28 dias, alojados em sistema de
recirculacdo composto de 35 unidades experimentais. Cada unidade foi composta de dois
recipientes plasticos dotados de tela lateral para impedir a saida das pos-larvas. Com
abastecimento e escoamento individuais, conectados em sistema de recirculacdo de &gua
termorregulado e filtro bioldgico. A vazdo utilizada em cada recipiente foi de 0,20 L/min na
primeira semana (TRONCO et al., 2007), sendo aumentada gradativamente durante o periodo
experimental. Foram utilizadas 240 pos-larvas de jundid (Rhamdia quelen) por unidade
experimental (45 animais por litro).

As dietas granuladas testadas foram: Padrdo, 15CPS; 30CPS; 15FJ e 30FJ. A dieta
Padrdo constituia-se por figado de aves in natura (25,9% de MS), levedura de cana (37%),
gema de ovo cozido (20%), lecitina de soja (2%), farelo de arroz desengordurado (8%),
minerais (1%) e vitaminas (2%) (adaptada de COLDEBELLA et al., 2011). Nas demais
dietas, o figado de aves foi parcialmente substituido (15%) ou totalmente (30%) por
concentrado proteico de soja (CPS) ou farinha de peixe (jundid) (FJ) (ROSSATO et al.,
2014).

As dietas foram elaboradas, primeiramente misturando o0s ingredientes secos
(granulometria inferior a 75 um) (TROMBETTA et al., 2006) e posterirmente estes foram
homogeneizados com a adicdo de figado e/ou &gua (quando necessario) até a mistura
apresentar umidade suficiente para a peletizacdo em moedor de carne. Posteriormente foi seca
a 40°C por 24 horas em estufa com renovacdo de ar. Apds secas, as racdes foram moidas e
peneiradas, separando-se em por¢fes compostas por particulas de 100-200 pm, 200-400 pum,
400-600 pum, 600-800 um obtendo-se assim a granulometria adequada para a abertura da boca
das poés-larvas. As dietas foram mantidas em refrigerador a 4°C e retiradas somente no
momento da alimentacao.

Os animais foram alimentados a cada 2 horas (h), entre 08 h e 20 h, em quantidades
que excediam a sua capacidade de ingestdo (RADUNZ NETO, 2004). Foram testados cinco
tratamentos com sete repeticbes. Apds o inicio da alimentacdo foram coletadas cinco pés-
larvas por unidade experimental, totalizando 35 exemplares por tratamento nos periodos —
108, 120, 144, 168, 192, 216, 240, 264 e 312 Hpf. Posteriormente foram coletadas duas pos-
larvas por unidade experimental (10 pos-larvas por tratamento) as 360, 408, 456, 528, 600,
696 e 780 Hpf para a analise enzimatica. As amostras foram coletadas pela manhda antes da
alimentacdo. Os animais foram abatidos por hipotermia para que ndo houvesse influéncia de

anestésicos na amostra. Cada unidade experimental consistia em uma repeticdo, ou seja, as
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pos-larvas coletadas eram homogeneizadas conjuntamente formando a amostra a ser analisada
em quadruplicata.

As amostras foram homogeneizados com solucdo tampéo pH 7,0 na proporc¢éo de 0,1
mg de tecido para cada 1 mL de solucdo. Posteriormente centrifugados a 3500 RPM por 10
minutos. Os sobrenadantes foram usados como fonte enzimatica para determinacdo da
atividade da proteina corporal total (BRADFORD, 1976), protease acida (HIDALGO et al.,
1999), tripsina e quimotripsina (HUMMEL, 1959), lipase (ALBRO et al., 1985), amilase
(BERNFELD, 1955) e maltase (CORREA et al., 2007).

O perfil lipidico (Tabela 1) das dietas foi analisado por Cromatografia Gasosa, onde
aliquotas (2 mL) do extrato lipidico de cloroférmio de Bligh e Dyer (1959) foram evaporados
a 50°C, utilizando bomba de vacuo. Seguida por saponificacdo em solucdo de KOH
metanolico e esterificacdo em solucdo de H,SO, metandlico (HARTMAN e LAGO, 1973).
Os acidos graxos metilados foram analisados usando cromatografo gasoso Agilent
Technologies (HP 6890) equipado com coluna capilar SP ™ -2560 (silica fundida, 100 mx
0,25 mm x 0,20 um espessura de filme) e detector de ionizacdo de chama. A temperatura da
porta do injetor foi de 250°C e o gés transportador era nitrogénio (1,5 mL/min). Apés injecdo
(1 pL, relacdo de separacédo de 50:1), a temperatura do forno foi aumentada de 90°C a 170°C
por 6°C / min, depois aumentada em 3°C / min até 185°C e mantida a esta temperatura
durante 6 minutos. Posteriormente aumentada até 240°C a 3°C / min e mantida esta
temperatura durante 8 minutos. A durag&o total da analise foi de 55 min. Esteres metilicos de
acidos graxos padrdo (Sigma, St. Louis, EUA) foram usados para identificar os acidos graxos
submetidos as mesmas condicdes e tempos de retencdo. Os resultados foram expressos como
percentagem da area total dos acidos graxos identificados.

A andlise do desenvolvimento do sistema digestorio foi realizada através de amostras
de cinco pds-larvas por tratamento em cada periodo, coletadas ao iniciar a alimentacdo (108
Hpf), as 144; 192; 240; 312; 408; 528; 696 e 780 Hpf. Analisadas as amostras dos tratamentos
que apresentaram o maior (15FJ) e o menor (30CPS) peso aos 21 dias. Quando pelo reduzido
nimero de animais devido a casos de canibalismo e coletas para analise enzimatica, as
unidades experimentais dos animais que consumiram a dieta 30CPS ndo apresentavam
numero suficiente de animais, entdo este tratamento foi encerrado.

As amostras foram fixadas em solucdo Bouin por 12 horas e posteriormente
conservadas em alcool 70% até a realizacdo das analises. Posteriormente foram desidratadas

em etanol, diafanizadas em xilol e embebidas em parafina, conforme metodologia descrita por
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Cargnin-Ferreira e Sarasquete (2008). Entdo, sec¢des histoldgicas foram cortadas com
espessura de 4 um em micrétono rotativo e coradas com hematoxilina-eosina.

Laminas histologicas das poés-larvas coletadas foram realizadas através de cortes
seriados do material com a finalidade de analisar o desenvolvimento ontogenético de todos os
6rgdos que compdem o sistema digestorio (estdbmago, intestino, pancreas e figado). Foram
avaliadas em fotomicroscopio de luz (Zeiss, modelo Primo Star). Todas as pos-larvas
coletadas para andlise foram eutanasiadas por “overdose” de benzocaina (AVMA, 2007).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Inicialmente,
todos os dados obtidos foram submetidos a teste de normalidade de Shapiro-Wilk, sendo
considerados de distribuicdo normal aqueles dados que apresentaram P>0,05. Posteriormente
foi realizada ANOVA e teste de comparacdo de médias para os diferentes componentes. O

nivel minimo de significancia adotado na analise estatistica foi de 5% (p < 0,05).

3.3 Resultados e discussao

Neste estudo podemos inferir que a inclusdo de 30% de CPS em dietas para pos-larvas
de jundias inibe o desenvolvimento dos animais (Figura 1). A inclusdo de 15% de CPS na
dieta proporcionou bons resultados de crescimento. O valor nutricional da soja é limitado pela
presenca de diversos fatores antinutricionais como os inibidores das proteases tripsina e
quimotripsina, hemaglutininas (lectinas), os compostos fendlicos (taninos), que afetam a
digestdo e fisiologia dos animais (STECH et al.,, 2010). Mas a soja, sob a forma de
concentrado proteico apresenta menor quantidade destes fatores, por isso é 0 mais
recomendado para larvicultura de peixes. Estes fatores antinutricionais, mesmo em pequenas
quantidades podem ter contribuido para o reduzido desenvolvimento dos animais que
consumiram a dieta 30CPS. Alguns destes fatores podem formar complexos com proteinas e
enzimas digestivas interferindo na utilizagdo dos nutrientes da dieta, conferindo baixa
digestibilidade, inibindo o crescimento e alterando o paladar da dieta (SILVA; SILVA, 1999;
FRANCIS et al., 2001).

O perfil lipidico da dieta foi analisado e apresentou semelhancas para o percentual de
Acidos Graxos (AG) saturados, relacdo AG saturado/insaturado e relagdo n-6/n-3 para as
dietas 15CPS e 15FJ que apresentaram melhores indices de desenvolvimento. Estudos

demonstraram que os acidos graxos essenciais (AGE), tais como o &cido docosahexandico
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(DHA, C22:6 n-3) e éacido eicosapentaendico (EPA, C20:5 n-3) sdo importantes na nutri¢do

de larvas de peixe (MOUSAVI-SABET et al., 2013).

Tabela 1. Perfil lipidico das dietas utilizadas na alimentagdo das pos-larvas de jundia

Acidos Graxos* Padrao’ 15 CPS 15F)  30CPS 30FJ
C14.0 0,44 0,46 0,54 0,42 0,58
C16:0 27,65 26,32 25,78 25,86 25,41
Ci16:1 3,16 3,29 3,30 3,23 3,35
C18:0 11,92 9,98 9,88 8,75 8,90
C18:1n-9 37,59 37,39 36,88 37,93 38,23
C18:2 n-6 12,34 15,80 16,20 17,32 16,36
C18:3n-3 0,44 0,74 0,8 1,02 0,86
C22:1n-9 0,60 0,51 0,35 0,72 0,73
C20:4 n-6 2,10 2,08 2,30 1,58 1,64
C22:6 n-3 0,44 0,49 0,62 0,48 0,64
Y Saturados 41,39 38,01 37,49 36,27 36,14
YInsaturados 58,61 61,99 62,51 63,73 63,86
Saturado/insaturado 0,71 0,61 0,60 0,57 0,57
YMonoinsaturados 42,43 41,92 41,36 42,60 43,14
YPoliinsaturados 16,18 20,07 21,15 21,13 20,72
2n-3 0,94 1,34 1,51 1,52 1,57
>¥n-6 15,24 18,73 19,64 19,61 19,15
n-6/n-3 16,24 13,93 13,02 12,90 12,18

*QOs acidos graxos C6:0; C11:0, C13:0, C15:1 n-5, C17:1n-7, C18:2 n-6t, C21:0, C23:0 e
C22:2 nao foram detectados nas amostras. Os acidos graxos C4:0, C8:0, C10:0, C12:0, C14:1n-
5, C15:0, C17:0, C18:1 n-9t, C18:3 n-6, C20:1 n-9, C20:2 n-6, C20:3 n-3, C20:0, C20:1,
C20:2, C22:0, C20:3 n-6, C24:0; C24:1 n-9 e C20:5 n-3 foram encontrados em quantidade
inferior a 0,5%. Anélise realizada no laboratério NIDAL/UFSM. Tratamentos: Padréo — figado
mais levedura, adaptada de Coldebella et al. (2011), 15FJ e 30 FJ — substituicdo 15 e 30% do
figado de aves por farinha de peixe (ROSSATO et al., 2014), 15CPS e 30CPS substitui¢do 15 e
30% do figado de aves por concentrado proteico de soja.

A dieta 15FJ) apresentou maiores percentuais do acido araquidénico (20:4 n-6) na

composicdo da dieta. Em larvas de peixes marinhos, estudos tém indicado que os niveis do

acido araquidénico (ARA) podem ser importantes para a tolerancia ao estresse, pigmentacéo,

crescimento e sobrevivéncia (PARK et al.,, 2006). Os peixes de agua doce tem maior

capacidade de converter o acido graxo C18:0 em &cidos graxos altamente insaturados
(HUFAs) (CORRAZE, 2001), o que pode ter contribuido com o maior desenvolvimento das

pos-larvas alimentadas com as dietas que apresentaram maior percentual deste acido graxo.

Alguns peixes de dgua doce possuem enzimas (dessaturases e elongases) responsaveis pela
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biossintese de AA, EPA e DHA (GARCIA et al., 2012) a partir de outros acidos graxos como
0 &cido esteérico (C18:0). Os &cidos graxos sdo essenciais principalmente nesta fase de vida
dos peixes, eles contribuem na formacdo das membranas e hormonios (IZQUIERDO e
KOVEN, 2011), consequentemente aumentando o crescimento e reduzindo a mortalidade
(GARCIA et al., 2012). O perfil lipidico da dieta também pode influenciar a resisténcia a
doencas e parasitas dos peixes (BOSCOLO et al., 2011).

O pH das racOes experimentais se mantiveram em torno de 5, a dieta Padrdo (5,24),
dieta 15 CPS (5,46), dieta 15FJ (5,48), dieta 30CPS (5,51), dieta 30 FJ (5,59). As dietas que
apresentaram pHs mais altos foram aquelas em que o crescimento foi menor. A protease acida
ou pepsina € uma protease aspartica de origem animal, produzida pela mucosa do estbmago
na forma inativa de pepsinogénio. Torna-se ativa por autdlise em pH abaixo de 5,0,
apresentando maior atividade na faixa de pH de 1,0 a 4,0, sendo seu pH 6timo de 1,8. Inativa-
se completamente em pH superior a 6,0. Apresenta baixa especificidade, no entanto prefere
ligagbes peptidicas que envolvam aminoécidos hidrofébicos (KOBLITZ, 2008). Porém,
diversos fatores, como imaturidade do sistema digestdrio, formulacdo e processamento das
dietas (PORTELLA e DABROWSKI, 2008), podem ter contribuido para o reduzido
crescimento (Figura 1) das pos-larvas alimentadas com as dietas com substituicdo total do
figado de aves.

Neste estudo aos 600 Hpf as pos-larvas alimentadas com a dieta 30CPS ndo
apresentavam numero representativo para continuar o experimento, devido a casos de
canibalismo, mortalidade e coletas para analises. Em experimento com larvas de pacu
(Piaractus mesopotamicus), Menossi et al. (2012), encontraram mortalidade massiva das
larvas aos 18 dias de alimentagdo, quando estas foram alimentadas somente com dieta inerte
comercial (57%PB). O mesmo autor cita que a dieta deve ser nutricionalmente balanceada,
atrativa, palatavel, apresentar densidade adequada e estabilidade na dgua.

Na dieta 15CPS (Figura 1) pode-se observar o desenvolvimento adequado dos
animais, semelhante ao encontrado para 0s animais que consumiram a dieta 15FJ. A
tolerdncia quanto a quantidade de concentrado proteico de soja adicionado as racOes esta
intimamente relacionada ao habito alimentar e as exigéncias nutricionais de cada espécie
(NRC, 2011). A partir disso, acreditamos que a substituicdo total do figado nédo é
aconselhavel, assim como a inclusdo de 30% de CPS na dieta de pos-larvas de jundia é

prejudicial ao seu normal desenvolvimento.
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Figural. Curva de crescimento das pos-larvas de jundia

alimentadas com dietas mistas

Letras diferentes representam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey. Tratamentos: Padrdo, adaptada de Coldebella et al. (2011);
15FJ e 30 FJ, substituicdo 15 e 30% do figado por farinha de peixe
(FJ) (ROSSATO et al., 2014), 15CPS e 30CPS substituicdo 15 e
30% do figado por concentrado proteico de soja.

Ao analisar a primeira amostra as 32 Hpf (Tabela 2), encontrou-se atividade reduzida
das principais enzimas (protease acida, tripsina e quimotripsina). A atividade enzimatica em
larvas de jundia foi baixa até as 32 Hpf, seguida de aumento acentuado e nova queda as 96
Hpf, momento da transi¢do alimentar, final da absorcdo do vitelo, para o alimento seco
(SILVEIRA et al., 2013). O vitelo é a fonte de energia para as larvas se desenvolverem, e ao
mesmo tempo substrato para a diferenciacdo e crescimento de novas estruturas (PORTELLA
et al., 2012). Este € o primeiro alimento a ser metabolizado com auxilio das enzimas
existentes, sendo as principais enzimas digestivas produzidas pelo pancreas sdo a tripsina,
amilase e lipase que podem ser detectadas antes mesmo da abertura da boca (RIBEIRO et al.,
1999). Estas enzimas (Tabela 2) foram detectadas antes mesmo da abertura da boca em larvas
de jundia neste trabalho, analisadas a partir das 32 Hpf, quando o embrido apresentou
movimento, presentes em quantidades minimas.

A atividade da tripsina (Tabela 2) manteve-se numa linear crescente até 72 Hpf e a
partir desta comecou a reduzir, sendo este o fator chave na ativacdo das enzimas pancreéticas
(CONCEICAO et al., 2011). Para larvas de dourado (Salminus brasiliensis) a atividade das
proteinases intestinais (tripsina e quimotripsina) foram detectadas 12 h apos ecloséo, antes do
inicio da alimentacdo exdgena (VEGA-ORELLANA et al., 2006).
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Tabela 2. Atividade enzimatica de larvas de jundia, antes do inicio da alimentacdo exdgena

Hpf  Proteina Protease Tripsina Quimotripsina Lipase Amilase Maltase

32 0,054+0,01 156+08 586+08 348498+6274 135+0,4 0,03+£0,04 0,043 +0,00
40 0,062+0,02 152+09 821+51 5633,07+16552 1,03+04 0,23+0,1 0,015+0,02
48 0,040+0,01 2,88+21 10,39+3,9 4470,54+1086,3 1,32+0,2 0,11 +0,07 0,006 + 0,01
60 0,055+0,02 1,956+1,1 11,76 +7,0 3488,64+3950 1,35+0,3 0,04+0,08 0,009+ 0,01
72 0,020+0,01 327+18 1253+3,1 4067,53+6765 3,29+0,7 0,09+0,09 0,046 + 0,06
84 0,017+0,01 3,77+16 10,07+2,6 3818,88+8664 4,32+0,6 0,37+0,19 0,047 0,05
9% 0,022+0,00 587+33 8,78x16 2990,23+2733 287+1,0 0,31+0,23 0,072+ 0,08

Valores expressos como média + erro-padrdo da média. *Proteina corporal total (mg/g), protease acida (ug
tirosina/min/mg prot), tripsina (umolTAME/min/mg prot), quimotripsina (umol BTEE/min/mg prot), lipase (Ul/mg

proteina/min), amilase (Ul/mg proteina/min), maltase (Ul/mg proteina/min). Hpf: horas ap6s fertilizacéo.

A atividade da tripsina e quimotripsina reduziram a partir das 72 Hpf e a atividade da
protease &cida, amilase e maltase aumentaram até o inicio da alimentacéo exdgena (Tabela 2).
A tripsina e quimotripsina nas larvas recém-eclodidas estdo envolvidas na clivagem das
proteinas contidas no vitelo (GISBERT et al., 2008) e sdo as primeiras enzimas a atuarem
mais ativamente sobre 0 mesmo. Posteriormente, com o desenvolvimento das larvas ocorre a
atuacdo mais eficaz das outras enzimas que estavam ainda em formacéo.

Outra enzima importante é a lipase que inicialmente apresentou aumento a partir de 40
Hpf até 84 Hpf. Esta enzima esta ligada a digestdo dos lipidios, neste caso do vitelo, mais
especificamente contidos na vitelogenina que sdo quebrados pelas lipases e contribuem para o
desenvolvimento do embrifio (MOMMSEN e KORSGAARD, 2008). E uma enzima de
origem pancreatica que age no intestino atuando nos lipideos presentes no quimo, liberando
acidos graxos e glicerol, os quais desempenham importantes fungdes energéticas, estruturais e

hormonais no organismo (MOURA et al., 2012).
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Figura 2. Atividade enzimatica de pos-larvas de jundid alimentadas com dietas mistas
Tratamentos: Padrdo, adaptada de Coldebella et al. (2011), 15FJ e 30 FJ, substituicdo 15 e 30% do
figado por farinha de peixe (FJ) (ROSSATO et al., 2014), 15CPS e 30CPS substitui¢do 15 e 30%

do figado por concentrado proteico de soja (CPS). Hpf: Horas ap06s fertilizacéo.

Apobs o inicio da alimentagdo exdgena ocorreu um pico de atividade enzimatica e

posteriormente este se estabilizou. Este pico ocorreu principalmente para protease acida para
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todas as dietas, duas horas apds a primeira alimentacdo. Para as demais enzimas 0 pico
ocorreu mais acentuadamente para a dieta 15CPS (tripsina, quimotripsina e amilase as 168
Hpf e lipase e maltase as 192 Hpf) (Figura 2). Este comportamento pode ter ocorrido como
forma de adaptacéo das pos-larvas a dieta para que houvesse uma melhora da digestibilidade e
absorcéo dos nutrientes. Segundo Silveira et al. (2013), a atividade da pepsina foi baixa até 32
Hpf, aumentando e depois diminuindo na transi¢do para a alimentacdo exdgena.

A partir das 108 Hpf todas as larvas receberam alimento. Nas pos-larvas que
receberam a dieta 30CPS, observou-se reducdo da atividade da tripsina a partir do periodo de
120 as 312 Hpf. Mesmo comportamento observado para a amilase que as 144 Hpf teve queda
expressiva com recuperacao as 216 Hpf. A reduzida atividade enzimética no periodo inicial
de desenvolvimento pode ter contribuido para o baixo crescimento apresentado pelos animais
gue consumiram esta dieta. Posteriormente todas as enzimas se estabilizaram, o que pode
indicar uma adaptacdo das pds-larvas ao alimento fornecido.

Para a maioria das espécies de peixes, a capacidade digestiva torna-se mais eficiente
apos a eclosdo, quando existe abundancia de glandulas gastricas, enzimas do tipo pepsina e
acido hidrocloridrico, que realizam a primeira hidrolise de proteinas, facilitando assim a acao
subsequente das enzimas alcalinas, tais como tripsina e quimotripsina (GOVONI et al., 1986;
PORTELLA etal., 2014).

O declinio na atividade especifica de ambas as enzimas ao longo do desenvolvimento
larval do jundia pode ser explicado principalmente pelo aumento normal das proteinas
teciduais durante o crescimento das larvas (ZAMBONINO INFANTE et al., 2008). Estas
refletindo mudancas anatdmicas e fisioldgicas nas pos-larvas de peixes, mas ndo
correspondendo a reducdo na quantidade de enzimas digestivas (ZAMBONINO INFANTE et
al., 2008). Bem como a transformacédo progressiva da digestdo alcalina larval, caracterizado
principalmente por proteases pancreaticas, como tripsina e quimotripsina, a um modo de
digestdo &cida juvenil (BABAEI et al., 2011).

A atividade da protease acida teve aumento gradativo das 32 Hpf até 166 Hpf,
posteriormente teve uma reducgdo e se manteve oscilando até o final do periodo experimental.
Para larvas de dourado (Salminus brasiliensis) a atividade de protease &cida foi detectada no
terceiro dia apds eclosdo e posteriormente aumentada até ao sétimo dia o que indica
funcionalidade do estdmago (VEGA-ORELLANA et al., 2006).

As pos-larvas de jundid que consumiram a dieta 30CPS apresentaram
desenvolvimento reduzido em relagdo aos animais que consumiram as outras dietas. Neste

contexto, o desenvolvimento histologico do sistema digestorio foi analisado, tendo em vista
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que a maior funcdo do sistema digestdrio é manter o suprimento de nutrientes provenientes da
dieta para os tecidos do corpo. A eficiéncia deste processo é o fator chave para que ocorra o
rapido crescimento tecidual das larvas, principalmente durante os periodos criticos quando a
larva comeca a consumir alimentos exogenos (RONNESTAD e MORAIS, 2008).

Figura 3. Cortes histoldgicos de pos-larvas de jundia alimentados com dietas mistas
Exemplares de pés-larvas de jundia alimentadas com dietas 30CPS (A, C) e 15FJ (B, D)
nos tempos (240, 528 Hpf) em cortes seriados longitudinais. E, F e G cortes histologicos
representativos do esdfago, estbmago e intestino. (br) branquias; (e) estdmago; (es)
esdfago; (f) figado; (i) intestino; (m) muasculo; (p) pancreas; (r) rim. Escala: 1 mm.
Coloracao: Vanderbilt modificado.



87

A anélise histopatoldgica das pos-larvas (Figura 3), independentemente das diferentes
dietas ndo revelou alteragdes morfologicas nos tecidos e nos 6rgdos internos. Nenhum
processo inflamatorio foi observado nos individuos das duas dietas. As vilosidades intestinais
apresentavam-se normais. De acordo com Lazo et al. (2011), as principais alteracdes
histolégicas na mucosa intestinal incluem diminuicdo na altura do enterdcito e no numero e
tamanho das pregas epiteliais.

O desenvolvimento do sistema digestorio ocorreu da mesma forma nos animais da
dieta 15F) e 30CPS. Apenas observou-se desenvolvimento mais lento, animais menores,
supostamente devido a menor digestibilidade do CPS (67,19%) em relacdo ao FJ (96,14%)
(ROTILI, 2014). Segundo Drew et al. (2007) a qualidade proteica do ingrediente depende
fundamentalmente da sua digestibilidade. Na dieta 15FJ, a adicdo da farinha de peixe,
contribuiu para melhorar a palatabilidade das racdes, segundo Liu et al. (2012), as farinhas de
origem animal melhoram sensivelmente a palatabilidade. Entretanto, nas dietas com total
substituicdo do figado por CPS, os peixes ndo se desenvolveram tanto quanto aqueles
alimentados com a dieta com substituicdo parcial (15CPS). Assim, isso pode indicar que
mesmo com uma quantidade reduzida de compostos antinutricionais (FONTINELLI e
RADUNZ NETO, 2007; SA et al., 2013) no CPS essas substancias podem estar interferindo

no desenvolvimento geral das pds-larvas.

3.4 Concluséao

A atividade enzimatica ja esta presente nas larvas ao iniciar a alimentacdo e néo
apresentou alteracfes para as diferentes dietas ofertadas, apenas houve redugéo do

desenvolvimento do trato digestério das pds-larvas que consumiram a dieta 30CPS.
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CAPITULO IV

DESENVOLVIMENTO MUSCULAR DE POS-LARVAS DE JUNDIA (Rhamdia
quelen) ALIMENTADAS COM DIETAS COMPOSTAS DE FARINHA DE PEIXE!

Resumo: O desenvolvimento muscular ocorre a partir da ativacdo das células satélites e o
crescimento a partir do recrutamento de novas fibras musculares por hiperplasia ou hipertrofia
das fibras. O crescimento é dependente da qualidade do alimento consumido, por isso, a
farinha de peixe é muito utilizada nesta fase, devido sua qualidade nutricional. Portanto, este
trabalho tem como objetivo testar a inclusdo da farinha de peixe em dietas iniciais para
larvicultura de jundia observando a influéncia deste ingrediente no crescimento e
desenvolvimento muscular dos animais pos-larvas. Foram utilizadas seis dietas: padrdo, 5%
de farinha de peixe (FJ); 10FJ; 15FJ; 20FJ e 25FJ. A FJ foi incluida em substituicdo ao figado
de aves (30% MS). As pos-larvas alimentadas com a dieta 15 FJ apresentaram melhor
desenvolvimento geral (peso; GPD e TCE), consequentemente maior area muscular e maior
namero de fibras musculares. A sobrevivéncia foi em média 90% para as pés-larvas
alimentadas com as dietas adicionadas de farinha de peixe e mais baixa para o tratamento
padrdo (70%). A partir destes resultados, conclui-se que a inclusdo da farinha de peixe (15FJ)
melhorou o balanceamento da dieta, o crescimento e o desenvolvimento muscular das pds-
larvas de jundia.

Palavras-chave: Crescimento. Dieta granulada. Hiperplasia. Hipertrofia.

! Aprovado no comité de ética no uso dos animais - UFSM, parecer n°062/2013.
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4.1 Introducgéo

O desenvolvimento muscular dos peixes apresenta caracteristicas alométricas
principalmente no periodo larval, onde cada tecido possui velocidade diferente de
crescimento. A medida que a larva se transforma em juvenil, o crescimento das diferentes
partes do corpo (cabeca, cauda e tronco) se torna mais isométrico (PORTELLA et al., 2012).
Assim, na fase p6s-embrionaria com a ativacao das células satélites, a musculatura estriada
esquelética inicia seu desenvolvimento. Para manter o rapido crescimento somatico, ocorre 0
recrutamento e manutencgdo de novas fibras musculares brancas (ALAMI-DURANTE et al.,
2006). Para que isto ocorra, 0 crescimento € mantido através da atuacdo de trés bases:
metabolismo, temperatura e alimento.

A adocdo de préaticas de manipulacdo do crescimento em peixes esta condicionada a
compreensdo dos processos que regulam a sintese de proteina e crescimento do musculo
(PERAGON et al., 1994). Pois 0 crescimento é considerado processo altamente dinamico e
complexo, gue ocorre a partir do aumento da massa muscular, por hiperplasia ou hipertrofia
das fibras musculares (CARANI et al., 2008). Onde a formacdo d6ssea € um dos eventos
importantes no desenvolvimento larval, especialmente por causa do papel de 0ssos na
protecdo dos 6rgéos internos e estrutura do corpo (ESTEVAO et al., 2011).

A larvicultura de espécies nativas com potencial produtivo tem estado em evidéncia
nos Ultimos anos. Mas para que ocorra 0 aumento na produtividade e sobrevivéncia das pos-
larvas deve-se usar racdes adequadas, completas e altamente digestiveis. Assim, quando a
nutricdo das pés-larvas é adequada sd@o obtidos animais sadios e de qualidade. Pois, a
producdo de juvenis de qualidade é um dos fatores chave para o crescimento sustentavel da
aquicultura (CONCEICAO et al., 2009).

A inclusédo de fontes proteicas de qualidade conhecida é crescente na alimentacdo
destes animais. Neste contexto, a farinha de peixe (ROSSATO et al., 2014) pode contribuir
com melhorias no desenvolvimento das pos-larvas. A farinha de peixe é conhecida por conter
perfil completo de aminoacidos, 0 que é necessario para atender a exigéncia de proteina da
maioria das espécies de peixes (ABOWEI e EKUBO, 2011). E esta pode ser utilizada para
complementar o padrdo de aminoacidos e melhorar a qualidade global da proteina da dieta
(FAO, 2014).

A farinha de peixe foi testada com resultados satisfatorios para juvenis de jundia
(ROSSATO et al., 2014), considerada de alta qualidade e alternativa a escassez e custo



96

elevado da farinha de peixe comercial (BOSCOLO et al., 2008). Por isso, ela é utilizada como
ingrediente estratégico para fases criticas do ciclo de vida animal, fases iniciais de
desenvolvimento. Apresenta bom perfil de aminoacidos, principalmente de lisina (6,4%)
(ROSSATO, 2012) que é utilizada basicamente para a deposicdo de tecido muscular.
Lembrando que a farinha de peixe, por apresentar elevado valor biologico e equilibrio em
aminoacidos essenciais, é considerada alimento padrdo para alimentacdo inicial (TACON,
1996; ENKE et al., 2009). A dieta considerada padrdo para a larvicultura do jundia é a
composta de figado de aves mais levedura de cana (PIAIA e RADUNZ NETO, 1997b)
adaptada por Coldebella et al. (2011).

Sendo assim, neste trabalho testou-se a inclusdo da farinha de peixe em dietas iniciais
para larvicultura de jundia observando a influéncia deste ingrediente no crescimento e

desenvolvimento muscular dos animais.

4.2 Material e métodos

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Piscicultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria. Os animais foram alimentados com dietas
granuladas por 28 dias. Alojados em sistema de recirculacdo composto de 30 unidades
experimentais com volume util de cinco litros, onde foram testados seis tratamentos (dietas)
cada um com cinco repeticdes. Cada unidade era composta de dois recipientes plasticos
dotados de tela lateral para impedir a saida das pos-larvas. Com abastecimento e escoamento
individuais, conectados em sistema de recirculagdo de dgua termorregulado e filtro bioldgico.
A vazdo utilizada em cada recipiente foi de 0,20 L/min na primeira semana experimental
(TRONCO et al., 2007), sendo aumentada gradativamente durante o periodo experimental.
Foram utilizadas 240 pos-larvas de jundia (Rhamdia quelen) por unidade experimental
totalizando 48 pds-larvas por litro.

A temperatura (21,4 + 0,94°C) e oxigénio (7,6 + 0,53 mg L™) da 4gua foram verificados
com o auxilio de oximetro digital (marca YSI 550), o pH (7,3 £ 0,34) com pHmetro (modelo
MPA — 210 P) diariamente. A amdnia total (0,15 + 0,12 mg L), alcalinidade (52,8 + 10,7 mg
L™ CaCOs), nitrito (0,03 + 0,02 mg L) e dureza (56 + 34,31 mg L™ CaCOs3) analisados

semanalmente através do uso de kits colorimétricos.
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As dietas granuladas testadas foram: Padréo (sem FJ); 5FJ; 10FJ; 15FJ; 20 FJ e 25 FJ. A
dieta padrdo (Tabela 1) foi adaptada de Coldebella et al. (2011). Nas demais, o figado de aves
in natura foi substituido por farinha de peixe (jundid) (FJ) (ROSSATO et al., 2014) em
percentuais crescentes.

As dietas (Tabela 1) foram elaboradas onde primeiramente foram misturados os
ingredientes secos com granulometria inferior a 75 um (TROMBETTA et al., 2006). Depois
de bem homogeneizado foi adicionado o figado (massa Umida) e/ou agua (quando necessario)
até a mistura apresentar umidade suficiente para a peletizacgdo em moedor de carne.
Posteriormente foi seca a 40°C por 24 horas em estufa com renovacdo de ar forcado. Apos
secas, as racOes foram moidas e peneiradas, separando-se em por¢bes compostas por
particulas de 100-200 pm, 200-400 um, 400-600 pum, 600-800 pum obtendo assim a
granulometria adequada para a abertura da boca das pos-larvas. As dietas foram mantidas em
refrigerador a 4°C e retiradas somente no momento da alimentacéo.

Os animais foram alimentados a cada 2 horas (h), entre oito e 20 h, a racdo foi ofertada
em quantidades que excediam a capacidade de ingestdo dos peixes (RADUNZ NETO, 2004).
Antes de alimentar pela manha e ap6s a ultima oferta de alimento, os recipientes que
continham a racao foram pesados para calcular a oferta de racéo.

Diariamente, foi realizada a limpeza individual das unidades experimentais, para a
retirada de pds-larvas mortas, fezes e sobra de racdo. Meia hora ap6s a segunda alimentacdo
da manhd (10:30 h), foi realizada a sifonagem das unidades experimentais. Antes da
alimentacdo das 18 horas (16:30 h) foi realizada a transferéncia das larvas com agua, através
da inclinacdo da bacia interna permitindo que as larvas sobrenadantes fossem transferidas
para o outro reservatério limpo. Entdo, realizada nova sifonagem para retirada de eventuais
sobras de racdo e fezes dos animais suspensas no ambiente.

A cada sete dias, realizou-se biometria para acompanhamento do crescimento dos
animais. Amostras de 10 pos-larvas por unidade experimental foram pesadas em balanca
digital (0,001 g) sem retorno. As medidas de comprimento total foram realizadas com o
auxilio de quadro de papel milimetrado e/ou paquimetro digital.

Os animais foram sedados com benzocaina (50 mg/L) (AVMA, 2007) pesados e
medidos para a obtencdo dos seguintes dados: peso do peixe inteiro (g); Comprimento total:
medidas da extremidade da cabeca até o final da nadadeira caudal (mm); Sobrevivéncia (todas
as pos-larvas da unidade eram contadas); Fator de condicdo: FC = (Peso X
100)/(Comprimento total®); Taxa de crescimento especifico (%/dia): TCE = (In (peso final) —
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In (peso inicial))/dias)*100; Ganho em peso diario (g): GPD = (peso final — peso inicial)/dias;

Produto peso versus sobrevivéncia.

Tabela 1. Dietas ofertadas as pos-larvas de jundia em 28 dias de alimentacéo

INGREDIENTES (%) Padrao* 5FJ 10F)  15F) 20F) 25F)
Levedura 37 37 37 37 37 37

Farinha de peixe 0 5 10 15 20 25

Figado de aves' 30 25 20 15 10 5

Gema de ovo cozido 20 20 20 20 20 20

FAD 8 8 8 8 8 8

Lecitina de soja’ 2 2 2 2 2 2

Vitaminas® 2 2 2 2 2 2

Fosfato bicéalcico 1 1 1 1 1 1

Composicdo centesimal
Massa Seca’ 92,08 91,43 93,00 93,11 94,95 95,13
Proteina Bruta* 43,64 44,68 44,01 44,34 44,11 42,15
Energia Bruta® 3993 3982 3972 3962 3951 3941
EE (gordura)’ 19,89 20,37 20,15 19,75 19,42 19,13
Matéria Mineral* 6,19 4,10 515 6,01 6,95 6,57
FDN* 9,71 8,35 8,00 7,70 743 7,78
Composicédo aminoacidica®

Aspargina 4,13 3,96 3,79 3,63 3,46 3,29
Glutamina 5,02 4,90 4,78 466 454 442
Serina 2,24 2,22 2,21 2,19 217 2,16
Glicina 1,82 1,79 1,76 1,73 169 1,66
Histidina 0,92 1,17 1,41 1,66 1,90 2,15
Taurina 0,05 0,09 0,13 0,17 021 0,25
Arginina 2,70 2,55 2,40 2,24 2,09 1,94
Treonina 2,03 2,01 1,98 196 194 191
Alanina 2,52 2,53 2,54 256 257 2,58
Prolina 1,70 1,78 1,85 193 2,00 2,08
Tirosina 1,43 1,42 1,42 1,41 1,40 1,40
Valina 2,54 2,48 2,42 2,36 2,30 2,24
Metionina 0,83 0,83 0,82 0,82 081 0,81
Cistina 0,55 0,52 0,50 0,47 045 0,42
Isoleucina 1,99 1,96 1,93 189 186 1,83
Leucina 3,33 3,25 3,17 3,08 3,00 291
Fenilalanina 1,91 1,88 1,86 183 180 1,78
Lisina 2,99 2,98 2,98 298 298 297

*Dieta formulada adaptada de Coldebella et al. (2011).’Figado de aves in natura com 25,9% de
massa seca. Lecitina de soja, segundo Uliana et al. (2001). * Trombetta et al. (2006). *Analisada-
Laboratério de Piscicultura — DZ/UFSM. °Calculada. °Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP (Laboratério de Fontes Protéicas). Tratamentos: Padrdo — figado mais levedura, 5; 10;
15; 20 e 25 % FJ (farinha de peixe — ROSSATO et al., 2014) em substituicdo ao figado de aves.
FDN: fibra em detergente neutro. FAD: farelo de arroz desengordurado. Perfil de aminoacidos das
dietas, analisados via HPLC.
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A analise do desenvolvimento muscular foi realizada a partir de amostras de cinco pos-
larvas em cada periodo, coletadas ao iniciar a alimentacdo (102 Hpf) e a cada sete dias até o
28° dia de alimentacdo. Os tratamentos analisados foram aqueles que apresentaram o melhor
(15FJ) e pior peso (Padrdo). As amostras foram fixadas em solugdo Bouin por 12 horas e
posteriormente conservadas em alcool 70%.

Os cortes seriados foram realizados a partir do primeiro raio da nadadeira dorsal.
Laminas histologicas desta regido anatdbmica foram confeccionadas e avaliadas em
fotomicroscopio de luz (Zeiss, modelo Primo Star). Com as imagens obtidas foi medida a
espessura da musculatura paravertebral de cada individuo. Como forma de normalizacdo dos
dados das medidas de cada imagem foram medidas as espessuras da coluna vertebral cujo
valor foi usado como denominador da razdo espessura da musculatura/espessura da vértebra.
Tal procedimento reduz o erro intrinseco da metodologia utilizada. Haja vista que diferentes
peixes de diferentes amostras foram cortados em diferentes porcdes da regido anatdbmica
escolhida.

A metodologia usada para obtencdo do diametro e numero de fibras foi adaptada de
Carani et al. (2008). Onde com o auxilio do fotomicroscopio de luz (Zeiss, modelo Primo
Star) foram demarcadas cinco areas amostrais em cada lamina histoldgica e realizada a
contagem e medida das fibras.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Inicialmente,
todos os dados obtidos foram submetidos a teste de normalidade de Shapiro-Wilk, sendo
considerados de distribuicdo normal aqueles dados que apresentaram P>0,05. Posteriormente
foi realizada a analise de regressdo e teste de Tukey para os diferentes niveis em teste. O nivel

minimo de significancia adotado na analise estatistica foi de 5% (p < 0,05).

4.3 Resultados e discussao

A utilizacdo de 15% de farinha de peixe (FJ) (ROSSATO et al., 2014) na dieta de pds-
larvas de jundia contribuiu para obtencdo de animais sadios e com Otimo crescimento.
Inicialmente as larvas mediam 5,50 £ 0,29 mm e pesavam 1,81 + 0,009 mg em media,
chegando ao final de 28 dias de alimentacdo com médias de 684,60 mg de peso para as pos-
larvas que consumiram a dieta 15FJ (Tabela 2).
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Tabela 2. Pardmetros zootécnicos de pds-larvas de jundia alimentadas com dietas compostas de

farinha de peixe

Variaveis Padrao* 5FJ 10FJ 15F] 20F] 25F] P
7dias
Peso  10,0°+064 7,83°+06 88°+064 965°+113 10,18*°+076 8,77*+1,13 *
CT 91°+023 834°+0,18 84™+020 865 +0,32 89%+024  837°+0,29 **
FC 1,3+0,12 13+014 147+010  1,49+0,19 1,44 +0,10 151+0,33 NS
TCE 244°+09 208°+11 225®+10 2375°+16 2457°+10 2237*+18 *
GPD 1,2°+0,09 085°+01 10°+0,09 1,11°+0,16  1,19°+0,10 0,99 +0,16 *
14 dias
Peso 195°+80 21,3°+785 29,09°+201 3619°+4,76 31,98°+908 28,78"+448 *
CT 11,8°+18 12,28°+138 1355+0,36 14,43*+0,97 1439°+153 1371*+061 =
FC 1,1+01  1,10+0,03 1,17+0,11 1,20+0,13 1,05+0,058 1,10+0,034 NS
TCE 164°+31 17,19°+256 19,8°+049 21,30°+0,92 20,21*+220 1965®+1,09 *
GPD 1,2°+0,6 1,39°+056 1,94*+0,14 245°+0,34 215°+065 192*+032 *
21 dias
Peso  91,0°+242 1232°+187 1715 +30,6 2035°+287 250,2°+345 2195®+411 **
CT 19,1417 21,26%+127 2391°+155 2528"°+127 27,41°+116 2571®+130 **
FC 1,3+0,03 127+006 126+0,18  1,25+0,05 1,21+ 0,05 1,28+0,08 NS
TCE 185°+13 20,02°+0,74 2158°+086 2242"+0,68 2341°+0,66 22,75°+09 **
GPD 42°+11 5789+089 808°+145 96*+137 1183°+164 1036®+1,95 **
28 dias
Peso  259,9°+74,1 3389°+188 5280°+81,4 684,6°+472 64958°+550 589,8%°+831 **
CT 2749°+28 30,8°+113 3644°+199 3887°+2,00 39,08+141 37,62°+141 **
FC 1,29+0,16 1,16+0,09 1,08+0,01  1,17+0,13 1,08 + 0,06 1,10+0,03 NS
TCE 176°+11 186°+0,19 20,21°+058 21,17°+0,24 20,98°+0,30 20,62°+0,48 **
GPD 92°+26  12,0°+0,67 1879°+290 24,38°+1,68 2313°+196 20,99°+2,96 **
PxS  1834°+556 273,8°+36,6 4957°+599 629,9°+53,8 5781 +532 5324®*+710 **
SOB 70,6°+51 80,8 +119 93,88°+6,23 92,02 +3,80 89,01°+197 90,27 +2,60 **

Valores expressos como média + erro-padrdo da média. Médias com letras diferentes, na linha, diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (P<0,01). **P<0,0001; *P<0,001; NS (P>0,05). Tratamentos: Padrdo (adaptada de COLDEBELLA et al.,
2011); 5; 10; 15; 20 e 25 FJ (farinha de peixe - ROSSATO et al., 2014) em substitui¢cdo ao figado de aves. Varidveis: Peso:
peso; CT: comprimento total; FC: fator de condicdo; TCE: taxa de crescimento especifico; GPD: ganho de peso diario; PxS:
produto peso versus sobrevivéncia; SOB: sobrevivéncia.

Aos 21 dias as pos-larvas que receberam as dietas 20FJ (250,22 mg), 15FJ (203,54

mg) e 25FJ (219,5 mg) apresentaram maior peso em relacdo aos animais que receberam as

demais dietas (Tabela 2). As pos-larvas que consumiram a dieta Padrdo apresentaram o menor

peso em todos os periodos a partir dos 7 dias, chegando ao final do periodo com 259,88 mg.

Aos 14 dias as pds-larvas alimentadas com a dieta padréo apresentaram maior peso (19,5 mg)
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que o encontrado por Coldebella et al. (2011) utilizando dieta semelhante (11,76 mg). A
utilizacdo da farinha de peixe foi testada por Castarieda et al. (2011) encontrando peso de 2,98
mg para pés-larvas de jundid quando incluiram 52% de farinha de pescado na dieta em 10
dias de alimentacdo. Em estudo com Diplodus sargus estudando nutricdo aminoacidica,
Saavedra et al. (2009) utilizaram na dieta padrdo 15,9% de farinha de peixe e encontraram aos
25 dias apds eclosdo 0,97 mg de peso. A combinacdo de ovo de peixe mais levedura de pdo
foi testada por Hernandez et al. (2009), onde encontraram aos 21 dias de alimentacéo, larvas
de jundia com peso superior a 300 mg.

O comprimento total ao final do experimento foi maior para as pos-larvas alimentadas
com as dietas 10FJ; 15FJ; 20FJ e 25FJ. O fator de condigdo ndo apresentou diferenca para
nenhuma dieta testada (Tabela 2). Aos 14 dias as pds-larvas do tratamento 15FJ apresentaram
14,43 mm de comprimento total. Aos sete dias de alimentacdo os animais que receberam a
dieta padrdo apresentaram comprimento total de 9,10 mm. Sendo este superior ao encontrado
por Salhi e Bessonart (2013) alimentando a mesma espécie com dietas baseadas em farinha de
peixe como principal fonte proteica, comprimento total de 8,3 mm em 12 dias de alimentacao.
E superior ao encontrado por Castafieda et al. (2011), 7,33 mm em 10 dias, alimentando com
dieta composta de 52% de farinha de pescado. Aos 21 dias as pos-larvas alimentadas com a
dieta padrdo apresentaram comprimento total (19,07 mm) semelhante ao encontrado por
Fontinelli e Radiinz Neto (2007) (18,9 mm) com dieta semelhante, mas inferior ao
comprimento das pdés-larvas alimentadas com a dieta 20FJ (27,41 mm) aos 21 dias de
alimentacao.

O ganho em peso diario foi maior para as pés-larvas alimentadas com a dieta 15FJ
(24,38 mg/dia), ndo diferindo das pos-larvas alimentadas com as dietas 20FJ e 25FJ (23,13 e
20,99 mg/dia, respectivamente). A reducdo do ganho em peso com o aumento da incluséo da
farinha de peixe pode ter sido influenciada pela maior complexidade das proteinas da farinha
de peixe que sdo de dificil digestdo durante os estadios iniciais de larvas (CONCEICAO et al.,
2007). A utilizagéo de farinha de residuo de filetagem de tilapia foi utilizada por Boscolo et
al. (2012) para lambaris (Astyanax bimaculatus) com 0,087 g em 32 dias de alimentagéo
apresentaram 1,8 g de peso, resultados estes inferiores ao encontrado neste estudo.

A taxa de crescimento especifico aos 28 dias (Tabela 2) foi menor para as pds-larvas
alimentadas com as dietas padrdo e 5FJ (17,59 e 18,66 %/dia). A maior taxa foi apresentada
pelas pos-larvas que consumiram a dieta 15FJ (21,17 %/dia) seguida das dietas 20FJ e 25F]
(20,98 e 20,62 %l/dia, respectivamente). Em estudo com alimentacdo de reprodutores e seus

efeitos sobre a prole, Coldebella et al. (2011) encontraram taxas de crescimento especifico
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(13,45 %l/dia) das pos-larvas aos 14 dias menores, utilizando dieta padrdo semelhante a
utilizada no presente estudo, onde foi encontrado 16,41 %/dia no mesmo periodo. Analisando
0 mesmo parametro, Saavedra et al. (2009), em estudo com Diplodus sargus encontraram aos
25 dias ap6s eclosdo, 14,52 %/dia de taxa de crescimento especifico, resultados estes
inferiores aos encontrados no presente estudo. Em estudo utilizando fontes ndo-convencionais
de proteina para o jundia, Hernandez et al. (2009) encontraram taxas de crescimento
especifico acima de 20 %/dia aos 21 dias de alimentacéo.

A sobrevivéncia foi maior para as pos-larvas que receberam a dieta 10FJ com 93,88%
aos 28 dias de alimentacdo (Tabela 2) ndo diferindo das dietas 15FJ; 20FJ e 25FJ. Por isso,
podemos considerar a larvicultura intensiva uma alternativa para melhorar as taxas de
sobrevivéncia iniciais (PORTELLA et al., 2014) de larvas e pds-larvas de peixes. A inclusdo
de 52% de farinha de pescado resultou em 24,8% de sobrevivéncia das pos-larvas de jundia
(CASTANEDA et al., 2011). Para o Diplodus sargus, a utilizacdo de 15,9% de farinha de
peixe, resultou em 6,2% de sobrevivéncia aos 25 dias apds eclosdo (SAAVEDRA et al.,
2009). Segundo Cardoso et al. (2004), as principais perdas no periodo larval do jundia,
ocorrem pela falta de alimentacdo adequada durante a troca da alimentacdo enddgena
(reservas vitelinas) para a alimentacdo exdgena (alimento natural ou artificial). Sendo assim,
podemos afirmar que as dietas granuladas balanceadas utilizadas neste estudo sdo eficientes
para o desenvolvimento inicial das pos-larvas desta espécie.

Neste trabalho a inclusdo de até 20% de farinha de peixe foi adequada, percentuais
maiores de inclusdo reduziram o crescimento dos animais (Tabela 3). Estes resultados
corroboram com estudos sobre dindmica de absor¢do de aminoacidos livres, peptideos e
proteinas hidrolisadas ou intactas pelas larvas de peixes realizados por Regnnestad et al.
(2000); Rojas-garcia e Rgnnestad (2003); Tonheim et al. (2005), demonstrando que estas tém
dificuldade em digerir dietas contendo proteinas complexas, como € o caso das dietas
contendo grandes quantidades de farinha de peixe (CONCEICAO et al., 2009). As dietas com
mais que 15% de FJ apresentaram maiores percentuais dos aminoacidos prolina, histidina e
taurina (Tabela 1), o que pode ter contribuido para melhorar o crescimento, tendo em vista
gue a taurina pode ser considerada promotor de crescimento, pois ela ndo forma proteina, mas
participa de diversos processos que atuam melhorando o metabolismo e aumentando a
eficiéncia do crescimento e deposi¢do muscular (DIVAKARAN, 2006).

A oferta de alimento foi medida diariamente para cada tratamento. As pds-larvas que
consumiram as dietas 15FJ e 25F] foram as que receberam maiores quantidades de alimento.
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Figura 1. Exemplares de pos-larvas de jundia alimentadas com dietas

compostas de farinha de peixe.

Padréo (A, C e E) e 15FJ (B, D e F) tempos (7, 14 e 28 dias) em cortes seriados
transversais. (m) musculo, (i) intestino, (v) vértebra, (gp) gordura perivisceral,
(f) figado. Escala 1 mm.

Os animais da dieta 15FJ receberam 2,5; 3,05; 4,75 e 5,03 gramas por dia, 25FJ (3,73; 3,29;
4,83 e 3,66), 10FJ (2,37; 3,08; 4,54 e 4,62), 20FJ (2,23; 3,42; 4,03 e 5,20), Padréo (3,64; 3,34;
4,23 e 3,87) nos 0-7, 8-14, 15-21 e 22-28 dias de alimentacdo. O 5FJ foi 0 que consumiu
menos (1,75; 2,87; 3,739 e 3,95¢g) nos 0-7, 8-14, 15-21 e 22-28 dias, respectivamente. Os
animais receberam alimento & vontade conforme seu comportamento frente ao alimento

fornecido. A quantificacdo do consumo de alimento é essencial em qualquer estudo de
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nutricdo, sem a qual ndo se pode compreender a eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes
(CONCEICAO et al., 2007).

O desenvolvimento do sistema muscular foi analisado através dos cortes histologicos,
onde observamos que as pos-larvas alimentadas com a dieta 15FJ) apresentaram maior
tamanho, em consequéncia disso, maior quantidade de fibras musculares. A compreensao dos
padrdes de desenvolvimento e crescimento normal das larvas podem ser consideradas
ferramentas Uteis para monitorar e aperfeicoar a producdo em larvicultura (KHEMIS et al.,
2013).

Ao iniciar a alimentacdo as pos-larvas apresentaram fibras de didmetros semelhantes
(20,12 um) (Tabela 3), aos 14 dias ocorreu aumento significativo (63 e 84 um) ¢ aos 21 dias
estabilizagdo (60 e 83 um), respectivamente para os animais alimentados com a dieta padréo e
15FJ. Aos 28 dias para 0s animais alimentados com a dicta padrdo aumentaram (89 um) e
para o tratamento 15F] reduziram (80 pm) o didmetro das fibras musculares. Estes resultados
corroboram com o estudo com exemplares de pirarucu (Arapaima gigas) realizado por Carani
et al. (2008) onde encontraram para alevinos maioria das fibras com diametro inferior a 30
pum, destacando a possibilidade de haver maior aumento da massa muscular e indicando
possibilidade de hiperplasia das fibras (LEITAO et al., 2011).

Na analise com juvenis, estes apresentaram a maior parte das fibras com didmetro
acima de 30 pum, estando relacionado possivelmente a fusdo dos mioblastos a fibras pré-
existentes e a intensa atividade de sintese proteica (CARANI et al., 2008). Segundo Leitdo et
al. (2011), alta frequéncia de fibras maiores que 40 um, indicam hipertrofia. Os resultados
encontrados no presente estudo estdo de acordo com Johnston (1999) quando afirmam que as
fibras musculares, vermelha e branca maduras raramente ultrapassam os 50 e 200 um de
didmetro, respectivamente. Na faixa de variacdo do comprimento total de 2 até 50 cm, o
diametro das fibras musculares aumenta de menos que 40 pum para cerca de 120 um
(WEATHERLEY e GILL., 1981). Nesta fase a hiperplasia originada da mitose das células
satélite musculares é a maior responsavel pelo crescimento do tecido muscular. Para a tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus), Furuya et al. (2005) encontraram didmetros de 36,65 um
para as fibras brancas, 24,85 um para as fibras intermedidrias e 58,73 um para as fibras
vermelhas em animais com peso inicial de 4,4 gramas. Em estudo com salmdo do atlantico
(Salmo salar) por Johnston et al. (2003b), encontraram didmetro de fibras de 150 um em 40
dias.

A mensuracdo do diametro das fibras constitui-se em um atributo importante na

avaliacdo ndo somente do crescimento muscular, como também na verificacdo do tipo de fibra
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mais susceptivel aos fatores nutricionais (FURUYA et al., 2005). O recrutamento de fibras

musculares termina quando ndo h& mais fibras menores (4 a 10 pum) de didametro
(JOHNSTON et al., 2004).

Tabela 3. Desenvolvimento muscular de pos-larvas de jundié
alimentadas com dietas compostas de farinha de peixe

Dias/dietas Padréo 15F) P
Diametro da fibra (um)
0 20,12 £ 4,77 - -
7 38,37 + 8,55 37,30 £ 4,41 0,79
14 63,68" + 4,00 84,36% + 10,84 <0,0001
21 60,99° + 16,89 83,54° + 20,03 <0,0001
28 89,67% + 18,32 80,45" + 15,24 0,026
Numero de fibras/mm?2
0 0,057 £ 0,014 - -
7 0,015 + 0,004 0,0122 £ 0,002 0,13
14 0,0039° + 0,005 0,003 + 0,004 0,0025
21 0,007 + 0,003 0,003" + 0,0004 0,0008
28 0,003 + 0,0003 0,0029 £ 0,0006 0,44
Numero total de fibras
12228 + 4342 - -
12426" + 2575 15696% + 3357 <0,0001
14 44750 + 11113 35977° + 5210 0,034
21 248877 + 115106 282476 + 42641 0,398
28 564534° + 104027  1582627° + 270792  <0,0001

Valores expressos como média + erro-padrdo da média. Médias com letras
diferentes, na linha, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,01).
Tratamentos: 15FJ - substituicdo de 50% do figado de aves por farinha de peixe
(ROSSATO et al., 2014) e Padréo - adaptada de COLDEBELLA et al. (2011).

O numero de fibras/mm? (Tabela 3) foi maior nos dias iniciais de alimentacédo (0,057),

reduzindo conforme seu crescimento, onde 0s animais que receberam a dieta padréo

apresentaram aos 21 dias numero semelhante de fibras (0,007) ao encontrado por Johnston et

al. (2003b), que encontraram para o salmdo do atlantico (0,00644) quando submetidos a

quantidades normais de luminosidade por 40 dias. Em estudo com varias espécies, Johnston et
al. (2003a) encontrou densidades de fibras de 0,025 e 0,020 para diametros de fibras até 100
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pum para Eleginops maclovinus e Patagonotothen tessellata, com tamanhos de 4,4 e 3,3 cm,
respectivamente.

O numero total de fibras (Tabela 3) foi maior para as pés-larvas alimentadas com a
dieta 15FJ, estas apresentaram maior area muscular (Figura 1) devido ao maximo crescimento
apresentado. Estes resultados podem ter sido obtidos devido a dieta 15FJ apresentar adequado
balanceamento de aminoécidos, relacdo lisina/metionina de 57%. Esta relagdo para o catfish
(Ictalurus punctatus) é de 60% (HARDING et al., 1977). O namero de fibras musculares
recrutadas, segundo Johnston (1999) varia entre as familias e é influenciado por fatores
ambientais, incluindo dieta, exercicio, regimes de luz e temperatura. Quando o numero
maximo de fibra é atingido, a formacdo de miotubos € inibida, a menos que o musculo esteja
lesionado. O namero de fibras varia entre e dentro das espécies, e é fortemente correlacionada
com o tamanho do corpo (JOHNSTON et al., 2011).

4.4 Concluséao

A substituicdo parcial (50%) do figado de aves por farinha de peixe melhorou o
balanceamento da dieta, o crescimento e o desenvolvimento muscular das pds-larvas de

jundié.
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CAPITULO V

ATIVIDADE DE ENZIMAS DIGESTIVAS EM POS-LARVAS DE JUNDIA (Rhamdia
quelen) ALIMENTADAS COM DIETAS COMPOSTAS DE FARINHA DE PEIXE!

Resumo: As enzimas digestivas para muitas espécies de peixes ja estdo ativas no momento da
eclosdo. O jundid é uma espécie adaptada a receber alimento seco granulado desde sua
primeira alimentacdo e ja possui algumas enzimas ativas neste momento. A farinha de peixe é
um ingrediente de alto valor bioldgico e bom equilibrio em aminoacidos essenciais. Com este
trabalho, objetivou-se estudar a atividade enzimatica das larvas, analisar a influéncia da
inclusdo da farinha de peixe na atividade enzimética e no desenvolvimento do sistema
digestorio de pos-larvas de jundid. Foram utilizadas as dietas: Padrdo, 5% de farinha de peixe
(FJ); 10FJ; 15FJ; 20FJ e 25FJ) em substituicdo ao figado de aves (30%). Analisado o perfil
lipidico das dietas, medido a atividade das enzimas digestivas (protease acida, tripsina,
quimotripsina, lipase, amilase e maltase) e analisado histolégicamente o desenvolvimento do
sistema digestorio (SD). As coletas para quantificacdo da atividade enzimatica iniciaram a
partir de quatro horas apos fertilizacdo (Hpf) e ap6s o inicio da alimentacdo foram coletadas
amostras em maiores intervalos de tempo para enzimas e analise do SD. As enzimas ja
estavam presentes e ativas as 4Hpf. O perfil lipidico adequado da dieta 15FJ contribuiu para o
maximo ganho em peso. A atividade enzimatica das pds-larvas ndo sofreu prejuizos com as
diferentes dietas. Ndo foram observadas alteracbes na mucosa do trato digestério em
decorréncia da inclusdo da farinha de peixe. As enzimas foram detectadas precocemente nas
larvas de jundid, a atividade enzimatica e desenvolvimento do sistema digestério das pos-
larvas ndo sofreram alteragdo devido a incluséo da farinha de peixe na dieta.

Palavras-chave: Perfil lipidico. Protease acida. Tripsina. Quimotripsina. Lipase

10s procedimentos experimentais deste trabalho foram aprovados pelo comité de ética no uso
dos animais - UFSM, parecer n°062/2013.
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5.1 Introducao

As larvas de peixe possuem enzimas digestivas eficientes antes mesmo do inicio da
alimentacdo exdgena, isso é possivel devido a fungbes digestivas de diferentes érgdos, como
pancreas e intestino, mas para que isso ocorra, 0 alimento ofertado tem que suprir suas
necessidades nutricionais especificas (CAHU e ZAMBONINO INFANTE, 2001; SALHI e
BESSONART, 2013). Espécies que possuem trato alimentar estruturalmente e
funcionalmente diferenciado tém menos problemas ao iniciar a alimentacdo exdgena (NRC,
2011).

O jundia (Rhamdia quelen) é adaptado a receber racdo granulada desde as primeiras
alimentacdes (PIAIA e RADUNZ NETO, 1997b). Estudos histolégicos mostram o
aparecimento e desenvolvimento do trato gastrointestinal nesta espécie (SILVEIRA et al.,
2013). Estudos relacionados a fisiologia digestiva sdo essenciais para melhorar a
sobrevivéncia apds a eclosdo, pois altas mortalidades séo relatadas durante a larvicultura
(AHUMADA-HERNANDEZ et al., 2014). A atividade de enzimas digestivas desde a eclosio
até o periodo juvenil pode ser utilizado como um indicador do estado nutricional nesta fase
precoce da vida (GALAVIZ et al., 2011; BABAEI et al., 2011).

A farinha de peixe, por apresentar elevado valor biologico e equilibrio em
aminoéacidos essenciais, é considerada alimento padrdo para ensaios experimentais (TACON,
1996; ENKE et al., 2009), principalmente para larvicultura. Mas o grande problema
enfrentado atualmente é o aumento na demanda, devido ao crescimento da aquicultura,
causando menor disponibilidade deste produto no mercado mundial e consequentemente o
aumento do seu custo (BOSCOLO et al., 2008). Atualmente a farinha de peixe € utilizada na
aquicultura como ingrediente estratégico para fases criticas do ciclo de vida animal, fases
iniciais de desenvolvimento, devido a sua exclusiva qualidade nutricional. A farinha de peixe
foi confeccionada a partir de residuos de processamento e descartes de jundias e testada com
resultados satisfatorios para juvenis de jundida (ROSSATO et al.,, 2014), considerada
alternativa a escassez e custo elevado da farinha de peixe comercial.

As primeiras enzimas que atuam sobre o alimento, para a maioria das espécies de
peixes, sdo a tripsina e quimotripsina provenientes do intestino, posteriormente comecam a
atuar as proteases e depois a lipase, amilase e maltase (LAZO et al., 2011). Nos peixes, as
enzimas digestivas desempenham o principal papel na hidrélise de proteinas, hidratos de

carbono e de lipidios, formando pequenas unidades absorviveis. A caracterizacdo e
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quantificacdo da atividade das enzimas podem contribuir para compreendermos melhor a
fisiologia digestiva dos peixes (JI et al., 2012). A atividade enzimatica normalmente esta
relacionada com o habito alimentar da espécie (COSTA et al., 2011). A nutricdo lipidica em
larvicultura € muito importante, além das proteinas que compdem a dieta, os lipidios séo de
fundamental importancia para o desenvolvimento das larvas e pos-larvas de peixes (ULIANA
et al., 2001). Elevadas concentracdes de acidos graxos poliinsaturados da série n-3, devem
estar prontamente disponiveis nos alimentos principalmente nas fases iniciais de
desenvolvimento (FONTAGNE-DICHARRY et al., 2014). As larvas de jundia conseguem
alongar e dessaturar o acido linolénico (C18:3 n-3) a acidos graxos altamente insaturados n-3
(SALHI e BESSONART, 2013).

Com base no exposto acima, objetivou-se estudar a atividade enzimatica das larvas,
analisar a influéncia da inclusdo da farinha de peixe na atividade enzimatica e no

desenvolvimento do sistema digestdrio de pds-larvas de jundia.

5.2 Material e métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Piscicultura do Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal de Santa Maria. Os animais foram alimentados com dietas
granuladas por 28 dias, alojados em sistema de recirculagdo composto de 30 unidades
experimentais. Foram testados seis tratamentos (dietas) em cinco repeti¢es. Cada unidade era
composta de dois recipientes pléasticos dotados de tela lateral para impedir a saida das pés-
larvas. Com abastecimento e escoamento individuais, conectados em sistema de recirculacdo
de &gua termorregulado e filtro biol6gico. A vazdo utilizada em cada recipiente foi de 0,20
L/min na primeira semana experimental (TRONCO et al.,, 2007), sendo aumentada
gradativamente durante o periodo experimental. Foram utilizadas 240 larvas de jundia
(Rhamdia quelen) por unidade experimental totalizando 45 pds-larvas por litro. Os animais
foram alimentados a cada 2 horas, entre 08h e 20h, em quantidades que excediam a sua
capacidade de ingestdo (RADUNZ NETO, 2004).

As dietas testadas foram: Padrédo; 5% farinha de peixe (FJ); 10FJ; 15FJ; 20 FJ e 25 FJ.
A dieta padrdo constituia-se por figado de aves in natura (30% - 25,9% MS), levedura de
cana (37%), gema de ovo cozido (20%), lecitina de soja (2%), farelo de arroz desengordurado
(8%), minerais (1%) e vitaminas (2%) (adaptada de COLDEBELLA et al., 2011). Nas demais
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dietas, o figado de aves foi substituido por farinha de peixe (jundia) (FJ) (ROSSATO et al.,
2014) em percentuais crescentes. As dietas foram elaboradas, onde primeiramente foram
misturados 0s ingredientes secos (granulometria inferior a 75 pm) (TROMBETTA et al.,
2006). Depois de bem homogeneizados foi adicionado o figado e/ou agua (quando necessario)
até a mistura apresentar umidade suficiente para a peletizacgdo em moedor de carne.
Posteriormente foi seca a 40°C por 24 horas em estufa com renovacao de ar. ApoOs secas, as
racdes foram moidas e peneiradas, separando-se em por¢des compostas por particulas de 100-
200um, 200-400um, 400-600um, 600-800um obtendo-se assim a granulometria adequada
para a abertura da boca das pds-larvas. As dietas foram mantidas em refrigerador a 4°C e
retiradas somente no momento da alimentacdo. O pH das ragdes experimentais foi analisado
utilizando pHmetro (modelo MPA — 210 P). Foi utilizada amostra de cinco gramas da dieta
em 50 ml de &gua destilada.

O perfil lipidico (Tabela 2) das dietas foi analisado por Cromatografia Gasosa.
Aliquotas (2 ml) do extrato lipidico de cloroférmio de Bligh e Dyer (1959) foram evaporados
a 50°C, utilizando bomba de vacuo. Seguida por saponificacdo em solucdo de KOH
metanolico e esterificacdo em solucdo de H,SO, metandlico (HARTMAN e LAGO, 1973).
Os acidos graxos metilados foram analisados usando cromatografo gasoso Agilent
Technologies (HP 6890) equipado com coluna capilar SP ™ -2560 (silica fundida, 100 mx
0,25 mm x 0,20 um, espessura de filme) e detector de ionizagdo de chama. A temperatura da
porta do injetor foi de 250°C e o gas transportador era nitrogénio (1,5 mL / min). Apds
injecdo (1 uL, relacdo de separacdo de 50: 1), a temperatura do forno foi aumentada de 90°C a
170°C por 6°C / min, depois aumentada em 3°C / min até 185°C e mantida a esta temperatura
durante 6 minutos. Posteriormente aumentada até 240°C a 3°C / min e mantida esta
temperatura durante 8 minutos. A durac&o total da analise foi de 55 min. Esteres metilicos de
acidos graxos padrao (Sigma, St. Louis, EUA) foram usados para identificar os &cidos graxos
submetidos as mesmas condicdes e tempos de retencdo. Os resultados foram expressos como
percentagem da area total dos acidos graxos identificados.

As coletas para quantificacdo da atividade enzimdtica iniciaram a partir de quatro
horas apos fertilizacdo. Foram coletadas cinco amostras de cada periodo — 4, 28, 42, 66, 80 e
86 horas apos a fertilizagdo (Hpf). Apos o inicio da alimentagdo foram coletadas inicialmente
cinco pos-larvas por unidade experimental, totalizando 25 exemplares por tratamento nos
periodos — 102, 126, 150, 174, 198, 222, 246, 270, 294, 342, 390 horas apds fertilizacao.
Posteriormente foram coletadas 2 pds-larvas por unidade experimental (10 pos-larvas por

tratamento) as 438, 486, 534, 582, 654 e 726 Hpf. As amostras foram coletadas sempre pela



116

manhd antes da alimentacdo. Os animais foram abatidos por hipotermia para que néo
houvesse influéncia de anestésicos na amostra. Cada unidade experimental consistia em uma
repeticdo, ou seja, as pds-larvas coletadas eram homogeneizadas conjuntamente formando a
amostra a ser analisada em duplicata ou quadruplicata.

As amostras foram homogeneizados com solugdo tampédo pH 7,0 na proporcéo de 0,1
mg de tecido para cada 1 ml de solugdo. Posteriormente centrifugados a 3500 RPM por 10
minutos. Os sobrenadantes foram usados como fonte enzimatica para determinacdo da
atividade da proteina corporal total (BRADFORD, 1976), protease acida (HIDALGO et al.,
1999), tripsina e quimotripsina (HUMMEL,1959), lipase (ALBRO et al., 1985), amilase
(BERNFELD, 1955) e maltase (CORREA et al., 2007).

A andlise do desenvolvimento do sistema digestorio foi realizada através de amostras
de cinco poés-larvas por tratamento em cada periodo, coletadas ao iniciar a alimentacdo, as
108; 150; 222; 342; 486; 582; 654 e 726 Hpf. As amostras foram fixadas em solugdo Bouin
por 12 horas e posteriormente conservadas em &lcool 70% até a realizagdo das andlises.
Posteriormente foram desidratadas em etanol, diafanizadas em xilol e embebidas em parafina,
conforme metodologia descrita por Cargnin-Ferreira e Sarasquete (2008). Entdo, secdes
histolégicas foram cortadas com espessura de 4 um em microtono rotativo e coradas com
hematoxilina-eosina.

Laminas histoldgicas das pos-larvas coletadas foram realizadas através de cortes
seriados do material com a finalidade de analisar o desenvolvimento ontogenético de todos os
Orgdos que compdem o sistema digestorio (estbmago, intestino, pancreas e figado). Foram
avaliadas em fotomicroscopio de luz (Zeiss, modelo Primo Star). Todas as pods-larvas
coletadas para andlise foram abatidas por “overdose” de benzocaina (250 mg/l), (AVMA,
2007).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Inicialmente,
todos os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, sendo
considerados de distribuicdo normal aqueles dados que apresentaram P>0,05. Posteriormente
foi realizada a andlise de regressdo e teste de Tukey para os diferentes componentes em teste.

O nivel minimo de significancia adotado na analise estatistica foi de 5% (p < 0,05).
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5.3 Resultados e discussao

Todas as enzimas analisadas ja estavam presentes as quatro horas apés a fertilizacéo,
confirmando que o jundié pode receber dietas secas desde a primeira alimentacdo (PIAIA et
al., 1997b). Para larvas de pargo rosa (Lutjanus guttatus), as enzimas tripsina, quimotripsina,
amilase e lipase ja estdo presentes no momento da eclosdo (MOGUEL-HERNANDEZ et al.,
2013).

A protease acida aumentou até as 80 Hpf (Tabela 1). A protease acida apresentou-se
baixa as quatro Hpf (1,67), posteriormente aos 28 Hpf aumentou (2,81), mantendo o aumento
até 80 Hpf. Segundo Caruso et al. (2009), estudando pandora comum (Pagellus erythrinus L.)
verificaram atividade da protease acida ao final da eclosdo. Em estudo com Ocyurus
chrysurus, Ahumada-Hernandez et al. (2014) encontraram a enzima protease acida inativa nos
primeiros 15 dias ap6s eclosdo (DAE), que ndo foi detectada nos primeiros dias ap6s a
eclosdo em larvas de Lutjanus guttatus (GALAVIZ et al., 2012; MOGUEL-HERNANDEZ et
al., 2013).

As quatro Hpf (2,7) a tripsina apresentou atividade em elevacdo moderada até 66 Hpf
(4,75), posteriormente apresentou declinio leve e voltou aos niveis proximos aos iniciais as 86
Hpf (2,96) (Tabela 1). A atividade da tripsina estava ativa para o pargo da cauda amarela
(Ocyurus chrysurus) de 4 a 11 DAE, sendo inativa novamente em 12 DAE, depois
aumentando as 15 DAE (AHUMADA-HERNANDEZ et al., 2014). Segundo Farhoudi et al.
(2012) para larvas de carpa comum (Cyprinus carpio) a atividade de tripsina foi baixa até os 3
DAE, mas ja estava ativa e atuante logo apds a eclosdo para larvas de pandora comum
(Pagellus erythrinus L.) (CARUSO et al., 2009). Foi detectada no primeiro dia apds a eclosdo
em pargo rosa (Lutjanus guttatus), mantendo-se baixa durante os dias seguintes (GALAVIZ
et al., 2012). Em larvas de pregado (Scophthalmus maximus) foi detectada no primeiro dia
apos eclosdo. A tripsina € o fator chave na ativacdo das enzimas pancreaticas e s é ativada
quando entra em contato com a borda em escova (RGNNESTAD e MORAIS, 2008) e esta
relacionada a entrada do alimento no trato digestério (MORAES e ALMEIDA, 2014).

A atividade da quimotripsina (Tabela 1) iniciou as 4 Hpf com atividade moderada
aumentando até as 42 Hpf e posteriormente reduzindo até as 86 Hpf. Em larvas de carpa
comum (FARHOUDI et al., 2012), pandora comum (CARUSO et al., 2009) e pargo da cauda
amarela (AHUMADA-HERNANDEZ et al., 2014), a atividade foi baixa mas existente logo

apos a eclosao, aumentando a partir do inicio da alimentacdo exogena.
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Tabela 1. Atividade enzimatica de larvas de jundid, antes do inicio da alimentacdo exdgena

Hpf Proteina Protease Tripsina  Quimotripsina Lipase Amilase Maltase

4 0,0029+0,001 167+15 2,7+03 5310,48+250 8,34+0,22 0,026+0,004 0,30+0,03
28 0,030+0,001 281+35 2,67+0,7 5423,70+108 8,91+0,84 0,060+ 0,007 0,34 +0,09
42 0,0039 +£0,0007 497+1,76 3,02+0,2 697581+447 955+0,65 0,034+0,01 1,74+0,28
66 0,024+0,001 8,76+23 4,75+0,3 5589,08+682 18,16+0,79 0,11+0,01 1,76+0,46
80 0,025+0,001 18,67+6,3 4,31+01 455165+14 12,84+234 0,074+0,009 1,06+0,18
86 0,016 +0,001 16,77+1,1 296+0,3 4202,86+ 185 19,77+2,02 0,01+0,004 5,75+0,42

Valores expressos como média * erro-padrdo da média. Proteina corporal total (mg/g), protease acida (ug tirosina/min/mg
prot), tripsina (umolTAME/min/mg prot), quimotripsina (umol BTEE/min/mg prot), lipase (Ul/mg proteina/min), amilase
(Ul/mg proteina/min), maltase (Ul/mg proteina/min). Hpf: horas apos fertilizagao.

A lipase iniciou com atividade moderada, aumentando constantemente até as 66 Hpf,
reduziu aos 80 Hpf e voltou a aumentar as 86 Hpf (Tabela 1). Em larvas do pregado
(Scophthalmus maximus) detectada logo apds a eclosdo (RINNESTAD e MORAIS, 2008),
para pandora comum, (CARUSO et al., 2009) inicialmente ndo encontrada e em pargo da
cauda amarela (AHUMADA-HERNANDEZ et al., 2014) maxima atividade a partir do
primeiro dia apés ecloséo.

A atividade da amilase inicialmente apresentou-se reduzida (0,026), oscilando até as
86 Hpf, com pico de atividade enzimatica as 66 Hpf. Para o pargo da cauda amarela (Ocyurus
chrysurus), (AHUMADA-HERNANDEZ et al., 2014), a atividade da amilase permaneceu
baixa inicialmente até 12 DAE e posteriormente aumentou (Tabela 1). Estudos realizados por
Ji et al. (2012) concluem que as espécies onivoras demonstram maior atividade da amilase do
que as espécies carnivoras. Em larvas do pregado (Scophthalmus maximus) foi detectada pela
primeira vez no terceiro dia apos eclosdo (RENNESTAD e MORAIS, 2008), em pandora
comum (Pagellus erythrinus L.) (CARUSO et al., 2009) apresentou-se alta (0,04) logo apés a
ecloséo.

A atividade da maltase inicialmente esteve baixa entre 4 e 28 Hpf, aumentando até as
66 Hpf e reduzindo novamente, com pico as 86 Hpf (Tabela 1). Em larvas de truta (KAWAI e
IKEDA, 1973a) e carpa capim (KAWAI e IKEDA, 1973b) a atividade da maltase estava
presente logo apo6s a eclosdo. Os mesmos autores observaram que as atividades de amilase,
maltase e tripsina aumentaram com o passar do tempo apds a absorcéo do vitelo. Em larvas de
pregado (Scophthalmus maximus), a atividade da maltase foi detectada no primeiro dia ap0s
eclosdo (RONNESTAD e MORAIS, 2008). Diversos autores afirmam que as larvas de peixes
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antes da primeira alimentacdo exdgena ja sdo capazes de absorver os nutrientes, assim como
as alteragBes na atividade enzimatica das enzimas digestivas sdo semelhantes a outros peixes
(ALVAREZ-GONZALEZ et al., 2008; JIMENEZ-MARTINEZ et al., 2012; AHUMADA-
HERNANDEZ et al., 2014). As enzimas estdo presentes desde a eclosdo permitindo que as
larvas possam digerir e absorver nutrientes do saco vitelino e o alimento no momento da
primeira alimentacdo (MOGUEL-HERNANDEZ et al., 2013).

Tabela 2. Perfil lipidico das dietas utilizadas na alimentacao de p6s-larvas de jundia

Acidos Graxos* Padro’ 5FJ 10F)  15F]  20F)  25FJ
C14:0 0,37 0,39 0,44 0,46 051 0,55
C16:0 25,19 2475 2491 2498 2526 2546
C16:1 2,76 2,80 2,95 2,90 3,19 3,13
C18:0 11,61 11,18 10,46 9,99 942 9,56
C18:1n-9 35,07 3467 3658 36,70 37,15 37,27
C18:2n-6 15,20 1553 1549 1585 15,78 16,42
C18:3n-3 0,64 0,70 0,74 0,76 0,80 0,80
C22:1n-9 0,61 1,36 0,56 0,78 068 0,30
C20:4 n-6 4,36 4,28 3,57 3,37 283 2,20
C22:6 n-3 1,06 1,19 0,97 0,98 089 0,71
Ysaturados 38,50 3764 37,13 36,72 36,54 36,89
YInsaturados 61,50 62,36 62,87 6328 6346 63,11

Saturado/insaturado 0,63 0,60 0,59 0,58 0,58 0,58
>Monoinsaturados 39,22 39,58 40,90 41,10 4181 41,36

YPoliinsaturados 22,28 22,77 2197 22,18 21,65 21,75
>n-3 1,86 2,06 2,00 1,98 198 2,07
>n-6 20,42 20,72 1997 20,20 19,67 19,68
n-6/n-3 10,98 10,06 10,03 10,19 994 951

*0s 4cidos graxos C6:0; C11:0, C13:0, C15:1 n-5, C17:1n-7, C18:2 n-6t, C21:0, C23:0 e C22:2
ndo foram detectados nas amostras. Os acidos graxos C4:0, C8:0, C10:0, C12:0, C14:1n-5, C15:0,
C17:0, C18:1 n-9t, C18:3 n-6, C20:1 n-9, C20:2 n-6, C20:3 n-3, C20:0, C20:1, C20:2, C22:0,
C20:3 n-6, C24:0; C24:1 n-9 e C20:5 n-3 foram encontrados em quantidade inferior a 0,5%.
Andlise realizada no laboratério NIDAL/UFSM. 'Dieta formulada a partir de Coldebella et al.,
2011. Tratamentos: Padrdo — figado mais levedura; 5; 10; 15; 20 e 25 % FJ (farinha de peixe -
ROSSATO et al., 2014) em substituicdo ao figado de aves.

A dieta deve apresentar todos o0s nutrientes que a larva necessita para seu
desenvolvimento seja adequado. A dieta apresentou niveis elevados de &acido palmitico
(C16:0), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1 n-9) e &cido linoleico (C18:2 n-6)

(Tabela 2). As dietas apresentaram percentuais crescentes de acido linolénico (C18:3 n-3) e
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reducdo crescente do percentual de acido araquiddénico (C20:4 n-6) conforme aumento da
inclusdo de farinha de peixe (FJ), 0 mesmo aconteceu com o acido docosahexandico (DHA)
(C22:6 n-3). A quantidade de acido linolénico (C18:3 n-3) foi semelhante a encontrada por
Salhi e Bessonart (2013) que estudaram a composicdo lipidica e de &cidos graxos dos
alimentos e larvas de Rhamdia quelen e concluiram que estas podem elongar e dessaturar o
acido linolénico (C18:3 n-3) a acidos graxos altamente insaturados n-3. Este contexto revela a
importancia dos acidos graxos n-3 para crescimento das larvas, bem como para a maioria dos
peixes de dgua doce (SALHI e BESSONART, 2013).

A inclusdo de 2% de lecitina se soja em dietas para pos-larvas de jundia sdo
indispensaveis para seu desenvolvimento adequado (ULIANA et al., 2001). Esta fonte é rica
em acidos graxos, principalmente linoleico e linolénico, contribui com fosfolipidios, que
participam na formacdo de novos componentes celulares. Neste periodo, a necessidade de
fosfolipidios é muito grande e sua biossintese pode ndo ser suficiente para suprir as
necessidades de crescimento das pos-larvas.

As proteinas e lipidios provenientes do figado sdo essenciais para a manutencdo do
desenvolvimento, pois as pds-larvas que consumiram as dietas com quantidades inferiores de
figado de aves reduziram seu crescimento (Figura 1). As dietas com maiores percentuais de
figado de aves apresentaram maiores quantidades de &acido estedrico (C18:0) e acido
araquidoénico (C20:4 n-6) o que pode ter contribuido para o melhor desenvolvimento. O
figado de aves é reconhecido como uma valiosa fonte de nutrientes, principalmente de acidos
graxos (CIESLIK et al., 2011). A quantidade lipidica polar fornecida pela farinha de peixe
provavelmente ndo é suficiente para suportar o crescimento larval, a inclusdo adicional de
lipidios polares, como a lecitina de soja contribui para a melhora do desempenho larval
(TOCHER et al., 2008; CAHU et al., 2009).

As dietas permaneceram durante todo o periodo de alimentacdo, acondicionadas em
freezer, somente retiradas no momento da alimentacdo. Pois na auséncia de protecéo
antioxidante adequada, devido ao elevado grau de insaturacdo, os acidos graxos de cadeia
longa n-3 PUFAs podem ser propensos a peroxidacao lipidica (BOGLIONE et al., 2013).

O pH das ragOes experimentais se mantiveram em torno de 5, a dieta Padrdo (4,85);
dieta 5FJ (5,22); dieta 10FJ (5,34); 15FJ (5,40); dieta 20FJ (5,44); dieta 25FJ (5,48). Cada
enzima é ativa em determinado pH, por exemplo a protease acida ou pepsina, que torna-se
ativa em pH abaixo de 5,0, apresenta maior atividade na faixa de pH de 1,0 a 4,0, sendo seu
pH 6timo de 1,8 e inativa-se completamente em pH superior a 6,0 (KOBLITZ, 2008).
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Figura 1. Peso das pds-larvas alimentadas com dietas compostas de farinha de peixe.
Médias com letras diferentes apresentam diferencas estatisticas pelo teste de Tukey
(P<0,01). Tratamentos: Padrdo, adaptada de Coldebella et al. (2011); 5 FJ; 10FJ; 15FJ e 30
FJ, substituicdo de 5; 10; 15 e 30% do figado de aves por farinha de peixe (FJ) (ROSSATO
etal., 2014)

O crescimento é totalmente dependente da perfeita atuacdo das enzimas sobre o
alimento ingerido (Figura 1). Onde a mucosa intestinal é considerada o principal local de
digestdo e absorcdo de nutrientes, bem como esta diretamente envolvida na ativacdo nervosa e
hormonal de enzimas (LAZO et al.,, 2011). Sendo assim, a protease que atua sobre as
proteinas que sdo muito importantes para o crescimento dos peixes apresentou pico crescente
a partir das 174 Hpf, com maior atividade para as pds-larvas alimentadas com a dieta padrédo
(40,23) as 222 Hpf. Estes resultados corroboram com Ahumada-Hernandez et al. (2014) que
estudando o pargo da cauda amarela (Ocyurus chrysurus), encontraram atividade em ligeiro
aumento aos 19 dias apos eclosédo (DAE), mantendo-se constante e atingindo seu pico em 34
DAE e um ligeiro declinio as 42 DAE.

Neste estudo encontramos atividade da protease acida >40 as 198 Hpf e as 222 Hpf
para as pds-larvas alimentadas com a dieta 25FJ e padrdo (Figura 2B). Atividade >30 as 174
Hpf para os animais alimentados com a dieta padréo; 5FJ e 10FJ e as 198 Hpf para as pos-
larvas alimentadas com a dieta 5FJ. Este estudo vai de encontro com Ji et al. (2012) onde

analisando a atividade da protease acida no trato digestério de trés diferentes espécies
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encontraram atividade maior para o “paddlefish” (>40), moderada para o esturjdo hibrido
(>30) e baixa para a carpa cabeca grande (>5).

A atividade da protease &cida apenas foi inferior a cinco nos tempos 414 e 486 Hpf
para as pos-larvas alimentadas com todas as dietas, exceto a padrdo no tempo 486 Hpf que foi
5,02 (Figura 2B). Em estudo com pandora comum (Pagellus erythrinus L.) Caruso et al.
(2009) encontraram atividade com crescimento constante de zero (0,27 U mg™ Proteina) a 45
dias (2,80 U mg™ Proteina) apés eclosdo. Em estudo com larvas de pargo rosa (Lutjanus
guttatus), Galaviz et al. (2012), encontraram atividade inexistente antes de 12 DAE (0,65 U
mg protein *). Observaram aumento gradual significativo na atividade especifica da pepsina
até 40 DAE. O primeiro pico foi observado a 20 DAE (3,16 U mg™ Proteina) coincidindo
com a diferenciacdo das glandulas gastricas. Desde entdo, atividade da pepsina permaneceu
constante até 30 DAE (3,7 U mg™ Proteina), e aumentou novamente para 35 DAE (5,89 U
mg™* Proteina), se mantendo constante até o final do estudo 40 DAE.

Estes resultados corroboram com estudos realizados por Moguel-Hernandez et al.
(2013), onde conclui que as atividades enzimaticas citosolicas sdo elevados durante 0s
primeiros dias de desenvolvimento, seguido por uma diminuicdo continua ao longo das
semanas seguintes, em que as atividades de enzimas da borda em escova aumentam e a
atividade de pepsina é detectada pela primeira vez no estdmago.

A atividade da enzima tripsina para as pos-larvas de jundia, foi baixa ao iniciar a
alimentacdo exogena (3,77 umolTAME/min/mg prot ) para todos os tratamentos, aumentando
progressivamente até as 198 Hpf, mantendo-se alta até 390 Hpf, onde observamos a maior
atividade para as pos-larvas alimentadas com a dieta 15FJ (14,99 umolTAME/min/mg prot).
A partir das 438 Hpf a atividade reduziu e voltou a subir as 654 Hpf (Figura 2C). Este estudo
corrobora com o trabalho realizado por Farhoudi et al. (2012) com larvas de carpa comum,
onde no inicio da alimentacdo exdgena em 3 DAE a atividade da tripsina foi minima,
posteriormente aumentou significativamente até 15 DAE. Em seguida, a atividade da enzima
reduziu significativamente no dia 19 DAE e voltou a aumentar a partir do dia 19 DAE até ao
dia 33 DAE, onde ocorreu sua atividade maxima.

A atividade da tripsina em larvas de pandora comum (Pagellus erythrinus L.) foi
analisada por Caruso et al. (2009) onde encontraram valores crescentes, minimo de 0,15 U
mg™ Proteina (0 DAE) e maximo de 0,34 U mg™ Proteina (45 DAE). Em estudo com larvas

do pargo rosa (Lutjanus guttatus) Galaviz et al. (2012), observaram aumento significativo na
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Figura 2. Atividade enzimatica de pos-larvas de jundia alimentadas com dietas compostas de

farinha de peixe
Proteina

corporal total (mg/g),

protease

acida (ug tirosina/min/mg  prot),

tripsina

(umolTAME/min/mg prot), quimotripsina (umol BTEE/min/mg prot), lipase (Ul/mg proteina/min),
amilase (Ul/mg proteina/min), maltase (Ul/mg proteina/min). Hpf: horas apos fertilizacéo.

atividade da tripsina aos 18 DAE (1,70 U mg™ Proteina) a partir deste dia houve uma

diminuicdo aos 20 (1,11 U mg™ Proteina) aumentando de novo & 25 DAE (2,04 U mg*
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Proteina), encontrando atividade méxima aos 35 DAE (6,36 U mg™ Proteina) e mantendo-se
constante até os 40 DAE.

A atividade da quimotripsina apds a primeira alimentacdo foi baixa para todos 0s
tratamentos, aumentando e se mantendo das 126 Hpf as 198 Hpf. Aumentando novamente das
222 as 342 Hpf com pico de atividade para as pos-larvas alimentadas com a dieta padrdo.
Reduzindo novamente das 390 as 582 Hpf e apresentando pico as 654 Hpf novamente para as
pos-larvas alimentadas com a dieta padréo (Figura 2D). Os resultados citados anteriormente
corroboram com a atividade da quimotripsina encontrada em estudo com pargo da cauda
amarela (Ocyurus chrysurus) por Ahumada-Hernandez et al. (2014), que iniciou as 8 DAE
mostrando uma pequena diminuicdo das 10 as 12 DAE, atingindo sua mé&xima atividade entre
17-32 DAE. E vao de encontro ao trabalho realizado por Farhoudi et al. (2012) que estudando
atividade enzimatica encontraram ao iniciar a alimentacao exogena atividade da quimotripsina
para as larvas de carpa comum e esta aumentou a partir do dia 3 DAE ao dia 7 DAE. A partir
do dia 7 DAE a atividade total da quimotripsina aumentou progressivamente ao longo do
desenvolvimento larval, atingindo o maximo as 33 DAE.

Em estudo com atividade da quimotripsina em larvas de pandora comum (Pagellus
erythrinus L.) Caruso et al. (2009) encontraram valores minimos de 0,19 U mg™ Proteina (0
DAE) ao iniciar alimentacio e maximo de 1,78 U mg™ Proteina (45DAE) ao final do periodo
experimental. A atividade enzimética para larvas de Lutjanus guttatus, amilase, lipase,
tripsina e quimotripsina apresentaram aumento aos 15DAE, reducdo aos 20 DAH e atividade
méxima aos 30 DAH (MOGUEL-HERNANDEZ et al., 2013).

A atividade da lipase oscilou entre 19,47 a 1,61 Ul/mg proteina/min nos periodo 102 e
654 Hpf, respectivamente, para as pds-larvas alimentadas com a dieta 5FJ (Figura 2E). Em
larvas do pargo da cauda amarela, os valores de atividade da lipase mostraram-se inicialmente
altos, posteriormente reduziram com ligeiras flutuacfes até 12 DAE, apresentando ligeiro
aumento a partir de 15 DAE, diminuindo novamente em 19 DAE, mantendo-se 0S mesmos
valores com ligeiras flutuagdes até o 40 DAE (AHUMADA-HERNANDEZ et al., 2014). Em
estudo realizado por Ji et al. (2012) analisando a atividade no trato digestorio de carpas
cabeca grande e esturjdo hibrido encontraram atividade em torno de cinco e para o
“paddlefish”, atividade superior a cinco.

Em estudo com larvas de carpa comum, Farhoudi et al. (2012) encontraram apos inicio
da alimentagdo exdgena com artémia no terceiro dia apos eclosdo, atividade especifica da
lipase aumentada até dia 7. A partir do dia 7, alimentando com alimentos secos, a atividade de

lipase aumentou até dia 15 e no dia 19 a atividade diminuiu. Depois disso, a atividade total de
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lipase aumentou até dia 26 e no dia 33, novamente diminuiu. A atividade especifica da lipase
mostrou dois picos: o primeiro foi observado no dia 15 e o segundo foi exibido no dia 26, o
segundo pico foi menor que o primeiro pico. Em estudo com a pandora comum (Pagellus
erythrinus L.), Caruso et al. (2009) encontraram atividade da lipase a partir de 35 dias apds a
eclosdo (7,35) com aumento até 45 DAE (9,8).

A atividade da amilase apresentou um pico as 246 Hpf para as pds-larvas alimentadas
com a dieta 25FJ) (Figura 2F) em relacdo as demais que permaneceram com atividades
constantes. A atividade da amilase permaneceu baixa até 12 de DAE, aumentando as 15 DAE
e atingindo valores significativos aos 17 DAE, posteriormente a atividade da enzima diminuiu
significativamente entre 19 a 26 DAE, e aumentou alcancando o nivel méximo em 28 DAE,
ent&o oscilou um pouco e diminuiu as 42 DAE (AHUMADA-HERNANDEZ et al., 2014).

Apds a primeira alimentacdo de larvas de carpa comum com artémia, no dia 3 apés
ecloséo a atividade da amilase apresentou aumento até o dia 7. A partir do dia 7 ao dia 11,
qguando o alimento seco foi oferecido, a atividade da amilase diminuiu. Em seguida, a
atividade especifica de amilase aumentou e atingiu nivel maximo no dia 15. Diminuicdo da
atividade da amilase foi novamente observada entre o dia 15 e dia 26. Atividade méxima e
minima da amilase aconteceu no dia 26 e dia 15, respectivamente (FARHOUDI et al., 2012).
A atividade da amilase em larvas de pandora comum (Pagellus erythrinus L.) encontrada por
Caruso et al. (2009) foi crescente iniciando em 0,04 0 DAE e 1,24 U mg™ Proteina aos 45
DAE.

A atividade da maltase nas pos-larvas de jundia ao iniciar a alimentacdo apresentou-se
alta para a maioria dos tratamentos (>4), apenas para 0s animais que receberam a dieta 15FJ
foi mais baixa (>3) (Figura 2G). Posteriormente foi observado redugdo da atividade da enzima
para todos os tratamentos. N&o foram observadas diferengas significativas na atividade
enzimética das pds-larvas de jundid com a adigdo da farinha de peixe, esta matéria prima pode
ser incluida em substituicdo ao figado de aves em nivel de 15%, onde observamos maior peso
(Figura 1) ao final dos 28 dias, ndo diferindo dos animais que receberam as dietas 20FJ e
25FJ.

A andlise do desenvolvimento do trato digestério (Figura 3) foi realizada, mas
nenhuma anormalidade foi detectada. Mas ao analisarmos as pés-larvas, observa-se que 0s
individuos alimentados com 15FJ apresentaram maior peso (Figura 1) e consequentemente
maior tamanho em relacdo aqueles alimentados com a dieta padrdo. Mas mesmo ao comparar
tamanho de 6rgdo com tamanho das pos-larvas, ndo encontramos diferencas. Em estudo com

larvas do bacalhau do pacifico (Gadus morhua L.) Wold et al. (2009) estudaram a incluséo de
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Figura 3. Exemplares de pés-larvas de jundia alimentadas com dietas

compostas de farinha de peixe

Padréo (A, C e E) e 15FJ (B, D e F) tempos (342; 486 e 654Hpf) em cortes
seriados longitudinais. G, H, | e J cortes histolégicos representativos do
esdfago, estbmago, intestino e gordura perivisceral. (es) esdfago; (e)
estomago; (i) intestino; () figado; (co) coragdo; (m) musculo; (gp) gordura
perivisceral; (br) branquias. Coloracdo: Vanderbilt modificado. Escala: 1
mm.
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acidos graxos na forma de fosfolipidios ou lipidio neutro na dieta e seus efeitos sobre a
histologia do intestino, figado e pancreas e concluiram que comparando o tamanho dos érgéos
analisados com o tamanho da larva ndo houve diferenca, mas que a inclusdo na forma de
fosfolipidio foram mais benéficas para a espécie em estudo.

A analise histopatoldgica das pos-larvas, independentemente das diferentes dietas ndo
revelou alteracfes morfoldgicas nos tecidos e nos 6rgdos internos. Os 6rgdos se encontravam
dentro dos volumes normais, com as propor¢cdes de parénquima e estroma dentro da
normalidade. Nenhum processo inflamatorio foi observado nos individuos das duas dietas.
Este resultado corrobora com estudo realizado por Dapra et al. (2009) e Gai et al. (2012),
utilizando concentrado proteico de arroz na dieta de ‘“blackspot seabream” (Pagellus
bogaraveo) e truta (Oncorhynchus mykiss) onde também ndo encontraram alteragcBes na
morfologia da mucosa intestinal. Em estudo com “white sea bream” (Diplodus sargus) Enes
et al. (2012) ndo encontraram alteracfes morfoldgicas no intestino distal, utilizando dieta
suplementada com polissacarideos ndo amilaceos. A inclusdo da farinha de peixe ndo alterou
a mucosa do trato digestdrio, com isso consideramos a mesma, ingrediente adequado as dietas

iniciais para pds-larvas de jundia.

5.4 Conclusao

As enzimas foram detectadas precocemente nas larvas de jundia; a atividade
enzimatica e desenvolvimento do sistema digestorio das pos-larvas ndo sofreram alteracédo

devido a inclusdo da farinha de peixe na dieta em todos os niveis testados.
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CAPITULO VI

DESENVOLVIMENTO MUSCULAR DE POS-LARVAS DE JUNDIA (Rhamdia
quelen) ALIMENTADAS COM CONCENTRADO PROTEICO DE SOJA E
SUPLEMENTADO COM TAURINA*

Resumo: A utilizacdo de ingredientes de origem vegetal € uma alternativa para reduzir
gradualmente a inclusdo de farinha de peixe nas dietas. Estas fontes possuem bom percentual
proteico e adequado perfil de aminoacidos. A utilizacdo da taurina como complemento a estas
fontes vegetais pode tornar a dieta completa, promovendo étimo desenvolvimento das pos-
larvas de peixes. Com este trabalho objetivou-se avaliar o crescimento e desenvolvimento
muscular de pos-larvas de jundié alimentadas com dietas compostas por concentrado proteico
de soja e suplementadas com taurina (CPST). Foram utilizadas cinco dietas: Padrdo; 15CPST;
20CPST; 25CPST e 30CPST. O desempenho (peso, ganho em peso diario, comprimento total,
e peso x sobrevivéncia) e o didmetro e nimero de fibras musculares foi maior para pds-larvas
de jundia alimentadas com a dieta 15CPST ao final do periodo experimental (28 dias). Estes
resultados podem ter relagdo com a reducdo dos niveis de metionina e cistina nas dietas com
maior percentual de CPS, pois as fontes proteicas vegetais sdo deficientes principalmente em
metionina, que é essencial para o desenvolvimento muscular dos peixes. A utilizacdo de dietas
composta de 15% de concentrado proteico de soja e suplementadas com taurina na
alimentacdo de pds-larvas de jundia aprimorou o crescimento e o desenvolvimento muscular.
A utilizacéo de dietas com 15% de concentrado proteico de soja e suplementadas com taurina
(0,5%) e eficiente na alimentagdo de pos-larvas de jundié.

Palavras-chave: Aminoacidos. Crescimento. Fontes proteicas. Metabolismo.

10s procedimentos experimentais deste trabalho foram aprovados pelo comité de ética no uso
dos animais - UFSM, parecer n°062/2013.
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6.1 Introducao

A larvicultura de espécies de peixes nativas brasileiras ainda é muito carente em
informacdes. A medida que a aquicultura se desenvolve e torna-se cada vez mais importante,
a demanda por larvas e juvenis de qualidade também aumenta (PORTELLA et al., 2014). As
dietas ofertadas como primeiro alimento devem conter o minimo de nutrientes para a
manutencdo da vida e desenvolvimento adequado das pos-larvas. Deficiéncia no crescimento
e sobrevivéncia pode ocorrer quando sdo usadas dietas formuladas e isso pode ser atribuido as
caracteristicas fisicas e quimicas desta racdo (NRC, 2011).

O crescimento hipertréfico das fibras musculares em peixes ocorre em todas as fases
da vida até que o tamanho somatico maximo € atingido (SILVA et al., 2008). O crescimento
muscular que se da apo6s a eclosdo envolve tanto o alargamento das fibras musculares ja
existentes (hipertrofia) e o recrutamento de novas fibras (hiperplasia) (JOHNSTON, 1999;
SILVA et al., 2008). O crescimento das larvas e pos-larvas é baseado na alta taxa de sintese
de proteinas, a qual tem um custo energético elevado (PORTELLA et al., 2014). Parte desta
energia pode ser conseguida via catabolismo oxidativo de aminoacidos, o que resultaria em
maior exigéncia dos mesmos (FINN e FYHN, 2010). A suplementacdo com taurina ajuda a
diminuir a atividade catabdlica dos aminoécidos, desempenhando importante acdo na
modulacdo metabdlica, contribuindo assim, para a melhoria do metabolismo em geral
(BANUELOS-VARGAS et al., 2014).

A suplementacdo das dietas com taurina, principalmente as que contém percentuais
altos de matérias primas de origem vegetal estd sendo estudada para muitas espécies
(CHATZIFOTIS et al., 2008; BANUELOS-VARGAS et al., 2014). Entre os efeitos positivos
observados nos peixes alimentados com dietas suplementadas com taurina, estd 0 aumento do
consumo de racao e desempenho de crescimento (MATSUNARI et al., 2008). Na verdade, a
taurina recentemente se tornou um dos mais promissores candidatos na promocao do
crescimento em peixes e este efeito é esperado ser ainda maior em larvas (PINTO et al.,
2013). A taurina apresenta papel importante em peixes na protecdo ao estresse oxidativo
(HAN et al., 2014), apesar de ser considerado um nutriente condicionalmente indispensavel
para certas espécies (CHATZIFOTIS et al., 2008).

As fontes vegetais sdo amplamente utilizadas em dietas para espécies de peixes
cultivadas, quando fonte de proteina, sdo consideradas alternativa eficiente em relagdo ao

menor custo ao da farinha de peixe (ESPE et al., 2012), devido a sua constante
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disponibilidade. Os derivados de soja possuem teor de proteina consistente e perfil de
aminoacidos relativamente bem equilibrados (GATLIN et al., 2007; LIM et al., 2008),
podendo apresentar deficiéncia em alguns aminoacidos essenciais, como lisina e metionina
(KAUSHIK et al., 1995). O concentrado proteico de soja ja foi utilizado em dietas para pos-
larvas do jundia por Fontinelli e Radiinz Neto (2007), onde subtituiram o figado por 6; 12; 18
e 24% de CPS (substituicéo total do figado) e nivel maximo de inclusdo (24%) suplementado
com lisina e metionina, mas nagquele momento o concentrado proteico de soja ndo mostrou ser
uma boa alternativa.

Com este trabalho objetivou-se avaliar o crescimento e o desenvolvimento muscular
de pés-larvas de jundia alimentadas com dietas compostas de concentrado proteico de soja e

suplementadas com taurina.

6.2 Material e métodos

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Piscicultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria. Os animais foram alimentados com dietas
granuladas por 28 dias. Alojados em sistema de recirculagdo composto de 20 unidades
experimentais, com volume Gtil de cinco litros. Foram testados cinco tratamentos (dietas) em
quatro repeticdes. Cada unidade foi composta de dois recipientes plasticos dotados de tela
lateral para impedir a saida das pos-larvas. Com abastecimento e escoamento individuais,
conectados em sistema de recirculacdo de agua termorregulado e filtro biolégico. A vazéo
utilizada em cada recipiente foi de 0,20 L/min na primeira semana experimental (TRONCO et
al., 2007), sendo aumentada gradativamente durante o periodo experimental. Foram utilizadas
240 larvas de jundia (Rhamdia quelen) por unidade experimental totalizando 48 pos-larvas
por litro. Os animais foram alimentados a vontade a cada 2 horas (h), entre 08h e 20h, em
quantidades que excediam a sua capacidade de ingestdo (RADUNZ NETO, 2004).

As dietas testadas foram: Padréo; 15% de concentrado proteico de soja suplementado
com taurina (CPST); 20CPST; 25CPST e 30CPST. A dieta padrédo (Tabela 1) foi adaptada de
Coldebella et al. (2011). Nas demais dietas, o figado de aves incorporado a dieta foi
substituido por CPST.



Tabela 1. Dietas ofertadas as p6s-larvas de jundia no periodo de 28 dias de alimentagédo

Ingredientes (%) Padrio* 15CPST  20CPST  25CPST 30CPST”
Levedura 37 36,5 36 35,5 36,65
CPS 0 15 20 25 30
Figado de aves' 30 15 10 5 0
Gema de ovo cozido 20 20 20 20 20
FAD 8 8 8 8 8
Lecitina de soja’ 2 2 2 2 2
Vitaminas® 2 2 2 2 2
Fosfato bicalcico 1 1 1 1 1
Taurina® 0 0,5 1,0 1,5 0,35
Composicdo centesimal
Massa Seca® 95,14 93,15 94,47 94,74 89,38
Proteina Bruta® 44,09 43,55 42,93 43,03 44,06
Energia Bruta® 3993 3864 3813 3763 3750
EE (gordura)® 22,35 19,90 18,27 18,01 17,19
Matéria Mineral® 6,79 6,83 6,77 6,87 7,41
FDN® 5,10 8,74 9,1 10,2 15,37
Composicdo Aminoacidica

Aspargina 4,13 4,45 4,54 4,63 4,80
Glutamina 5,02 5,73 5,96 6,18 6,48
Serina 2,24 2,37 2,40 2,43 2,51
Glicina 1,82 1,80 1,78 1,77 1,78
Histidina 0,92 0,93 0,93 0,93 0,94
Taurina 0,05 0,53 1,02 1,51 0,35
Arginina 2,70 2,84 2,88 2,92 3,00
Treonina 2,03 1,97 1,94 1,91 1,92
Alanina 2,52 2,36 2,30 2,24 2,22
Prolina 1,70 1,76 1,78 1,80 1,84
Tirosina 1,43 1,53 1,56 1,59 1,65
Valina 2,54 2,44 2,40 2,35 2,35
Metionina 0,83 0,72 0,68 0,64 0,62
Cistina 0,55 0,58 0,59 0,60 0,61
Isoleucina 1,99 2,00 1,99 1,99 2,02
Leucina 3,33 3,26 3,23 3,20 3,22
Fenilalanina 1,91 2,01 2,04 2,06 2,12
Lisina 2,99 2,98 2,97 2,95 3,00

*Dieta Padrdo adaptada de Coldebella et al. (2011). * dieta considerada controle negativo, pois em
estudos anteriores a mortalidade foi alta. 'Figado de aves in natura com 22,14% de massa seca. 2
Lecitina de soja, segundo Uliana et al. (2001). *Trombetta et al. (2006).*Taurina 2 g/kg Chatzifotis et
al. (2008). °Analisada- Laboratério de Piscicultura — DZ/UFSM. ®Calculada. Tratamentos: Dieta
Padrdo; 15; 20; 25 e 30% CPS (concentrado proteico de soja) +T (taurina) em substituicdo ao figado
de aves. FAD: farelo de arroz desengordurado. FDN: Fibra em detergente neutro. Perfil de
aminodacidos das dietas, analisados via HPLC.
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Os valores médios dos pardmetros da qualidade da agua durante todo o periodo
experimental foram: temperatura (24 + 1,31°C) e oxigénio dissolvido (7,3 + 0,73 mg L) da
agua verificados com o auxilio de oximetro digital (marca YSI 550), pH (7,5 + 0,33) com
pHmetro (modelo MPA - 210 P) medidos diariamente. A aménia total (0,16 + 0,07 mg L™},
alcalinidade (46,2 + 12 mg L™ CaCOs), nitrito (0,02 + 0,006 mg L™) e dureza (52 + 9,8 mg L™
CaCO03) analisados semanalmente através do uso de Kits colorimétricos.

As dietas granuladas (Tabela 1) foram elaboradas no Laboratério de
Piscicultura/UFSM. Primeiramente foram misturados os ingredientes secos (granulometria
inferior a 75 um) (TROMBETTA et al., 2006). Depois de bem homogeneizado foi adicionado
o figado in natura e/ou &gua (quando necessario) até a mistura apresentar umidade suficiente
para a peletizacdo em moedor de carne. Posteriormente foi seca a 40°C por 24 horas em estufa
com renovacdo de ar forcado. Apds secas, as racdes foram moidas e peneiradas, separando-se
em por¢des compostas por particulas de 100-200 pum, 200-400 um, 400-600 pwm, 600-800 pm
obtendo assim a granulometria adequada para a abertura da boca das pos-larvas. As dietas
foram mantidas em refrigerador a 4°C e retiradas somente no momento da alimentacéo.

Os animais foram alimentados a cada 2 horas, entre oito e 20 horas, a racao foi ofertada
em quantidades que excediam a capacidade de ingestdo dos peixes (RADUNZ NETO, 2004).
Antes de alimentar pela manhd e ap6s a Ultima oferta de alimento, os recipientes, que
continham a racdo eram pesados para calculo da oferta de ragéo.

Diariamente, foi realizada a limpeza individual das unidades experimentais, para a
retirada de pds-larvas mortas, fezes e sobra de racdo. Meia hora ap6s a segunda alimentacéo
da manhda (10:30 h), foi realizada a sifonagem das unidades experimentais. Depois da
alimentacdo das 16 horas (16:30 h) foi realizada a transferéncia das larvas com &gua, através
da inclinacdo da bacia interna permitindo que as larvas sobrenadantes fossem transferidas
para 0 novo reservatorio, possibilitando desta forma que o material organico aderido ao fundo
fosse facilmente retirado. Entéo, realizada nova sifonagem para retirada de sobras de racdo e
fezes dos animais.

A cada sete dias, realizou-se biometria para acompanhamento do crescimento e
sobrevivéncia dos animais. Amostras de 10 pds-larvas por unidade experimental foram
pesadas em balanca digital de precisdo de 0,001 g sem retorno. As medidas de comprimento
total foram realizadas com o auxilio de quadro de papel milimetrado e/ou paquimetro digital.
As pbés-larvas de jundia apresentaram inicialmente peso de 1,0 + 0,02 mg e comprimento total
5,3 £ 0,55 mm.
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Os animais foram sedados com benzocaina (50 mg/L) (AVMA, 2007), pesados e
medidos para a obtencdo dos seguintes dados: peso do peixe inteiro (g); Comprimento total:
medidas da extremidade da cabeca até o final da nadadeira caudal (mm); Sobrevivéncia (todas
as poés-larvas da unidade eram contadas); Fator de condicdo: FC = (Peso X
100)/(Comprimento total®); Taxa de crescimento especifico (%/dia): TCE = (In (peso final) —
In (peso inicial))/dias)*100; Ganho em peso diario (g): GPD = (peso final — peso inicial)/dias;
Produto peso versus sobrevivéncia.

A analise do desenvolvimento muscular foi realizada a partir de amostras de cinco pos-
larvas por tratamento em cada periodo. Coletadas ao iniciar a alimentacdo e a cada sete dias
até o 28° dia de alimentacdo. As amostras foram fixadas em solu¢do Bouin por 12 horas e
posteriormente conservadas em alcool 70%.

Os cortes seriados foram realizados na altura da nadadeira dorsal. Laminas histoldgicas
desta regido anatdbmica foram confeccionadas e avaliadas em fotomicroscépio de luz (Zeiss,
modelo Primo Star). Com as imagens obtidas foi medida a espessura da musculatura
paravertebral de cada individuo. Como forma de normalizacdo dos dados das medidas de cada
imagem foram medidas as espessuras da coluna vertebral cujo valor foi o denominador da
razdo espessura da musculatura/espessura da vértebra. Tal procedimento reduz o erro
intrinseco da metodologia utilizada. Haja vista que diferentes peixes de diferentes amostras
foram cortados em diferentes porcdes da regido anatémica escolhida.

A metodologia usada para obtencdo do didametro e numero de fibras foi adaptada de
Carani et al. (2008). Onde com o auxilio do fotomicroscépio de luz (Zeiss, modelo Primo
Star) foram demarcadas 5 areas amostrais em cada lamina histoldgica e realizada a contagem
e medida das fibras.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Inicialmente,
todos os dados obtidos foram submetidos a teste de normalidade de Shapiro-Wilk, sendo
considerados de distribuicdo normal aqueles dados que apresentaram P>0,05. Posteriormente
foi realizada a anélise de regresséo e teste de Tukey para os diferentes niveis em teste. O nivel

minimo de significancia adotado na anélise estatistica foi de 5% (p < 0,05).

6.3 Resultados e discussao

Aos 14 dias de alimentacdo as pds-larvas alimentadas com a dieta 15CPST ja
apresentaram peso e comprimento total superiores (Tabela 2) em relagdo aos animais que
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receberam as outras dietas. Esta tendéncia se manteve até o final do periodo experimental.
Utilizando dieta semelhante a padréo, Coldebella et al. (2011) encontraram resultados
inferiores aos sete e 14 dias de alimentacdo. Este estudo corrobora com Fontinelli e Radiinz
Neto (2007) que encontraram pesos decrescentes conforme aumento do percentual de incluséo
de CPS, com peso maximo de 24,39 mg aos 21 dias de alimentacdo para as pds-larvas
alimentadas com a dieta com 6% de CPS. Em estudo com adicdo de farelo de soja em
substituicdo ao ovo de peixe na dieta de poés-larvas de jundias, Hernandez et al. (2012)
encontraram peso de 76 mg ao final de 21 dias quando utilizaram 14,2% de farelo de soja com
reducdo crescente do peso nos tratamentos com maiores percentuais de farelo de soja. A
utilizacdo de 15% de CPS mais 0,5% de taurina, nas condi¢des deste estudo, mostrou-se
adequada para otimizar o0 ganho em peso das pds-larvas de jundia.

As dietas testadas com maiores percentuais de concentrado proteico de soja (20; 25 e
30CPS) proporcionaram crescimento inferior (Tabela 2). Estes resultados podem estar
relacionados com 0s menores percentuais de metionina encontrados na composicao
aminoacidica destas dietas, devido as fontes de origem vegetal normalmente serem deficientes
neste aminoacido (KAUSHIK et al., 1995). Mas em estudo com inclusdo de CPS em dietas
para pos-larvas de jundia, Fontinelli e Radiinz Neto (2007), testaram a dieta CPS (24%) com
diferentes niveis dos aminoécidos (lisina e metionina) que ndo mostraram bons resultados de
peso (6,71 mg).

As dietas com maiores percentuais de CPS apresentaram niveis muito préximos de
metionina e cistina em sua composi¢do aminoacidica (Tabela 1), e segundo Keembiyehetty e
Gatlin 111 (1993) as fontes proteicas devem conter um minimo de 50% de metionina em
relacdo a cistina, o que pode ter contribuido para 0 menor desempenho dos animais. A
deficiéncia ou o desbalanceamento de aminoacidos e da relacdo entre os nutrientes dietéticos
em geral ocasionam diminui¢do do crescimento e prejudicam o desenvolvimento dos peixes
(SAAVEDRA et al., 2009). Prover um adequado balanceamento dos niveis de aminoacidos
na dieta, melhora a qualidade da larva com resultado direto na formacdo dos seus tecidos
(FINN e FYHN, 2010; LI et al., 2009; WU, 2009).

O comprimento total foi maior para as pds-larvas alimentadas com a dieta 15CPST a
partir do 14° dia de alimentacdo (Tabela 2). Os resultados encontrados aos 21 dias neste
estudo para as dietas Padrdo; 15CPST; 20CPST e 25CPST séo superiores aos encontrados por
Trombetta et al. (2006) quando avaliaram suplementacdo vitaminica em pds-larvas de jundia,

encontrando comprimento total maximo de 15 mm aos 21 dias de alimentacéo.
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A taxa de crescimento especifico foi maior para as pos-larvas de jundia alimentadas

com a dieta 15CPST aos 14; 21 e 28 dias experimentais em relacdo aos demais tratamentos

(Tabela 2). Os resultados encontrados para as pos-larvas alimentadas com as dietas 15CPST

aos 21 dias sdo superiores aos encontrados por Trombetta et al. (2006) testando

suplementacdo vitaminica em pds-larvas da mesma espécie. Para juvenis de “common

dentex” (Dentex dentex), a suplementagdo com taurina (2 g Kg™) na dieta aumentou a taxa de

crescimento especifico e o consumo diario de racdo (CHATZIFOTIS et al., 2008). Em estudo

com juvenis de “rock bream” (Oplegnathus fasciatus), Ferreira et al. (2014) encontraram

melhoras no crescimento e reducdo no conteudo lipidico corporal quando suplementaram com

0,5% de taurina a dieta.

Tabela 2. Pardmetros zootécnicos de pdés-larvas de jundia alimentadas com dietas compostas de
concentrado proteico de soja e suplementadas com taurina

Variavel Padrio 15CPST 20CPST 25CPST 30CPST P
7 dias
Peso 5,53 + 0,30 6,11 + 0,49 5,43 +0,84 5,07 + 0,42 413+1,72 0,032
CT 8,69+ 0,11 8,24* + 0,20 8,16 + 0,24 7,87° £ 0,43 7,18°+0,23  <0,0001
FC 0,84 + 0,07 1,09 + 0,13 1,00 £ 0,19 1,06 + 0,25 1,13 + 0,57 0,55
TCE  20,68°+0,80 22,08 +1,16 20,29% + 2,29 19,40 +1,19  15,70° + 5,40 0,025
GPD 0,60 + 0,04 0,68 + 0,07 0,59 + 0,12 0,53 + 0,06 0,40+ 0,24 0,032
14 dias
Peso 19,80°+1,72  32,06°+ 4,17 15,42™ + 2,35 12,74+ 254  493°+150 <0,0001
CT 12,50® + 0,45 14,42+ 0,91 12,09° + 1,61 10,56°+0,73  7,86°+0,06  <0,0001
FC 1,01 + 0,07 1,08 +0,18 0,91+ 0,28 1,07 £ 0,14 1,00 + 0,28 0,81
TCE 19,43 +0,63 22,85+ 0,88 17,60 + 1,08 16,19°+1,49  931°+1,97  <0,0001
GPD 1,32° + 0,12 2,197 + 0,29 1,00 + 0,29 0,81°+0,18 0,25°+0,10  <0,0001
21 dias
Peso 88,97°+9,46 224,67°+3452 11750°+12,02  79,95°+7,97 13,72°+2,65 <0,0001
CT 18,45+ 1,69 26,63+ 1,00 20,82°+1,71 1855°+1,64  891°+0,28  <0,0001
FC 1,44% + 0,25 1,18° + 0,08 1,34%* + 0,38 1,27® + 0,24 1,97+ 0,55 0,013
TCE 20,10 +0,53 24,48 +0,79 21,42° +0,50 1959°+ 0,48  11,15°+0,92 <0,0001
GPD 4,17° + 0,45 10,64° + 1,64 5,53° + 0,57 3,74 + 0,38 0,59°+0,12  <0,0001
28 dias
Peso  189,82°+ 30,37 596,607+ 28,86 405,00°+51,71 239,97°+30,85 23,51°+8,88 <0,0001
CT 2418°+1,86  37,70°+0,82 33,50°+ 1,54 2764°+1,74 11,89°+0,90 <0,0001
FC 1,34 £ 0,15 1,11 + 0,05 1,07 £ 0,06 1,13 +0,13 1,34 £ 0,20 0,0066
TCE 17,76+ 0,60  21,88°+0,17 20,48% + 0,47 18,61°+ 0,46  10,15°+1,31  <0,0001
GPD 6,73°+ 1,08 21,26%+ 1,03 14,41° + 1,84 8,52°+ 1,10 0,79°+0,32  <0,0001
PxS  138,99°+2261 473,11%°+47,42 347,34°+61,80 179,19°+27,47 14,69°+502 <0,0001
Sobrev 73,2 +0,39  79,16® + 4,51 85,66% + 9,42 7463 +477 6331°+6,66  0,0003

Valores expressos como média + erro-padrdo da média. Médias com letras diferentes na linha, diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey. Tratamentos: Dieta Padrdo (adaptada de COLDEBELLA et al., 2011); 15CPST (concentrado proteico de soja
mais taurina); 20CPST; 25CPST e 30CPST em substituicdo ao figado de aves.Variaveis: Peso; CT: comprimento total; FC:
fator de condicdo; TCE: taxa de crescimento especifico; GPD: ganho em peso diario; PxS = peso X sobrevivéncia;
Sobrevivéncia.
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A sobrevivéncia (Tabela 2) s6 diferiu entre os animais alimentados com a dieta
15CPST e 30CPST onde encontramos 0s maiores e menores indices em relagdo as demais
dietas. Os indices de sobrevivéncia ficaram proximos aos encontrados por Cardoso et al.
(2004), quando avaliaram a utilizacdo do figado de aves in natura, encontrando 70% de
sobrevivéncia aos 21 dias de alimentagdo. Em estudo com a mesma espécie, Hernandez et al.
(2009) encontraram sobrevivéncia inferior (57%) e posteriormente Hernandez et al. (2012),
apresentaram sobrevivéncia pouco melhor (72%) quando incluiram na dieta ovo de peixe
como substituto ao figado de aves. Mas ao incluirem farelo de soja na dieta Hernandez et al.
(2012), encontraram sobrevivéncia decrescente com o aumento da inclusdo do mesmo,
chegando ao minimo de 21% em 20 dias de alimentacdo. Estes resultados podem ter relacdo
com fatores anti-nutricionais presentes na soja (inibidores de protease, lectinas, proteinas
antigénicas e fatores anti-tripticos) que interferem no desempenho dos animais
(FONTINELLI e RADUNZ NETO, 2007).

A suplementacdo das dietas com taurina pode ter contribuido para aumentar a
sobrevivéncia (Tabela 2). A inclusdo de 1% de taurina na dieta de juvenis de rock bream
(Oplegnathus fasciatus), estudada por Ferreira et al. (2014), proporcionou indices de
sobrevivéncia semelhantes ao encontrado neste estudo (85%) com mesmo percentual de
adicéo de taurina na dieta. Com base nos resultados encontrados concorda-se com Pinto et al.
(2010; 2013), onde afirmam que o suplemento dietético de taurina tem sido recomendado para
as larvas de peixes. Outros autores como Salze e Davis (2015), dizem que a taurina € um
nutriente dietético essencial para muitas espécies.

A oferta de alimento foi medida diariamente para cada tratamento. Os animais da dieta
15CPST receberam 2,19; 3,29 e 7,35 gramas por dia, 0 20CPST receberam 2,37; 2,76; e 6,71
gramas por dia, 0 25CPST receberam 2,26; 3,25 e 6,46 gramas por dia, 30CPST receberam
2,27; 2,28 e 3,81 gramas por dia, Padrao receberam 1,81; 1,92 e 2,99 gramas por dia nos 8-14,
15-21 e 22-28 dias de alimentagdo. O consumo foi reduzindo conforme aumento da incluséo
do concentrado proteico de soja na dieta, mas com a adi¢do da taurina este consumo foi
superior ao encontrado para 0s animais que consumiram a dieta padrdo. Para juvenis de
common dentex (Dentex dentex), a suplementacdo com taurina (2 g Kg™) na dieta,
proporcionou maior consumo diério de ragdo (CHATZIFOTIS et al., 2008).

Os cortes histoldgicos analisados (Figura 1) confirmaram a diferenca em relacdo ao
tamanho das pos-larvas, conforme escala, onde 0s animais que consumiram a dieta 15CPST
apresentaram tamanho superior as que consumiram a dieta 30CPST. As pos-larvas

apresentaram desenvolvimento adequado, demonstrando o bom balanceamento da dieta,
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apenas o reduzido percentual de alguns aminoacidos como a metionina que € deficiente na

proteina da soja (ESPE et al., 2010) e a presenca de fatores antinucionais pode ter contribuido

para o menor desenvolvimento dos animais que consumiram a dieta 30CPST.

Figura 1. Exemplares de pds-larvas de jundia alimentadas com dietas compostas de
concentrado proteico de soja e suplementadas com taurina
Dietas 30CPST (A, C, E) e 15CPST (B, D, F) tempos (7; 21 e 28 dias de alimentacdo)
em cortes histolégicos transversais na altura da nadadeira dorsal. (m) musculo, (e)

estdbmago, (i) intestino, (v) vértebra, (gv) gordura visceral, (f) figado, (bn) bexiga
natatoria. Escala: 1 mm.
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Analisando os cortes histologicos (Figura 1), observou-se a maior deposi¢do muscular
e desenvolvimento geral das pos-larvas alimentadas com a dieta 15CPST em relacdo aos
animais que consumiram a dieta 30CPST. O percentual de taurina adicionado a esta dieta
(Tabela 1) contribuiu para melhorar o balanceamento da dieta e consequentemente acelerar o
desenvolvimento das pos-larvas de jundia que receberam a dieta 15CPST. Ao suplementar
com taurina, diversas espécies apresentaram melhorias observadas em seu desenvolvimento
morfologico (SALZE e DAVIS, 2015).

As dietas com maior quantidade de CPS também receberam maiores percentuais de
taurina (Tabela 1), pois a quantidade de metionina que é um aminoacido essencial para o
crescimento normal dos peixes, atuando na sintese proteica (BENDER, 2003) foi decrescendo
na composicao da dieta com o aumento dos niveis de CPS, o que pode ter corroborado para o
lento desenvolvimento. Outro aminoacido importante que apresentou niveis decrescentes com
0 aumento da inclusdo do CPS foi a alanina, sendo esta junto com a metionina formadoras da
taurina via cisteina (KUZMINA et al., 2010). Estes resultados corroboram com Espe et al.
(2010), que encontraram desempenho e crescimento reduzido quando utilizaram dietas ricas
em proteina vegetal com niveis de metionina inadequados. A sintese de proteinas requer que
todos os aminoacidos necessarios para a sintese proteica estejam presentes na célula (ESPE et
al., 2012). Para que ocorra a formacgdo dos tecidos é necessario que haja uma perfeita
interacdo entre 0os aminoacidos absorvidos da dieta (SAAVEDRA et al., 2009).

Neste contexto pode-se observar que sem a adequada relacdo entre os aminoacidos nao
ha crescimento adequado. Sendo assim, a taurina adicionada a dieta contribui com a reducéo
da atividade catabolica de aminoacidos em peixes alimentados com dietas a base de
concentrado proteico de soja, contribuindo para a melhoria do metabolismo em geral
(BANUELOS-VARGAS et al., 2014). A taurina melhora a utilizacdo de proteina e lipidios
(KOMINKOVA et al., 2015), mas a complementagcdo com outros aminoécidos essenciais
deficientes na dieta é crucial para o desenvolvimento adequado das pds-larvas.

O diametro das fibras musculares aumentou no decorrer do periodo experimental em
todas as pds-larvas de jundias analisadas (Tabela 3), independentemente da dieta consumida,
demonstrando o desenvolvimento normal dos animais. As pds-larvas que consumiram a dieta
15CPST apresentaram desenvolvimento mais rapido e o didmetro das fibras aumentou
acompanhando seu crescimento. Os animais que consumiram a dieta 30CPST apresentaram
menores diametros de fibra o que pode ter sido ocasionado pelo desbalan¢o de amino&cidos
em conjunto com o menor percentual de taurina adicionado a esta dieta. Estes resultados

corroboram com Salze e Davis (2015) que concluem que a deficiéncia de taurina na dieta
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reduz o desempenho dos animais, principalmente quando se inclui altos niveis de ingredientes
pobres em taurina na alimentacéo dos peixes como é o caso das fontes de origem vegetal (EL-
SAYED, 2013).

Tabela 3. Desenvolvimento muscular de pds-larvas alimentadas com
dietas compostas de concentrado proteico de soja e
suplementadas com taurina

Dias/dietas 30CPST 15CPST P
Diametro da fibra (um)
0 18,61 + 3,73 - -
7 43,02 + 22,60 44,48 + 9,42 0,85
14 47,22° + 21,76 108,43* +12,07  <0,0001
21 59,50° + 10,31 201,90°+22,43  <0,0001
28 81,18°+7,2 248,92+ 47,19  <0,0001

NuUmero de fibras/mm?

0 0,008 + 0,002 - -

7 0,010 + 0,003 0,0170 + 0,009 0,06
14 0,011 + 0,003 0,0174 + 0,013 0,20
21 0,005° + 0,0017 0,0104% + 0,002 0,0002
28 0,007° + 0,001 0,012% + 0,007 0,017

Numero total de fibras

0 1961 + 1227 - -

7 6850° + 5071 20779% + 13896 0,008
14 9013° + 5487 303543% + 426524 0,042
21 14955° + 6687  2162414% + 1240869 <0,0001
28 30762° + 5804  3955832° + 2457546 <0,0001

Valores expressos como média + erro-padrdo da média. Médias com letras
diferentes, na linha, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,01).
Tratamentos: 15CPST e 30CPST (substituicdo dos niveis de 15 e 30% do figado
de aves por concentrado proteico de soja suplementado com taurina).

Nos cortes histologicos foi observado fibras de maior e menor diametro (Tabela 3), o
que caracteriza o crescimento inicial dos peixes. Caracterizado por dois processos,

hiperplasia, formacéo de novas fibras musculares ou hipertrofia, onde as células miossatélites
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se fundem a fibras musculares existentes, aumentando o nimero de ndcleos para maior sintese
de miofibrilas (JOHNSTON et al, 2000; 2011). Segundo Johnston et al. (2009) menos de
0,2% das fibras dos peixes apresentaram diametro de 7-10 um. Em estudo com alevinos de
pirarucu (Arapaima gigas) (CARANI et al., 2008), concluiu que o crescimento muscular
ocorre predominantemente por hiperplasia das fibras, sendo a maioria das fibras com didmetro
inferior a 30 um, nos juvenis predominou o crescimento muscular por hipertrofia, onde a
maior parte das fibras exibiu didmetros acima de 30 um.

Ao compararmos com os diametros de fibras encontrados neste estudo (Tabela 3)
podemos concluir que inicialmente e até os sete dias as pos-larvas apresentaram crescimento
hipertrofico e a partir dos sete dias de alimentagdo apresentaram crescimento
predominantemente hiperplasico. Estes resultados corroboram com Leitdo et al. (2011) onde
relatam que a transicdo do alimento enddgeno para o0 exdgeno € acompanhada por um
aumento acentuado na massa muscular, resultado da hipertrofia e hiperplasia das fibras
musculares durante o desenvolvimento. Em estudo realizado com larvas de pacu (Piaractus
mesopotamicus) em 35 dias ap0s a eclosdo, Leitdo et al. (2011) observaram alta frequéncia de
fibras >40 pm nas larvas alimentadas com dietas formuladas, indicando crescimento
hipertrofico.

O numero total de fibras (Tabela 3) apresentou-se maior para as pds-larvas de jundia
alimentadas com a dieta 15CPST aos sete dias de alimentagdo. Mas o0 numero de fibras/mm?
das pés-larvas alimentadas com a dieta 15CPST foi significativamente maior a partir dos 21
dias de alimentacdo em relacdo aos animais alimentados com a dieta 30CPST. Podemos
inferir que 0 mais baixo percentual de metionina combinado com alguns antinutrientes ainda
presentes no CPS (LARSEN; DALSGAARD; PEDERSEN, 2012) podem ter colaborado com
0 menor numero de fibras das pos-larvas alimentadas com a dieta 30CPST. Mas segundo
Johnston et al. (2009) nada ainda se sabe sobre as vias que regulam o nimero de fibras
musculares.

Até os 14 dias de alimentagdo, ndo foi observado diferengas no nimero de fibras das
pos-larvas alimentadas com as diferentes dietas (Tabela 3). I1sso pode ter acontecido, pois ao
iniciar o desenvolvimento muscular, o crescimento se da principalmente por hiperplasia das
fibras, onde ocorre primeiramente 0 aumento em numero das fibras para posteriormente
aumentar de tamanho por hipertrofia (JOHNSTON, 1999). Em peixes maiores a hiperplasia
em mosaico foi 0 meio predominante de expansdo do numero de fibras, com fibras de classe

de menor tamanho que ocorrem na superficie de fibras musculares (JOHNSTON et al., 2009).
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Com os resultados obtidos pode-se inferir que a taurina é essencial em dietas com
fontes proteicas vegetais para pés-larvas de jundia, supBe-se que ela supre em parte a
deficiéncia em metionina da soja, pois a metionina € utilizada para a formacéo da taurina
(TAKEUSCHI, 2014). A taurina ndo forma proteina, mas participa de diversos processos que
atuam melhorando o metabolismo e aumentando a eficiéncia do crescimento e deposi¢ao
muscular (KUZMINA et al., 2010). A quantidade de 15% de CPS pode ser adicionada na
dieta de pds-larvas de jundia sem prejudicar seu desenvolvimento. Os niveis adequados dos
aminoacidos essenciais tem que ser mantidos com dietas balanceadas ou com a adi¢cdo de
aminoacidos sintéticos. A taurina complementa a dieta balanceada e auxilia no metabolismo,

melhorando o desenvolvimento muscular e geral das pos-larvas de jundié.

6.4 Conclusao

A utilizacdo de dietas com 15% de concentrado proteico de soja e suplementadas com

taurina (0,5%) é eficiente na alimentacdo de pds-larvas de jundia.
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CAPITULO VII

ATIVIDADE ENZIMATICA NA LARVICULTURA DO JUNDIA (Rhamdia quelen)
ALIMENTADAS COM DIETAS COMPOSTAS SUPLEMENTADAS!

Resumo: A utilizacdo de dietas elaboradas como primeiro alimento para peixes depende da
presenca e acdo eficiente das enzimas digestivas. A utilizagdo do concentrado proteico de soja
(CPS), por seu adequado perfil de aminoacidos e reduzido percentual de fatores
antinutricionais pode contribuir para a melhora de dietas ja existentes. A adicéo de taurina em
dietas para pos-larvas pode suprir deficiéncias nutricionais. Neste trabalho foi analisada a
adicdo do CPS suplementado com taurina (CPST) em dietas e sua influéncia na atividade
enzimatica e desenvolvimento do sistema digestorio de pos-larvas de jundia. Foram utilizadas
as dietas: padrdo; 15CPST; 20CPST; 25CPST e 30CPST. O CPS foi incluido em substituicdo
ao figado de aves e suplementado com taurina: 0; 0,5; 1,0; 1,5; 0,35%, respectivamente. A
atividade enzimaética e analise do desenvolvimento do sistema digestorio foram realizadas
antes da primeira alimentacdo e a cada sete dias. Foram analisadas: proteina corporal, protease
acida, tripsina, quimotripsina, lipase, amilase e maltase. A atividade da tripsina e
qguimotripsina foram menores para as pds-larvas alimentadas com a dieta padrdo, 25CPST e
30CPST e a atividade da lipase foi maior nas dietas 25CPST e 30CPST. N&o houve influéncia
da dieta no desenvolvimento do sistema digestério. A inclusdo de 15% de CPS suplementado
com taurina em dietas para pds-larvas de jundia melhora a atividade enzimatica sem
influenciar no desenvolvimento do sistema digestorio.

Palavras-chave: Concentrado proteico de soja. Quimotripsina. Taurina. Tripsina.

10s procedimentos experimentais deste trabalho foram aprovados pelo comité de ética no uso
dos animais - UFSM, parecer n°062/2013.
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7.1 Introducao

As poés-larvas de jundia aceitam dietas elaboradas na troca da alimentacdo endogena
(reservas vitelinas) como Unica fonte de alimento (PIAIA e RADUNZ NETO, 1997b). Neste
momento podemos inferir que existe atividade enzimética atuante sobre o alimento ingerido
de forma a contribuir com o crescimento e a sobrevivéncia das pés-larvas de jundia. A
capacidade digestiva dos peixes estd associada ao tipo e a concentracdo das enzimas
produzidas (PRETTO et al., 2014). As enzimas digestivas agem de acordo com a composi¢do
da dieta e com o habito alimentar de cada espécie. Fatores como a fonte, qualidade e
concentracdo de nutrientes na dieta podem modificar o padrdo digestivo das espécies
(RODILES et al., 2012).

O conhecimento de cada enzima presente no trato e a caracterizacdo e quantificacdo da
atividade enzimatica podem contribuir para a elaboracdo de programas alimentares eficientes
e busca de ingredientes alternativos (COSTA et al., 2011). Na maior parte das pos-larvas,
devido a falta de estbmago, a degradacdo extracelular do alimento ingerido é feita no intestino
com enzimas derivadas do pancreas (BOLASINA et al., 2006). Muitos estudos tém-se
concentrado na avaliacdo da atividade de diferentes enzimas digestivas do pancreas, do
estdbmago, intestino e sua quantificacdo bioquimica (LAZO et al.,, 2011). Os estudos
histoldgicos contribuem com importantes informacGes para melhorar o entendimento dos
processos digestdrios das pos-larvas de peixes (YANG et al., 2010).

A inclusdo de ingredientes de origem vegetal na alimentacdo de p6s-larvas de jundid,
foi testada inicialmente por Piaia e Radinz Neto (1997a), utilizando farelo de soja.
Posteriormente, Fontinelli e Radiinz Neto (2007) testaram a inclusdo do concentrado proteico
de soja com e sem adicdo de aminoacidos sintéticos, ambos ndo conseguiram resultados
satisfatorios de crescimento e sobrevivéncia, naquelas condi¢Oes experimentais. O
concentrado proteico de soja (CPS) e uma fonte proteica de qualidade, apresenta quantidade
significativa de proteina (60 a 65% PB) (FONTINELLI e RADUNZ NETO, 2007), bom
balanco de aminoacidos. Mas pode apresentar deficiéncia em alguns aminoécidos essenciais,
como a lisina, metionina (KAUSHIK et al., 1995) e cistina, menor digestibilidade da proteina,
fatores antinutricionais (FONTINELLI e RADUNZ NETO, 2007) e ma palatabilidade
(CHATZIFOTIS et al., 2008).

A taurina esta relacionada com a exigéncia fisioldgica dos peixes, especialmente

importantes na fase inicial de desenvolvimento, devido as altas taxas metabdlicas e formacéo
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de novas estruturas (PINTO et al., 2013). A capacidade de biossintese da taurina varia entre as
espécies e ao longo ontogénese (KIM et al., 2008). O alimento vivo para as larvas de peixes
(copépodos) no ambiente natural contém niveis elevados de taurina (CONCEICAO et al.,
1997; VAN DER MEEREN et al., 2008), sugerindo exigéncia fisioldgica elevada de taurina
durante a fase larval (PINTO et al., 2013). A taurina € o principal aminoéacido livre na
manutencdo do equilibrio osmético em larvas de carpa comum (ZHANG et al., 2006). Ela
aumenta o consumo diario de racdo (CHATZIFOTIS et al., 2008), mas sua suplementacao na
dieta ndo resulta em aumento dos niveis corporais de taurina, pois € um aminoacido que néo ¢
utilizado para formagdo de proteina (PINTO et al., 2013). As fungdes da taurina vdo desde a
conjugagdo com sais biliares, estabilizagdo das membranas, regulacdo osmdtica e
antioxidacdo (SALZE e DAVIS, 2015).

Portanto, este trabalho teve como objetivo analisar a inclusdo do concentrado proteico
de soja suplementado com taurina na dieta de pés-larvas de jundia e sua influencia na

atividade enzimaética e no desenvolvimento do sistema digestorio.

7.2 Material e métodos

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Piscicultura do Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal de Santa Maria. Os animais foram alimentados com dietas
granuladas por 28 dias, alojados em sistema de recirculagdo composto de 20 unidades
experimentais. Foram testadas cinco dietas com quatro repeti¢fes. Cada unidade experimental
foi composta por dois recipientes plasticos dotados de tela lateral para impedir a saida das
pos-larvas. Com abastecimento e escoamento individuais, conectados em sistema de
recirculacdo de adgua termorregulado e filtro biologico. A vazéo utilizada em cada recipiente
foi de 0,20 L/min na primeira semana experimental (TRONCO et al., 2007), sendo aumentada
gradativamente durante o periodo experimental. Foram utilizadas 240 pds-larvas de jundia
(Rhamdia quelen) por unidade experimental totalizando 45 pds-larvas por litro. Os animais
foram alimentados a cada 2 horas, entre 08h e 20h, a vontade.

As dietas testadas foram: Padréo; 15% de concentrado proteico de soja suplementado
com taurina (CPST); 20CPST; 25CPST e 30CPST. A dieta padrdo constituia-se por figado de
aves in natura (30% - 22,14% MS), levedura de cana (37%), gema de ovo cozido (20%),

lecitina de soja (2%), farelo de arroz desengordurado (8%), minerais (1%) e vitaminas (2%)
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(adaptada de COLDEBELLA et al., 2011). Nas demais dietas, o figado de aves foi substituido
por concentrado proteico de soja (CPS) em percentuais crescentes e com adicdo de taurina
(T). Quanto maior o percentual de CPS maior a adi¢do de taurina, onde a dieta com 15%CPS
adicionou-se 0,5%T, na dieta 20%CPS-1%T, na dieta 25%CPS-1,5%T e na dieta 30CPS-
0,35%T (dieta considerada controle negativo, pois em estudos anteriores a mortalidade foi
alta).

Os ingredientes secos foram moidos até granulometria menor que 75 um
(TROMBETTA et al., 2006), misturadas, adicionado o figado in natura e/ou agua quando
necessario e peletizadas em moedor de carne. Secas em estufa (40°C) de ar forgado por 24
horas, moidas e peneiradas para obter-se as granulometrias adequadas para a abertura da boca
das pos-larvas, 100-200 pum, 200-400 um, 400-600 um, 600-800 pm, para cada semana
experimental. Mantidas em refrigerador a 4°C e retiradas somente no momento da
alimentacdo. O pH das racOes experimentais foi analisado utilizando pHmetro (modelo MPA
— 210 P), utilizando amostra de cinco gramas da dieta em 50 ml de agua destilada.

O perfil lipidico das dietas (Tabela 2) foi analisado por Cromatografia Gasosa.
Aliquotas (2 ml) do extrato lipidico de cloroférmio de Bligh e Dyer (1959) foram evaporados
a 50°C, utilizando bomba de vacuo. Seguida por saponificacdo em solucdo de KOH
metanolico e esterificagdo em solucdo de H,SO4 metandlico (HARTMAN e LAGO, 1973).
Os acidos graxos metilados foram analisados usando cromatografo gasoso Adgilent
Technologies (HP 6890) equipado com coluna capilar SP ™ -2560 (silica fundida, 100 mx
0,25 mm x 0,20 um espessura de filme) e detector de ionizagdo de chama. A temperatura da
porta do injetor foi de 250°C e 0 gas transportador era nitrogénio (1,5 mL / min). Apés
injecdo (1 L, relacdo de separagéo de 50: 1), a temperatura do forno foi aumentada de 90°C a
170°C por 6°C / min, depois aumentada em 3°C / min até 185°C e mantida a esta temperatura
durante 6 minutos. Posteriormente aumentada até 240°C a 3°C / min e mantida esta
temperatura durante 8 minutos. A durag&o total da analise foi de 55 min. Esteres metilicos de
acidos graxos padrédo (Sigma, St. Louis, EUA) foram usados para identificar os acidos graxos
submetidos as mesmas condicOes e tempos de retencdo. Os resultados foram expressos como
percentagem da area total dos &cidos graxos identificados.

As coletas para quantificacdo da atividade enzimatica foram realizadas pouco antes da
primeira alimentacdo e a cada sete dias nas biometrias. As amostras foram coletadas sempre
pela manh& antes da alimentagdo. Os animais foram abatidos por hipotermia para que nao
houvesse influencia de anestésicos na amostra. Cada unidade experimental consistia em uma

repeticdo, ou seja, as pds-larvas coletadas eram homogeneizadas conjuntamente formando a
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amostra a ser analisada em duplicata. Em cada unidade experimental foi coletado 10 pds-
larvas que formavam a amostra. Ent&o foi analisado quatro amostras de cada tratamento.

As amostras foram homogeneizados com solucdo tampao pH 7,0 na proporcao de 0,1
mg de tecido para cada 1 ml de solucdo. Posteriormente centrifugados a 3500 RPM por 10
minutos. Os sobrenadantes foram usados como fonte enzimatica para determinacdo da
atividade da proteina corporal total (BRADFORD, 1976), protease acida (HIDALGO et al.,
1999), tripsina e quimotripsina (HUMMEL, 1959), lipase (ALBRO et al., 1985), amilase
(BERNFELD, 1955) e maltase (CORREA et al., 2007).

A andlise do desenvolvimento do sistema digestdrio foi realizada através de amostras de
cinco pos-larvas por tratamento em cada periodo, coletadas ao iniciar a alimentacéo e a cada
sete dias até o 28° dia de alimentacdo. As amostras foram fixadas em solucdo Bouin por 12
horas e posteriormente conservadas em alcool 70% até a realizacdo das analises.
Posteriormente foram desidratadas em etanol, diafanizadas em xilol e embebidas em parafina,
conforme metodologia descrita por Cargnin-Ferreira e Sarasquete (2008). Entdo, seccOes
histologicas foram cortadas com espessura de 5 pm em microtono rotativo e coradas com
hematoxilina-eosina.

Laminas histoldgicas das pos-larvas coletadas foram realizadas através de cortes
seriados do material com a finalidade de analisar o desenvolvimento ontogenético de todos 0s
6rgdos que compdem o sistema digestorio (estbmago, intestino, pancreas e figado). Foram
avaliadas em fotomicroscépio de luz (Zeiss, modelo Primo Star). Todas as pds-larvas
coletadas para analise foram abatidas por “overdose” de benzocaina (250 mg/l) (AVMA,
2007).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Inicialmente,
todos os dados obtidos foram submetidos a teste de normalidade de Shapiro-Wilk, sendo
considerados de distribuicdo normal aqueles dados que apresentaram P>0,05. Posteriormente
foi realizada a analise de regressao e teste de Tukey. O nivel minimo de significancia adotado
na analise estatistica foi de 5% (p < 0,05).

7.3 Resultados e Discussao

As pos-larvas alimentadas com a dieta 30CPST apresentaram redugdo da proteina

corporal total aos sete e 14 dias de alimentacdo em relacdo as pos-larvas alimentadas com as
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demais dietas (Tabela 1). As pos-larvas alimentadas com as dietas 15CPST; 20CPST e
25CPST apresentaram maior proteina corporal aos 7 e 14 dias de alimentacéo, este resultado
pode ter influéncia da quantidade de taurina adicionada a dieta. A suplementacéo de taurina
auxiliou na manutencdo do metabolismo e consequente deposi¢éo proteica corporal, pois € um
aminoacido que ndo é utilizado para formacédo de proteina (PINTO et al., 2013). Ao final do
experimento, ndo foram observadas diferengas entre as dietas testadas. Estes resultados
podem indicar adaptacdo do sistema digestorio das pds-larvas de jundia, na tentativa de
manter o desenvolvimento.

A atividade da protease &cida foi maior para as pds-larvas de jundié alimentadas com
a dieta padrdo e com a dieta 30CPST aos sete dias de alimentacdo. Nos outros periodos
analisados ndo foram encontradas diferencas (Tabela 1). A atividade enzimatica citosdlica é
elevada durante os primeiros dias de desenvolvimento, seguido por uma diminuicdo continua
ao longo das semanas seguintes, em que as atividades de enzimas da borda em escova
aumentam e a atividade de pepsina é pela primeira vez detectada no estbmago (MOGUEL-
HERNANDEZ et al., 2013). Em estudo com juvenis de Solea senegalensis, Rodiles et al.
(2012) encontraram capacidade de modular a secrecdo da protease digestiva quando a
concentracdo e/ou fonte de proteina na dieta é modificada.

As dietas padrdo e 30CPST continham menor percentual de taurina em sua
composicdo, a dieta padrdo ndo foi adicionada taurina e a dieta 30CPS foi adicionada o
minimo, sendo esta considerada controle negativo. A taurina auxilia na manutencdo do
metabolismo, estando relacionada com a exigéncia fisioldgica dos peixes (PINTO et al.,
2013). Nas dietas com menor quantidade de taurina, houve maior producdo da protease acida
para auxiliar na digestdo das mesmas. A protease acida é responsavel pela hidrélise inicial e
parcial das proteinas no esttmago (MORAES e ALMEIDA, 2014) esta pode ter sido
influenciada pelo percentual de taurina que contribuiu para regular o metabolismo e assim
houve menor necessidade de maior producdo da enzima quando maiores quantidades foram
adicionadas.

A tripsina j& estava presente antes da primeira alimentacdo das pos-larvas de jundia
(Tabela 1). A tripsina é uma endoproteinase que hidrolisa ligacGes peptidicas (MORAES e
ALMEIDA, 2014), esta diretamente ligada ao metabolismo de proteinas e esta presente em
larvas de peixes muito precocemente (BOLASINA et al., 2006). A atividade da tripsina nas
pos-larvas de jundia, aos sete e 14 dias analisados foi decrescendo conforme aumento da
inclusdo do CPS na dieta. Estes resultados podem estar relacionados com a minima
quantidade de antinutricionais (LARSEN; DALSGAARD; PEDERSEN, 2012) que ainda
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Tabela 1. Proteina corporal total e atividade da protease &cida, tripsina e quimotripsina
em pos-larvas de jundia alimentadas com dietas compostas de concentrado
proteico de soja e suplementado com taurina

Tratamentos 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Proteina corporal
inicial 0,030 + 0,01
Padrdo 0,040 + 0,006 0,280°+0,011 0,195+0,017 0,184 + 0,022
15CPST  0,048%+0,003 0,290+ 0,003 0,197 +0,009 0,188 + 0,017
20CPST 0,046%+0,01 0,288°+0,011 0,192+0,01 0,187 + 0,022
25CPST  0,047%+0,007 0,288°+0,01 0,186+0,011 0,189 + 0,023
30CPST 0,032 +0,006 0,220°+0,029 0,190+ 0,022 0,190 + 0,02
P 0,0002 <0,0001 0,61 0,96
Protease acida
inicial 9,28 + 3,37
Padréo 17,87°+3,37  420+1,36  6,92+1,29 3,65 + 0,94
15CPST 4,33+ 0,97 275+115  6,15+1,97 3,32+ 1,59
20CPST 5,78° + 0,85 3,12+0,61  7,14+1,94 3,24 + 0,44
25CPST 5,33° + 1,02 402+123  6,84+2,01 3,04 + 0,62
30CPST 10,69 +1362 2,84+1,86 7,06+ 3,47 3,65+ 1,78
P 0,005 0,09 0,91 0,80
Tripsina
inicial 8,21 + 3,95
Padrdo 16,10°+2,25  2,099+0,25 2,21* +0,57 1,47° £ 0,21
15CPST 12,66°+150 1,72°+0,14 2,03 +0,20 1,81%+ 0,23
20CPST 11,72 +260 156°+0,11 1,87°+0,32 2,03% + 0,33
25CPST 947°+258  151"+0,16 1,86°+0,61 1,46° + 0,23
30CPST 9,17°+ 1,61 1,20°+ 0,43  2,90%+ 0,97 1,42° + 0,10
P <0,0001 <0,0001 0,008 <0,0001
Quimotripsina
inicial 5516,4 + 1792
Padrio  12298,6° +2181 1543,9°+ 167 1716,6°+414 1329,5" + 163
15CPST  10023,1*°+812 1437,7%+125 1702,6°+13  1717,6%+ 169
20CPST  9157,1° + 2446 1293,8™ + 125 1592,7°+197  1705,4% + 223
25CPST  7962,7° + 1674 1243,9°° + 129 1419,1°+143  1304,6° + 153
30CPST  8307,6°+1330 1105,1°+175 2409,9°+511  1241,1°+81
p 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Valores expressos como média * erro-padrdo da média.
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,01)
Coldebella et al. (2011); 15CPST; 20CPST; 25CPST e 30CPST em substituicdo ao figado de aves.
CPS: concentrado proteico de soja, T: taurina. Proteina corporal (mg/g), protease &cida (ug
tirosina/min/mg prot), tripsina (umol TAME/min/mg prot), quimotripsina (umol BTEE/min/mg prot).
Inicial = biometria dia zero; 7 dias = biometria aos 7 dias de alimentacdo; 14 dias = biometria aos 14
dias de alimentag8o; 21 dias = biometria aos 21 dias de alimentacéo; 28 dias = biometria aos 28 dias

de alimentacdo.

Médias com letras diferentes, na coluna,
. Tratamentos: Dieta Padrdo adaptada de
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restam no concentrado proteico de soja ap6s os processos de confecg¢do. Os resultados deste
estudo corroboram com Bowyer et al. (2013) que encontraram reducdo da atividade da
tripsina em juvenis de “yellowtail kingfish” (Seriola lalandi) quando adicionaram percentuais
crescentes (10 a 30%) de derivados de soja na dieta.

Aos 28 dias de alimentacdo a atividade da tripsina das pds-larvas alimentadas com a
dieta 15CPST e 20CPST se mantiveram mais altas que dos demais tratamentos (Tabela 1). No
final do periodo experimental a atividade da tripsina foi mais baixa para as pos-larvas
alimentadas com a dieta padrdo; 25CPST e 30CPST. Para as dietas com maiores percentuais
de CPS, os resultados podem estar relacionados com a inibicdo da atividade da enzima devido
a alguns componentes ainda presente no CPS (LARSEN; DALSGAARD; PEDERSEN,
2012), como alguns fatores antinutricionais (inibidor de proteases, taninos, oligossacarideos,
saponinas, etc.) que influenciam na digestdo, absorcdo e metabolismo dos nutrientes
(HOULIHAN et al., 2001) mesmo em pequenas quantidades. Para a dieta padréo, o percentual
mais baixo em relacdo as outras dietas pode estar relacionado com o baixo percentual de
taurina, como esta ajuda a regular o metabolismo (PINTO et al., 2013), aumentando a
atividade nas dietas com percentuais maiores de taurina maximizando o desenvolvimento.

A quimotripsina ja estava ativa no inicio da alimentacdo exdgena (Tabela 1). As larvas
de pargo rosa, Lutjanus guttatus (MOGUEL-HERNANDEZ et al., 2013), apresentam baixos
niveis de atividade especifica da quimotripsina quando ainda possuem reservas vitelinicas,
dos 5 aos 25 dias. E aumentaram sua atividade com continuas flutuages, atingindo atividade
méaxima em 30 dias apdés eclosdo. Aos sete e 14 dias de alimentacdo a atividade da
quimotripsina nas pos-larvas de jundia reduziu conforme o aumento da inclusdo do CPS. Ao
final do periodo de alimentacdo a atividade da quimotripsina foi mais baixa para as pos-larvas
alimentadas com a dieta padrdo; 25CPST e 30CPST.

Resultados semelhantes ao encontrado para a tripsina, onde a menor atividade nas
dietas com maiores percentuais de CPS pode ser devido a existéncia mesmo que minima de
principios antinutricionais (LARSEN; DALSGAARD; PEDERSEN, 2012) ou ao menor
percentual de inclusdo de taurina, no caso da dieta padrdo (Tabela 1). A atividade da
quimotripsina em pargo da cauda amarela (Ocyurus chrysurus) comecou aos 8 dias ap0s
eclosdo, mostrando pequena diminuicdo de 10 a 12 dias e atingindo a sua maxima atividade
entre 17-32 dias, quando alimentadas com alimento vivo enriquecido (AHUMADA-
HERNANDE?Z et al., 2014). Tendo em vista que o alimento vivo contém niveis elevados de
taurina (CONCEICAO et al., 1997; VAN DER MEEREN et al., 2008).
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Tabela 2. Atividades da lipase, amilase, maltase em poés-larvas de jundid alimentadas com
dietas com dietas compostas de concentrado proteico de soja suplementadas com

taurina
Tratamentos 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Lipase
inicial 12,27 £ 3,33
Padrio 21,017 + 3,11 2,31+0,55 363+1,04 251°+0,58
15CPST 15,35° + 3,22 2,26 + 0,42 412+0,69  2,42°+0,36
20CPST 16,86% + 4,09 2,58 + 0,54 383+046  2,36°+0,29
25CPST 14,78 + 1,60 1,91 + 0,24 3,79+0,75  2,67*+0,19
30CPST 18,22 + 2,43 2,33+0,83 4,61+1,08 3,28+ 0,74
P 0,02 0,29 0,26 0,003
Amilase
inicial 0,1457 + 0,042
Padrio 0,126+0,09  0,014°+0,006 0,04+0,02 0,018 + 0,006
15CPST 0,104* +0,05  0,016°+0,01 0,048+0,026 0,016 + 0,006
20CPST 0,147°+0,04  0,026°+0,003 0,036+0,01 0,022 + 0,02
25CPST 0,100+ 0,03  0,012° +0,003 0,039 + 0,004 0,023 + 0,027
30CPST 0,040° + 0,007  0,006° + 0,003 0,048 + 0,035 0,025+ 0,013
P 0,005 <0,0001 0,79 0,81
Maltase
inicial 0,29 +£0,14
Padrio 0,388 + 0,16 0,063+0,01  0,120+0,02 0,064 + 0,005
15CPST 0,346 + 0,11 0,076 +0,02  0,122+0,02 0,06 +0,02
20CPST 0,365 + 0,20 0,067+0,01 0,124+0,01 0,071 +0,02
25CPST 0,292+0,08  0,057+0,009 0,116+0,02 0,06 + 0,01
30CPST 0,344 + 0,08 0,056 +0,02 0,122+0,05 0,075+ 0,01
p 0,71 0,022 0,82 0,47

Valores expressos como media + erro-padrdo da média. Médias com letras diferentes, na coluna, diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,01). Tratamentos: Dieta Padrdo adaptada de Coldebella et al.

(2011); 15CPST; 20CPST; 25CPST e 30CPST em substituicdo ao figado de aves. CPS: concentrado
proteico de soja, T: taurina. Lipase (Ul/mg proteina/min), amilase (Ul/mg proteina/min), maltase (Ul/mg

proteina/min). Inicial = biometria dia zero; 7dias = biometria aos 7 dias de alimentacdo; 14 dias =
biometria aos 14 dias de alimentacdo; 21 dias = biometria aos 21 dias de alimentacdo; 28 dias= biometria

aos 28 dias de alimentacdo.

A atividade da lipase j& estava presente no momento da primeira alimentacdo. Aos sete

dias de alimentacdo as pos-larvas que receberam as dietas padréo; 20CPST e 30 CPST foram

as que apresentaram maior atividade. Aos 14 e 21 dias ndo foram encontradas diferencas na

atividade desta enzima para as dietas em analise. Ao final do periodo de alimentacéo, as pds-

larvas alimentadas com as dietas 25CPST e 30CPST apresentaram maior atividade da enzima
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lipase (Tabela 2). Mas ao estudar a atividade da lipase em “common sole” (Solea solea L.)
Parma et al. (2013), encontraram atividade crescente nas pos-larvas de 4 a 33 dias apds
eclosdo alimentadas apenas com microdieta. A lipase, enzima importante de origem
pancreatica que age no intestino atuando nos lipideos presentes no quimo, liberando acidos
graxos e glicerol, os quais desempenham importantes funcGes energéticas, estruturais e
hormonais no organismo (MOURA; OLIVEIRA; LANNA, 2012) muito importantes no
periodo inicial de desenvolvimento.

A atividade da amilase na biometria inicial pode ser considerada alta, com o passar do
periodo experimental ela foi reduzindo, seguida de ligeiro aumento aos 21 dias (Tabela 2).
Estes resultados corroboram com o trabalho realizado por Hauville et al. (2014), que
encontrou a mesma conformacdo para atividade da amilase pancreatica para pés-larvas de
“florida pompano” (Trachinotus carolinus) avaliado no periodo del5 a 30 dias apds ecloséo.
Mas ao estudar o “common sole” (Solea solea L.), Parma et al. (2013) encontraram atividade
crescente da amilase em pos-larvas de 4 a 33 dias ap6s eclosdo alimentadas apenas com
microdieta. Os peixes que tém intestino curto possuem menor percentual de amilase e lipase
em seu aparelho digestdrio que os peixes com intestino longo (CARUSO et al., 2009).

A atividade da amilase aos sete dias de alimentacdo foi mais alta para as pds-larvas
alimentadas com as dietas padrdo e 20CPST em relacdo as demais. Aos 14 dias a atividade
das pos-larvas alimentadas com a dieta 20CPST se manteve mais alta que os demais
tratamentos e as pos-larvas alimentadas com a 30CPST apresentaram a mais baixa atividade
da enzima amilase. Nos demais periodos analisados ndo foram observadas alteracBes na
atividade da enzima amilase em decorréncia da alimentagéo fornecida. A atividade da maltase
nas pos-larvas alimentadas com as diferentes dietas ndo apresentou alteracdes no decorrer do
periodo experimental. A suplementacdo com taurina ndo influenciou a atividade da maltase
em pdés-larvas de jundia (Tabela 2).

O perfil lipidico da dieta 15CPST pode ser considerado adequado (Tabela 3), pois o
desenvolvimento dos animais foi maximo de acordo com a escala (Figura 1). A deficiéncia
dietética de acidos graxos essenciais podem cessar 0 crescimento e aumentar a mortalidade
(GARCIA et al., 2012). A exigéncia em acidos graxos essenciais para juvenis de “catfish”
(Ictalurus punctatus) é de 1,0-2,0% (C18:3 n-3) (NRC, 2011), entdo podemos inferir que as

concentragOes de n-3 de todas as dietas estavam em niveis considerados adequados.
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Tabela 3. Perfil lipidico das dietas utilizadas na alimentacdo de p6s-larvas de jundia

Acidos Graxos* Padrio  15CPST  20CPST  25CPST 30CPST
C16:0 25,19 25,89 26,10 25,46 25,90
Cil6:1 3,02 3,47 3,72 3,20 3,59
C18:0 10,48 9,25 8,10 8,64 7,43
C18:1n-9 34,75 35,61 35,05 36,45 36,64
C18:1 n-7 1,85 2,04 2,04 1,86 2,07
C18:2n-6 15,56 16,47 17,74 17,33 17,92
C18:3n-3 0,73 0,86 0,97 0,98 1,12
C20:4 n-6 3,64 2,54 2,35 2,08 1,56
C22:6n-3 0,79 0,55 0,64 0,47 0,44
Ysaturados 37,14 36,55 35,82 35,68 35,07
YInsaturados 62,86 63,45 64,18 64,32 64,93
Saturado/insaturado 0,59 0,58 0,56 0,55 0,54
~Monoinsaturados 40,45 41,81 41,29 42,31 43,00
YPoliinsaturados 22,41 21,64 22,89 22,01 21,93
xn-3 1,74 1,56 1,75 1,56 1,62
>n-6 20,67 20,08 21,14 20,45 20,31
n-6/n-3 11,85 12,91 12,18 13,12 12,69

Os acidos graxos C4:0, C6:0, C11:0, C13:0, C15:1 n-5, C17:1 n-7, C18:2 n-6t, C20:0, C 21:0, C20:3 n-3, C22:0,
C22:1 n-9, C 22:2 n-6, C23:0, C24:0, ndo foram detectados nas amostras.Os acidos graxos C8:0; C10:0, C14:0,
Cl14:1 n-5, C15:0, C17:0, C18:1 n-9, C 18:3 n-6, C20:1 n-9,C20:3 n-6, C22:4 n-6, C22:5 n-6, C22:5 n-3 foram
encontrados em quantidade inferior a 0,5%. *Analise realizada no laboratério NIDAL/UFSM. Tratamentos:
Dieta Padrdo (adaptada de Coldebella et al., 2011), 15CPST (concentrado proteico de soja mais taurina);
20CPST; 25CPST e 30CPST em substitui¢do ao figado de aves.

Os percentuais do acido estedrico (C18:0), acido araquiddnico (C20:4 n-6), &cido
docosahexanoico (C22:6 n-3) decresceram na composi¢do das dietas conforme aumento da
inclusdo do CPS (Tabela 3). O figado de aves é reconhecido como uma valiosa fonte de
nutrientes, principalmente em acidos graxos. Segundo Cieslik et al. (2011), o acido graxo
saturado predominante nesta fonte é o palmitato (C16:0) seguido do estearato (C18:0). O
acido poli-insaturado predominante é o linoleico (C18:2) e o araquiddnico (C20:4) foi o
segundo mais importante de acidos graxos n-6. Os acidos graxos poliinsaturados como o
acido docohexandico (DHA), eicosapentandico (EPA) (C20:5 n-3) e o &cido araquiddnico
(ARA) tem importantes fungdes fisiolégicas como: componentes estruturais chave
facilitadores de reacdes e processos, precursores de eicosanodides (ARA) que sdo substancias
ativas como horménios (IZQUIERDO e KOVEN, 2011). Que em niveis menores podem ter
contribuido para o menor desenvolvimento das pos-larvas alimentadas com as dietas com

maiores niveis de inclusdo de concentrado proteico de soja. A exigéncia em &cido graxo
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essencial para a maioria das espécies na fase larval é maior que na fase juvenil e adulta
(GARCIA et al., 2012).

O percentual de 4&cidos graxos saturados e a relacdo saturado/insaturado na
composicdo da dieta foram menores conforme aumento da inclusdo do CPS (Tabela 3). Os
acidos graxos essenciais tém trés fungdes importantes nas larvas e juvenis de peixes, sdo fonte
de energia metabolica, componentes estruturais das membranas celulares e precursores das
moléculas bioativas (IZQUIERDO e KOVEN, 2011). A reducao dos acidos graxos nas dietas
com maiores percentuais de CPS podem ter contribuido para estagnar o desenvolvimento das
pos-larvas de jundid.

Os pHs das dietas foram Padréo (4,73); 15CPST (5,35); 20CPST (5,42); 25 CPST
(5,46); 30CPST (5,40). O pH do estbmago varia entre 2,0 e 3,0 permitindo assim a
desnaturacdo de proteinas e comeco da hidrdlise (SADO et al.,, 2014). A dieta 15CPST
apresentou o menor pH, o que pode ter contribuido para o melhor desenvolvimento das pés-
larvas que consumiram esta dieta.

Na anélise histologica dos 6rgdos ndo se verificou diferencas para as pos-larvas
alimentadas com as dietas testadas, apenas o tamanho dos érgdos foi proporcional ao maior
desenvolvimento atingido pelas po6s-larvas alimentadas com a dieta 15CPST. Foram
analisados o estdbmago, figado, intestino e pancreas (Figura 1). Estes 6rgdos ja estavam
presentes na primeira analise das pos-larvas antes de iniciar a alimentac&o. As 16 horas apos
ecloséo estes 6rgdos ja sdo evidentes nas larvas de jundia (SILVEIRA et al., 2013).

A analise do desenvolvimento do trato digestorio foi realizada, mas nenhuma
anormalidade foi detectada (Figura 1). Juvenis de ‘“egyptian sole” Solea aegyptiaca
alimentados com dietas adicionadas de até 30% de farelo de soja (BONALDO et al., 2006)
ndo apresentaram diferencas significativas na aparéncia do intestino, nem nas células da
mucosa intestinal. O intestino possui as vilosidades e microvilosidades, onde ocorre a maior
parte da digestdo enzimatica dos alimentos através de enzimas oriundas do pancreas ou das

celulas secretoras da parede intestinal (SADO et al., 2014).
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Figura 1. Exemplares de pos-larvas de jundia alimentadas com dietas compostas de

concentrado proteico de soja e suplementadas com taurina

Dietas 30CPST (A, C, E) e 15CPST (B, D, F) tempos (7, 14 e 21 dias) em cortes seriados
longitudinais. (G e H) cortes histologicos representativos do estdbmago e intestino de pés-larvas
alimentadas com a dieta 15CPST aos 7 dias. (br) brénquias; (co) coracdo (e) estdmago; (es)
esofago; (f) figado; (gp) gordura perivisceral; (i) intestino; (m) musculo; (p) pancreas; (r) rim.
Escala: 1 mm. Coloracdo: Vanderbilt modificado.
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As vilosidades intestinais (Figura 1H) das pds-larvas de jundia ndo apresentaram
alteracdo na altura e na quantidade de vilos em relagdo aos tratamentos testados. Segundo
Moraes e Almeida (2014), as estruturas digestivas dos peixes refletem a variacdo das fontes
de nutrientes do alimento ingerido, as vilosidades do intestino dos peixes ndo sdo bem
diferenciadas e parecem mais com pseudo-vilosidades ou pregas.

As pos-larvas alimentadas com a dieta 15CPST apresentaram melhor desenvolvimento
e consequentemente maior tamanho (Figura 1). Em estudo com juvenis de “yellowtail
kingfish” (Seriola lalandi), Bowyer et al. (2013) encontraram reducdo das células
caliciformes no intestino quando adicionaram percentuais crescentes (10 a 30%) de derivados
de soja na dieta. Segundo Couto et al. (2015), o farelo de soja induz a inflamagao no intestino
distal de salmonideos. InUmeras enzimas relacionadas com o0s processos digestivos e
absortivos estdo localizadas nas células epiteliais colunares ao longo da borda estriada,
proporcionando a estas células a funcdo de absorcdo de particulas alimentares e moléculas
além da funcéo digestiva (MORAES e ALMEIDA, 2014).

A inclusdo da taurina melhorou o desenvolvimento das pds-larvas de jundia, onde na
dieta 15CPST pode-se observar (Figura 1) maior tamanho dos pesixes e consequentemente
maior tamanho dos 6érgdos, de acordo com a escala. Algumas espécies parecem se beneficiar
com a suplementagdo de taurina, melhorias foram observadas nas taxas de crescimento e
sobrevivéncia, bem como no desenvolvimento morfoldgico e atividade de enzimas digestivas
(SALZE e DAVIS, 2015).

A inclusdo do concentrado proteico de soja em percentuais maiores que 15% reduz a
atividade da tripsina e quimotripsina; aumenta a atividade da lipase, mas ndo influencia no
desenvolvimento do sistema digestério. Tudo isso pode ter influéncia de principios
antinutricionais ainda presentes no CPS ou devido a reducdo dos percentuais de taurina e de

acidos graxos importantes para dieta de pds-larvas de jundias nesta fase.

7.4 Conclusao

A inclusdo de 15% de CPS suplementado com taurina (0,5%) em dietas para pés-
larvas de jundia melhora a atividade enzimética sem influenciar no desenvolvimento do

sistema digestorio.
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Discusséao geral

A utilizacdo de diversas fontes proteicas de origem animal e vegetal combinadas
podem suprir as necessidades bésicas de desenvolvimento das pds-larvas de peixes. Neste
estudo testamos a substituicdo do figado de aves in natura pelo concentrado proteico de soja
(CPS) ou pela farinha de peixe (ROSSATO et al., 2014) tendo como meta aprimorar a dieta
para pos-larvas de jundid. A farinha de peixe (FJ) foi confeccionada no Laboratério de
Piscicultura/UFSM a partir de residuos de filetagem e jundias com tamanho inadequado para
abate.

Foram realizados trés experimentos, primeiramente testamos a substituicéo total (30%)
e parcial (15%) do figado por CPS ou por farinha de peixe (Capitulos 2 e 3), tendo como dieta
padrdo a dieta adaptada de Coldebella et al. (2011). Posteriormente (Capitulos 4 e 5) testamos
niveis de substituicdo do figado por farinha de peixe (padrdo-0FJ); 5FJ; 10FJ; 15FJ; 20 FJ e
25F)). E niveis de substituicdo do concentrado proteico de soja com suplementacédo de taurina
(Capitulos 6 e 7) (padrédo - OCPS; 15CPST; 20CPST; 25CPST e 30CPST).

No experimento 1 (Capitulo 2) encontramos maior desempenho para 0s animais
alimentados com a dieta 15FJ, seqguido da dieta 15CPS que nédo diferiu da dieta padréo. As
pos-larvas alimentadas com a dieta 30CPS ndo sobreviveram até o final do experimento,
devido a ocorréncia de canibalismo, onde optamos por sacrificar as pos-larvas que
apresentavam tamanho muito maior e comportamento canibal, também devido as inUmeras
coletas realizadas para analise enzimética. A baixa palatabilidade do concentrado proteico, a
presenca mesmo que em baixos niveis de fatores antinutricionais (CHATZIFOTIS et al.,
2008) e a deficiéncia em alguns aminoacidos essenciais, como lisina e metionina (KAUSHIK
et al., 1995) podem ter contribuido para o desempenho inferior das pos-larvas alimentadas
com a dieta 30CPS. O desbalanco aminoacidico da dieta pode ocasionar diminui¢cdo do
crescimento (SAAVEDRA et al., 2009) ma formacdo dos tecidos piorando a qualidade da
larva (FINN e FYHN, 2010).

Ao analisarmos o perfil lipidico (Capitulo 3) constatamos menor quantidade do acido
araquidénico (C20:4 n-6) e do acido estarico (C18:0) nas dietas com substituicdo total do
figado (30CPS) e diminuicdo dos mesmos com o aumento da inclusdo do CPS nas dietas
20CPST; 25CPST e 30CPST (capitulo 5). Os peixes de agua doce tem maior capacidade de

converter o é&cido graxo C18:0 em &cidos graxos altamente insaturados (HUFAS)
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(CORRAZE, 2001), o que pode ter contribuido com o maior desenvolvimento das pds-larvas
alimentadas com as dietas que apresentaram maior percentual deste acido graxo. Alguns
peixes de agua doce possuem enzimas (dessaturases e elongases) responsaveis pela
biossintese de AA, EPA e DHA (GARCIA et al., 2012) a partir de outros acidos graxos como
0 &cido esteérico (C18:0). Os &cidos graxos sdo essenciais principalmente nesta fase de vida
dos peixes, eles contribuem na formacdo das membranas e hormonios (IZQUIERDO e
KOVEN, 2011), consequentemente aumentando o crescimento e reduzindo a mortalidade
(GARCIA et al., 2012).

A dieta 15CPS foi testada no capitulo 2 com suplementacdo de 0,3% de taurina, ndo
apresentando melhorias no desenvolvimento das pds-larvas, tanto que as poés-larvas
alimentadas com esta dieta (15CPS) apresentaram semelhante desempenho aos animais
alimentados com a dieta padrdo. Mas ao adicionarmos 0,5% (Capitulo 6), a mesma dieta
(15CPST), o desempenho foi maximo. Ainda ndo ha estudos que afirmam a necessidade ou
ndo da suplementacdo com taurina para jundias, nem os niveis adequados de inclusdo na dieta
nas diferentes fases de crescimento. Algumas espécies de peixe ndo precisam da
suplementacdo com taurina, pois possuem a enzima (L-cisteina-sulfinato descarboxilase) que
transforma a metionina da dieta em taurina, por isso ela ndo é considerada aminoacido
essencial (WILSON, 2002). No entanto, a capacidade dos peixes de sintetizar a taurina é
dependente da espécie e possivelmente afetada pelo estadio de desenvolvimento (EL-SAYED,
2013). A hipotese da necessidade de suplementagdo com taurina surgiu da observacdo de que
o0 alimento vivo (copépodos) presente no ambiente natural e utilizado para alimentacdo inicial
das larvas de peixes contém niveis elevados de taurina (entre 15 e 26%) (CONCEICAO et al.,
1997; VAN DER MEEREN et al., 2008). E segundo El-Sayed (2013), mesmo que a taurina
ndo seja um nutriente essencial, a inclusdo deste na dieta é recomendada se o critério de
crescimento méximo é pretendido. A suplementacdo com taurina deste estudo foi baseada em
Chatzifotis et al. (2008) que utilizou 2 g Kg™, na dieta de peixes marinhos, proporcionando
maior consumo diario de racdo e consequentemente maior desempenho.

A farinha de peixe foi testada na alimentagdo de pos-larvas de jundié visando melhorar
o perfil aminoacidico da dieta. Pois a farinha de peixe contém perfil completo de aminoacidos
e atende a exigéncia em proteina da maioria das espécies de peixes (ABOWEI e EKUBO,
2011), também pode ser utilizada para melhorar a qualidade proteica (FAO, 2014) das dietas.
Mas apresenta reduzida digestibilidade para larvas de peixes devido a complexidade de sua
proteina (CONCEICAO et al., 2007). Por isso na dieta 30FJ encontramos resultados de

crescimento inferiores a dieta 15FJ e padrdo (Capitulo 2). No capitulo 4 as poés-larvas
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alimentadas com a dieta 15FJ também apresentaram maior desempenho, mas néo diferindo
das dietas 20FJ e 25FJ para todos os parametros avaliados. Poderiamos inferir que a adicao de
5% de figado, seria adequado para a manutencdo do desenvolvimento das pos-larvas de
jundid, se tivéssemos utilizado figado do mesmo lote e se a composicdo desta matéria prima
fosse constante. Analisando e comparando o perfil lipidico das duas dietas (capitulo 2 e 4)
podemos inferir que a composicao do figado variou bastante, pois foi a Gnica matéria prima
usada de lote diferente devido a diferenca de tempo entre os experimentos. Podemos assim
inferir que a digestibilidade do figado é maior, o perfil de aminoacidos € menor e o perfil
lipidico é mais completo. A combinacdo das duas fontes gera uma dieta eficiente.

Para as andlises histologicas do desenvolvimento muscular e sistema digestorio foram
coletadas pds-larvas com melhor e pior peso final durante os periodos experimentais.

As pos-larvas que apresentaram maior diametro da fibra muscular e maior nimero de
fibras foram as pds-larvas alimentadas com a dieta 15CPST (Capitulo 6), mesmo ao
compararmos aos 21 dias de alimentacdo. Tendo em vista que no experimento 1 (Capitulo 2)
as analises foram realizadas até os 21 dias devido aos casos de canibalismo observados para
as pos-larvas que receberam a dieta 30CPS.

Ao compararmos 0s experimentos entre si aos 21 dias, encontramos maior diametro
para as pés-larvas alimentadas com a dieta 30CPS (Capitulo 2) em relacdo as pés-larvas
alimentadas com a dieta 30CPST (Capitulo 6). E as pos-larvas alimentadas com a dieta 15F]
(Capitulo 2) apresentaram diametros maiores que as pos-larvas alimentadas com a dieta 15FJ
(capitulo 4). A temperatura do ambiente permaneceu mais alta durante o experimento 1
(Capitulo 2), que os demais experimentos, o0 que pode ter contribuido para o maior didametro
das fibras encontrado (capitulo 2). A temperatura é um fator ambiental que influencia a taxa
de crescimento dos peixes e estd diretamente relacionada com a plasticidade muscular e
crescimento (CAMPOS et al., 2013; PAULA et al., 2014).

O desenvolvimento do sistema digestdrio em todos 0s experimentos ocorreu de forma
adequada, os oOrgaos apresentaram desenvolvimento diferenciado, com maior tamanho nas
pos-larvas que consumiram as dietas 15FJ; 15FJ) e 15CPST e menor tamanho para as pos-
larvas que consumiram as dietas 30CPS; Padrdo e 30CPST (capitulos 3; 5 e 7,
respectivamente). N&o foram encontradas anormalidades na conformagdo e numero de
vilosidades dos o¢rgdos analisados. O menor tamanho pode estar associado a menor
digestibilidade (ROTILI, 2014) e palatabilidade do CPS em relagdo ao figado e a farinha de
peixe. Durante os periodos experimentais foi observado menor procura pelo alimento nas

dietas com maiores percentuais de CPS, contribuindo para o menor desenvolvimento.
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Podemos inferir que o CPS quando incluido em percentuais altos retardam o desenvolvimento
das pos-larvas de jundid. A farinha de peixe também se constitui em matéria prima de dificil
digestibilidade para as pos-larvas de peixes (CONCEICAO et al., 2007), por isso ela deve ser
incluida em percentuais abaixo de 30%. O figado in natura é étima fonte de acidos graxos
importantissimos nesta fase da vida do jundid e contribui para a manutencdo do
desenvolvimento das pdés-larvas por isso ele deve ser incluido, mesmo que em baixos
percentuais.

Nos trés experimentos foram analisadas a atividade das enzimas protease acida,
tripsina, quimotripsina, lipase, amilase e maltase. As enzimas analisadas ja estavam ativas
antes do inicio da alimentacdo exdgena (Capitulo 3). As pds-larvas alimentadas com a dieta
15CPS apresentaram picos mais elevados para a maioria das enzimas no inicio da alimentacéo
(Capitulo 3). Podemos inferir que estes picos enzimaticos podem ter contribuido para a
adaptacdo do organismo a dieta e consequentemente melhorar o desenvolvimento das pés-
larvas de jundid. A atividade das enzimas nas pos-larvas alimentadas com diferentes
percentuais de farinha de peixe (Capitulo 5) ndo apresentaram diferencas em sua atividade
enzimatica a partir da alimentacdo. As pds-larvas alimentadas com as dietas acrescidas de
CPS mais taurina (Capitulo 7) apresentaram menor atividade da tripsina e quimotripsina com
a maior incluséo do CPS. A menor atividade para as dietas com maiores percentuais de CPS
pode ser devido a existéncia mesmo que minima de principios antinutricionais (LARSEN;
DALSGAARD; PEDERSEN, 2012) que contribuem para reduzir a digestibilidade dos
nutrientes através da reducdo da atividade das enzimas.

A atividade das enzimas é totalmente dependente do alimento ofertado. Na maioria
das vezes as poés-larvas conseguem se adaptar ao alimento e manter o desenvolvimento.
Quando ofertamos uma dieta balanceada com todos os nutrientes adequados, a atividade
enzimtica atua eficientemente melhorando a digestdo e aumentando a absorcdo dos

nutrientes, resultando em animais sadios e de qualidade.
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CONCLUSOES GERAIS

A inclusdo de 15% de farinha de peixe e concentrado proteico de soja aprimora a
qualidade nutricional da dieta de pds-larvas de jundid;

A substituicéo total do figado de aves (30%) nas dietas de pds-larvas de jundia ndo é
aconselhada;

O desenvolvimento muscular foi melhorado com a combinacdo dos ingredientes de
origem vegetal e animal,

A atividade enzimdtica ja estd presente muito precocemente nas larvas de jundid,
facilitando o aproveitamento do alimento exdgeno granulado;

As combinagdes de ingredientes de origem vegetal (CPS) e animal (FJ) néo
prejudicaram o desenvolvimento do sistema digestério das larvas e pos-larvas de
jundid;

A taurina incluida em 0,5% na dieta nas condicdes do presente estudo melhorou a

utilizacdo do concentrado proteico de soja quando incluido em 15% da dieta.
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Figura 1. Circuito eperimental utilizado para
larvicultura do jundia

Figura 2. Unidade experimental com animais alojados no inicio e ao final do
periodo experimental
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Figura 3. Exemplares de pds-larvas de jundia aos 7 e 28 dias experimentais
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