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DORCE, Larissa Selini. Teores de umidade da dieta para larvas de surubim alteram as
funcdes digestivas e 0 aproveitamento do alimento. 2019.35p. Monografia (Graduagdo em
Engenharia de Aquicultura) — Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados — MS.

RESUMO

Este trabalho teve por o objetivo avaliar os efeitos do percentual de umidade das dietas, no
desenvolvimento, nas enzimas digestivas e no metabolismo hepéatico em larvas de surubim na
fase de co-feeding. Sabendo que o sucesso da larvicultura para as espécies de peixes
neotropicais, principalmente larvas altriciais, depende de presas vivas durante a alimentagéo
exogena inicial. A alimentacéo viva na primeira etapa da vida € de essencial importancia para
o0 desenvolvimento e saude dos peixes. Porém o uso de alimento vivo na larvicultura pode
elevar os custos da producdo em até 79%, o que se faz indispensavel a busca por alternativas
de alimento para fase de co-feeding. Dentre as alternativas que se busca esté a elaboracdo de
dietas completas para fase inicial de desenvolvimento de peixes neotropicais. Foi utilizado um
protocolo alimentar de 4 dietas com repeticdes com diferentes teores de umidade para larvas
de surubim, D47%, D35%, D24% e D8%, durante 21 dias de alimentacdo sendo os 5
primeiros dias a larvas receberam alimentacdo exclusiva de nauplios de artémia. As dietas
com teores intermediarios de umidade 35 e/ou 24% mostrou-se a mais favoravel para serem
utilizadas na fase de co-feeding na larvicultura de surubim devido & observacdo do maior
aproveitamento do alimento frente ao teor de umidade.

Palavras-chave: Aproveitamento alimentar; Digestibilidade; Larvicultura.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of dietary moisture content on
development, digestive enzymes and liver metabolism in co-feeding surubim larvae. Knowing
that the success of larviculture for neotropical fish species, especially altricial larvae, depends
on live prey during initial exogenous feeding. Live nutrition in the first stage of life is of
critical importance for the development and health of fish. However, the use of live food in
larviculture can increase production costs by up to 79%, which is indispensable for the search
for co-feeding food alternatives. Among the alternatives that are sought is the elaboration of
complete diets for the early phase of neotropical fish development. A dietary protocol of 4
diets with repetition with different moisture contents for surubim larvae, D47%, D35%,
D24% and D8%, was used during 21 days of feeding. brine shrimp. . Diets with intermediate
levels of moisture 35 and / or 24% were the most favorable to be used in the co-feeding phase
in surubim larviculture due to the observation of the highest utilization of food in relation to
moisture content.

Keywords: Food utilization; Digestibility; Larviculture.



1. INTRODUCAO

O sucesso da larvicultura para as espécies de peixes neotropicais, principalmente
larvas altriciais, depende de presas vivas durante a alimentacdo exogena inicial (JOMORI et
al., 2003). A alimentagdo viva na primeira etapa da vida é de essencial importancia para o
desenvolvimento e saude dos peixes (ALVARADO, 2003). Dentre os peixes de destaque no
Brasil estd o Surubim (Pseudoplatystoma sp), isso se deve, por fatores como sua
aceitabilidade no mercado consumidor, devido sua carne apresentar poucos espinhos
intramusculares e sabor delicado. (HONORATO et al., 2014). O Brasil produziu cerca de
2126,7 toneladas de Surubins, o que elevou o acrescimo da producdo em 84,53%, como
mostrado nos dados da Secretaria de Aquicultura e Pesca em 2009. No entanto, as taxas de
sobrevivéncia durante o estagio de larvicultura sdo baixas, isso deve-se por ainda ndo ser
atendido as exigéncias nutricionais para esta fase (ALVARADO 2003).

Na fase de larvicultura do Surubim, é indispensavel o uso de alimento vivo, sendo 0s
nauplios de artémia um dos mais utilizados, o que proporciona altas taxas de crescimento e
sobrevivéncia nas primeiras fases de vida (JOMORI et al., 2003 e 2008). A utilizacdo de
arttmia representa 79% dos custos operacionais na fase de larvicultura de Surubim
(RONNESTAD et al.,2013). No ponto de vista nutricional a artemia € um alimento que atende
a exigéncia em uma fase limitada do cultivo (JOMORI et al., 2012). Portanto, faz-se
indispensavel a busca por alternativas de alimento para fase de co-feeding. Dentre as
alternativas que se busca estd a elaboracdo de dietas completas para fase inicial de
desenvolvimento de peixes neotropicais (CORREA, 2003).

O processamento tecnoldgico, pode ser uma ferramenta para implementar a
utilizacdo de novas dietas para peixes (HONORATO et al., 2010) e ajudar a contribuir para a
diminuicdo dos gargalos apresentados. Yufera et al. (1996 e 1999) apontaram que para dietas
apresentarem a capacidade de substituir a primeira alimentacdo de larvas de peixes deve
possuir as mesmas caracteristicas fisioldgica e estruturais do alimento vivo.

Dietas microparticuladas, com tamanho e qualidade nutricional adequada tem sido
testadas para larvas de peixes neotropicais (R@NNESTAD et al., 2013), no entanto, ainda ndo
se demostra capacidade de substituicdo total da artémia por dietas inertes larvas de Sparus
aurata L (YUFERA et al., 1993). Estes resultados desfavoraveis se devem principalmente
atratividade a textura (KUBTIZA (1995). Segundo Kolkovski (2001) a dificuldade da larva de

digerir as dietas esta relacionada a quantidade de matéria seca de 60 a 90% presente na dieta.



Associado aos esforgos em relagdo o processamento tecnolégico utilizado nas dietas, 0
uso de ferramentas emergentes com o propoésito de substituir o alimento vivo é interessante,
pois, possibilita a complementacdo do entendimento das fungdes do organismo dos peixes e
seu reflexo no desempenho produtivo (KOLKOVSKI1,2001).

Deste modo, 0 estudo tem como objetivo de avaliar os efeitos do percentual de
umidade das dietas, no desenvolvimento, nas enzimas digestivas e no metabolismo hepatico

em larvas de surubim na fase de co-feeding.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aquicultura e a producéo de surubim

O consumo mundial de pescado teve um crescimento significativo nas Ultimas
décadas, principalmente em funcdo do aumento populacional além da demanda dos
consumidores por alimentos mais saudaveis. Com essa demanda no consumo de pescados em
geral, resultou que em 2016 a producdo global de peixes atingiu o pico em cerca de 171
milhdes de tonelada, com a aquicultura representando 47% do total (FAO, 2018).

Dentre os paises com maior potencial para a producdo aquicola, o Brasil tem papel
de destaque, devido o clima favoravel, sua disponibilidade hidrica, e ocorréncia natural de
espécies aquaticas que compatibilizam interesse zootécnico e mercadolégico (HONORATO
et al.,2014).

Com énfase na producdo do Brasil de 722.560 toneladas de peixes de cultivo
produzidos no pais, obtendo um crescimento de 4,5% em relacdo ao ano anterior, com
destaque aos 39,84% da producao total, sdo de peixes nativos (PEIXE BR, 2019). Deste total
da producdo brasileira, 25.850 toneladas foram produzidas pelo Mato Grosso do Sul, com
5.300 toneladas de peixes nativos produzidos, levando o estado ao décimo lugar entre os
maiores produtores de peixe do pais, (PEIXE BR, 2019).

Para a producdo de espécies nativas, a aquicultura brasileira utiliza de vasta
diversidade, tendo mais de 30 espécies que sao utilizadas comercialmente em todo territorio
nacional com potencial de cultivo, isso se da devido a biodiversidade das distintas bacias
hidrogréficas (RIBEIRO et al., 2017).

Em relacdo as espécies nativas, as carnivoras como o surubim (Pseudoplatystoma
sp), da familia Pimelodidae, é encontrado com frequéncias na Bacias Amazonica, do Prata e
do Sédo Francisco (ALMEIDA FILHO, 2012 FRANCA et al.,2019), normalmente alcangcam
maiores valores de mercado (CREPALDI et al., 2006a e TURRA et al.,2009). Apesar dessa
reconhecida aceitacdo no mercado, suas tecnologias de producdo ainda tém varios aspectos a
serem aprimorados (TURRA et al., 2009). Uma vez que, é de suma importancia estudos que
visem aperfeigoar a viabilidade econémica do seu sistema de producao. No entanto, estudos ja
realizados apontam o alto potencial comercial desta espécie (SOUSA et al., 2006) como as
caracteristicas e os rendimentos de carcaca (CREPALDI et al., 2008), bom ganho de peso e a
conversdo alimentar (KUBITZA et al., 1998).



O maior gargalo esta na falta de dados concretos sobre as exigéncias nutricionais nas
diferentes fases de crescimento que resulta em altos indices de mortalidade, baixa eficiéncia
alimentar e desempenho. Por isso, estudos sobre nutricdo de peixes em condi¢cdes de cultivo
economicamente viaveis vém ganhando importancia, na tentativa de reduzir o impacto
ambiental e aumentar a producio (HALVER & HARDY, 2002).

2.2. Fisiologia digestiva do surubim

O género Pseudoplatystoma compreende as espécies de peixes conhecidas por
surubins, que sdo os maiores peixes da familia Pimelodidae (STECH, 2009, FRANCA et
al.,2019). Apresentam a cabeca achatada, o corpo alongado e rolico, trés pares de barbilhGes
préximos a boca, com os primeiros raios das nadadeiras peitoral e dorsal, que constituem de
um aculeo pontiagudo e forte (CUNHA, 2013).

Os surubins sdo as espécies de maior valor comercial no Brasil, por serem
considerados produtos nobres, apresentarem carne saborosa, com baixo teor de gordura e
auséncia de espinhas intramusculares, levando ao valor de comercializagdo alto (CREPALDI
et al., 2007, ALMEIDA FILHO et al., 2012,). Possuem elevada taxa de crescimento, podendo
alcancar na natureza 100 kg de peso vivo,( ALMEIDA FILHO et al., 2012).

O Pseudoplatystoma apresenta habitos alimentares carnivoros, predominantemente
piscivoros (CREPALDI et al., 2007; CAMPOS, 2010). Possui um trato gastrointestinal
caracteristico de peixes carnivoros. Porem, essa espécie possui algumas peculiaridades
anatdmicas gque indicam adaptacfes a uma dieta onivora, como o padrdo longitudinal de seu
trato gastrointestinal e a presenca de varias anastomoses, rede de canais que se bifurcam e
recombinam em varios pontos, o leva ao retardamento do avanco dos alimentos,
proporcionando um periodo digestivo mais longo e, consequentemente, melhor
aproveitamento dos nutrientes (RODRIGUES et al.2009).

Sobre as exigéncias nutricionais do surubim podemos destacar o estudo de
Gongalves (2002) que a espécie € muito exigente em proteina digestivel, apresentando a
melhor resposta quando alimentado com dietas contendo 32g/kg de proteina digestivel.

Em relacéo a fase de crescimento Takahashi e Cyrino (2002) estudaram a utilizacdo
de carboidratos nos niveis de 9, 13, 17, 21, 25 e 29g/kg, revelaram que as variagdes interferem
muito nos parametros de desempenho e nos indices vicerossomatico e

gorduroviscerossomatico.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10499-017-0213-3#CR31

Dentre as fontes de energia, os lipideos se destacam por seu elevado valor energético
e por sua aplicabilidade na confeccdo de dietas comerciais (PEZZATO et al., 2004). Em
estudos feitos por Matino et al.,(2003) sobre a influéncia de lipideos na dieta, no desempenho
produtivo de juvenis de pintados com 5,1 g, foi avaliado a composicao de acidos 8 graxos da
carcaca e o lipideo hepatico, utilizando cinco dietas isoproteicas (46,5% de PB) e isolipidicas
(19% lipideo bruto) formuladas com diferentes proporcdes de 6leo de figado de lula e banha
de porco, mostrou que ndo houve diferenca significativa no desempenho produtivo, mas o
perfil de &cidos graxos da carcaca dos peixes foi afetado pela composicdo de acidos graxos na
dieta.

Jé a digestibilidade de carboidratos como fonte de energia é aparentemente limitada
(STONE, 2003). Em geral assume-se que a digestibilidade de carboidrato ndo excede 20 g/kg
em espécies carnivoras (ALMEIDA FILHO et al., 2012). Desta forma faz-se de suma
importancia o conhecimento da digestibilidade aparente, que se reflete uma porcentagem de
amostra de alimento que é absorvida no trato digestdrio de um animal e n&o é encontrado nas
fezes, desta forma ndo existe nenhum método eficiente para separar o nitrogénio metabdlico
contido nas fezes, por tanto a digestibilidade deve ser considerada como aparente (TEIXEIRA
et al.,2010).A determinacdo da digestibilidade de alimentos utilizados na elaboragéo de dietas
para peixes é fundamental para melhoria de sua eficiéncia alimentar e para o atendimento das

exigéncias nutricionais de uma espeécie, (TEIXEIRA et al., 2010).

2.3. Treinamento alimentar na fase de co-feeding na larvicultura de surubim

O sucesso da alimentagdo depende do desenvolvimento progressivo de caracteristicas
anatémicas e funcdes fisioldgicas da disponibilidade de itens alimentares adequados ao longo
do desenvolvimento larval (R@NNESTAD et al., 2013).

E necesséario um entendimento integrado dos varios fatores e eventos que interagem
na aquisicéo e digestdo de alimentos para o design de dietas que atendam aos requisitos para
ingestdo, digestdo e absor¢do ideal. Além disso, um melhor conhecimento nessa area
significaria reducdes nos custos de producéo de alevinos (RONNESTAD et al., 2013).

Portanto fez-se essencial o aporte de protocolos de transi¢do alimentar na fase de co-
feeding para alavancar a produgéo. Varios protocolos de transi¢éo alimentar tém sido testados

para a larvicultura intensiva de varias espécies de peixes visando reduzir o periodo de



fornecimento do alimento vivo, consecutivamente diminuir custos na produgdo (MENOSSI et
al.,2012).

O processo de co-feeding € a fase de substituicdo ou reducdo do alimento vivo nos
primeiros dias de vida do animal (KOLKOVSKI, 2001). No estudo realizado por Tandler &
Kolkovski (1991) utilizando larvas de dourada (Sparus aurata) com 10 dias de idade,

alcancaram 80% de sobrevivéncia sem problema de crescimento, fazendo uso do co-feeding.

2.4. Atividade enziméatica

O crescimento e desenvolvimento saudavel dos peixes dependem da absorcédo e da
digestdo de nutrientes, assim com as interacdes metabdlicas A capacidade digestiva dos
peixes pode ser compreendida como a habilidade de secretar enzimas no trato digestorio, apto
a hidrolisar os polimeros existentes nos alimentos até seus respectivos mondémeros, sendo que
0s niveis destas enzimas dependem dos niveis dos nutrientes presentes no alimento ingerido
pelo animal. Uma vez que, a composicao da dieta também pode influenciar a liberacdo das
enzimas digestivas (SEIXAS FILHO, 2003)

Sabendo que algumas espécies de peixes possuem limitacdes digestivas por serem
larvas altriciais (JOMORI et al., 2003), como é o caso do surubim, com um aparelho digestivo
incompleto, auséncia de algumas enzimas, dentre outras. Uma vez que, faz-se necessario o
aporte de dietas que estimule o desenvolvimento e a producdo de enzimas digestivas para
maior absor¢do dos nutrientes presente no alimento (KOLKOVSKI, 2001).

As enzimas sdo, em sua maioria, proteinas fundamentais para a realizacdo dos
processos metabolicos nos seres vivos, pois, as reagcdes bioquimicas que acontecem no
organismo sdo catalisadas por estas. As enzimas aumentam a velocidade das reacOes
diminuindo a energia de ativacdo sem variar o equilibrio quimico; sdo especificas, atuam por
meio de sitio ativo, apenas em determinado substrato; sdo vulneraveis as mudancas de
temperatura e pH do meio, havendo assim, um estado 6timo no qual ocorre maxima atividade
(GOMES et al., 2016).

O conhecimento sobre enzimas digestivas em peixes é ainda mais complexo em
comparagdo com outros animais, devido a existéncia de inUmeras espécies, com diferentes
composigdes anatdmicas digestivas e habitos alimentares diversos e, por isso, 0s estudos feito
com uma determinada espécie ndo podem ser adotados para outras. As enzimas digestivas de

peixes sdo secretadas dentro do lumen do canal alimentar originados da mucosa gastrica, dos



cecos piloricos, do pancreas e da mucosa intestinal com a funcéo de hidrolise de proteinas,
carboidratos e gorduras. (STECH et al.,2009).
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3. MATERIAL E METODOS

As larvas de surubim foram adquiridas em uma piscicultura comercial. Trés dias
apos ecloséo (DPE) e transportadas para o laboratorio de aquicultura da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD/FCA).

3.1. Dietas experimentais

As racOes foram confeccionadas seguindo o conceito de proteina ideal e com
granulometria de 200um fornecidas pela empresa Bioartemia (Itda). Nas dietas as fontes de
proteinas utilizadas foram prioritariamente o hidrolisado de artemia adulta, farinha de peixe e
farelo de soja, amido gelatinizado como fonte de carboidrato e 6leo de soja como fonte de
lipidios e suplementadas com vitaminico-mineral, vitamina C protegida, betaina e caulin.

Estas foram analisadas quanto aos seus teores de umidade, proteina bruta, extrato
etéreo e cinzas, conforme metodologia descrita na Association of Official Analytical
Chemists (A.0.A.C., 2000). O conteudo de umidade foi determinado submetendo-se as
amostras a 100°-105°C, em estufa até peso constante. O teor de proteina bruta foi obtido pela
multiplicacdo da porcentagem de nitrogénio total, determinado pelo método de Kjeldhall e
multiplicado pelo fator 6,25. Para os niveis de extrato etéreo utilizara o aparelho de extragdo
de Soxhlet, tendo-se como solvente o éter de petréleo (p.e. 30 - 60°C) com refluxo continuo
através da amostra, por 6 horas. A concentracdo de cinza foi determinada carbonizando-se a

amostra em mufla a 600 °C, até peso constante.
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TABELA 1. Composi¢do bromatoldgica das dietas com teores de umidade para alimentagéo de larvas

de surubim.
Teores de umidade (%)

Composicéo D47 D35 D24 D8
Matéria Seca 52,03 64,70 75,15 91,20
Umidade 47,97 35,30 24,85 8,80
Proteina bruta 51,18 58,57 60,51 79,00
Proteina digestivel * 35,70 40,85 42,21 55,10
Lipideos 11,18 10,12 11,90 6,37
Matéria mineral 5,12 7,31 8,75 12,58
Energia bruta 2567,40 3355,00 3773,70 4101,70
Energia digestivel * 1557,64 2035,48 2289,50 2488,50

* Proteina e energia digestivel calculada com base nos percentuais de digestibilidade dos ingredientes
para o surubim (Pseudoplatystoma corruscans) de Gongalves; Carneiro (2004). Composicao analisada
das dietas segundo AOAC (2000).

3.2 Alimentacdo das larvas de surubim

O fornecimento do alimento vivo foi realizado através do uso de nauplios de artémias.
Para a eclosdo dos cistos de artémias, foi utilizado recipientes com capacidade de 2L, cistos
de artémia, cloreto de sodio e agua, com aeracdo constante e iluminagdo. Para contagem dos
nauplios foram retiradas amostras em pipeta de 1ml e diluidas 10 vezes, desta foram retiradas
uma aliquota de 1 ml e realizada a contagem de nimero de nauplios disponiveis, e fornecido
as larvas.
A alimentacgdo foi exclusiva com artémia até o 5° dia (DPE), quando foi iniciado o
processo de transicdo alimentar gradual com dieta de diferentes teores de umidade (Tabela 1).
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TABELA 1. Manejo alimentar ofertado as larvas de surubim.

Tratamentos 12345 67891011121314151617 1819 20 21 (Dias)

D47% Umidade
D35% Umidade
D24% Umidade
D8% Umidade

Manejo alimentar ofertado as larvas no periodo de 21 dias, sendo 1° ao 5° dia alimentacdo exclusiva
com artemia, e do 6° ao 21° dia alimentagdo com as respectivas dietas de diferentes teores de umidade.

No inicio do ensaio de alimentacdo 10 larvas de cada unidade experimental foram
eutandsiadas para verificacdo de peso e comprimento. Para 0 manejo alimentar, foram
realizados seis fornecimentos de dieta por dia (7:00; 9:00; 11:00; 13:00; 15:00; 17:00h).

3.3 Manejo experimental

As unidades experimentais apresentavam de 20L e foram providas de aeragéo,
aquecimento, as trocas de agua foram realizadas 50% do volume diariamente. A qualidade de
4gua foi monitorada durante o periodo experimental sendo a temperatura mantida a 28°C, o
pH manteve-se a 7,2+ 0,7, oxigénio dissolvido 5,2+0,8.

Ao final do periodo experimental de 21 dias, foi realizada a biometria e verificada a
sobrevivéncia. Na avaliacdo do desempenho foram mensurados: ganho em peso diario (GP) =
(peso final - peso inicial) / tempo, Consumo (C) = consumo de alimento no periodo
experimental, Conversdo alimentar (CA) = consumo/ ganho em peso, Taxa de eficiéncia
proteica (TEP) = ganho em peso / proteina bruta consumida, Taxa de crescimento especifico
(TCE) = ((In peso final - In peso inicial) x 100) / tempo e Sobrevivéncia (S) = (numero inicial
de animais — ndmero final de animais) /100. Apés o procedimento de biometria as larvas
foram anestesiadas com benzocaina (100mg/L de &gua) e congeladas para a realizacdo das
analises das enzimas digestivas.

Todo o0 manejo dos peixes foi realizado de acordo com os protocolos experimentais

aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal da Grande Dourados.
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3.4. Atividade enzimatica

Larvas de surubim (100 mg) foram utilizadas para o ensaio de enzimas do
metabolismo hepatico (alanina aminotransferase ALT, aspartato aminotransferase AST e
albumina) e para atividades das enzimas digestivas (amilase, lipase, protease e fosfatase
alcalina).

O mterial bioldgico foi homogeneizado no tampéo fosfato de sodio (glicerol v/ v em
tampdo de fosfato de sodio 20 mM e Tris 10 mM - pH 7,0) e homogeneizado no
homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem. Posteriormente, o material foi centrifugado 600 x g
por 4°C por dez minutos. Deste produto, o sobrenadante foi coletado para analise enzimatica
por espectrofotometria (espectrofotdmetro semiautomatico Bioplus S-200), as enzimas
metabolicas foram ensaiadas pelo metodo de Reitman & Frankel (1957).

A atividade proteolitica total foi avaliada por hidrolise de caseina (WALTER, 1984)..
A mistura de reacdo para um volume final de 1,0 ml foi: 0,1 M pH 2,0 ou 0,05 M pH 9,0 e
caseina 0,5% mais fonte de enzima bruta de aliquota previamente ajustada. Ap6s a incubacéo
a 25 ° C, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de &cido tricloroacético (TCA) a 7% e volume
final de 1,5 ml. A mistura foi mantida em banho de gelo por 30 minutos, o precipitado
removido por centrifugacdo a 14,400 x g por trés minutos e o sobrenadante foi lido a 280 pm
contra solucdo de tirosina. A atividade especifica foi expressa em micromole de substrato
hidrolisado / min / mg de proteina (U / mg de proteina).

A lipase foi testada apds ajustes adequados (ALBRO et al., 1985). Resumidamente, a
mistura de reacdo para um volume final de 1,0 ml contendo aliquota previamente ajustada da
enzima bruta e 0,4mM de nitr-nitrofenil miristato (dissolvido em tampé&o de bicarbonato de
amonio 24mM pH 7,8 mais Triton X-100 a 0,5%) foi incubada por 30 minutos a 25°C . A
reacao foi interrompida por adicdo de NaOH 25 mM e transferida para banho de gelo por 15
minutos. A densidade dptica foi lida a 405nm. Uma unidade foi definida como micromole de
substrato hidrolisado por minuto e expresso por miligrama de proteina (U / mg de proteina).

O amilo-hidrolitico foi testado de acordo com Bernfeld (1955). A mistura reacional
para um volume final de 1,5 ml foi: 1,5% de amido; Tampé&o 0,07M de citrato / fosfato, pH
7,0; 0,028M CI- como co-fator enzimatico e uma aliquota previamente ajustada de
homogenato de tecido. A mistura foi incubada a 25°C por 30 minutos e a reagdo foi
interrompida pela adicdo de 1,0 ml de mistura de ZnSO4 a 5%: Ba (OH) 2 a 0,3N. O
precipitado foi removido por centrifugacdo a 11.000 x g por trés minutos e a concentracédo de
glicose livre foi determinada a 690 um (PARK & JOHNSON, 1949).
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Atividade especifica foi expressa em micromol de agucares redutores / min / mg de
proteina (U / mg de proteina) As fosfatases alcalinas foram medidas utilizando métodos
colorimétricos  (fosfatase alcalina OSR6004), analise por espectrofotometria
(espectrofotdbmetro semiautomatico Bioplus S-200), As concentracdes de proteina nos
extratos brutos das enzimas foram determinadas como Bradford (1976) a 450nm, e 1,0mg ml°
! de albumina foi usado como padréo. A atividade proteolitica total foi avaliada por hidrélise
de caseina (WALTER, 1984). Anteriormente, os valores do teste de pH eram ajustados a cada
secdo do trato digestivo. A mistura de reacdo para um volume final de 1,0 ml foi: 0,1 M pH
2,0 ou 0,05 M pH 9,0 e caseina 0,5% mais fonte de enzima bruta de aliquota previamente
ajustada. Apds a incubacdo a 25°C, a reacdo foi interrompida pela adicdo de acido
tricloroacético (TCA) a 7% e volume final de 1,5 mL.

A mistura foi mantida em banho de gelo por 30 minutos, o precipitado removido por
centrifugacdo a 14,400 x g por trés minutos e o sobrenadante foi lido a 280 um contra solugédo
de tirosina. A atividade especifica foi expressa em micromol de substrato hidrolisado / min /
mg de proteina (U / mg de proteina). a lipase foi testada apos ajustes adequados (ALBRO et
al., 1985). Resumidamente, a mistura de reacdo para um volume final de 1,0 ml contendo
aliquota previamente ajustada da enzima bruta e 0,4mM de nitr-nitrofenil miristato
(dissolvido em tampéo de bicarbonato de aménio 24mM pH 7,8 mais Triton X-100 a 0,5%)
foi incubada por 30 minutos a 25°C. A reacdo foi interrompida por adicdo de NaOH 25 mM e
transferida para banho de gelo por 15 minutos. A densidade éptica foi lida a 405nm. Uma
unidade foi definida como micromol de substrato hidrolisado por minuto e expresso por

miligrama de proteina (U / mg de proteina).

3.5. Avaliacao histologica

Foi observada a estrutura do figado das larvas, estas foram fixadas em solucdo de
formol tampondo 10%, por 24horas (10 larvas de cada tratamento). Apos a fixagdo, ocorreu a
lavagem em alcool 70% para desidratacdo em série alcodlica crescente, diafanizardo em série
de xilois, inclusdo em Histosec e foram cortados em espessura variando entre 5 a 7um de
espessura. As laminas foram coradas pelo metodo hematoxilina / eosina e pelo método

histoquimico PAS (acido periodico Schiffer).
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3.6. Analise estatistica

Foram analisados os dados da normalidade e a homogeneidade da variancia, testadas

antes da aplicacdo da Analise de Variancia (ANOVA). Os resultados de sobrevivéncia em

porcentagem e percentual de canibalismo sofreram transformacédo em (arcsen&)loo onde x é
0 valor expresso em porcentagem.

Os resultados foram avaliados em um delineamento inteiramente casualizado com
quatro tratamentos (D47%, D35%, D24% e D8%) e quatro repeticbes. A analise de

componentes principais também foi usada para enfatizar varia¢fes entre 0s grupos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desempenho de producdo das larvas de surubim alimentados com dietas contendo
percentuais de crescentes de umidade esta apresentado na Tabela 2. As maiores taxas de
ganho em comprimento e taxa de eficiéncia proteica foram obtidas para dietas D24 e D8. No
entanto, os demais parametros (ganho em peso, taxa de crescimento especifico,
sobrevivéncia) ndo revelaram diferenca significativa. Numericamente destacam-se os altos

valores de fator de condicdo e maior sobrevivéncia das larvas alimentadas com D35.

TABELA 2. Desenvolvimento de larvas de surubim alimentados com dietas com diferentes

percentuais de umidade.

% de umidade das dietas
D47% D35% D24% D8% F
Ganho em peso (g) 0,031+0,02 0,033+0,01 0,038+0,02 0,037+0,02 2,051™

Parametros

Ganho em

comprimento (mm) 11,619+3,10° 9,598+1,70° 12,891+3,44° 12,447+3,58% 6,28
Taxa de crescimento 018"
especifico (%.dia™)  16,06£3,78 16,70+6,75 17,09+3,90 16,94+4,08 ’
Taxa de eficiéncia

proteica 1,92+0,02°  3,87+0,04° 352+0,03"  4,11+0,04° 322"
Sobrevivéncia (%) 34,2+7,80  38,5+9,02  34,4+4,73 30,5+9,64 1,39™
Fator de condigdo 8,81 11,62 7,30 4,30 -

Letras distintas na linha reportam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p>0,05). Ns = ndo
significativo, * (0,05).

Em relagdo as enzimas digestivas das larvas de surubim, observou-se alteracdo da
atividade das enzimas digestivas frente aos teores de umidade da dieta (Tabela 3). A dieta
D47% e D35% apresentaram maior atividade da protease digestiva e fosfatase alcalina. As
larvas de surubim alimentadas com a dieta D47% apresentaram maior atividade da enzima
alanina aminotrasferase (AST) no entanto destaca-se aumento da atividade da albumina, o que

garante a funcdo hepatica preservada.
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TABELA 3. Enzimas digestivas (amilase, lipase e protease digestiva e fosfatase alcalina),
metabolismo proteico (alanina aminotrasferase (ALT) e aspartato aminotrasferase (AST) e

albumina de larvas de surubim alimentados com dietas com teores de umidade.

_ % de umidade das dietas
Parametros metabolicos

D47% D35% D24% D8% F
Enzimas digestivas (mmol/min/mg protein)
Amilase 69,38+ 1,99° 3459+119" 5599+0,72" 4514+0,93° 786,12*
Lipase 15,18 £ 0,26° 9,26 +0,48" 16,66 + 1,39 12,13 +0,40° 107,82*

Protease inespecifica 1,06 +0,16° 1,56 +0,43° 0,26 +0,12° 0,06 £0,03°  50,02*
Fosfatase alcalina 335,83 + 88,22° 147,31 +80,82° 0,59 +0,28° 0,42 +0,10°  42,40*

Enzimas do metabolismo proteico

ALT (U.ml™) 045+0,16° 029+014 030+0,16 026+0,09 2,22*
AST (U.ml™) 527+216* 1,38+0,12° 219+0,75° 162+0,67° 13,63*
Albumina (g.dl™) 063+0,27% 025+0,14° 0,18+0,05° 0,18+0,06° 11,16*

Letras distintas na linha reportam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p>0,05). Ns = ndo
significativo, * (0,05).

As analises de componentes principais destaca-se que para a fase de larvicultura a
maior atividade das enzimas digestivas ndo apresenta responsividade aos indices de
crescimento (Figura 1). Destaca-se que a atividades das enzimas metabdlicas (AST, ALT e
albumina) com os fatores de crescimento (taxa de eficiéncia proteica, taxa crescimento

especifico, ganho em comprimento) apresentam correlacdo negativa.
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FIGURA 1. A) Dados do comportamento das enzimas digestivas e crescimento. Amilase, fosfatase
alcalina, protease, lipase, ganho de peso, conversdo alimentar, ganho em comprimento, taxa de
eficiéncia proteica, taxa crescimento especifico das dietas D47%, D35%, D24% e D8% de umidade.
B) Dados de crescimento e fungdo hepatica. Ganho de peso, conversdo alimentar, ganho em
comprimento, taxa de eficiéncia proteica, taxa crescimento especifico. ALT, AST e albumina das
dietas D47%, D35%, D24% e D8% de umidade.

Considerando as respostas de crescimento, atividade de enzimas digestivas, funcao
hepética e fator de condicdo, a D47% se destaca na atividade das enzimas digestivas, mas
apresenta baixos indices de crescimento e maior sobrecarga hepatica (Figura 2).

A correlacéo ¢ positiva da conversdo alimentar e fator de condicdo com a atividade da
protease (p = 0,083).

04

02

D47%

Fosfatase Alcalina

PC2
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FIGURA 2 — Anélise de componente principal dos parametros de crescimento, enzimas digestivas e
enzimas metabolicas.



19

As analises histopatoldgicas hepéticas das larvas de surubim estdo apresentadas na
figura 3.

A B

FIGURA 3: Morfologia hepatica de surubim submetida a diferentes dietas com teores de umidade,
com aumento de 400x. (A) D47 mostrou nacleo descentralizado (ponta de seta), desarranjo cordonal
(traco fino), aumento do espago de sinuosoides (*); (B) D35% demostrou nucleo descentralizado
(ponta da seta) e desarranjo cordonal (traco fino), e aumento dos espacos de sunuosoides (*); (C) D24
nucleo centralizado (ponta de seta), arquitetura cordonal (trago fino) e diminuicdo dos espagos de
sinuosoides (*); (D) D8% mostrou nucleo descentralizado (ponta de seta), desarranjo cordonal (trago
fino), aumento do espago de sinuosoides (*); laminas corada por HE = hematoxilina-eosina.

A histologia hepética de larvas de surubim alimentados com dieta D47%
apresentaram vacuolo de lipideos o que demostra o consumo da fonte energética, o
deslocamento do nucleo dos hepatécitos e aumento do espago dos sinusoides e desarranjo
cordonal (Figura 3A). Os peixes alimentados com dieta D35% e apresentaram hepatocitos
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vacuolizados com nucleo deslocado para periferia da célula, aumento do espaco dos
sinusoides e desarranjo cordonal (Figura 3B). Para a dieta D24% foi evidenciados discreta
reacao inflamatoria, nucleo da células centralizado, arquitetura do arranjo cordonal, e reducédo
do espaco dos sinuosoides. E os peixes alimentados com dieta D8% (Figura 3D) apresentaram
vacuolo de lipideos o que demostra o consumo da fonte energética, o deslocamento do ndcleo

dos hepatdcitos e aumento do espago dos sinusoides e desarranjo cordonal.

4.1. DISCUSSAO

O uso de dietas com diferentes produtos proteicos (filé de peixe, coracdo bovino,
farinha de peixe) em dietas para larvas de espécies carnivoras é geralmente limitada devido a
baixa digestibilidade destes produtos em comparacgéo a artémia (STERZELECKI1et al., 2016)
Esforcos foram realizados para melhorar o grau de hidrolise de fontes proteicas como
tecnologia para melhorar a taxa de absorcdo (VALLE et al., 2014; UCZAY et al., 2019).

Nas dietas experimentais a principal fonte de proteina utilizada foi o hidrolisado de
artemia adultas. Este produto por sua vez além de manter as caracteristicas de composicao de
aminoacidos parecido com as do nauplios de artemia, apresenta-se como atratividade para
larvas de organismos aquaticos (YUFERA, 2007).

A utilizagdo da biomassa de artémia submetida ao processo de hidrolise, através de
ensilamento resultou no aumento no ganho de peso e comprimento de larvas de camardo em
um dos processos avaliados pelos autores (ABELIN et al., 1991). No entanto, a obtencdo do
hidrolisado por via enzimatica pode ser vantajosa para a obtencdo de um produto com
estabilidade e controle de qualidade. Podendo ser uma alternativa mais viavel,
produtivamente, economicamente e nutricionalmente (VALLE et al., 2014), tornando esse
insumo viavel para utilizacdo para o setor aquicola.

No entanto, o processo de hidrolise da biomassa de artemia resulta em um produto
com maior teor de umidade e atividade de dgua. O percentual de 4gua resultante do processo é
um fator benéfico por proporcionar maior solubilidade da fracdo proteica o que possibilita a
absorcdo de nutrientes para animais com trato digestorio incompleto (AGUILERA et al.,
1993). Os resultados revelaram que as dietas com teores de umidade semelhantes ao da
Artemia sp. apresentaram crescimento satisfatorio e superior aos da dieta seca (D8%). Em
estudos realizados por Yufera et al. (1996 e 1999) as dietas com capacidade de substituir a

primeira alimentacdo de larvas de peixes deve possuir as mesmas caracteristicas fisioldgica e


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0044848607003547#!
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estruturais do alimento vivo. Pode se supor que capacidade das larvas de algumas espécies de
peixes em digerir ou ndo dieta seca, é explicada pelas caracteristicas morfolégicas do trato
digestivo e pelas enzimas secretadas ao longo do desenvolvimento (PORTELLA &
DABROWSKI, 2008) e também ao teor de soluto das dietas.

A promocdo no desenvolvimento com reflexos no fator de condigdo das larvas do
peixe pode ter sido resultado do aumento da atividade das fungdes digestivas (OTA et al.,
2019). A maior acdo da protease e da fosfatase alcalina, no presente estudo, na dieta com
maior percentual de umidade corroboram com os estudos que evidenciam o melhor
aproveitamento de dietas a base de hidrolisado proteico com altos teores de umidade
(NASCIMENTO et al., 2008). A correlagdo entre a atividade da protease e a densidade
energética da dieta, ou seja, 0 excesso de lipideos pode interferir na taxa de absorcdo dos
nutrientes (NAVARRO-GUILLEN et al., 2018).

As diferencas observadas nas atividades enziméticas entre os tratamentos podem ser
explicadas por uma regulacdo positiva da captacdo de nutrientes das larvas de surubim como
forma de compensar deficiéncias nutricionais e garantir uma melhor digestdo e
aproveitamento da dieta. Essa resposta compensatdria também foi descrita para o robalo
(European Sea bass) (GARCIA-MEILAN et al. 2016) e (S. dumerili) (NAVARRO-
GUILLEN et al., 2018).

Destaca-se que a responsividade da fosfatase alcalina corresponde a uma maior
absorcdo de nutrientes pelo trato digestorio. Moss (1992) sugere que a desfosforilacdo dos
nutrientes pela FA intestinal deva ser necessaria para torna-los permeaveis a membrana
plasmética. Estudos revelam que esta enzima esta envolvida na absor¢do de nutrientes tais
como lipideos, glicose, calcio e fosfato inorganico (TENGJAROENKUL et al., 2000).
Algumas condicdes alimentares podem estimular a producdo de enzimas digestivas (AYYAT
et al., 2018). Observou-se que larvas de surubim apresentaram maiores atividade da FA que
reflete em altas taxas de absor¢@o de nutrientes quando alimentadas com a dieta de D47. No
entanto, estes peixes apresentaram aumento da atividade da enzima hepética de metabolismos
proteico.

Estes resultados podem estar associados ao aumento da neoglicogénese (MELO et al.,
2006; CAMPECHE et al., 2018). Em um estudo com niveis de proteina para juvenis de
surubim também foi observado aumento da degradagdo proteica para fins energéticos
conforme o aumento de proteina da dieta (HONORATO et al., 2014). Nesse estudo, as
atividades das enzimas envolvidas no metabolismo de proteina foram responsivas a taxa de

aproveitamento da digesta, sendo esta fracdo estaria sendo usado como recurso energético
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aumentando a neoglicogénese a partir de aminoacidos. O aumento da atividade da AST e
ALT sdo consideradas resposta do organismo a estressores e ao metabolismo nutricional e é
considerado um indicativo de 6rgéo lesionado ou danificado (MENGA et al., 2018).

A morfologia do tecido hepatico pode ser usada como um indicador do estado
nutricional de surubim (HONORATO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2017). A composicao
e qualidade alteram as fungBes hepéticas e podem refletir em acimulo de gordura e
deslocamento do nucleo para a periferia da célula. (TADDESE et al., 2014). Analise
histopatolédgicas do figado confirmam sua acdo moduladora frente ao teor de umidade das
dietas fornecidas. A diminuicdo da vacuolizacdo do figado foi reportada para animais
submetidos a restri¢do de alimento, relacionado ao metabolismo de reserva dos acidos graxos
(OTA et al., 2019). As adaptacGes morfoldgicas no figado demostrando o bom funcionamento
do o6rgao podem refletir no desempenho da funcionalidade do hepatopancreas (FUENTES-
QUESADA et al., 2018).
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5. CONCLUSAO

Em conclusdo, apos o teste de alimentacdo de 21 dias, observou responsividade das
enzimas de aproveitamento de alimento frente ao teor de umidade. A maior taxa de absorcao
de nutrientes refletiu em sobrecarga hepética. As dietas com teores intermediarios de umidade
35 e/ou 24% mostrou-se a mais favoravel para serem utilizadas na fase de co-feeding na

larvicultura de surubim.
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