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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho, 0s parametros
hematoldgicos, as respostas metabolicas e a atividade das enzimas hepaticas
e digestivas em juvenis de tambaqui alimentados com diferentes fontes, niveis
de carboidratos e concentracdes de proteina. Foram avaliadas oito dietas com
variacfes de: (FM — fuba de milho; MI — manga in natura; PB — proteina bruta)
nas proporcoes de FM/PB 30%/30%, 36%/28%, 42%/26% e 48%/24% - MI/PB
30%/30%, 36%/28%, 42%/26% e 48%/24%. Durante 47 dias 144 (3,9310,5 @)
juvenis de tambaqui foram alimentados ad libitum duas vezes ao dia em
sistema fechado de recirculacdo de agua. Ao final do experimento foram
avaliados o desempenho, parametros hematologicos, respostas metabdlicas,
atividade de enzimas hepaticas e digestivas. Os peixes alimentados com a
dieta FM/PB — 42%/26% apresentaram o melhor desempenho. Nos parametros
hematologicos todas as variaveis avaliadas apresentaram diferencas
significativas. Entre o0s parametros hematimétricos, o hematdcrito néo
apresentou interacdo entre as fontes e niveis. As variaveis metabdlicas
responderam as dietas testadas para manter os processos de obtencdo de
energia. A albumina plasmatica e as triglicérides ndo apresentaram interacao.
As atividades das enzimas hepéticas sao responsivas as racfes testadas e
apresentaram interacdo significativa. As atividades das enzimas digestivas
avaliadas apresentaram efeito de interacdo. Pode-se concluir que as dietas
com o fub& de milho nas propor¢cdes de 42/26 (fuba de milho/proteina bruta)
produzem maior crescimento no tambaqui e mantém normais 0s parametros

hematoldgicos e as respostas metabdlicas.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the performance, hematological,
metabolic responses and the activity of the liver and digestive enzymes in
tambaqui juveniles fed different sources, carbohydrate levels and protein
concentrations. eight diets with variations were evaluated: (FM - corn meal, MI -
Mango in natura; PB - crude protein) in FM ratios / PB 30% / 30%, 36% / 28%,
42% | 26% and 48% / 24% - MI / PB 30% / 30%, 36% / 28%, 42% / 26% and
48% [/ 24%. For 47 days 144 (3.93 = 0.5 g) tambaqui juveniles were fed ad
libitum twice daily in a closed recirculating water system. At the end of the
experiment were evaluated the performance, hematological, metabolic
responses, activity of liver and digestive enzymes. Fish fed the FM / CP diet -
42% | 26% showed the best performance. Haematological parameters all the
variables showed significant differences. Among the hematological parameters,
hematocrit showed no interaction between the sources and levels. Metabolic
variables responded to diets tested to keep getting energy processes. The
plasma albumin and triglycerides showed no interaction. The activities of liver
enzymes are responsive tested rations and showed significant interaction. The
activities of the evaluated digestive enzymes showed interaction effect. It can
be concluded that diets with corn meal in the proportions of 42/26 (corn meal /
CP) produce higher growth in tambaqui and maintains normal hematologic

parameters and metabolic responses.
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1. INTRODUCAO GERAL

A aquicultura é uma atividade agropecuéria em constante crescimento no mundo
onde estd se desenvolvendo em um crescimento acentuado e serd o segmento que
proporcionara a maior contribuicdo para oferta de alimentos proteicos nas proximas
décadas (MPA, 2012). O Brasil é um dos maiores produtores de pescado do mundo e
tem potencial para exponenciar a sua producao devido aos recursos naturais favoraveis a
producdo de pescado, como 10 milhdes de hectares de 1d&mina de agua de qualidade em
rios, reservatorios de usinas hidrelétricas e propriedades particulares no Brasil, além de
8,5 mil Km de costa maritima (MPA, 2012). Soma-se a disposi¢cdo de clima favoravel e
de méo de obra para a producdo das mais diversas espécies de peixes nativos com
potencial para cultivo.

O Vale do S&o Francisco ja € conhecido como um dos maiores produtores e
exportadores de frutas do Brasil. E se mostra com grande potencial para a piscicultura,
apresentando boas condi¢cdes edafocliméaticas. Na regido encontra-se cultivares bem
tecnificados, banhado pelo rio Sdo Francisco. Dispde do lago de Sobradinho com um
espelho d” agua de 4.214 Kmz2, bem localizado (40 Km de Juazeiro/BA e Petrolina/PE) e
de outros acudes com potencial de utilizacdo para a piscicultura. H4 mdo de obra em
abundancia na regido devido a grande producdo de diversas culturas agricolas que
podem servir de ingredientes na confecgédo de racao.

O maior problema para a intensificacdo da piscicultura é o gasto com a
alimentacdo que pode chegar a 70% dos custos de producdo (LIMA et al., 2011). Faz-se
necessario desenvolver pesquisas e técnicas direcionadas para nutricdo de peixes,
essenciais para a viabilizacdo econdmica e sustentdvel da producdo de peixes. Uma
alternativa para reducdo dos custos de producdo é o uso de alimentos alternativos
chamados de subprodutos, coprodutos ou residuos com potencial nutricional, digestivel
para a viabilizacdo dos ingredientes para a formulacéo de ragdes para peixes.

A definicdo de metabolismo € a soma das reacGes quimicas e energéticas em
uma célula ou organismo partir dos carboidratos, lipidios e proteinas, e a conversao
(catabolismo) dos mesmos em energia para mantenca e crescimento (NEW, 1987).

Analisar os intermediarios metabolicos e as enzimas de transdesaminacdo séo
essenciais para compreender o melhor aproveitamento dos nutrientes pelos peixes.

Através das analises metabdlicas pode-se obter a resposta sobre a direcdo dos nutrientes
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e verificar situacdes indesejaveis no metabolismo, como o uso de proteina para
obtenc&o de energia (MELO, 2004).

As frutas produzidas no Vale do S8o Francisco sdo destinadas geralmente ao
consumo in natura, porém um gargalo € a rapida deterioracdo das mesmas (SANTOS,
COELHO, CARREIRO, 2008). A geracdo de grandes volumes de residuos agricolas,
que sdo descartados no meio ambiente, muitas vezes inadequadamente provoca a
contaminagdo do solo ou através da propagacdo da mosca da fruta (principal problema
no polo frutifero). Esses residuos apresentam inviabilidade para o consumo humano,
porém oferecem um potencial nutricional para a alimentacdo animal in natura, ou como
ingrediente na formulacdo de racdo de diferentes espécies de peixe.

Dentre essas frutas produzidas no vale do S&o Francisco a manga (Mangifera
indica L.) esta entre as principais frutas exportadas pelo Brasil, onde em 2013 foram
embarcadas 122,2 milhdes toneladas, gerando uma receita de US$ 163,7 milhdes
(ANUARIO DA FRUTICULTURA, 2015). Estima-se que ap0s 0 processamento da
manga, um volume de 35 a 60% da fruta sdo descartados na forma de residuos, casca e
carocos variam de 10 a 30% (LARRAURI et al., 1996). Estes residuos coprodutos ou
subprodutos podem apresentar potencial nutricional para a sua utilizacdo na alimentagédo
de peixes, onde a fruta fresca € uma 6tima fonte de vitamina A, vitamina C, fésforo,
potassio, acidos graxos e aminoacidos essenciais para peixes (MARQUEZ et al., 2010;
SILVA e CALISTO, 2013).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producdo Piscicola no Brasil

No Brasil o consumo da carne de pescado chegou a 14,50 Kg por habitante em
2013 o que representa um aumento de 23,7% em relagdo ao ano anterior (FAO, 2013).
O consumo recomendado pela OMS (Organizagdo Mundial da Salde), no entanto ainda
estd abaixo da média de consumo mundial que corresponde a 18,8 Kg por habitante. Em
2014 o Brasil produziu 474,3 mil toneladas de peixes em cativeiro (IBGE, 2014), no
entanto quase 40% do peixe consumido no Brasil é importado da América do Sul, Asia
e Europa (MPA, 2012). O Brasil tem grande potencial para aumentar a sua producao de
pescado, com um litoral de 8,5 mil Km? e 12% da agua doce do planeta (MPA, 2012).
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2.2 Tambaqui (Colossoma macropomum)

Natural das bacias Amazonica e Orinoco o tambaqui (Colossoma macropomum),

segundo BRITSKI, 1977 ocupa a seguinte posic¢do sistematica:

Reino: Animélia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Superclasse: Pisces
Classe: Actnopitrigii
Ordem: Characiformes

Familia: Serrasalmidae

Género: Colossoma

Espécie: Colossoma macropomum, (CUVIER 1818)

Espécie muito rustica que suporta hipdxia (baixos valores de oxigénio dissolvido
na agua, 1 mg L) devido a capacidade de expansédo do labio inferior que Ihe permite
captar e direcionar oxigénio das camadas mais superficiais (maior concentracdo e
oxigénio) para as branquias (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998;
BALDISSEROTO, 2009). Apresenta melhores taxas de crescimento em pH &cido entre
4 e 6 (ARIDE et al., 2007), e resisténcia a toxicidade da amonia (até 0,46 mg L de
amdnia ndo ionizada) (ISMINO-ORBE, 1997). O tambaqui tem habito alimentar
onivoro com tendéncia a herbivoro, filtrador e frugivoro, étima adaptacdo a alimentacéo
fornecida, e degrada muito bem proteinas de origem animal e vegetal (NUNES et
al.,2006). Apresenta rapido crescimento e excelente ganho de peso (SANTOS et al.,
2010). O cultivo desta espécie se destaca-se principalmente pela facil obtencdo de
juvenis, excelente potencial de producdo, alta produtividade e grande aceitacdo de
mercado devido ao seu sabor ser muito apreciado (RODRIGUES, 2014). O seu cultivo é
concentrado nas regides tropicais, devido as condi¢fes climaticas (NUNES et al., 2006).
Segundo o IBGE (2014) o tambaqui é a espécie nativa (Bacias Amazonica e Orinoco)
mais cultivada no Brasil, com uma producdo de 139,2 mil toneladas ficando atras

apenas da tilapia do Nilo.
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2.3 Inclusdes de Alimentos Alternativos na Alimentacéo de Peixes

O maior problema para a intensificacdo da piscicultura é o alto custo das racdes
nos diferentes tipos de producdo, onde os valores gastos com races podem chegar a
70% do custo total de producdo (LIMA et al., 2011; SOUZA et al., 2014). Entéo se faz
necessario a busca por alimentos alternativos que venham a atender as exigéncias
nutricionais dos peixes e baratear os custos de producdo. A proteina € o ingrediente
mais oneroso da racdo e utilizado como fonte de energia para os peixes (WILSON,
1989), entretanto 0 uso de proteina para o fornecimento de energia é economicamente
inviavel, podendo ser utilizadas outras fontes para essa finalidade, como carboidratos e
lipidios. Os ingredientes mais utilizados sdo a farinha de peixe, o milho e o farelo de
soja, porém estes produtos sofrem oscilagdes de precos em determinados periodos do
ano devido a quantidade ofertada. Outro fator que aumenta os custos destes ingredientes
é o transporte para localidades que ndo disponibilizam de producdo o que pode tornar a
atividade inviavel (SANTOS et al., 2008).

Os carboidratos sdo as fontes de energia comumente utilizada na fabricacdo de
racdo para os animas. No seu habitat natural as fontes de carboidratos sdo limitadas,
sendo assim as espécies de peixes ndo estdo habituadas a ingerir altas concentragdes de
carboidratos na dieta (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998). A utilizacdo de
ingredientes regionais é pesquisada por diversos autores na formulacdo das racoes, em
busca de depreciar o custo de producdo e garantir o atendimento das exigéncias
nutricionais e desempenho semelhante as ragOes formuladas com ingredientes
convencionais (SANTOS et al., 2009). Estes ingredientes devem ser ofertados ao longo
do ano, apresentar potencial nutricional, baixo custo, e apresentar desempenho superior
ou semelhante aos alimentados com ragdes compostas por ingredientes convencionais.
Alguns resultados foram descritos a partir da inclusdo de ingredientes regionais na
confeccdo de racdo para peixes CAMPECHE et al., 2014 substituindo milho pelo farelo
de licuri na alimentagéo de alevinos de tambaqui, BEZERRA et al., 2014 utilizaram a
farinha de manga em substituicdo ao milho na alimentacdo de alevinos de tambaqui e
SOUZA et al., 2013 testaram a farinha de manga substituindo o milho na alimentagéo

de juvenis de tilapia do Nilo.
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2.4 Fruticultura no Brasil

O Brasil é destaque no cenario mundial da fruticultura, onde desde 2004 colhe
mais de 40 milhGes de toneladas de frutas. No ano de 2013 o Brasil colheu 41,6 milhdes
de toneladas (IBGE, 2013). No entanto com o aumento populacional se faz necessério a
expansdo da producdo agricola, o que aumentaria a producdo de residuos agricolas e
industriais provocando a poluicdo do meio ambiente e desperdicio de nutrientes que
poderiam ser utilizados na producdo de racdo para peixes. No nordeste brasileiro,
destaca-se 0 vale do S&o Francisco reconhecido internacionalmente como grande
produtor e exportador de frutas, principalmente porque nessa regido é onde se encontra
os mais tecnificados meios de cultivo (SOUZA et al., 2002; SILVA et al, 2014).

Toneladas de residuos industriais provenientes do processamento das frutas, sdo
descartados sem prévio tratamento no ambiente (SOUZA, 2012). Entéo agregar valores
a estes residuos é de interesse econdmico e ambiental (VIEIRA, 2007). Esses residuos
sdo de consumo improprio para humanos e podem apresentar potencial nutricional para
a formulacdo de racdo para as diversas espécies de peixes contribuindo para preservacdo

do meio ambiente e para baratear os custos de producao.

2.4.1 Manga (Mangifera indica L.)

Dentre as frutas produzidas no vale do Sado Francisco, a manga (Mangifera
indica L.) é destaque com uma area de producdo de 23.000 hectares (GERMINO et al.,
2015), representa uma grande importancia no aspecto econdémico, onde a manga €
bastante utilizada como matéria prima para producdo de doces, geleias, sucos e néctar
(BENEVIDES et al., 2008). Apresenta bom potencial nutricional (Tabela 1), € rica em
antioxidantes, betacaroteno e vitaminas A e C (SILVA e CALISTO, 2013). Entretanto é
uma fruta muito perecivel e apresenta perdas de ordem quantitativas e qualitativas que

podem variar de 20 a 40%, causando prejuizos econdémicos (SIGRIST, 1983).
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TABELA 1: Composigdo nutricional da manga.

MANGA TOMMY (polpa) (9/1009)
Umidade 82,11
Matéria seca 0,34
Proteinas 0,61
Lipideos 0,44
Fibras 4,13
Cinzas 8,94
Aclcares totais 0,15
Acucares redutores 3,28
Aclcares no redutores 16,5
Minerais (mg/100g)
Magnésio 7
Fosforo 14
Ferro 01
Potassio 138
Zinco 0,1
Célcio 8

(MARQUEZ et al., 2010)
2.5 Metabolismo Proteico em Peixes

A inclusdo de niveis adequados de proteina se faz necessario para otimizar a
producdo reduzindo os custos da alimentacdo de peixes (WU e GATLIN, 2014; SILVA
et al., 2015). A proteina é o ingrediente mais caro da racdo para peixes e €
preferencialmente utilizado para producéo de energia, o que onera a producao de peixes
(SOUZA et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 2014). Este nutriente € muito importante
para as fun¢des de mantenca, crescimento e reproducdo podendo afetar diretamente no
desempenho e no custo da alimentagdo (MARTINEZ-PALACIOS et al., 2007; DENG
etal., 2014).

O metabolismo proteico em peixes € bastante complexo, inicia-se na digestdo e
absorcdo dos aminodcidos e peptideos, uma vez absorvidos 0os aminoécidos e peptideos

sdo utilizados para sintese de proteinas ou sdo desviados para as vias catabolicas para
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sintese energética, dependendo das necessidades do animal (BOMBARDELLI, et al.,
2003). Niveis excessivos de proteina na racdo afetam diretamente a producéo de peixes.
O excesso da proteina é metabolizado e utilizado como fonte de energia aumentando a
excreta de compostos nitrogenados para 0 meio aquatico prejudicando o desempenho e
meio ambiente de cultivo (CHO E BUREAU, 2001).

O pool de aminoéacidos no corpo dos peixes podem ser oriundos da dieta ou do
catabolismo das proteinas corporais, no entanto os aminoécidos ndo sdo armazenados
no corpo e seu excesso € rapidamente desaminado (WALTON, 1985). O figado é
responsavel pela manutencdo do pool de aminoacidos (LOVELL, 1998). Os
amino&cidos livres podem ser catabolizados em vérios tecidos, mas principalmente na
mucosa intestinal, no figado, na musculatura esquelética, no rim e no cérebro (BEITZ,
1996). O catabolismo de aminoacidos é realizado pelas enzimas de transaminacao
(aminotransferases) e desaminacdo oxidativa, onde a segunda é influenciada pela
primeira (NELSON et al., 2004; DE ALMEIDA et al., 2011). Estas transaminases sao
especificas para cada aminodcido e o efeito da atividade destas enzimas é fazer a coleta
dos grupos amino dos diferentes aminoacidos em uma Unica forma, o L — glutamato o
qual sera encaminhado para as vias biossintéticas, o L — glutamato sera transportado do
citoplasma para interior da mitocéndria onde passara por um processo de desaminagdo
oxidativa realizada pela acdo da glutamato desidrogenase (GDH), o aumento da
atividade desta enzima € o indicativo de catabolismo de aminoacidos para sintese
energética. (NELSON et al., 2004; MELO, 2004; DE ALMEIDA et al., 2011).

A atividade combinada das enzimas de transaminacgdo e desaminagdo é chamada
de transdesaminacéo e a avaliagdo deste conjunto de enzimas pode ser utilizado como
indicativo de alteracdo do estado metabdlico, podendo inferir sobre o aproveitamento
dos nutrientes da dieta afim de verificar situacGes indesejaveis como a utilizacdo das
proteinas para fins energéticos (BEITZ, 1996; MELO, 2004; LUNDSTEDT et al.,
2004).

2.6 Metabolismo de Carboidratos em Peixes

A utilizacdo de carboidratos em peixes é limitada quando comparado com
mamiferos (REN et al., 2015). Os peixes ndo apresentam exigéncia de carboidratos na
dieta, no entanto a inclusdo de carboidratos complexos na alimentacdo tem alguns

beneficios. O carboidrato dietético geralmente € utilizado para o suprimento energético
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e a inclusdo apropriada deste nutriente reduz o catabolismo de proteinas e lipidios,
diminui a excreta de compostos nitrogenados na &gua e reduz os custos da ragdo, uma
vez que o carboidrato é o nutriente de menor custo na elaboragdo de ragdo (WILSON,
1994; PERES e OLIVA-TELES, 2002; ADEROLU et al., 2009; VASQUEZ-TORRES
e ARIAS-CASTELLANOS, 2013). A inclusdo excessiva de carboidrato na dieta causa
efeitos negativos no desempenho, na assimilagdo dos nutrientes e nas funcdes
fisiologicas (TAN et al., 2009; TIAN et al., 2012). Os niveis de incluséo de carboidratos
na dieta sdo variaveis a depender do habito alimentar da espécie, capacidade de digestdo
e pelas diferencas anatdmicas do trato gastrointestinal (ADEROLU et al., 2009).
Geralmente os peixes de habito herbivoro e onivoro de agua quente utilizam mais
eficientemente maiores niveis de carboidratos quando comparados com peixes de habito
carnivoro de agua fria (NRC, 2011). Os peixes sdo considerados intolerantes a glicose
quando comparado aos mamiferos e algumas hipoteses foram levantadas em relacdo a
esta ma utilizacdo da glicose, como a falta de transportadores de glicose que sdo
dependentes de insulina, a baixa poténcia da glicose como secretagoga de insulina
qguando comparada com aminoacidos, menor nimero de receptores de insulina, a ndo
inibicdo a producdo enddgena de glicose e a baixa lipogénese hepética a partir da
glicose (MOMMSEN e PLISETSKAYA, 1991; HEMRE e KAHRS, 1997; NAVARRO
et al., 1999; PANSERAT et al., 2000; ENES et al., 2009); reduzida utilizacéo periférica
de glicose e inibicdo da secrecdo de insulina por outros horménios requer maior
elaboracdo (MOON, 2001). O figado é principal érgdo regulador da homeostase de
glicose (POLAKOF et al.,, 2012). A glicose € completamente catabolizada pela
glicolise, ciclo de Krebs e cadeia respiratoria para producdo de adenosina trifosfato
(ATP), ou através da via das pentoses para producdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADP) para biossintese, o0 excesso de glicose pode ser
armazenado na forma de glicogénio pela glicogénese ou convertido em lipidios pela
lipogénese (POLAKOF et al., 2012). No caso de privacdo alimentar o requerimento de
glicose € suprido com a quebra do glicogénio pela glicogendlise ou através da sintese de
novo a partir de lactato, glicerol e alguns aminoacidos pela gliconeogénese (POLAKOF
etal., 2012).
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2.7 Parametros Hematoldgicos

O conhecimento dos pardmetros hematologicos se faz necesséario para a
identificacdo de estresse provocado pela dieta testada, monitoria do estado de higidez,
profilaxia de enfermidades e alteracdes fisiologicas (PEREIRA JUNIOR et al., 2013;
COSTA, et al.,, 2014; ARAUJO et al., 2015). Os eritrocitos sdo as células mais
abundantes na circulagdo e sua principal funcdo é realizar o transporte de oxigénio (O>)
e de gas carbonico (CO2) pela combinacdo de hemoglobina com O, formando a
oxihemoglobina nos oOrgdos respiratorios e a posterior troca pelo CO; tecidual
(RAZANI-PAIVA, 2007). O percentual de hematocrito reflete a proporcdo de
eritrécitos no sangue em relacdo a quantidade de leucdcitos, trombdcitos e plasma
sanguineo (RAZZANI-PAIVA et al., 2013). E um dos parametros hematolégicos mais
confiaveis devido a sua baixa variabilidade e baixa margem de erro, este parametro €
bastante utilizado para detectar a presenca de parasitos protozoarios flagelados de
sangue (RAZANI-PAIVA et al., 2013). A determinacdo da taxa de hemoglobina é
bastante utilizada para avaliar a ocorréncia de anemias (RAZANI-PAIVA et al., 2013).
O célculo dos indices hematimétricos (Volume corpuscular médio, VCM; Hemoglobina
corpuscular média, HCM e Concentracdo de hemoglobina corpuscular média, CHCM)
sdo de grande importancia para avaliar e classificar as anemias, estes indices relacionam
os dados de hematdcrito e nimero de eritrocitos; taxa de hemoglobina e nimero de
eritrocitos; e taxa de hemoglobina e hematécrito (WINTROBE, 1934; RAZANI-PAIVA
etal., 2013).

2.8 Metabodlitos Intermediarios em Peixes

A avaliacdo dos metabdlitos intermediérios tem como principal fungdo verificar
possiveis variacdes no estado fisioldgico dos peixes, em funcdo de respostas adaptativas
causadas por estresse ambiental ou de manejo, nutricional devido a alimentagéo
(LUNDSTEDT et al., 2004; MELO, et al., 2006). A glicose € um importante indice para
avaliacdo do estado fisioldgico dos peixes, onde as varia¢fes da glicemia podem estar
relacionadas a nutri¢do, saude, idade, tamanho, peso, temperatura do ambiente, praticas
de manejo e transporte (GOMES et al., 2003; KAVITHA et al., 2012). Os niveis da
glicose plasmatica variam de acordo com o metabolismo ou fisiologia do animal devido

a quebra dos carboidratos ou a alta utilizacdo da glicose para efeitos metabdlicos
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(POLAKOF et al., 2012; LI et al., 2016), a avaliacdo da variacdo do nivel de glicose
ainda pode ser utilizada como indicativo de estresse, por estar relacionadas com a
liberag&o do cortisol ou de outros hormonios como as catecolaminas (MOMMSEN et
al., 1999).

Os triglicerideos sdo uma 6tima fonte de energia e sua oxidacdo fornece mais
que o dobro de energia quando comparados aos polissacarideos como o amido e
glicogénio (NELSON et al., 2004). Os niveis de triglicerideos sdo influenciados pela
natureza quimica de seus acidos graxos constituintes, estes valores podem passar por
variacdes, quando substitui-se o 0leo de peixe pelo 6leo de origem vegetal (CASTRO et
al.,, 2015) quanto a presenca de ligacbes simples ou duplas ou ainda por suas
configuracdes cis ou trans dos &cidos graxos insaturados (CHAMPE et al., 2010). O
colesterol tem papel fundamental na composicdo da membrana celular e serve como
precursor de varios produtos com atividade biolégica como as vitaminas hidrossollveis,
0s hormonios esteroidiais que regulam a expressao génica e os sais biliares que atuam
como detergente no intestino, emulsificando a gordura das dietas para deixa-las mais
acessiveis as lipases (NELSON et al., 2004). Alteracdes nos niveis de colesterol podem
ser encontrados pela varia¢do dos nutrientes da dieta tais como: origem da fonte de 6leo,
incluséo de carboidratos (CASTRO et al., 2015) e ou pela variacéo da fonte proteica (LI
et al., 2015).

Os niveis de proteinas e albumina plasmaética estdo relacionados com o estado
nutricional e a higidez, pode-se verificar uma alteracdo do nivel deste metabolito devido
a variacdo de ingredientes ou nutrientes da dieta e pela sua utilizacdo para fins
metabolicos (MAGNADOTTIR, 2006; KAVITHA et al., 2012). As proteinas sd&o um
excelente indicador para avaliar o0 metabolismo dos peixes quando submetidos a dieta
com variacbes em sua composicdo, a reducdo do nivel plasmaético da proteina esta
diretamente ligada a reducdo dos niveis proteicos ou da digestibilidade da proteina na
dieta (SOLTANZADEH et al., 2016). Os aminoacidos estdo envolvidos nas mais
diversas funcGes da vida e a manutencdo do seu nivel pode ser de origem dietética ou
através do catabolismo de proteinas corporais, tem como principais fungdes a sintese
proteica (sintese de musculo), producdo de hormonios e neurotransmissores
(BOMBRADELLI et al., 2004). Varios fatores podem influenciar no nivel de
aminoacidos plasmatico, tamanho, composicdo da dieta, e frequéncia alimentar
(LOVELL, 1998; FARHAT; KHAN, 2014).
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2.9 Enzimas digestivas em Peixes

As enzimas digestivas sdo encontradas no estbmago e no intestino dos peixes,
sendo que as estomacais apresentam maior atividade com pH &cido e no intestino
quando pH esta proximo de 7,0. O pancreas € responsavel pela producéo e liberagédo
(inicio do intestino ou cecos pildricos) de vérias enzimas como as proteases, amilase e
lipase. A lipase é liberada em resposta a presenca de triglicerideos e quanto mais
insaturado for um acido graxo melhor sera a acdo das lipases. A atividade da enzima
lipase também pode ser influenciada pela temperatura da dgua e pelo consumo de racéao
uma vez que o aumento do substrato pode estimular o pancreas a secretar maiores
quantidades desta enzima aumentando a eficiéncia de aproveitamento dos lipidios
(MOURA et al., 2012). Do mesmo modo com a atividade da amilase e protease, onde
sua atividade pode ser modulada de acordo com os niveis de carboidratos e proteinas na
dieta (BALDISSEROTTO, 2009).

A secrecdo e atividade das enzimas digestivas sdo modulados em decorréncia do
habito alimentar espécies no qual as herbivoras e onivoras apresentam maior atividade
da amilase quando comparados com carnivoros (HIDALGO et al., 1999), de variacdes
ambientais como frequéncia alimentar e estagio de desenvolvimento (DRABOWSKI et
al.,, 1992; DENG et al, 2015;), qualidade e composicdo da dieta fornecida
(BALDISSEROTO, 2009). As variaces na atividade das enzimas digestivas protease
alcalina inespecifica, amilase e lipase sdo descritos em estudos prévios (GOULART et
al.,, 2013; BEZERRA et al., 2014; ZHOU et al., 2015; GAO et al., 2016), que
descrevem a adaptacao fisioldgica dos peixes a dieta fornecida.

MELO, (2004) correlacionou o aumento da atividade da enzima protease
alcalina inespecifica e a reducdo da atividade das enzimas amilase e lipase em jundia
(Rhamdia quelen) com as variagdes dos niveis de proteina, carboidratos e lipidios das
dietas. Estas modula¢des na atividade das enzimas digestivas também foram descritas
por Zhou et al. (2016) em juvenis de Larmichthys crocea alimentados com dietas com
diferentes relacGes de carboidratos e lipidios, onde a atividade da amilase aumentou
gradativamente com o aumento do nivel de carboidrato na racéo e a atividade da lipase
diminuiu paralelamente com a reducéo dos niveis de lipidios da racao.

No entanto alguns ingredientes possuem fatores antinutricionais que sao

inibidores de enzimas como a tripsina (LAZZARI et al., 2015).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo Experimental

O experimento foi realizado no laboratério de aquicultura da Universidade
Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF). Para realizagcdo deste experimento
foram utilizados 144 juvenis de tambaquis com peso médio inicial de 3,43 + 0,059
distribuidos aleatoriamente em 24 caixas de PVC com capacidade de 500L em um
sistema fechado com recirculacdo de agua com biofiltro. Cada unidade experimental foi
composta por 06 juvenis de tambaqui. Foram testadas 08 dietas contendo variagdes de
fontes de carboidratos (fuba de milho - FM e a manga in natura — Ml) e concentragdes
de proteina bruta em cada fonte de 30, 28, 26 e 24 %. A formulacdo e a composicédo

centesimal calculada das racdes estdo descritas na tabela 2 e ilustrada na figura 1.

3.2 Formulagéo e Confeccgéo das Dietas Experimentais

As dietas experimentais foram formuladas de acordo com as exigéncias
nutricionais da espécie. A manga utilizada na confecgéo das racdes era imprdpria para o
consumo humano (rejeito de producdo). Ap6s aquisicdo da manga in natura, eram
descascadas e retirado o carogo, logo em seguida eram trituradas e misturadas aos
demais ingredientes das racOes testadas. Foi realizada aproveitando da umidade das
frutas na confeccdo das dietas experimentais. Os valores da composi¢cdo da manga
foram determinados com base na matéria seca para sua inclusdo. Ap6s a mistura, 0s
ingredientes foram peletizados em moedor tipo bola e secos em estufa de recirculacéo
de ar forcada por 24 horas a 55°C (figura. 2) e em seguida foram trituradas para

adaptacéo do pellet ao tamanho da boca dos juvenis de tambaqui.
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Tabela 2. Formulacdo e composicgéo calculada das rages experimentais.

Ingredientes (%) PB/FM PB/FM PB/FM PB/FM PB/MI PB/MI PB/MI PB/MI
30%/30% 28%)/36% 26%/42%  24%/48% 30%/30% 28%/36% 26%/42%  24%)/48%
Farinha de peixe 11,41 15,21 22,85 30,64 10,63 14,23 19,59 26,87
55% PB
Farelo de soja 45% 47,99 38,19 23,37 8,24 47,29 37,40 25,23 10,13
PB
Fuba de milho 30,00 36,00 42,00 48,00 _ _ _ _
Manga in natura _ _ _ _ 30,00 36,00 42,00 48,00
Oleo de soja 7,13 7,59 8,77 10,03 8,43 9,14 10,18 11,78
L-lisina _ _ _ 0,05 _ _ _ 0,15
DL-metionina _ _ _ 0,03 _ _ _ 0,06
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Premix-APP! 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Vitamina C? 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fosfato bicélcio 0,46 _ _ _ 0,64 0,22 _ _
BHT? 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Nutrientes Composicao nutricional calculada
Matéria seca (%) 94,91 94,22 94,95 93,97 88,27 85,17 92,58 92,20
Energia bruta 4.200 4.200 4.200 4.200 4.200 4.200 4.200 4.200
(Kcal/Kg ragéo)
Proteina bruta (%) 30,00 28,00 26,00 24,00 30,00 28,00 26,00 24,00
Fibra bruta (%) 2,92 2,37 1,54 0,70 2,87 2,31 1,63 0,79
g/aogbo'dratos RIS 4448 45,15 43,69 42,10 46,09 47,10 47,14 45,94
Célcio (%) 0,96 1,04 1,46 1,88 0,95 1,04 1,27 1,66
Fosforo (%) 0,80 0,80 1,00 1,21 0,80 0,80 0,89 1,08
Lisina (%) 1,95 1,80 1,65 1,52 1,90 1,73 1,57 1,52
Metionina (%) 1,33 1,14 0,89 0,68 1,30 1,11 0,89 0,68
Arginina (%) 2,00 1,80 1,57 1,32 1,95 1,74 1,52 1,26
Histidina (%) 0,69 0,62 0,54 0,45 0,68 0,60 0,52 0,43
Isoleucina (%) 1,30 1,17 1,02 0,87 1,27 1,13 0,99 0,82
Leucina (%) 2,19 1,98 1,72 1,46 2,14 191 1,67 1,39
Fenilalanina (%) 1,32 1,19 1,02 0,86 1,29 1,15 0,99 0,82
Treonina (%) 1,04 0,96 0,88 0,80 1,02 0,93 0,84 0,75
Triptofano (%) 0,29 0,24 0,19 0,13 0,28 0,24 0,19 0,13
Valina (%) 1,40 1,29 1,18 1,06 1,36 1,25 1,12 1,00
Acido linoleico 3,99 4,16 4,66 5,20 4,65 4,94 5,39 6,10

Premix min. e vit. (mineral and vitamin mix): Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.000Ul; Vit. Ds,
200.000UI; Vit. E, 12.000mg; Vit. K3, 2.400mg; Vit. B1, 4.800mg; Vit. B2, 4.800mg; Vit. B6, 4.000mg; Vit. B12, 4.800mg; Ac.
Folico, 1.200mg; Pantotenato Ca, 12.000mg; Vit. C, 48.000mg; Biotina, 48mg; Colina, 65.000mg; Niacina, 24.000mg; Ferro,
10.000mg; Cobre, 6.000mg; Manganés, 4.000mg; Zinco, 6.000mg; lodo, 20mg; Cobalto, 2mg; Selénio,20mg ; 2Vitamina C
protegida: sal célcica 2-monofosfato de &cido ascorbico, 42% de principio ativo (calcic salt,ascorbicacid2-monophosphate-
42%activeprinciple); 3. Butil-Hidroxitolueno
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Fonte: arquivo pessoal
Figura 1. a (Fuba de milho); b (Manga in natura) — Ingredientes utilizados para

confeccdo das racOes experimentais.

Fonte: arquivo pessoal

Figura 2. Secagem das racdes em estufa recirculacédo de ar a 55° C por 24 horas.

3.3 Manejo Alimentar e Desempenho Zootécnico

Os juvenis de tambaqui foram alimentados duas vezes ao dia (8:00 e as 16:00) de
maneira ad libitium por 47 dias. Ap6s o0 arragcoamento, as caixas foram sifonadas
diariamente para a retirada de fezes e possiveis sobras de racdo. Os parametros de
qualidade de 4gua foram monitorados durante o periodo experimental.

Ao fim do periodo experimental os juvenis de tambaqui foram pesados para

avaliacdo do desempenho zootécnico através dos seguintes parametros:
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Ganho de peso total (GPT, g) = Peso final — Peso inicial
Ganho de peso médio diario (GPMD, g) = GPT /periodo experimental
Taxa de crescimento especifico (TCE, %) = (In(pf)-In(pi)) x 100 / tempo

Fator de condicdo (FC) = (peso / comprimento®) x 100.

In = logaritmo neperiano
Pf = peso final

Pi = peso inicial

3.4 Coleta do Material Bioldgico

Para as analises dos pardmetros metabodlicos, sanguineos e coleta de tecidos
bioldgicos (intestino e figado), retirou-se 06 juvenis de tambaqui por tratamento. Os
peixes foram submetidos a coleta de sangue por puncdo vaso caudal com seringas
heparinizadas. Todos os procedimentos experimentais realizados com os peixes foram
autorizados pelo Comité de ética no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal
do Vale do Séao Francisco, protocolo nimero 0016/140415.

A coleta do sangue para obtenc¢do do plasma foi por centrifugacéo a 5.000 x rpm
por 5 minutos, ap6s congelado a —20° C para posterior analises dos intermediarios
metabdlicos. Logo os peixes foram anestesiados com benzocaina (1g/10L™Y) e em
seguida eutanaziados para coleta do figado onde foram realizadas as avaliacdes da
atividade das enzimas de transaminacdo (aspartato aminotransferase - AST) e
desaminacdo (glutamato desidrogenase, GDH) e glicogénio. Nos intestinos foram

avaliadas as enzimas digestivas, amilase, protease alcalina inespecifica e lipase.

3.5 Determinacdo dos Parametros Hematoldgicos

Para a avaliacdo dos parametros hematoldgicos foi utilizado o sangue coletado, no
qual foram analisados o hematdcrito, contagem de eritrocitos, hemoglobina total e
através desses dados calculou-se o volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).
O hematocrito (Ht) foi realizado conforme descrito por GOLDENFARB et al. (1971), o
tubo microcapilar heparinizado € preenchido em 2/3 de seu volume total e logo apds a

vedacdo foi centrifugada a 12.000 rpm por 5 minutos. A concentracdo de hemoglobina
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(Hb) pelo método da cianometahemoglobina descrita por DRABKIN (1948), utilizando
0 reagente de Drabkin e a leitura foi realizada a 540nm. A contagem de eritrdcitos foi
feita em camara de Neubauer, utilizando o reagente de NATT & HERRICK (1952). O
volume corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular media (CHCM) foram calculados utilizando
os valores absolutos de Ht, a concentracdo de Hb e o numero de eritrdcitos. Os
resultados dos pardmetros hematoldgicos foram estimados conforme formulas a seguir
(WINTROBE, 1934):

VCM = Hematocrito * 10 / N° de Eritrdcitos (* 10° puL 1) = fL
HCM = Taxa de Hemoglobina * 10 / N° de Eritrocitos = pg
CHCM = Taxa de concentracéo de Hemoglobina * 100 / Hematdcrito = g/dL™?

3.6 Determinacdo dos Metabolitos Intermediarios e Enzimas Hepaticas

Os metabolitos aferidos no plasma foram glicose (mg/dL), albumina (g/dL),
triglicerideos (mg/dL) e colesterol total (mg/dL) seguindo os métodos colorimétricos
dos reagentes (labtest®). Os aminoacidos livres foram de terminados seguindo a
metodologia de COPLEY (1941), onde foi utilizado um padréo de glicina 1mm e o
extrato era adicionado a uma solucdo de ninhidrina 0,1% em propanol e a leitura foi
realizada em spectrofotdmetro em 570 nm.

As determinacBes de glicogénio hepatico (GH) foram realizadas conforme
descrito por BIDINOTTO et at. (1997). Onde as amostras de figado de cada peixe foram
pesadas na proporc¢do de 100 a 110mg e logo em seguida foram transferidos para tubos
de ensaio. Logo, foram adicionados 1,0 ml de KOH 6,0N e incubado por 3 minutos em
banho-maria a 100° C. Dissolvido os tecidos, 100 pl deste extrato foi transferido para
um tubo e adicionado 250 pl de etanol e 100 pl de K2SO4 10 %, seguidos de agitacéo.
Logo apds, a amostra era centrifugada a 3.000 rpm por 3 minutos. Posteriormente, 0
sobrenadante era descartado por inversao e o precipitado re-suspendido em 2 ml de agua
destilada, ap6s a mistura realizou-se a transferéncia de 100 pl da amostra, 250 pl de
fenol e 1 ml de H.SO4 para parar a reacdo, posteriormente foi realizada a leitura em
espectrofotdbmetro a 480 nm.

Para determinar a atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e

glutamato desidrogenase (GDH), amostras de figado com peso aproximado de 100mg
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foram homogeneizadas em tampdo (10 mM fosfato / 20 mM tris-pH 7,0) a 4°C,
utilizando homogeneizador mecéanico. A determinacédo da atividade de AST foi feita por
meio colorimétrico dos reagentes (Labtest ®). A leitura da atividade da enzima foi
realizada em Comprimento de onda de 360 nm.

A atividade da enzima GDH foi determinada segundo HOCHACHKA et al.
(1978). A reacgdo € baseada na redugdo de 2-cetoglutarato em glutamato. O meio de
reacdo continha tampéo imidazol-HCI pH 7,7- 50 mM, acetato de amonio 250 mM,
NADH 0,1 mM, ADP 1 mM, NADP 0,5 mM, 2-cetoglutarato 5 mM. Para determinacao
da atividade utilizou-se 100 microlitros do homogeneizado e realizada a leitura em

comprimento de onda de 360nm.

3.7 Determinacdo das Enzimas Digestivas

A atividade de amilase no intestino foi determinada segundo o método proposto
por HIDALGO et al. (1999). Em 1,0ml de solugdo de amido em tampé&o Tris 0,1M (pH
7,0), contendo NaCl 0,02M, foi adicionado volume adequado de homogeneizado
celular, sendo a mistura da reacdo incubada por 40 minutos a 25°C. Decorrido o tempo
de reacdo, foi adicionado 250ul de acido tricloro acético (TCA) 15%, sendo a mistura
da reacdo centrifugada a 3000 x g por 2 minutos. No sobrenadante foi estimada a
concentracdo de glicose pelo método de PARK e JOHNSON (1949).

Na determinacdo da atividade proteolitica alcalina no intestino foi utilizada
solucdo de caseina 1% como substrato da reacdo. A mistura de incubacgdo foi composta
de 250 - 400 pl de azocaseina 1 %, tampdo Tris/HCI 0.1 M (pH 8.0). Apds a incubagédo
da mistura por 30 minutos a 35 °C, a reacao foi interrompida pela adi¢do de 1.0 ml de
TCA 15 %, depois foi centrifugada a 1.800 g por 10 minutos (WALTER, 1984). Foi
utilizada tirosina como padrdo e a unidade de atividade enzimatica sera definida como a
quantidade de enzima necessaria para catalisar a formacdo de 1pg de tirosina por
minuto.

A atividade de lipase ndo especifica no intestino foi determinada segundo método
descrito por GAWLICKA et al. (2000). A reacdo era incubada a 35 °C em meio
contendo 0,4 mM p-nitrofenil meristato em solucdo tampéo 24 mM de bicarbonato de
amonio pH 7.8 e 0,5% Triton X-100. Apds 30 minutos, as reaces eram interrompidas

pela adicdo de NaOH 25 mM. A leitura em espectrofotdmetro foi realizada a 405 nm.
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3.8 Anélise Estatistica

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (4x2)
sendo quatro niveis (30, 36, 42 e 48%) e duas fontes de carboidratos (farinha de milho e
manga in natura) com quatro repeti¢des. Os resultados foram analisados pelo programa
computacional Statistical Analysis System— SAS (Versdo 9.1, 2003), sendo
anteriormente verificada a normalidade dos residuos pelo teste de SHAPIRO-WILK
(PROC UNIVARIATE) e as variancias comparadas por contrastes ortogonais (linear,
quadrética e desvio da quadrética e efeito de fonte) com nivel de significancia de 5%
pelo PROC GLM. Quando significativo o efeito de interagdo niveis versus fonte
procedeu-se a o0 desdobramento da mesma. Posteriormente as analises de contrastes,
quando significativas, determinou-se os parametros das equacles de regressdo pelo
PROC REG.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the performance, hematological, metabolic
responses and the activity of the liver and digestive enzymes in tambaqui juveniles fed
different sources, carbohydrate levels and protein concentrations. eight diets with
variations were evaluated: (FM - corn meal, MI - Mango in natura; PB - crude protein)
in FM ratios / PB 30% / 30%, 36% / 28%, 42% / 26% and 48% / 24% - M1 / PB 30% /
30%, 36% / 28%, 42% / 26% and 48% / 24%. For 47 days 144 (3.93 £ 0.5 g) tambaqui
juveniles were fed ad libitum twice daily in a closed recirculating water system. At the
end of the experiment were evaluated the performance, hematological, metabolic
responses, activity of liver and digestive enzymes. Fish fed the FM / CP diet - 42% /
26% showed the best performance. Haematological parameters all the variables showed
significant differences. Among the hematological parameters, hematocrit showed no
interaction between the sources and levels. Metabolic variables responded to diets tested
to keep getting energy processes. The plasma albumin and triglycerides showed no
interaction. The activities of liver enzymes are responsive tested rations and showed
significant interaction. The activities of the evaluated digestive enzymes showed
interaction effect. It can be concluded that diets with corn meal in the proportions of
42/26 (corn meal / CP) produce higher growth in tambaqui and maintains normal

hematologic parameters and metabolic responses.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el crecimiento, hematoldgicos, las
respuestas metabdlicas y la actividad de enzimas en el higado y las enzimas
digestivas de juveniles de tambaqui alimentados con diferentes fuentes,
concentraciones de hidratos de carbono y proteina. Se evaluaron ocho dietas
con variaciones: (FM - harina de maiz, Ml - Mango in natura; PB - proteina
bruta) en relaciones de FM / PB 30% / 30%, 36% / 28%, 42% | 26% y 48% /
24% - Ml / PB 30% / 30%, 36% / 28%, 42% / 26% y 48% / 24%. Durante 47
dias 144 (3,93 £ 0,5 g) los juveniles de tambaqui fueron alimentados ad libitum,
dos veces al dia en un sistema cerrado de recirculacion de agua. Al final del
experimento se evaluo el crecimiento, hematologia, respuestas metabdlicas, la
actividad de las enzimas del metabolismo y digestivas y. Los peces
alimentados con la dieta FM / CP - 42% / 26% mostrd el mejor crecimiento. Los
parametros hematologicos mostraron diferencias significativa. Solamente en el
hematocrito no mostro interaccion entre las fuentes, las concetraciones de
hidratos de carbono y proteina. Las variables metabdlicas respondieron a las
dietas probadas para mantener los procesos energéticos. La albumina de
plasma y los triglicéridos no mostraron interaccion. Las actividades de las
enzimas hepéticas son sensibles y tienen respuestas a las dietas
experimentales, demostrando interaccién significativa. Las actividades de las
enzimas digestivas evaluados mostraron efecto de interaccion. Se puede
concluir que las dietas con harina de maiz en la proporcién de 42/26 (harina de
maiz / proteina total) producen mayor crecimiento de tambaqui y mantiene los

pardmetros hematoldgicos normales y las respuestas metabdlicas.
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Introdugéo

O tambaqui (Colossoma macropomum) € um peixe nativo das bacias dos rios
Amazonas e Orinoco, de habito alimentar onivoro (Costa, 2014), com tendéncia a
herbivoro, filtrador e frugivoro (Nunes et al., 2006). Esta espécie apresenta grande
rusticidade e resisténcia a hipoxia (Aradjo-Lima e Goulding, 1998; Baldisseroto, 2009),
caracteristicas favoraveis para o seu cultivo em diferentes sistemas de criacao.

A alimentacdo dos peixes representa gastos entre 50-70% do custo total de
producdo (De Almeida et al., 2011), devido ao uso de altos niveis de ingredientes
proteicos (farinha de peixe) e ao processamento utilizado (Xavier et al., 2014). A adicao
de fontes e niveis de carboidratos veem sendo estudada principalmente para peixes de
habito alimentar onivoro, onde os niveis de inclusdo sdo adequados para melhorar a
eficiéncia da utilizacdo dos demais nutrientes que compfe a ragdo. Os peixes
apresentam uma menor eficiéncia na utilizacdo dos carboidratos em relacdo aos
mamiferos, no entanto efeitos benéficos sdo apresentados com a suplementacdo de
carboidratos nas dietas de peixes (Ren et al., 2015).

O aproveitamento do carboidrato dietético pode variar de acordo com o habito
alimentar das espécies, da fonte e do nivel de carboidrato na dieta (NRC, 2011). Dietas
de peixes suplementadas com carboidratos auxiliam na reducdo do catabolismo de
lipidios e proteinas, fornece metabolitos para sintese bioldgica e ainda reduz os custos
na producdo de racdo devido a maior disponibilidade deste nutriente (Krogdahl et al.,
2005; Tian et al.,, 2012; Zhou et al., 2016; Li et al., 2016). O milho é rico em
carboidratos e muito utilizado como matéria prima em varios produtos industriais
(Butolo, 2010), dentre eles a confec¢do de racdo comercial para peixes, onde o milho é
utilizado como uma importante fonte de energia (Hardy & Barrows, 2002). Existem
outras fontes de carboidratos alternativas que vem sendo utilizada na alimentacdo de
peixes, que sdo aproveitadas a partir de frutas descartadas do consumo humano (Santos
et al., 2009; Bezerra et al., 2014; Souza et al., 2014, Lazzari et al., 2015). Entre as
frutas utilizadas destaca-se a manga (mangifera indica), a qual é comercializada na
forma in natura ou processada. Em sua composi¢do encontra-se valores equivalentes de
carboidratos de 16,5g em cada 100g (Marques, et al., 2010). Nos cultivares Haden e

Tommy agucares como glicose, frutose e sacarose sdo encontrados em proporgoes
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aproximadas de 0,59%, 3,15% e 9,05% respectivamente e quanto aos valores proteicos
encontra-se aproximadamente 4,4g/kg de polpa (Bernades-silva, et al., 2003).

O valor nutricional dos residuos da fruticultura ainda é pouco estudado na
piscicultura, o que se faz necessario investigar o uso destes ingredientes em ensaios de
digestibilidade e desempenho para um melhor aproveitamento destes residuos.

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho, os pardmetros hematoldgicos,
as respostas metabdlicas e atividade das enzimas digestivas em juvenis de tambaqui
alimentados com diferentes fontes e niveis de carboidrato e concentragcdes de proteina

bruta da dieta.

Material e Métodos

Para realizacdo deste experimento foram utilizados 144 juvenis de tambaquis com
peso médio inicial de 3,93+0,5 g distribuidos aleatoriamente em 24 caixas de PVC com
capacidade de 500L em um sistema fechado com recirculacdo de agua com biofiltro.
Cada unidade experimental foi composta por 06 juvenis de tambaqui. Foram testadas 08
dietas contendo variacfes de fontes de carboidratos (fub& de milho - FM e a manga in
natura — MI) e nas concentracdes de proteina bruta 30, 28, 26 e 24 %. A formulacdo e a
composicao centesimal calculada das racGes estdo descritas na tabela 1.

As dietas experimentais foram formuladas de acordo com as exigéncias
nutricionais da espécie. A manga utilizada na confecgéo das racdes era imprépria para o
consumo humano (rejeito de producdo). Apds aquisicdo da manga in natura, eram
trituradas e misturadas aos demais ingredientes que comporam as racoes. Foi realizada
aproveitando da umidade das frutas na confeccdo das dietas experimentais. Os valores
da composicdo da manga foram determinados com base na matéria seca para sua
inclusdo nas racdes. ApoOs a mistura, os ingredientes foram peletizados em moedor tipo
bola e secos em estufa de recirculacdo de ar forcada por 24 horas a 55°C e em seguida
foram trituradas para adaptacao do pellet ao tamanho da boca dos juvenis de tambaqui.

Os juvenis de tambaqui foram alimentados duas vezes ao dia (8:00 e as 16:00) de
maneira ad libitium por 47 dias. Apds o arragoamento, as caixas foram sifonadas
diariamente para a retirada de fezes e possiveis sobras de racdo. Os parametros de

qualidade de 4gua foram monitorados durante o periodo experimental.
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Ingredientes (%) PB/FM PB/FM PB/FM PB/FM PB/MI PB/MI PB/MI PB/MI
30%/30% 28%1/36% 26%/42%  24%/48% 30%/30% 28%/36% 26%/42% 24%)/48%
Farinha de peixe 11,41 15,21 22,85 30,64 10,63 14,23 19,59 26,87
55% PB
Farelo de soja 45% 47,99 38,19 23,37 8,24 47,29 37,40 25,23 10,13
PB
Fuba de milho 30,00 36,00 42,00 48,00 _ _ _ _
Manga in natura _ _ _ _ 30,00 36,00 42,00 48,00
Oleo de soja 7,13 7,59 8,77 10,03 8,43 9,14 10,18 11,78
L-lisina _ _ _ 0,05 _ _ _ 0,15
DL-metionina _ _ _ 0,03 _ _ _ 0,06
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Premix-APP* 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Vitamina C2 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fosfato bicalcio 0,46 _ _ _ 0,64 0,22 _ _
BHT? 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Nutrientes Composicao nutricional calculada
Matéria seca (%) 94,91 94,22 94,95 93,97 88,27 85,17 92,58 92,20
Energia bruta 4.200 4.200 4.200 4.200 4.200 4.200 4.200 4.200
(Kcal/Kg ragdo)
Proteina bruta (%) 30,00 28,00 26,00 24,00 30,00 28,00 26,00 24,00
Fibra bruta (%) 2,92 2,37 1,54 0,70 2,87 2,31 1,63 0,79
g/aogbo'dratos RIS 4448 45,15 43,69 42,10 46,09 47,10 47,14 45,94
Célcio (%) 0,96 1,04 1,46 1,88 0,95 1,04 1,27 1,66
Fosforo (%) 0,80 0,80 1,00 1,21 0,80 0,80 0,89 1,08
Lisina (%) 1,95 1,80 1,65 1,52 1,90 1,73 1,57 1,52
Metionina (%) 1,33 1,14 0,89 0,68 1,30 1,11 0,89 0,68
Arginina (%) 2,00 1,80 1,57 1,32 1,95 1,74 1,52 1,26
Histidina (%) 0,69 0,62 0,54 0,45 0,68 0,60 0,52 0,43
Isoleucina (%) 1,30 1,17 1,02 0,87 1,27 1,13 0,99 0,82
Leucina (%) 2,19 1,98 1,72 1,46 2,14 191 1,67 1,39
Fenilalanina (%) 1,32 1,19 1,02 0,86 1,29 1,15 0,99 0,82
Treonina (%) 1,04 0,96 0,88 0,80 1,02 0,93 0,84 0,75
Triptofano (%) 0,29 0,24 0,19 0,13 0,28 0,24 0,19 0,13
Valina (%) 1,40 1,29 1,18 1,06 1,36 1,25 1,12 1,00
Acido linoleico 3,99 4,16 4,66 5,20 4,65 4,94 5,39 6,10

Premix min. e vit. (mineral and vitamin mix): Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.000Ul; Vit. Ds,
200.000UI; Vit. E, 12.000mg; Vit. K3, 2.400mg; Vit. B1, 4.800mg; Vit. B2, 4.800mg; Vit. B6, 4.000mg; Vit. B12, 4.800mg; Ac.
Félico, 1.200mg; Pantotenato Ca, 12.000mg; Vit. C, 48.000mg; Biotina, 48mg; Colina, 65.000mg; Niacina, 24.000mg; Ferro,
10.000mg; Cobre, 6.000mg; Manganés, 4.000mg; Zinco, 6.000mg; lodo, 20mg; Cobalto, 2mg; Selénio,20mg ; 2Vitamina C
protegida: sal célcica 2-monofosfato de &cido ascérbico, 42% de principio ativo (calcic salt,ascorbicacid2-monophosphate-
42%activeprinciple); 3. Butil-Hidroxitolueno;

Ao fim do periodo experimental os juvenis de tambaqui foram pesados para

avaliacdo do desempenho zootécnico através dos seguintes parametros:

Ganho de peso total (GPT, g) = Peso final — Peso inicial

Ganho de peso médio diario (GPMD, g) = GPT /periodo experimental

Taxa de crescimento especifico (TCE %) = (In(pf)-In(pi)) x 100 / tempo
Fator de condigo (FC) = (peso / comprimento®) x 100.
In = logaritmo neperiano; pf = peso final; pi = peso inicial
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Para as analises dos parametros metabdlicos, sanguineos e coleta de tecidos
bioldgicos (intestino e figado), retirou-se seis juvenis de tambaqui por tratamento. Os
peixes foram submetidos a coleta de sangue por puncdo vaso caudal com seringas
heparinizadas. Todos os procedimentos experimentais realizados com os peixes foram
autorizados pelo Comité de ética no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal
do Vale do Séo Francisco, protocolo nimero 0016/140415.

A retirada do sangue para obtencéo do plasma foi por centrifugacdo a 5.000 x rpm
por 5 minutos, ap6s congelado a —20 graus centigrados para posterior analises dos
intermediarios metabolicos. Logo os peixes foram anestesiados com benzocaina (1 g/10
L) e em seguida eutanaziados para coleta do figado e intestino onde foram realizadas
as avaliacOes da atividade das enzimas de transaminacao (aspartato aminotransferase -
AST) e desaminagdo (glutamato desidrogenase, GDH) e glicogénio. Nos intestinos
foram avaliadas as atividades das enzimas digestivas, amilase, protease alcalina
inespecifica e lipase.

Para a avaliacdo dos parametros hematoldgicos foi utilizado o sangue coletado, no
qual foram analisados o hematdcrito, contagem de eritrocitos, hemoglobina total e
através desses dados calculou-se o volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).
O hematdcrito (Ht) foi realizado conforme descrito por Goldenfarb et al. (1971), o tubo
microcapilar heparinizado é preenchido em 2/3 de seu volume total e logo apos a
vedacdo foi centrifugada a 12.000 rpm por 5 minutos. A concentracdo de hemoglobina
(Hb) pelo método da cianometahemoglobina descrita por Drabkin (1948), utilizando o
reagente de Drabkin e a leitura foi realizada a 540 nm. A contagem de eritrocitos foi
feita em camara de Neubauer, utilizando o reagente de Natt & Herrick (1952). O
volume corpuscular meédio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados utilizando
os valores absolutos de Ht, a concentracdo de Hb e o nimero de eritrécitos. Os
resultados dos parametros hematolégicos foram estimados conforme férmulas a seguir
(Wintrobe, 1934):

VCM = Hematocrito * 10 / N° de Eritrdcitos (* 108 puL ) = fL
HCM = Taxa de Hemoglobina * 10 / N° de Eritrocitos = pg
CHCM = Taxa de concentragio de Hemoglobina * 100 / Hematdcrito = g/dL*
Os metabolitos aferidos no plasma foram glicose (mg/dL), albumina (g/dL),

triglicerideos (mg/dL) e colesterol total (mg/dL) seguindo os métodos colorimétricos
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dos reagentes (labtest®). Os aminoacidos livres foram de terminados seguindo a
metodologia de Copley (1941), onde foi utilizado um padrdo de glicina 1mm e o extrato
era adicionado a uma solucdo de ninhidrina 0,1 % em propanol e a leitura foi realizada
em spectrofotdbmetro em 570 nm.

As determinacdes de glicogénio hepéatico (GH) foram realizadas conforme
descrito por Bidinotto et at. (1997). Onde as amostras de figado de cada peixe foram
pesadas na proporcao de 100 a 110 mg e logo em seguida foram transferidos para tubos
de ensaio. Logo, foram adicionados 1,0 ml de KOH 6,0 N e incubado por 3 minutos em
banho-maria a 100° C. Dissolvido os tecidos, 100 pl deste extrato foi transferido para
um tubo e adicionado 250 pl de etanol e 100 pl de K2SO4 10 %, seguidos de agitacao.
Logo ap6s, a amostra era centrifugada a 3.000 rpm por 3 minutos. Posteriormente, o
sobrenadante era descartado por inversao e o precipitado re-suspendido em 2 ml de 4gua
destilada, ap6s a mistura realizou-se a transferéncia de 100 pl da amostra, 250 pl de
fenol e 1 ml de H,SO4 para parar a reagdo, posteriormente foi realizada a leitura em
espectrofotdbmetro a 480 nm.

Para determinar a atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e
glutamato desidrogenase (GDH), amostras de figado com peso aproximado de 100 mg
foram homogeinizados em tamp&o (10 mM fosfato / 20 mM tris-pH 7,0) a 4° C,
utilizando homogeneizador mecéanico. A determinacdo da atividade de AST foi feita por
meio colorimétrico dos reagentes (Labtest ®). A leitura da atividade da enzima foi
realizada em Comprimento de onda de 360 nm.

A atividade da enzima GDH foi determinada segundo Hochachka et al. (1978). A
reacdo é baseada na reducdo de 2-cetoglutarato em glutamato. O meio de reacdo
continha tampéao imidazol-HCI pH 7,7- 50 mM, acetato de aménio 250 mM, NADH 0,1
mM, ADP 1 mM, NADP 0,5 mM, 2-cetoglutarato 5 mM. Para determinacdo da
atividade utilizou-se 100 microlitros do homogeneizado e realizada a leitura em
comprimento de onda de 360 nm.

Para determinacdo das enzimas digestivas amostras de intestino com peso
aproximado de 100 mg foram homogeinizados em tampao 10 mM fosfato / 20 mM tris-
pH 7,0 a 4° C, utilizando homogeneizador mecanico.

A atividade de amilase do intestino foi determinada segundo o método proposto
por Hidalgo et al. (1999). Em 1,0 ml de solu¢do de amido em tampao Tris 0,1 M (pH
7,0), contendo NaCl 0,02 M, foi adicionado volume adequado de homogeneizado

celular, sendo a mistura da reagéo incubada por 40 minutos a 25 °C. Decorrido o tempo
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de reacdo, foi adicionado 250 ul de acido tricloro acético (TCA) 15 %, sendo a mistura
da reacdo centrifugada a 3000 x g por 2 minutos. No sobrenadante foi estimada a
concentracdo de glicose pelo método de Park & Johnson (1949).

Na determinacdo da atividade proteolitica alcalina do intestino foi utilizada
solucéo de caseina 1 % como substrato da reacdo. A mistura de incubacéo foi composta
de 250 - 400 pl de azocaseina 1 %, tampdo Tris/HCI 0.1 M (pH 8.0). Apds a incubagéo
da mistura por 30 minutos a 35 °C, a reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de 1.0 ml de
TCA 15 %, depois foi centrifugada a 1.800 g por 10 minutos (Walter, 1984). Foi
utilizada tirosina como padréo e a unidade de atividade enzimatica sera definida como a
quantidade de enzima necesséria para catalisar a formagdo de 1 pg de tirosina por
minuto.

A atividade de lipase ndo especifica do intestino foi determinada segundo método
descrito por Gawlicka et al. (2000). A reacdo era incubada a 35 °C em meio contendo
0,4 mM p-nitrofenil meristato em solugdo tampéo 24 mM de bicarbonato de amonio pH
7.8 € 0,5 % Triton X-100. Ap6s 30 minutos, as reacdes eram interrompidas pela adi¢do
de NaOH 25 mM. A leitura em espectrofotdmetro foi realizada a 405 nm.

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (4x2)
sendo quatro niveis (30, 36, 42 e 48 %) e duas fontes de carboidratos (farinha de milho
e manga in natura) com quatro repeticdes. Os resultados foram analisados pelo
programa computacional Statistical Analysis System — SAS (Versdo 9.1, 2003), sendo
anteriormente verificada a normalidade dos residuos pelo teste de SHAPIRO-WILK
(PROC UNIVARIATE) e as variancias comparadas por contrastes ortogonais (linear,
quadrética e desvio da quadrética e efeito de fonte) com nivel de significancia de 5 %
pelo PROC GLM. Quando significativo o efeito de interacdo niveis versus fonte
procedeu-se a 0 desdobramento da mesma. Posteriormente as analises de contrastes,
quando significativas, determinou-se 0s parametros das equacdes de regressdo pelo
PROC REG.

Resultados

Os resultados encontrados nas analises dos parametros de qualidade de agua
durante o experimento foram: condutividade elétrica 91,2 ps/cm, salinidade total 43,61
ppm, oxigénio dissolvido 6,3 mg/L, concentracdo de amonia 0,059 mg/L, concentracdo

de nitrito 0,044 mg/L, concentracdo de fosforo 0,286 mg/L, concentracdo de nitrato
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2,832 mg/L, pH 7,23 e temperatura media de 26,1 £ 4,78°C, resultados que séo
favoraveis ao cultivo da espécie (Urbinati & Gongalves, 2005).

Os parametros de desempenho observados neste estudo de incluséo de fontes e
niveis de carboidratos reduzindo os niveis de proteina sdo apresentados na Tabela 2.
Houve diferenca significativa e efeito de interacdo (P<0,05) em todos os parametros de
desempenho zootécnico avaliados. Os peixes apresentaram melhores resultados de
desempenho (GPT, GMPD e FC) na dieta com 42 % de fub& de milho e 26 % de

proteina bruta.

Tabela 2. Parametros de desempenho zootécnico de juvenis de tambaqui alimentados
com dietas contendo diferentes fontes e niveis de carboidratos e reducdo dos niveis de
proteina bruta.

Fuba de milho/PB Manga in natura/PB
Variaveis  30/30 36/28 42/26  48/24 EPM 30/30  36/28  42/26 48/24 EPM
GPT (g) 29,63 3349 3631 2914 0,75 19,12 23,67 6,52 7,93 0,98
GPMD(g) 063 071 077 062 0,02 041 050 0,14 0,17 0,02
TCE (%) 4,54 4,78 4,85 4,87 0,05 3,73 4,01 1,95 1,91 0,13
FC 1,90 1,54 1,46 1,53 0,03 1,46 2,02 1,46 1,79 0,04
Efeito (Probabilidade)
Taxas Linear  Quadratico  Niveis Fontes N*F ER R?
GPT * * * * * FM=-81,846+5,999x-0,076x> 0,44

MI1=21,217+0,526x-0,017x? 0,51

GPMD * * * * * FM=-1,741+0,127-0,001x? 0,31

MI1=0,441+0,011-0,000x? 0,51

TCE * * * * * FM=4,099+0,016x 0,23
MI=7,775-0,125x 0,61
FC NS NS NS * * FM=6,854-0,256x+0,003x? 0,61

MI1=-4,697+0,327x-0,004x> 0,33

GPT: Ganho de Peso Total; GMPD: Ganho de Peso Médio Diéario; TCE: Taxa de Crescimento Especifico; FC: Fator
de Condigéo.
EPM: Erro Padrdo Médio; PB: Proteina Bruta; *: P<0,05; NS: N&o Significativo.

As dietas experimentais influenciaram nos pardmetros hematoldgicos dos
juvenis de tambaqui (tabela 3). Os valores médios de hematdcrito foram influenciados
(P<0,05) em niveis e fontes. A taxa de hemoglobina e o nimero de eritrdcitos,
apresentaram influéncia (P<0,05) em niveis, fontes e mostraram interagdo. Os
resultados de volume corpuscular médio (VCM) apresentaram interagdo (P<0,05) em
niveis. As medias de concentragdes de hemoglobina corpuscular média (HCM)

mostraram-se significativas (P<0,05) apenas em fontes.
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Tabela 3. Pardmetros hematolégicos de juvenis de tambaqui alimentados com dietas contendo
diferentes fontes e niveis de carboidratos e reducao dos niveis de proteina bruta.

Fuba de milho/PB Manga in natura/PB
Taxas 30/30 36/28 42126 48/24 EPM 30/30 36/28 42/26 48/24 EPM
Hematdcrito (%) 25,00 25,75 23,20 20,75 0,49 22,40 22,00 13,80 16,75 0,93
Hemoglobina (g/dL) 17,22 16,55 20,20 14,75 0,56 13,98 12,51 8,00 10,92 0,49
Eritrdcitos (108/uL) 221 438 3,88 3,65 0,18 3,03 2,53 2,29 2,00 0,12
VCM! (fL) 99,07 52,77 76,72 56,18 4,90 73,55 73,05 57,58 86,11 3,05
HCM? (pg) 94,63 43,23 53,80 40,73 4,80 43,41 57,45 35,59 51,94 2,27
CHCMS (gL 68,40 96,38 76,37 64,32 3,81 62,28 57,48 55,16 69,81 2,31
Efeito (Probabilidade)
Taxas Linear Quadratico  Niveis  Fontes N*F ER R?

Hematdcrito * NS * * NS FM=33,593-0,253x 0,55
MI1=35,790-0,439x 0,51

Hemoglobina NS * * * * FM=-22,146+2,141x-0,028x? 0,38
MI=62,930-2,477x+0,028x? 0,62

Eritrocitos NS * * * * FM=- 0,66

23555600,000+1363733,33x-
16666,67x2
MI=6802566,667- 0,42
170322,222x+1472,222%>

VCM * * * NS * FM=417,408-16,680x + 0,194x? 0,38
MI=353,736-15,251x + 0,200%? 0,33

HCM NS * * NS NS Y=549,211-23,280x+0,266x? 0,71

CHCM NS NS NS * * FM=-312,928+21,142x-0,277x 0,34

MI=247,384-10,198x+0,135x? 0,23
VCM: Volume Corpuscular Médio; 2HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; 3CHCM: Concentracdo de Hemoglobina

Corpuscular Média.
EPM: Erro Padrdo Médio; PB: Proteina Bruta; *: P<0,05; NS: N&o Significativo.

Os resultados de intermediarios metabolicos plasmaticos, glicogénio hepatico
(GH) e atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e glutamato
desidrogenase (GDH) aferidas no figado sdo apresentados na tabela 4. Os resultados de
glicose, triglicérides e proteinas totais analisadas no plasma apresentaram efeito
significativo (P<0,05) nas dietas ofertadas em fontes, niveis e efeito de interacdo. No
entanto os niveis de glicose sdo mais elevados nos tratamentos de incluséo de fuba de
milho. Os niveis de triglicérides foram maiores nos tratamentos de inclusdo da manga in
natura nos tratamentos de 42/26 e 48/24. O colesterol plasmatico teve efeito (P<0,05)
em relagéo as fontes, pois as maiores concentragdes foram nas ragfes com a manga in
natura. As concentracdes de albumina plasmatica foram significativas (P<0,05) em
fontes e niveis, as quais diminuiram com o0 aumento dos niveis de carboidratos e

reducdo da proteina da dieta em ambas fontes de carboidratos testadas. Os niveis de
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aminoacidos totais mostraram interagdo significativa (P<0,05). Os resultados de GH,
AST e GDH apresentaram efeito significativo (P<0,05) em niveis, fontes e efeito de
interagdo. Os niveis de GH aumentaram com o aumento dos niveis de fuba de milho na
dieta, no entanto resultados opostos foram obtidos com o aumento dos niveis de manga
in natura na dieta. A atividade da AST foi maior quando se utilizou a manga in natura
na racdo. A atividade da enzima GDH foi maior nas dietas que continham o fuba de
milho como fontes de carboidratos (especialmente nos tratamentos 30/30 e 48/24).

Tabela 4. Resultados de intermediarios metabdlicos plasmaticos, glicogénio hepético e
atividade das enzimas (AST) e (GDH).

Fub& de milho/PB Manga in natura/PB
Metabolitos/ 30/30 36/28 42/26 48/24 EPM 30/30 36/28 42/26 48/24 EPM
enzimas
Gli* (mg.dL™) 106,96 97,12 110,18 114,15 2,98 112,31 99,40 84,46 85,11 2,85
GH? mg/g/tecido 261,12 264,45 26532 274,81 1,79 269,83 264,42 263,63 259,27 1,96
Tri® (mg.dL™) 13543 110,24 142,49 171,06 6,53 153,31 156,45 241,57 284,98 13,65
Col* (mg.dL™) 63,21 67,04 76,81 90,14 3,55 121,64 105,70 114,11 109,06 3,88
Alb® (g.dL?) 0,93 0,85 0,80 0,63 0,03 0,84 0,65 0,65 0,48 0,03
Prot® (g.dL™) 3,43 3,54 3,88 321 0,13 3,13 3,60 3,00 2,84 0,09
AATT (ul.mL) 34,64 39,54 32,00 28,56 1,50 28,99 29,93 32,78 41,08 1,38
AST®(U.g Yprot*) 25363 269,19 289,46 286,98 6,64 266,27 299,14 595,49 295,03 29,99
GDH’ (U.g Y/prot*) 378,09 388,35 178,48 420,48 23,33 200,27 94,75 127,08 230,36 12,23
Efeito (Probabilidade)
Linear Quadratico Niveis Fontes N*F ER R?
Glicose * * * * * FM=307,100+9,502x + 0,86
0,101x?
MI=154,164-1,503x 0,76
GH NS NS NS * * FM=239,171+0,698x 0,30
MI1=285,390-0,541x 0,21
Triglicérides * * * * * FM=49,360+2,319x 0,25
MI=-103,004+8,002x 0,67
Colesterol NS NS NS * NS FM=74,30 _
MI=112,62 _
Albumina * NS * * NS FM=1,410-0,015x 0,37
MI=1,354-0,017x 0,64
Prot. Totais * * * * * FM=-4,732+0,443x- 0,33
0,006x?
MI=- 0,35
2,534+0,326x+0,005x?
Amin. Totais NS NS NS NS * FM=-35,192+4,095x- 0,24
0,058x?
MI1=83,187- 0,51
3,333x+0,051x?
Atividade AST * * * * * FM=11,663+11,778x- 0,20
0,125%2
MI=- 0,42
3301,257+186,296x-
2,314x?
Atividade GDH NS * * * * FM=2770,427- 0,27
126,903x+1,609x2
MI=2223,623- 0,85
111,056x+1,450x>

IGlicose, 2Glicogénio Hepatico, Triglicérides, “Colesterol, >Albumia, ®Proteinas Totais, Aminoacidos Totais, 8AST-
Aspartato Aminotransrase Hepatica, °Glutamato Desidrogenase.
EPM: Erro Padrdo Médio; PB: Proteina Bruta; *: P<0,05; NS: Né&o Significativo.
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As atividades das enzimas digestivas apresentaram diferencas significativas
(P<0,05). A protease alcalina e a amilase foram influenciadas em niveis, fontes e
interacdo. A lipase apresentou efeito significativo (P<0,05) em niveis e interacao.

Tabela 5. Atividade das enzimas intestinais de juvenis de tambaqui alimentados com
dietas contendo diferentes fontes e niveis de carboidratos e reducdo dos niveis de
proteina bruta.

Fubéa de milho/PB Manga in natura/PB
Enzimas 30/30 36/28 42/26 48/24 EPM | 30/30 36/28 42/26 48/24  EPM
(Ul/mg/P)
Protease 84,15 75,22 68,22 4457 456 | 62,44 57,70 26,18 44,47 4,18
Alcalina
Amilase 0,32 0,37 0,42 1,80 0,16 | 0,47 0,38 1,26 0,92 0,09
Lipase 2,88 241 2,02 1,03 019 | 1,86 1,67 1,43 3,01 0,17
Efeito (Probabilidade)
Linear  Quadratico  Niveis  Fontes N*F ER R?
Protease * * * * * FM=-1,051+5,874x- 0,68
alcalina 0,102x?
MI1=339,197- 0.48
13,894x+0,159x2 ’
Amilase * * * * * FM=11,347- 0,93
0,640x+0,009x2
MI=-3,170+0,168x- 0.48
0,001x2 ’
Lipase * * * NS * FM=0,609+0,182x- 0,82
0,003x2
MI1=18,081- 0.78
0,907x+0,012x2 ’

P: Proteina; EPM: Erro Padrdo Médio; PB: Proteina Bruta; *: P<0,05; NS: N4o Significativo.

Discussdo

De acordo com os resultados dos parametros zootécnicos avaliados peso, taxa de
crescimentos especifico e fator de condigdo neste estudo (Figura 1), o fuba de milho foi
a melhor fonte de carboidrato para juvenis de tambaqui, quando comparada com a
manga in natura. Resultados semelhantes foram relatados (Lima et al., 2011) na
avaliacdo da substituicdo do milho pelo farelo de residuo de manga na alimentacéo de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), Souza et al. (2013) quando avaliaram a
substituicdo do milho pela farinha de manga na alimentacdo de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) e por Pretto et al. (2014) quando avaliaram o desempenho da
carpa hungara (Cyprinus carpio) com diferentes fontes de carboidratos na dieta. A
inclusdo de manga in natura ndo proporcionou resultados satisfatérios quando
comparado ao milho. Estes resultados podem estar relacionados ao habito alimentar da

espécie e ou composic¢do nutricional da fruta. Ha dificuldade em definir as fontes e
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niveis de inclusdo de carboidratos nas racdes para peixes devido a alguns fatores como:
estado fisico, composicdo e complexidade molecular da fonte de carboidratos,
influenciando diretamente na digestibilidade, metabolismo e no melhor aproveitamento
dos carboidratos (NRC, 2011; Lazzari et al., 2015). Tem-se verificado que a menores
indices de digestibilidade da proteina, energia de alguns alimentos como a semente da
seringueira (Lima et al., 2011; Guimardes et al., 2014; Deng et al., 2015), podem

prejudicar o desempenho dos peixes.
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Figura 1. Parametros de desempenho zootécnico de juvenis de tambaqui alimentados
com variagOes de carboidratos e concentracfes de proteina (a — Ganho de peso total; b —
Ganho de peso médio diario; ¢ — Taxa de crescimento especifico; d — Fator de

condicéo).

Os efeitos ocasionados pelas fontes de carboidratos e niveis de proteina nos
parametros hematoldgicos foram acentuados (figura. 2). As duas fontes de carboidratos
e as concentracdes de proteina modificaram o perfil hematimétrico do tambaqui. Pelas
equacdes ajustadas em cada variavel analisada percebe-se a adaptagéo da série vermelha
as condicdes alimentares. O mesmo foi verificado em juvenis de tambaqui alimentados
com ragbes contendo farinha de folha de leucena Pereira-Junior et al. (2014).
Resultados contraditorios foram observados por Pereira-Junior et al. (2013) quando
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incluiram farinha de crueira de mandioca na racdo de juvenis de tambaqui e por Oba-
Yoshioka et al. (2015) ao substituirem a racdo comercial por uma mistura composta de
soja e milho nas racdes para hibridos de tambatinga. No presente estudo o numero de
eritrocitos, a taxa de hemoglobina e o hematdcrito foi maior nos animais alimentados
com fuba de milho, o que pode estar relacionado ao maior desempenho. Nos eritrocitos
estdo contidas a hemoglobina que tem como funcdo realizar o transporte do oxigénio
(O2) e de parte do gas carbdnico (CO2) (Ranzani-Paiva & Silva-Souza, 2004) para 0s
tecidos e células, o que proporciona maior metabolizacdo das moléculas. O status
hematoldgico é importante para avaliacdo do estado nutricional e de saude dos peixes
(Farhat & Khan, 2014), estado fisiolégico (Yugi-Sado et al., 2014) e condicdes
ambientais (Soltanzadeh et al., 2016). E provavel que nos tambaquis alimentados com
manga in natura tenha prejudicado a série vermelha e produzindo adaptacbes
compensatdrias como foi a varidvel na reducdo dos eritrocitos, mas com aumento do

volume corpuscular médio (2d) e da concentragdo da hemoglobina (2F).
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Figura 2. Parametros hematoldgicos de juvenis de tambaqui alimentados com variacoes
de carboidratos e concentracBes de proteina (a — Hematocrito; b — Hemoglobina; ¢ —
Eritrécitos; d — Volume corpuscular média; e — Hemoglobina corpuscular média; f —

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média).

Os intermediarios metabolicos do tambaqui alimentados pelas fontes e niveis de
carboidratos e variacGes das concentragcdes de proteinas apresentam perfil adaptativo
(figuras. 3 & 4). A adaptacdo de pard@metros metabolicos em peixes causados pela
alimentacdo ja tem sido descrita por vérios autores (Abdel-Tawwab et al., 2015; Apun-
Molina et al., 2015; Lazzari et al., 2015).

Entre os metabdlitos estudados a manutencdo da glicemia, bem como suas

alteracbes nos peixes, é responsiva pelas dietas e seus nutrientes. Ren et al. (2015)
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verificaram que 0 aumento de carboidrato na alimentacdo de juvenis de Megalobrama
amblycephala com diferentes fontes de carboidratos aumenta a glicemia. O nivel de
glicose plasmatica esta relacionado diretamente a variagdes osmorregulatdrias, presenca
de fatores estressantes e composicdo da racdo (Polakof et al., 2012). J& em relacdo ao
glicogénio hepético, que é a reserva de glicose para o organismo, os valores
mantiveram-se proximos, mesmo havendo interagdo. No uso de fubd de milho com
maiores quantidades nas racGes houve maior dep6sito e no uso da manga in natura
menos deposito de glicogénio (F3a e F3b). Os resultados de glicogénio hepético foram
semelhantes em tambaquis alimentados com maiores quantidades de farinha de manga
Bezzera et al. (2014). A concentracdo de glicogénio hepético é influenciada pela
alimentacéo dos peixes (Melo et al., 2006).

Os triglicerideos plasmaticos as duas fontes testadas, as maiores quantidades de
carboidratos e as menores concentracdes de proteina refletiram em aumento na
concentracdo deste metabdlito (Fig. 3c). O excesso de glicose é convertido em lipidio
através da lipogénese, estd inducdo pode ocorrer apés a alimentacdo e envolve
diretamente a homeostase de glicose (Polakof et al., 2012; Castro et al., 2015).

O colesterol total plasmatico somente teve interacdo entre as fontes e ndo entre
as concentracbes de carboidratos e proteina das dietas (Fig. 3d). Na literatura o
colesterol é alterado pelos tipos de lipidios presentes na dieta (Ribeiro et al., 2013;
Castro et al.,2015). As alteracGes observadas, encontram-se dentro de niveis de
referéncia nos peixes (Pretto et al., 2014; Bezerra et al., 2014)

As alteracOes observadas nos niveis de albumina e proteinas totais plasmatica
apresentaram o0 mesmo comportamento (Fig. 3e e 3f). Elas estdo relacionadas a
estratégias metabdlicas de transporte e lesdes de tecidos, aléem de desnutri¢cdo (Razzani-
Paiva et al., 2004; Dallagnol et al., 2014). As fontes, os maiores niveis de carboidratos e
as menores concentracdes de proteina das racdes reduziram estes metabdlitos. De
acordo com Hasegawa et al., (2002) relataram que a albumina é uma lipoproteina de
alta densidade, e sua sintese é influenciada pela nutri¢do, balanco hormonal, estado
geral do figado e estresse. Ja a proteina total plasmatica € alterada principalmente por
mudancas no volume plasmaético, que pode ter aumento causado por mudanca de fluido
do plasma para o compartimento intracelular e uma diminuicdo pode ser causada por
hidratacdo do plasma (Melo et al., 2009). E provavel que a reducio destes metabdlitos
nos tratamentos onde havia mais carboidrato e menos proteina na racdo tenham

disponibilizados menores quantidades de nutrientes para as células. Portanto, elas estdo
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relacionadas para a manutencdo dos processos normais de mantenca, crescimento e
sobrevivéncia (Melo et al., 2006; Tan et al. (2009); Souza et al. (2014).

A mudanca do perfil dos aminoécidos livres plasméaticos denotou mobilizagdo
para uso nos processos energéticos (Fig. 4a). Esta variagdo nas concentracdes de
aminoacidos ja foi descrita por Figueiredo-Silva et al. (2013), que avaliaram as
respostas metabdlicas de truta arco-iris e tilapia do Nilo alimentadas com ra¢Ges com
diferentes propor¢des de proteina. Os aminoacidos podem ser utilizados para sintese de
energia, Hormonios, neurotransmissores e proteinas tissulares (Beitz, 1996;
Bombardelli et al. 2003).

Outra resposta que denotou a utilizacdo de aminoacidos como fonte energia
pelos tecidos ¢ a atividade enzimatica da AST e GDH. Neste estudo o aumento da AST
se deu nas ragdes com maiores quantidades de carboidrato e menores de proteina (Fig.
4b) e da GDH ocorreu tanto nas maiores quanto menores concentracfes de carboidratos
e proteinas de ambas as fontes testadas (Fig. 4c). Em estudo realizado por Tu et al.
(2015) verificaram o aumento da atividade da enzima AST no figado de carpa gibel
(Carrassius auratus gibelio) em dietas com maiores niveis de proteina. A funcao desta
enzima € coletar os grupamentos amino dos aminoacidos e encaminha-los para
utilizacdo nas vias biossintéticas (Nelson et al., 1998). Em estudo realizado com jundia
Melo et al. (2006) propde que o aumento da atividade da AST esta relacionado com o
catabolismo dos aminoacidos para regular os niveis da glicemia e as reservas hepaticas.
Figueiredo-Silva et al. (2013) verificaram reducdo da atividade da enzima GDH em
truta arco-iris e em tilapia do Nilo alimentadas com dietas de menores niveis proteicos.
Viegas et al. (2015) relataram aumento da atividade da enzima GDH em Dicentrarchus
labrax L. em dieta suplementada com carboidratos especulando que estes animais
estavam com nivel energético (mitocondrial) abaixo do normal. Desta forma, parece que
as fontes testadas e as concentragdes de nutrientes neste estudo produzem repostas
diferentes no desempenho tambaqui, e também estimulam as vias de utilizacdo de
energia para manutengdo e crescimento através das atividades enzimaticas da AST e
GDH.
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Figura 3. Metabdlitos intermediarios de juvenis de tambaqui alimentados com

variacfes de carboidratos e concentracGes de proteina (a — Glicose plasmatica; b —

Glicogénio hepatico; ¢ — Triglicérides plasmatica; d — Colesterol plasmatica; e —

Albumina plasmatica; f — Proteinas totais plasmatica).
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Figura 4. Aminoacidos totais plasmaticos (a); Aspartato aminotransferase hepética (b) e

Glutamato desidrogenase (c).

A composicdo da dieta influenciou na atividade das enzimas digestivas (figura.
5abc). Alguns autores tém descrito alteracOes da atividade das enzimas digestivas em
funcdo da composicdo da dieta utilizada na alimentacdo de peixes (Lundsted et al.,
2004); Perez-Jimenez et al. (2009); Couto et al. (2016). Neste estudo a reducdo na
atividade da protease alcalina inespecifica pode estar relacionada a reducdo dos niveis
de proteina da racdo. Resultados semelhantes foram descritos por Couto et al. (2016)
em estudo com Argyrosomus regius alimentados com racdes com diferentes niveis de
inclusdo de farelo da gema da semente de carob. A atividade das enzimas digestivas
amilase e lipase podem estar relacionadas a composigdo nutricional da dieta ou ainda a
presenca de fatores antinutricionais. Os resultados da atividade da enzima amilase é
semelhante aos descritos por Gomez-Requeni et al. (2012) em estudo com pejerrey
(Odontesthes bonarienses) onde o resultado da atividade da amilase foi menor quando
os animais foram alimentados com dietas contendo menores niveis de carboidrato. Zhou
et al. (2016) verificou reducédo na atividade da enzima lipase em Larmichthys crocea
guando alimentados com dietas com menores niveis de lipidios. Em estudo com trés

espécies de carpas indianas (Mandal & Ghosh, 2010) verificaram que os taninos afetam
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a atividade das enzimas amilase e lipase. O resultado do presente estudo reforca que a
composigdo da dieta influencia diretamente na atividade das enzimas digestivas dos
peixes. As repostas enziméticas do sistema digestivo do tambaqui apresentadas parecem
ter adaptacdo as dietas testadas, no entanto, ndo apresentam uma relacdo clara com o

desempenho.
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Figura 5. Atividade das enzimas digestivas no intestino de tambaqui alimentados com
variacOes de fontes de carboidratos e concentracbes de proteina (a- protease alcalina

inespecifica, b - amilase, c - lipase).

Em conclusdo as dietas com fuba de milho apresentaram melhores resultados de
desempenho. O aumento desta fonte carboidrato na ragdo proporcionou melhor
desempenho até a inclusdo de 42 %. As dietas testadas com manga in natura como
fonte de carboidratos apresentaram prejuizos no desempenho e alteracbes nos

parametros hematologicos e metabdlicos.
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