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RESUMO GERAL

Esta tese teve como objetivos estimar as necessidades por aminoacidos
essenciais, a influéncia de diferentes niveis de proteina no desempenho de juvenis de
Trachinotus marginatus, como também a viabilidade da substitui¢do da farinha de peixe
por concentrado proteico de soja para juvenis desta espécie. Todos os peixes usados
nesta tese foram coletados por meio de rede de arrasto na zona de rebentagdo da praia
do Cassino, Rio Grande - RS, e transportados para o Laboratorio de Piscicultura
Estuarina e Marinha da Universidade Federal do Rio Grande — FURG. Neste local os
peixes foram submetidos a banhos profilaticos com formol a 50 ppm por uma hora
durante trés dias e permaneceram em aclimatagdo por mais quatro dias. Para estimar as
necessidades por aminodcidos essenciais, foram coletadas amostras de carcaga e
musculo. Apds anélise da composicao de aminoacidos das amostras foram estimadas as
necessidades por aminodcidos essenciais, a partir do indice A/E [(AAE individual /
AAE total) * 1000] determinado para cada amostra. Os juvenis de pampo apresentam
composicdo e exigéncia por aminodcidos muito semelhantes a outros teledsteos
marinhos. Enquanto as exigéncias por aminodcidos esséncias ndo forem determinadas
experimentalmente, as exigéncias estimadas neste experimento podem ser usadas para
se formular dietas balanceadas para 7. marginatus. Para avaliar o nivel proteico capaz
de produzir o melhor crescimento de juvenis de pampo, grupos de dez (10) peixes foram
estocados em nove tanques de 50 L em sistema de recirculagdo de agua composto por
filtro mecanico, filtro biologico e filtro ultra violeta. Os peixes foram alimentados até a
saciedade aparente quatro vezes ao dia durante 60 dias com dietas contendo 43, 54 ou
64% de proteina bruta (PB43, PB54 e¢ PB64). O delineamento experimental foi
totalmente casualizado e em triplicata. O ganho em peso, a taxa de crescimento
especifico e a conversao alimentar ndo apresentaram diferenga significativa. Contudo, o
acréscimo de proteina consumida aumentou o indice hepatossamatico e a taxa de
excrecdo de amonia pos-prandial, bem como reduziu a eficiéncia proteica. Os peixes
alimentados com a dieta PB43 apresentaram menor concentracdo da transaminase
glutamico oxalacética hepatica além de menor concentragdo de triglicerideos no
musculo e figado. A composi¢do da carcaca, o teor de glicogénio e de proteinas totais
para musculo e figado ndo mostraram diferencgas significativas, excetuando o maior teor
de lipidios da carcaga no tratamento PB43. Esses resultados sugerem que a melhor

utilizacao da proteina por juvenis de pampo se deu quando consumiram a dieta com



43% de proteina, sem prejuizo para o crescimento. A viabilidade da substitui¢do da
farinha de peixe por concentrado proteico de soja foi investigada por meio da
alimentagdo de juvenis de pampo com ragdes contendo 0, 25, 50, 75 ou 100% de
concentrado proteico de soja em substitui¢ao a farinha de peixe (CPS0, CPS25, CPS50,
CPS75 e CPS100, respectivamente). As ragdes foram formuladas para conter 43 % de
proteina bruta. Foram estocados 16 juvenis de pampo em cada um dos 15 tanques de
300 L que compunham cinco sistemas de recirculacdo de agua equipados com filtro
mecanico e filtro bioldgico. A alimentacao dos peixes foi feita quatro vezes ao dia até a
saciedade aparente durante 45 dias. A conversao alimentar, a taxa de eficiéncia proteica,
a taxa de eficiéncia lipidica e a retencdo lipidica ndo apresentaram diferencas (p>0,05).
O peso médio final, o ganho em peso, a taxa de crescimento especifico e os indices
hepatossomatico e viscerossomatico foram menores para o tratamento CPS100
(p<0,05), porém nao foram alterados até o tratamento CPS75. O consumo total de
alimento e de proteina dos animais alimentados com a dieta CPS100 foram inferiores
aos demais tratamentos, o que provocou menor retengdo proteica nos peixes. Os
resultados indicam que a farinha de peixe pode ser substituida por CPS em até 75 % nas
racdes para Trachinotus marginatus sem causar prejuizo no desempenho dos peixes. Os
dados obtidos nesta tese permitem a formulagdo de dietas que supram as exigéncias de
aminoacidos essenciais, com adequado teor proteico ¢ com a possibilidade da
substitui¢do de até 75 % da farinha de peixe por concentrado proteico de soja.

Palavras-chave: Aminoacido, carangidae, metabolismo proteico, nutricio

substituicio proteica.



General Abstract

This thesis aimed to estimate the requirement for essential amino acids, the influence of
different protein levels on the performance of juvenile Trachinotus marginatus, as well
as the feasibility of replacing fish meal by soy protein concentrate for juveniles of this
species. All fish used in this thesis were collected by trawl in the surf zone of Cassino
Beach, Rio Grande - RS, and transported to the Marine Aquaculture Station of the
Federal University of Rio Grande - FURG. There, the fish were subjected to
prophylactic baths with 50 ppm formalin for one hour during three days and remained
acclimation for more four days. To estimate the needs for essential amino acids, carcass
and muscle samples were collected. After analysis of the amino acid composition of the
samples were estimated needs for essential amino acids, from the index A / E
[(individual EAA / total AAE) * 1000] determined for each sample. The composition
and requirement of juvenile pompano was very similar to other marine teleost. While
the requirements for essential amino acids are not determined experimentally, the
estimated requirements in this experiment can be used to formulate balanced diets for 7.
marginatus. To evaluate protein level capable of producing the best growth of juvenile
pompano, groups of ten (10) fish were stocked in nine tanks of 50 L in water
recirculation system composed of mechanical filter, biological filter and ultra violet
filter. The fish were fed to apparent satiation four times daily for 60 days diets
containing 43, 54 or 64 % crude protein (43, 54 and 64 CP). The experiment was
completely randomized design and in triplicate. The weight gain, specific growth rate
and feed conversion did not differ significantly. However, the increased of protein
consumed increased hepatossomatic index and the rate of excretion of postprandial
ammonia and reduced protein efficiency. Fishes fed with diet 43CP showed lower
concentration of glutamic oxaloacetic transaminase liver, as well as, lower
concentrations of triglycerides in muscle and liver. Carcass composition, the content of
glycogen and total protein for muscle and liver showed no significant differences,
except for the highest lipid content of the carcass in the treatment 43CP. These results
allow us to infer that the best protein utilization by juvenile pompano is when
consuming diet with 43 % protein, without affecting growth. The viability of the total
replacement of fish meal by soy protein concentrate was investigated by feeding
juvenile pompano diets containing 0, 25, 50, 75 or 100% soy protein concentrate

replacing fish meal (SPCO , SPC25, SPC50, SPC75 and SPC100, respectively). The
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diets were formulated to contain 43% crude protein. Sixteenth juvenile pompano were
stocked in each 15 tanks of 300 L that made up the five systems recirculating water
equipped with mechanical and biological filter. Feeding the fish was taken four times
daily to apparent satiation for 45 days. The feed conversion, protein efficiency rate,
lipid efficiency rate and lipid retention did not differ (p> 0.05). The final weight, weight
gain, specific growth rate, hepatosomatic and viscerossomatic index were lower for
SPC100 (p <0.05), but treatment remained unchanged until treatment SPC75. The total
consumption of food and protein from animals fed the diet SPC100 were lower to the
other, which caused less protein retention for these animals. The results show that fish
meal can be replaced by SPC up to 75 % in diets for juveniles pompano Trachinotus
marginatus without harming the fish performance. The data obtained in this thesis
enables the preparation of diets that supply the essential amino acid requirements with a
suitable protein content and with the possibility of replacing up to 75 % of fish meal by
soy protein concentrate.

Keywords: amino acid, Carangidae, nutrition, protein metabolism, protein

replacement,



INTRODUCAO GERAL

Producio de pescado no Mundo

A pesca e a aquicultura produziram 158 milhdes de toneladas de pescado em
2012, um aumento de 10 milhdes de toneladas em relagdo a 2010, sendo que 136,2
milhdoes de toneladas foram destinadas ao consumo humano (SOFIA 2014). A
disponibilidade de pescado cresceu drasticamente entre 1961 e 2009, com taxa de
crescimento de 3,2 % ao ano, ultrapassando, portanto a taxa de crescimento
populacional anual estimada em 1,6 % no periodo. Em concordiancia com este
crescimento, o consumo per capta de pescado em nivel mundial aumentou de 9,9 Kg na
década de 1960 para 19,2 Kg em 2012. A China se destaca neste cenario pelo alto
indice de crescimento da producdo de 6 % e consumo per capta de 35,1 Kg em 2010
(SOFIA 2014). O consumo per capta no Brasil também apresenta esta tendéncia pois
aumentou de 6,46 Kg em 2003 para 9,03 Kg em 2009. Segundo o Ministério da Pesca e
Aquicultura este consumo per capta estava previsto somente para 2011 (MPA 2014).

A propor¢ao de pescado destinado a alimentacdo humana cresceu desde a década
de 1980, que era de 71 % do total, para mais de 86 % em 2012 com um total de 136
milhdes de toneladas. A aquicultura se destaca em ambito mundial no que tange a
producao de alimento, sendo sua contribuicdo em 2012 foi de 66,6 milhdes de toneladas
de pescado produzidos para o consumo humano, em um valor de US$ 137,7 bilhoes.
Neste ano, 46 % (63 milhdes de toneladas) dos peixes comercializados para fins
comestiveis, estavam vivos, frescos ou refrigerados. Nos paises em desenvolvimento
estas apresentagdes representaram 54 % do volume comercializado, enquanto os
produtos congelados vém crescendo ao longo dos anos (24 % em 2012). Nos paises
desenvolvidos, essa propor¢cao aumentou para um recorde de 55 % em 2012 (SOFIA
2014).

A produ¢do mundial de peixes foi de 44.151.250 toneladas, das quais
38.599.250 toneladas foram produzidas em aguas interiores € 5.551.905 toneladas em
ambiente marinho. A China tem a maior producdo de peixes em agua doce do mundo,
com 23.341.134 toneladas, e a segunda maior produgdo em aguas marinhas, 1.028.399
toneladas, em um total de 24.369.533 toneladas de peixe produzidas, o que representa
55,2 % da produg¢do mundial.

O Brasil ocupa atualmente o 15° lugar no ranking dos paises produtores, sendo o

8° maior produtor de peixes de dgua doce, com uma producdo de 611.343 toneladas,
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enquanto a piscicultura marinha é inexpressiva. No entanto, o pais produz 74.415
toneladas de crustaceos e 20.699 toneladas de moluscos, perfazendo um total de
707.461 toneladas produzidas pela aquicultura, o que representa 1,1 % da producao
mundial da aquicultura, excetuando as plantas aquaticas. (SOFIA 2014). A aquicultura
marinha no Brasil se restringe a malacocultura e a carcinicultura. A produgdo de
moluscos esta concentrada na produ¢ao de mexilhdo, de ostra do pacifico e de vieira,
produzidos principalmente em Santa Catarina. Ja a criagdo de crustidceos se concentra
no Rio Grande do Norte e Ceard, representando 78 % do montante produzido pela

aquicultura marinha (MPA 2011).

A piscicultura marinha no Brasil

O Brasil apresenta boas perspectivas para o desenvolvimento da criacdo de
peixes marinhos, tendo em vista a grande quantidade de areas litoraneas (8.400 Km)
com condi¢des climaticas e hidrograficas adequadas, além disso existe um grande
numero de espécies sendo estudadas com potencial para criagdo comercial (Assad &
Bursztyn 2000). Entre elas, se destacam os robalos flecha e peva (Centropomus
undecimalis e Centropomus parallelus), a garoupa verdadeira (Epinephelus
marginatus), o linguado (Paralichthys orbgnyanus), o pampo (Trachinotus marginatus)
e o bijupira (Rachycentron canadum) (Baldisserotto & Gomes 2010). Além disso,
grandes incentivos governamentais, por meio do Ministério da Pesca e Aquicultura,
estdo ocorrendo, principalmente com o bijupira, com o objetivo de alavancar a producgdo
no pais. No entanto, a falta de tecnologia, fatores econdmicos de mercado, a falta de
mao de obra e de servigos especializados, a auséncia de legislagdo especifica e a baixa
qualidade da ragdo, sdo fatores limitantes para o desenvolvimento da piscicultura
marinha no pais (Cavalli ef al. 2011).

De acordo com Machiels & Henken (1985) ¢ Lazo et al. (1998), a criacdo de
uma espécie de peixe so serd viavel quando a disponibilidade de dietas adequadas, de
boa digestibilidade e que proporcionem os nutrientes necessarios para suportar o
crescimento e a saude dos animais estiverem disponiveis. Além disso, a farinha de peixe
¢ o ingrediente mais caro das ragdes para peixes e sua redu¢do ou completa eliminagdo
das dietas traria beneficios economicos e ambientais reduzindo o custo com alimentagdo
por parte dos produtores (Lech & Reigh 2012). Em 2013, o valor estimado da tonelada
de farinha de peixe foi de U$ 1.800,00, enquanto o farelo de soja apresentou valor

aproximadamente trés vezes menor (SOFIA 2014).
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Embora a aquicultura tenha aumentado sua contribuicdo no total peixes
destinados ao consumo humano de 5,3 % em 1970 para 35,2 % em 2002, ainda ¢
fortemente dependente da pesca marinha para o abastecimento de ingredientes
indispensaveis para dieta de peixes criados, como a farinha e 6leo de peixe. Para o ano
de 2002 apenas aproximadamente 40,9 % da producdo da aquicultura (20 milhdes de
toneladas) foi dependente de ragdes, para essa producdo foi consumido o equivalente,
em peso umido, entre 21 e 22 milhdes de toneladas de peixes pelagicos na forma de
farinha e 6leo de peixe, sendo que a piscicultura marinha ¢ consumidora da maior parte
da farinha de peixe destinada a fabricacdo de ragdes para organismos aquatico em um
total de aproximadamente 24 % (Tacon 2004), sendo este um dos principais entraves
para a piscicultura (Tacon & Metian 2008).

O crescimento anual da aquicultura mundial, desde 1990, passou de 6,2 % em
2010 para 9,5 % em 2012 (SOFIA 2014), tal incremento traz consigo um importante
aumento na demanda por racdo, sendo a farinha de peixe a principal fonte proteica
usada na fabricacdo de racdes. A farinha de peixe € o ingrediente mais caro da formula
de uma dieta para peixes o que onera em demasia tanto a manufatura destas, como a
criagdo dos peixes. Esse aumento na demanda por farinha de peixe pressiona o setor
pesqueiro a aumentar seu esforco de captura, o que vai de encontro com a atual situagao
dos estoques pesqueiros, uma vez que, cerca de 30 % dos estoques monitorados pela
FAO encontra-se sobre explorado (SOFIA 2014). Todos esses fatores alavancam
pesquisas em nivel mundial na busca por fontes proteicas alternativas de qualidade que
possam substituir a farinha de peixe diminuindo assim a dependéncia por este insumo
(Ngandzali et al. 2011).

Desta forma, fica clara a necessidade de mais estudos sobre alimentagdao e
nutri¢ao de peixes marinhos nativos, para que se torne possivel a manufatura de ragdes
com menor custo € que sejam capazes de promover o melhor crescimento dos peixes,

possibilitando o pleno desenvolvimento da atividade no Brasil.

O género Trachinotus

O género Trachinotus esta alocado dentro da familia Carangidae, a qual
apresenta a maior riqueza de espécies na costa brasileira (Haimovici & Klippel 1999).
Esta familia engloba varias espécies economicamente importantes em areas tropicais e
sub-tropicais (Crabtree et al. 2002), em especial do género Trachinotus. Os pampos

apresentam boa adaptabilidade a sistemas de criacdo intensiva, fato este, dado pela
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pronta aceita¢do da dieta artificial e tolerancia as condi¢des ambientais adversas (Jory et
al. 1985). O género Trachinotus apresenta cinco espécies com distribui¢do no Atlantico
Ocidental; Trachinotus carolinus, de Massachusets (EUA) até o Rio Grande do Sul no
Brasil, Trachinotus cayennensis da Peninsula Guajira na Colombia até o estado da
Paraiba no Brasil, Trachinotus goodei, de Massachusets (EUA) até a Argentina,
Trachinotus falcatus, de Massachusets até o litoral sul de Sdao Paulo (Brasil) e
Trachinotus marginatus, com distribui¢ao do sudeste do Brasil até o norte da Argentina
(Menezes & Figueiredo 1980) (Figura 2), sendo esta, a espécie mais abundante no

litoral sul do Brasil (Fischer et al. 2004).

T. goodei

I. carolinus

T cayennensis

T. marginatus

Figura 2. Distribuicdo no Atlantico das espécies do género Trachinotus na costa
das Américas. Adaptado de www.mapadaamerica.com

Espécies do género Trachinotus sao alvo de muitos estudos, sendo 7. blochii
(Lan et al. 2007; Pakingking et al. 2011; Gopakumar et al. 2012), T. ovatus (Tutman et
al. 2004; Wang et al. 2012; Zang et al. 2014; Chen et al. 2010; Zang et al. 2010) e T.
carolinus (Tatum 1972; Lazo et al. 1998; Weirich & Riche 2006; Gonzalez-Félix et al.
2010; Riche & Williams 2011; Riche 2014) as espécies mais estudadas.

12



Trachinotus marginatus

Segundo Cunha (1987) os juvenis de Trachinotus marginatus (Figura 3) sdo
comuns na zona de arrebentacdo do litoral do Rio Grande do Sul, com abundancia
maxima nos meses de dezembro a fevereiro, enquanto os adultos habitam aguas
profundas do Rio de Janeiro até o Uruguai (Lima & Vieira 2009). Fischer et al. (2004)
demonstrou seu habito alimentar diversificado, composto de invertebrados de pequeno
porte e juvenis de outros peixes. A maturagdo sexual ocorre quando as fémeas atingem
2549 mm e os macho alcancam 187,2 mm, sendo o periodo reprodutivo entre

primavera e verdo em eventos de desova total (Lemos et al. 2011).

Figura 4. Trachinotus marginatus Cuvier 1832, Carangidae, Actinopterygii,

Perciformes. Foto arquivo pessoal.

Esta espécie apresenta boa tolerancia ao choque agudo de salinidade, sendo a
salinidade média letal inferior 7 %o e superior 58 %o (Sampaio et al. 2003). Costa et al.
(2008) comprovaram maior tolerancia da espécie a exposi¢ao aguda de amdnia e nitrito
em salinidade 10 %o, valor muito préximo do ponto isosmotico do pampo que foi de
357,5 mOsmoles/kg H20™" equivalente a salinidade 13 %o (Abou Anni 2011). Neste
estudo os juvenis de pampo cresceram mais em salinidade de 3 a 12 %o.

O consumo de oxigénio poés-prandial foi estudado por Cunha et al. (2009) onde
observaram que 2,5 horas passadas da alimentacdo, os juvenis de 7. marginatus nao
apresentaram o consumo caracteristico da fase pos-prandial, sugerindo uma frequéncia
de alimentagdo de até 8 vezes por dia. Este resultado foi corroborado por Cunha et al.
(2013) que determinaram que juvenis de 7. marginatus apresentam melhor crescimento
quando alimentados com 8 % da biomassa em frequéncia de oito vezes didrias em

fotoperiodo de 24 horas de luz.
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Os anestésicos benzocaina e eugenol foram avaliados por Okamoto et al. (2009).
Ambos foram qualificados como bons anestésicos para juvenis do pampo 7. marginatus
devido ao curto periodo de anestesia e recuperagcdo para a concentragao de 50 ppm.
Porém, os autores indicaram a benzocaina como o anestésico a ser utilizado por
apresentar melhor custo/beneficio.

Mais recentemente, Kiitter et al. (2012) demonstraram que a suplementacdo na
dieta com 4cido lipdico em concentragdes entre 3164 ¢ 524 mg Kg' diminuem a
peroxidacdo lipidica no musculo sem prejuizo para o crescimento. Em estudo posterior,
Kiitter et al. (2013) demonstraram que a administragdo intraperitoneal de 4cido lipdico
em dose de 20 mg Kg' promove efeito antioxidante nos peixes, ja com 40 e 60 mg Kg~
! 0 4cido lipdico manteve o efeito antioxidante no cérebro, porém apresentou atividade
pro-oxidante no figado.

O montante de trabalhos realizados com espécies do género Trachinotus,
demonstra que elas estdo sendo fortemente cogitadas para producdo comercial (Stikney
2009). No entanto, em especial para 7. marginatus o estudo de aspectos como
densidades de estocagem para engorda e larvicultura, temperatura ideal, reprodugdo e
estudos que investiguem as exigéncias nutricionais para a espécie sdo de fundamental

importancia paras que se viabilize sua producao.

Importancia da proteina para nutricio de peixes

As proteinas sdo as macromoléculas mais importantes e abundantes no
organismo vivo, podendo ocorrer na forma de pequenos peptideos até grandes
polimeros. Suas unidades formadoras sdo os aminodcidos, ¢ apenas 20 tipos de
aminoacidos diferentes constituem todas as proteinas. Essas unidades sdo fortemente
unidas entre si por ligagdes covalentes e devido as caracteristicas peculiares da cadeia
lateral de cada um dos aminoécidos, as células podem formar uma incrivel gama de
proteinas com fungdes extremamente distintas. Os aminoacidos sdo constituidos de um
carbono ao qual esta ligado um grupo carboxila, um grupo amino, diferindo entre si pela
cadeia lateral, que varia em estrutura, tamanho e carga elétrica (Nelson & Cox 2002).

As proteinas sdo o0 maior constituinte organico dos peixes podendo alcangar 75
% da matéria seca. Para formagdo desta biomassa os peixes necessitam obter substrato
para renovagdo de proteinas desgastadas e construcdo de novas unidades,

principalmente durante o crescimento e a reproducao (Wilson 2002).
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O metabolismo de sintese e degradacao proteica ¢ sustentado pelos aminoacidos
disponibilizados apds a absor¢do e quebra dos di-peptideos formados pela hidrélise
promovida por enzimas especificas do trato digestério (Watanabe 1988). Niveis
insuficientes de proteina bruta na dieta podem interferir em processos metabodlicos vitais
e reduzir o crescimento dos peixes. Por outro lado, quando a proteina ¢ ofertada em
excesso, resulta na desaminacdo dos aminoécidos, desviando a rota metabolica para fins
energéticos que utilizam as cadeias carbonicas dos aminoacidos para sintese de agiicares
e gorduras (Melo ef al. 2006), aumentando a excre¢do de nitrogénio sob a forma de
amonia gasosa (Merino ef al. 2007).

Mais do que o nivel ideal de proteina bruta em uma ragdo, ¢ imprescindivel que
o perfil de aminoacidos seja adequado, uma vez que os peixes possuem exigeéncia por
um perfil de aminodcidos essenciais adequado e ndo puramente pela proteina (Bicudo &
Cyrino 2009). Os aminoacidos essenciais sdo aqueles os quais os animais nao possuem
capacidade de sintese, sendo a dieta o unico aporte destes nutrientes a arginina, a
histidina, a isoleucina, a leucina, a lisina, a metionina, a fenilalanina, a treonina, o
triptofano e a valina sdo os 10 aminoacidos essenciais para os peixes (Wilson 2002).
Quando as exigéncias por aminoacidos do peixe sdo supridas pela dieta, ocorre
diminui¢do da exigéncia proteica (Ng & Hung 1994) e incremento do desempenho dos
peixes (Zang et al. 2008). Trabalhos com o intuito de determinar as necessidades por
aminoacidos essenciais sao realizados desde a década de 60 quando foi postulado o
conceito de proteina ideal, no qual a composi¢do de aminoacidos do corpo dos peixes
reflete suas necessidades por aminodcidos essenciais. A partir deste fato, se
multiplicaram os trabalhos que tentavam estimar as necessidades por aminoacidos desta
forma.

Um dos precursores na utilizagdo deste método foi Arai (1981), neste trabalho
ficou demonstrado que as exigéncias por aminodcidos essenciais podem ser expressas
como uma razdo entre o total de aminoacidos da carcaga ¢ o conteido de um
aminoacido em particular. Seguindo esta metodologia, Wilson & Poe (1985) mostraram
que existe alta correlacio (I = 0,96) entre as exigéncias por aminoacidos e a
composicao de aminoécidos da carcaca. Posteriormente, Wilson (2002) ratificou esta
ideia quando demostrou que ocorre alta relacdo entre as exigéncias calculadas e as
exigéncias determinadas em experimento dose resposta. Desde entdo sdo varios os
trabalhos com este objetivo, Gurure et al. (2007), para Salvelinus alpinus; Bicudo &

Cyrino (2009), para Prochilodus lineatus e Brycon amazonicus; Hossain et al. (2011),
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para Pampus argentus e Snellgrove et al. (2011), para Carassius auratus. Geralmente a
determinagdo das exigéncias por aminodcidos essenciais ¢ feita em experimentos dose-
resposta. Esta metodologia demanda muito tempo e dinheiro, ao contrario, estimar as
necessidades por aminoacidos essenciais pela composicao corporal ¢ mais rapido e
barato (Alam et al. 2002).

As necessidades nutricionais dos peixes talvez seja o maior limitante do
processo produtivo na aquicultura, uma vez que a alimentagcdo corresponde ao maior
custo da producao (Craig & Helfrich 2002). Essas exigéncias estdo relacionadas com
aspectos bioldgicos como: espécie, idade, sexo e desenvolvimento das gonadas e do
trato digestorio; parametros ambientais, entre eles, temperatura, fotoperiodo e qualidade
da agua; e de aspectos de manejo como a quantidade de alimento ofertado e a
frequéncia alimentar (Watanabe 1988; Pezzato et al. 2004), estando o valor nutricional
da dieta subjugado a sua digestibilidade.

A necessidade proteica ¢ um aspecto importante a ser investigado para
determinar as exigéncias nutricionais de uma espécie (Gao et al. 2005, Martinez-
Palacios et al. 2007). A proteina destaca-se dentre os nutrientes, pelo importante papel
bioldgico que desempenha em processos enzimaticos, de transporte (hemoglobina),
reserva energética, proteinas contracteis (miosina e actina), proteinas estruturais, de
defesa e controladoras (hormoénios) (Pezzato ef al. 2004).

O teor proteico da ragdo e o montante de alimento ofertado sdo os principais
determinantes do crescimento dos peixes, da eficiéncia alimentar e da qualidade de agua
(Jana et al. 2006, Mohanta et al. 2008). Portanto ¢ importante que se realizem estudos
com o intuito de maximizar o uso deste ingrediente, reduzindo assim a quantidade de
amonia liberada no ambiente (S& et al. 2008). Porém, ¢ imprescindivel lembra
r que o perfil de aminoacidos presentes na proteina ¢ decisivo para sua qualidade e
determina seu valor como componente da dieta. Dietas com excesso de proteina podem
ser tdo prejudiciais para o crescimento dos peixes quanto dietas pobres em proteina.

Carvalho et al. (2010) demonstraram que o excesso de proteina (50 % de
proteina bruta) diminuiu o consumo de alimento, o ganho de peso, ¢ a taxa de
crescimento especifico, além de aumentar a taxa de excre¢do de amonia para juvenis de
Mugil liza. Por outro, com 35 % de proteina bruta na dieta a eficiéncia proteica
melhorou e a taxa de excre¢cdao de amonia reduziu. O mesmo resultado foi encontrado
anteriormente por Yang et al. (2002) para Bidyanus bidyanus, onde peixes alimentados

com dietas contendo 13, 19, 25, 31 ou 37 % de proteina bruta, apresentaram ganho de
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peso e eficiéncia alimentar ascendentes conforme o teor de proteina, ndo encontrando
diferenga entre os niveis de 37, 43, 49 e 55 % de proteina bruta. J4 a taxa de eficiéncia
proteica diminuiu a medida que aumentou o nivel de proteina bruta da ragdo e o teor de
lipidios da carcaga mostrou tendéncia contraria. Estes resultados demonstram que uma
dieta com teor de proteinas inadequado pode comprometer o desempenho e alterar o
metabolismo dos peixes.

Considerando a limitada disponibilidade ¢ o alto valor da farinha de peixe, U$
1.800 / tonelada (SOFIA 2014), ¢ necessario buscar fontes proteicas alternativas para
que se diminua a dependéncia por este ingrediente oneroso das ragdes. Em 2002,
Watanabe j& havia postulado a fundamental importancia da reducdo desta dependéncia
para o desenvolvimento sustentavel da criacdo de peixes carnivoros. Fontes proteicas
vegetais como as oleaginosas e leguminosas sdao estudadas a mais tempo,
principalmente pela facilidade de acesso e baixo valor se comparadas com a farinha de
peixe (Lech & Reigh 2012). A substitui¢do parcial da farinha de peixe por uma fonte de
proteina vegetal ¢ comumente usada gerando bons resultados, porém a substituicao total
raramente apresenta os mesmos resultados (Moyano et al. 1992, Gomes et al. 1995).
Isto ¢ causado principalmente pelo menor teor de proteina da maioria dos vegetais
utilizados se comparados a farinha de peixe, pelo desequilibrio de aminodcidos,
alteracOes de paladar e pela presenga de fatores antinutricionais enddgenos (Pereira &
Olivia-Teles 2004). Os substitutos com resultados mais promissores sao encontrados
com o uso de ingredientes como o girassol, o gluten de milho, o gluten de trigo e em
menor importancia as farinhas de ervilha e tremogo, com destaque para a soja Tacon
(2004).

O farelo de girassol ¢ resultante da moagem das sementes de girassol (Heliantus
annus) no processo industrial para extragdo de seu oleo para consumo humano. Este
farelo apresenta teor de proteina bruta variando entre 28 e 45 %, mas ¢ deficiente em
lisina (NRC 2011). Com baixo teor de fatores antinutricionais (polifendis 1-3%), porém
apresenta altos niveis de fibras (18-23 %) e lignina (Mérida et al. 2010). Mesmo assim,
sua introdugdo em substituicdo a farinha de peixe mostrou bons resultados. Martinez
(1984) ndo detectou prejuizo para o crescimento de trutas, Salmo Gairdneri,
alimentadas com dieta contendo 22 % de farelo de girassol. Para a salmdo do Atlantico
(Salmo salar), Gill et al. (2006) conseguiram a inclusdo de 33 % deste farelo sem
efeitos adversos para o desenvolvimento dos peixes. Enquanto (Sanchez-Lozano et al.

2007), mostraram que a substituicdo maxima para juvenis de Sparus aurata ¢ de 12 %.
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O glaten de milho ¢ obtido quando o amido ¢ extraido do grao. O gluten de
milho apresenta em torno de 60 % de proteina bruta, com bom perfil de aminoacidos
essenciais, com exce¢ao da lisina e arginina, além disso ndo possui compostos
prejudiciais a digestdo ou ao crescimento dos peixes (Lech e Reigh, 2012). Os autores
acima citados demonstraram que o GM tem aproximadamente 57 % de digestibilidade
aparente para proteina bruta e energia para Trachinotus carolinus. Yigit et al., (2012)
mostraram que o crescimento de juvenis de Sparus aurata nao ¢ prejudicado pelo
consumo de ragdes com substituicdo de 10 % da farinha de peixe por GM, mesmo sem
suplementagdo de aminodcidos. Ja Pereira e Olivia-Teles (2003) demonstraram para
juvenis de Sparus aurata que ¢é possivel substituir 60 % da proteina da farinha de peixe
por GM em dietas contendo somente essas duas fontes de proteina. O crescimento de
juvenis de Lateolabrax japonicus nao € prejudicado quando os peixes sao alimentados
com dietas contendo 60 % de GM em substituigdo a farinha de peixe, porém o GM
suprime o consumo de alimento e interfere negativamente na absor¢do de aminoéacidos
pela diminuigcdo da expressao do gene do fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-]) no figado(Mem et al., 2014).

O glaten de trigo ¢ obtido de maneira similar ao gliten de milho, pela extracao
de separacdo da fracdo ndo nitrogenada e concentra¢do do contetido proteico do trigo. O
gluten de trigo apresenta alta digestibilidade proteica e nao provocou alteragdes
histologicas no intestino de Sa/mo salar alimentados com dietas contendo 17 % deste
ingrediente (Storebakken et al., 2000). Helland e Grisdale-Helland (2006) destacaram a
importancia do gluten de trigo para alimentagdo de peixes como substituto para a
farinha de peixe. Em seu trabalho estes autores demonstraram que juvenis de
Hippoglossus hippoglossus alimentados com dietas contendo 30 % de gluten de trigo
em substituicdo a farinha de peixe (sem suplementacdo de aminodcidos) ndo sofrem
alteragdes no peso final, na taxa de crescimento especifico ou na conversao alimentar.
Nesse caso as dietas contendo gliten de trigo apresentaram maior reten¢do de arginina,
lisina, metionina e treonina. Ja para Dicentrarchus labrax alimentados com dietas
contendo gluten de trigo e suplementadas com arginina, lisina € metionina, a
substituicdo de 70 % da farinha de peixe ndo influenciou o ganho de peso, a taxa de
crescimento especifico ou a conversdo alimentar. Além disso, o musculo dos peixes
alimentados com essa dieta apresentou maior concentracdo de n-6 ¢ n-6 PUFA com

destaque para o DHA (Messina ef al., 2013).
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O farelo da ervilha (Pisum sativum) tem sido considerada como bom substituto
para a farinha de pescado em ragdes para peixes por apresentar baixo conteudo de
fatores antinutricionais, bom balango proteico e por seu conteudo de amido (Drew et al.
2007, Gatlin III et al. 2007). O teor proteico da farelo de ervilha esta em torno de 21 %,
com deficiéncia de metionina e cisteina, enquanto os lipidios representam 3,15 %
(Gouveia & Davis 1998). Davies & Gouveia (2010) observaram pequena diminui¢ao do
crescimento de Cyprinus carpio, mas sem modificagdes na composi¢ao corporal de
carpas quando foram alimentadas com ra¢des contendo 45 % de farinha de ervilha sem
tratamento prévio. Neste experimento em mesmo nivel de adi¢do, porém com farinha
tostada ndo houve modifica¢des no crescimento dos peixes ou em sua composicao.

O mais incomum dos ingredientes mencionados neste projeto, com certeza ¢ o
farelo de tremogo (Lupinus ssp). Contudo, o farelo das sementes de tremoco tem sido
usado como componente de dietas de peixes em varios trabalhos (Robaina et al. 1995,
Burel et al. 2000, Carter & Hauler 2000, Glencross et al. 2004, 2006, 2008, 2010). As
sementes desta leguminosa da familia Fabeceae apresentam em torno de 45 % de
proteina bruta e teor de lipidios em torno de 8,5 % (Glencross et al. 2005). A
digestibilidade para estes componentes ¢ de aproximadamente 90 e 80 %,
respectivamente, no entanto sdo pobres em lisina e metionina (Glencross et al. 2010). O
tremoco vem sendo considerado como um bom substituto para a soja por sua
significancia nutricional (Wrigley 2003), porém sua aplicagdao deve ser cuidadosa, pois
este apresenta concentracdo importante de alcalodides. Além destes, no farelo de
tremogo, se encontram outros fatores antinutricionais como o acido fitico ¢ inibidores da
tripsina, embora em menor concentragao do que na soja (Petterson & Crosbie 1990). A
substituicdo de 40% da farinha de peixe por concentrado proteico de tremogo nao
prejudica o consumo de alimento, o crescimento ou a conversdo alimentar de trutas
arco-iris (Glencross et al. 2006).

A soja (Glycine max) € usada, principalmente, para a extragdo do 6leo de soja e
o subproduto deste processo ¢ o farelo de soja que se caracteriza por apresentar teor
proteico e perfil de aminoacidos essenciais proximo ao da farinha de peixe, embora
apresente deficiéncia em metionina e lisina. A metionina tem papel importante para
correta sintese proteica juntamente com a cisteina, sendo que esta pode ser sintetizada a
partir da primeira, ja a lisina ¢ considerada o principal aminoacido limitante para peixes
por ser essencialmente constitutiva de proteinas, o que inviabiliza a sintese de novas

proteinas quando em concentragdes abaixo do necessario (Wilson 2002).
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No entanto, a soja apresenta fatores antinutricionais como, inibidores da tripsina,
lecitinas aglutinantes, saponinas, acido fitico e carboidratos ndo digestiveis que
provocam redugdo no desempenho dos animais. Estes carboidratos podem alterar a
comunidade bacteriana do intestino e provocar alteracdes morfométricas no trato
digestorio e no figado (Krogdahl er al. 2010). Ainda assim o farelo de soja ¢
considerado a fonte proteica vegetal mais promissora para substitui¢do da farinha de
peixe por apresentar excelente composi¢cdo de aminoacidos (Lech & Reigh 2012), além
de boa palatabilidade, digestibilidade e adequado balango nutricional (Alvarez et al.
2007).

Os derivados de soja sdo uns dos ingredientes mais estudados atualmente, sendo
os produtos processados de soja mais adequados para alimentagdao de peixes do que o
farelo de soja uma vez que possuem menor teor de fatores antinutrionais e teor proteico
mais elevado, podendo reduzir a dependéncia pela farinha de peixe e ajudar a promover
o crescimento sustentavel do setor (USSEC, 2008).

O concentrado proteico de soja (CPS) ¢ obtido apds do beneficiamento da soja
para a extragcdo do 6leo. O residuo desse processo ¢ moido para obtengdo do farelo de
soja e posteriormente submetido a extra¢do alcodlica que concentra a proteina da soja,
remove os carboidratos soliveis e diminui drasticamente os niveis de fatores
antinutricionais como os inibidores de tripsina, as glicinas, as saponinas € o0s
oligossacarideos que sdo encontrados em maior concentragdao no farelo de soja (Brown
et al. 2008). A inclusdo de derivados de soja na dieta ¢ feita com sucesso para diversas
espécies de peixe, contudo a completa substitui¢do da farinha de peixe pode reduzir o
crescimento € impactar negativamente a sanidade dos peixes (Xu et al. 2012).

O teor de proteina bruta do CPS ¢ superior ao do farelo de soja e similar ao teor
proteico encontrado para farinha de peixe (65-76 %). Além disso apresenta melhor
digestibilidade de proteina e energia, e melhor palatabilidade em relacdo ao farelo de
soja (Cruz-Suarez et al. 2009). O perfil de aminoacidos do CPS ¢ semelhante ao da
farinha de peixe exceto para metionina e lisina. O CPS tem custo de aproximadamente
U$ 600 / tonelada. A baixa umidade lhe confere alta estabilidade durante a
armazenagem deste ingrediente, uma caracteristica interessante no ambito comercial.
Ademais, por ser derivado de cultivares bem estabelecidas e isoladas, sua composicao e
qualidade sdao uniformes, diferente da farinha de peixe, cuja composi¢ao pode variar de
acordo com a matéria prima € com o processo empregado para sua obtencao (Allan et

al. 2000). No que tange as caracteristicas fisicas da ra¢do produzida com o CPS, ha
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melhor aderéncia dos ingredientes da racdo durante a extrusdo dos pellets e aumento da
estabilidade da ragdo na agua.

Bafiuelos-Vargas et al. (2014) mostraram que juvenis de Totoaba macdonaldi
alimentados com ra¢des contendo 30 % de substituicdo da FP por CPS nao sofreram
alteracdes na taxa de crescimento diario. No mesmo experimento peixes alimentados
com ragdes contendo 60 % de CPS e suplementagdo de taurina (1 %) também ndo
tiveram seu prejudicado. Ja para Seriola lalandi, a substituicdo da FP por CPS nao deve
ultrapassar 20 %, visto que os juvenis alimentados com racdes contendo 30 % de CPS
apresentaram maior conversdo alimentar e piores eficiéncias proteica e energética
(Bowyer et al. 2013). O crescimento e a eficiéncia alimentar de juvenis de
Rachycentron canadum nao apresentaram alteragdes quando os peixes foram
alimentados com ragdes contento 75 % de substituicdo de FP por CPS em relacdo a
dieta sem CPS (Salze et al, 2010). Ribeiro (2012) demonstrou que ¢ possivel substituir
totalmente a FP por CPS em ragdes para juvenis de tildpia-do-Nilo, concluindo que a
utilizacdo do CPS em formulacdes de ragdes comerciais pode ser uma alternativa
nutricional e economicamente viavel.

Considerando o exposto, se evidencia a importancia de determinar as
necessidades aminoacidicas e proteicas, assim como a possibilidade da substitui¢do da

FP por CPS em ragdes para alimentacao do pampo, Trachinotus marginatus.
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Objetivo geral

Investigar as necessidades aminoacidicas, observar o desempenho zootécnico e
metabolismo proteico de peixes alimentados com dietas contendo diferentes niveis
proteicos e avaliar a viabilidade da utilizacao de concentrado proteico de soja em ragdes

para juvenis de pampo Trachinotus marginatus.

Objetivos especificos

Determinar a composi¢do e perfil de aminoacidos da carcaga e de musculo de
juvenis de pampo e estimar as exigéncias por aminoacidos essenciais baseado nestas
analises;

Avaliar o crescimento, a composicao centesimal e a taxa de excre¢ao de amodnia
pos-prandial de juvenis de pampo alimentados com diferentes niveis de proteina;

Determinar as concentragdes de triglicerideos, de colesterol, de glicogénio, de
transaminase glutamico piravica, de transaminase glutamico oxalacética e de proteinas
totais no musculo e figado de juvenis de pampo alimentados com dietas contendo
diferentes niveis proteicos;

Avaliar diferentes niveis de substitui¢do da farinha de peixe por concentrado
proteico de soja em dietas para juvenis de pampo 7. marginatus, sobre o

desenvolvimento zootécnico e composi¢do corporal dos peixes.
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Summary

Background: knowing the essential amino acid (EAA) requirement values is
fundamental to formulate good quality and cost-effective fish feeds. However, such
requirements have been established for few fish species. The estimation of amino acid
requirements based on amino acid composition of fish is a fast and reliable alternative.
Objective: to determine whole-body and muscle amino acid composition of Plata
pompano (Trachinotus marginatus) and estimate its EAA requirements. Methods: EAA
requirements were estimated using A/E ratios [(Individual EAA /Total EAA) * 1000].
Results: hystidine, leucine, lysine and phenylalanine were present in higher
concentrations in muscle tissue in comparison with the whole-body. On the other hand,
arginine, isoleucine, methionine, tryptophan and valine concentration were not different
between whole-body and muscle. A/E ratios for Plata pompano determined in the
present study are similar to those reported in other fish species, although valine A/E
ratios were slightly smaller. Conclusion: until dose-response experiments are
conducted to precisely determine EAA requirements, the estimated EAA values using
whole-body EAA -as proposed in this study- could be used to formulate diets for Plata
pompano.

Key words: 4/ E ratio, Carangidae, nutrition.

Resumen

Antecedentes: conocer los requerimientos de aminodcidos esenciales (EAA) es
fundamental para la formulacién de raciones rentables y de buena calidad para peces.
Sin embargo, dichos requerimientos se han establecido solo para unas pocas especies de
peces. La determinacién de las necesidades de aminoacidos basada en la composicion
de aminoacidos de los peces es un método alternativo rapido y viable. Objetivo:
determinar la composicion de aminoacidos del cuerpo completo y del musculo del
Pampano (Trachinotus marginatus) y estimar sus necesidades de EAA. Métodos: el
requerimiento de aminodcidos esenciales se calculd utilizando el indice A/E
[(Individual EAA/Total EAA) * 1000]. Resultados: la histidina, leucina, fenilalanina y
lisina estaban en una mayor concentraciéon en el musculo que en el cuerpo. Por otro
lado, arginina, isoleucina, metionina, triptéfano y valina no mostraron ninguna
diferencia significativa entre la composiciéon del musculo y el cuerpo. Los valores de
A/E para Pampano determinados en este estudio son similares a los reportados para

otras especies de peces, pero no los de valina, que fue levemente menor. Conclusiones:
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hasta que no sean realizados experimentos de dosis-respuesta, el céalculo de los
requerimientos de aminoacidos esenciales a partir de la concentracion de aminoacidos
del cuerpo - como se propone en este estudio - puede ser utilizado en la formulacion de
dietas para pampano.

Palabras clave: Carangidae, nutricion, razon A/E.

Resumo

Antecedentes: estimar as necessidades por aminoacidos essenciais (AAE) ¢ importante
para formular dietas de boa qualidade e com bom custo-beneficio. No entanto, poucas
espécies de peixes possuem suas necessidades por (AAE) estabelecidas. A determinagao
das necessidades por (AAE) baseada na composicao de aminoacidos do peixe ¢ uma
alternativa répida e viavel. Objetivo: determinar a composicdo de aminoacidos da
carcaga ¢ do musculo do Pampo prateado (Trachinotus marginatus) e estimar suas
necessidades por (AAE). Métodos: as necessidades por AAE foi estimada usando o
indice A/E [(AAE individual/AAE total) * 1000]. Resultados: histidina, leucina, lisina
e fenilalanina estavam em maior concentragao no musculo do que na carcaga. Por outro
lado, arginina, isoleucina, metionina, triptofano e valina ndo apresentaram diferencas
significativas entre a composicdo da carcaga e do musculo. O indice A/E determinado
no presente estudo para o Pampo prateado € similar ao reportado para outras espécies de
peixe, entretanto o valor do indice A/E para a valina foi ligeiramente menor.
Conclusao: até que experimentos dose resposta sejam realizados para determinar com
exatiddo as necessidades por aminodcidos essenciais, os valores estimados para as
necessidades por aminoacidos essenciais usando a composicdo da carcaga como
proposto neste estudo pode ser usada na formulagdo de dietas para o Pampo prateado.

Palavras chave: Carangidae, nutrigdo, razdo A/E.

Introduction

Although great research efforts have been conducted to establish protein
requirements for different species, fish and other organisms do not have an actual
protein requirement, but do require a well-balanced mixture of essential (EAA) and
non-essential amino acids (NEAA) (Wilson, 2002). A diet providing the required EAA
maximizes growth and feed utilization (Zhang et al., 2008), reducing the need for crude

protein (Ng and Hung, 1994).
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A requirement estimate of EAA is an important input in the formulation of cost-
effective, good-quality feeds for fish. According to the NRC (2011) EAA requirements
have been established for few fish species. Generally, EAA requirements have been
experimentally estimated by feeding diets containing graded levels of the particular
amino acid to be examined (Ahmed, 2012; Khan, 2012). This methodology is
considered costly and time consuming. On the other hand, measurement of whole-body
EAA composition has been used to estimate dietary EAA requirements for several fish
species (Meyer and Fracalossi, 2005; Bicudo and Cyrino, 2009; Hossain et al., 2011),
being an inexpensive and rapid alternative to dose-response studies. Arai (1981)
introduced the concept of A/E ratios [(EAA / total EAA) * 1000] when formulating
diets for coho salmon (Oncorhynchus kisutch). In his study, fish receiving diets
supplemented with amino acids to simulate whole-body A/E ratio had improved growth
and feed efficiency. Wilson and Poe (1985) found a strong correlation (r = 0.96)
between body amino acid composition and EAA requirements of Ictalurus punctatus.
Moreover, Wilson (2002) reported a good correlation between EAA requirements
determined by the traditional method with those calculated from whole-body amino acid
concentration for channel catfish.

Some Trachinotus species are considered appropriate for aquaculture in virtue of
their quick adaptation to captivity, good tolerance to extreme environmental conditions
and rapid growth (Jory et al., 1985). Plata pompano (7Trachinotus marginatus) is native
to the southern Atlantic Ocean (Menezes and Figueiredo, 1980). Several investigations
are underway with this species due to a great interest in its commercial production
(Sampaio et al., 2003; Costa et al., 2008; Kiitter et al., 2012). However, to the best of
our knowledge, essential amino acid requirements of Plata pompano have not ben
reported. Thus, this study aimed to determine muscle and whole-body EAA

composition of Plata pompano, and, accordingly, estimate its EAA requirements.

Material and Methods
The Ethics Committee for Animal Research of Universidade Federal do
Rio Grande, Brazil (23116.001423/2014-59) approved this study.
Plata pompano juveniles were captured using a beach seine net (§ mm mesh) at
Rio Grande — Brazil (Southwestern Atlantic Coast, 32°17'S - 52°10'W) and stocked at a
density of 0.1 juveniles/L in five 300 L tanks, where they were acclimated for two

weeks prior to sampling. Fish were reared with filtered seawater (35 ppt) kept at 25 °C,
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with a water exchange rate of 100% per day. Photoperiod was adjusted to 12 h dark and
12 h light. Animals were hand-fed four times per day with a commercial diet (NRD —
0.8/1.2, INVE — Salt Lake City, UT, USA) to apparent satiety.

A total of 30 fish (25.03+7.29 g) were used for amino acid determinations. Prior
to sampling, fish were fasted for 48 h to clean the digestive tract. Fish were euthanized
with benzocaine (500 ppm). Pools from five fish were considered an analytical sample.
Three samples of whole-body intact fish and three samples of muscle tissue (whole fish
fillet) were stored at -80 'C until protein and amino acid analysis. All samples were
dried at 105 "C for 5 hours, ground and kept frozen until analysis. Muscle and whole-
body protein were assayed according to the method by Hagen and Augustin (1989).
Amino acids were dosed according to White et al. (1986).

The concentration of each specific amino acid was expressed relative to the total
amino acid content of the sample. The A/E ratios of EAA composition for whole-body
and muscle were calculated using the formula suggested by Arai, (1981): A /E ratio =
[(Individual EAA/Total EAA) * 1000]. The EAA requirement profile of Plata pompano
was estimated based on a known lysine requirement of 4.8 g per 100 g protein for sea
bass (Dicentrarchus labrax) (Tibaldi and Lanari, 1991) using the formula suggested by
Kaushik, (1998): EAA requirement = (determined requirement for lysine * A /E ratio of
individual amino acid) / A / E ratio for lysine. A similar procedure was conducted by
Hossain et al. (2011) to estimate EAA requirements of silver promfet (Pampus
argenteus) using the lysine requirement of Asian sea bass (Lates calcarifer).

Data were compared with the reported EAA values and A/E ratios for other
carnivorous marine species. Whole-body and muscle amino acid composition were
compared by paired-comparison t-test at 5 % significance level. Plata pompano A/E
ratios were subjected to linear regression analysis to determine their relationships with
AJ/E ratios for other carnivorous marine species
Results

Whole-body and muscle amino acid composition of 7. marginatus is presented
in Table 1. Hystidine, leucine, lysine and threonine were present in higher
concentrations (p<0.05) in the muscle tissue than in the whole-body. On the other hand,
arginine, isoleucine, methionine, phenylalanine, tryptophan and valine did not present

significant differences (p>0.05) between whole-body and muscle composition.
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Table 1. Whole-body and muscle amino acid (aa) composition (g in 100 g protein) of Trachinotus marginatus and other carnivorous fish.

Pleuronectes  Hippoglossus Paralichthys  Salmo Other
ferruginea™ hippoglossus * olivaceus* salar® teleosts® Trachinotus marginatus™
Whole-body Muscle

EAA
Arg 6.79+0.03 6.85+0.02 6.75+0.03 6.61+0.03 6.16+0.98 6.63+£0.36 6.26+0.11
His 2.45+0.02 2.88+0.02 2.36+0.01 3.02+0.08 2.47+0.63 2.13£0.10b  2.39+0.05%
Ile 4.11+0.11 4.36+0.03 3.91+0.02 4.41+0.03 4.29+0.92 2.94+0.26 3.31+£0.23
Leu 7.57+0.04 7.82+0.03 7.59+0.03 7.7240.03 7.20+0.70 7.06£0.38b  8.31+0.08*
Lys 8.56+0.04 8.85+0.04 9.15+0.04 9.28+0.30 7.38+0.89 7.93£0.45b  9.87+0.23%
Met 2.28+0.08 2.83+0.05 2.92+0.00 1.8340.03 2.75+0.45 3.02+0.43 3.09+0.05
Phe 3.98+0.01 4.63+0.02 4.55+0.02 4.36+0.03 4.10+0.47 3.59+0.26 3.83+0.19
Thr 4.43+0.05 4.62+0.01 4.49+0.02 4.95+0.02 4.39+0.54 4.00+0.03b  4.24+0.03%
Trp 1.3240.03 1.07+0.03 1.06+0.01 0.93+0.01 ND 1.04+0.19 1.15+0.17
Val 5.63+£0.33 5.24+0.10 4.57+0.01 5.09+0.02 4.73£0.53 3.43+0.40 3.71£0.18
NEAA
Ala 6.42+0.03 6.00+£0.02 6.39 +£0.02 6.52+0.05 6.17+0.82 6.77£0.25  6.30=0.24
Asp 9.87+0.09 10.02+0.02 10.24 £ 0.02 9.92+0.11 9.19+0.85 9.04+0.19 10.19+0.07
Cys 1.22+0.04 0.87+0.02 0.97 £0.02 0.95+0.05 1.00+0.30 0.97+0.07 0.43+0.06
Glu 14.58+0.08 14.42+0.03 15.18 £ 0.03 14.31£0.01 14.29+2.49 13.28+0.45 14.28+0.11
Gly 8.40+0.14 6.65+0.06 6.54+0.11 7.41+0.17 6.81£1.69 11.07+1.15  7.53+£0.09
Pro 4.58+0.08 4.68+0.04 4.73 £0.04 4.64+0.01 4.37+1.13 6.98+0.78 5.34+0.19
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Ser 4.62+0.07 4.48+0.03 4.69 +0.02 4.61+0.03 4.15+0.47 4.73+0.14 4.50+0.04
Tau 0.65+0.04 0.90+0.03 0.58 £0.06 ND ND 2.45+0.06 2.08+0.21
Tyr 2.53+0.08 2.82+0.03 3.31+£0.02 3.50+0.01 3.02+0.62 2.99+0.12 3.21+0.02

*Data for individual amino acids are expressed as mean + SD, n=3,. (g / 100 g protein). ¥ Data obtained from whole-body tissue (Kim and Lall,
2000); ’Data obtained from whole-body tissue (Wilson and Cowey, 1985); “Mean data from several teleosts compiled by Mambrini and Kaushik,
(1995). ND: not determined.

40



The A/E ratios for whole-body and muscle of Plata pompano determined in the
present study are similar to those reported for other marine fish species, although A/E
values for valine were slightly smaller (Table 2). A high correlation was observed
between whole-body A/E ratios of Plata pompano with A/E ratios for yellowtail
flounder (y = 14.945+ 0.8508 * x, r* = 0.93, p<0.001), halibut (y = 12.2677 + 0.877 * x,
> = 0.93, p<0,001) and Japanese flounder (y = 3.1809 + 0.9687 * x, r* = 0.96, p<0.001).

The estimated amino acid requirements for Plata pompano are presented in Table 3.

Table 2. A/E ratios of whole-body and muscle tissue for Trachinotus marginatus and

other carnivorous fish species.

Pleuronectes Hippoglossus Paralichthys  Salmo

A ) N ) N B Trachinotus marginatus
ferruginea hippoglossus olivaceus salar

Whole- _
body Muscle tissue

Arg 133.4 129.5 130.7 125.5 144.95 * 125.73
His 48.2 54.5 45.7 573 46.57 48.00
Ile 80.8 82.5 75.6 83.8 64.28 66.48
Leu 148.8 148.0 147.1 146.6 154.35 * 166.9
Lys 168.3 167.6 177.6 176.2 173.37 * 198.23
Met + Cys® 69.0 70.1 75.3 52.8 84.23 * 70.69
Phe + Tyr* 128.0 141.0 152.4 149.3 144.07 141.1

Thr 87.1 87.4 87.0 94.0 87.45 85.16
Trp 26.0 20.2 20.6 17.6 22.74 23.10
Val 110.6 99.2 88.5 96.7 74.99 74.51

*Significant difference of A/E ratio between whole-body and muscle tissue. “Kim and
Lall (2000) whole-body ratio; ?Calculated from Wilson and Cowey (1985); “Methionine

+ cystine, “Phenylalanine + tyrosine.
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Table 3. Dietary amino acid requirement estimates (g/100g protein) for selected species

and of Trachinotus marginatus.

Trachinotus marginatus” Paralichthys Pagrus Salmo
olivaceus® major © salar®
EAA Whole-body Muscle tissue
Arg 4.01 3.04 34 3.5 4.0
His 1.29 1.16 1.3 1.4 1.5
Ile 1.78 1.61 2.0 2.2 ND
Leu 4.27 4.04 3.9 4.2 ND
Lys"® 4.80 4.80 4.6 4.4 53
Met + Cys 2.33 1.71 1.9 2.2 34
Phe + Tyr 3.99 3.42 3.8 4.1 5.6
Thr 2.42 2.06 2.3 1.8 2.7
Trp 0.63 0.56 0.5 0.6 0.7
Val 2.08 1.80 2.5 2.5 3.1

4Amino acid requirement estimates thorough the methodology proposed by Kaushik
(1998). ZAttributed lysine requirement (Tibaldi and Lanari, 1991). “Dietary amino acid
requirement estimates based on lysine requirement and whole-body amino acid
composition (Forster and Ogata, 1998). “Dietary amino acid requirement estimates in a
growth experiment for lysine and calculated requirement of other AAE for whole-body

(Rollin ef al., 2003). ND: not determined.

Discussion

The differences found in whole-body and muscle amino acid composition were
also reported for common carp (Cyprinus carpio) and lambari (Astyanax altiparanae)
(Buchtové et al., 2007; Abimorad and Castellani, 2011). Whole-body and muscle amino
acid contents of Plata pompano were compared to values reported to others fish (Table
1) and the variations detected among amino acid content of Plata pompano and
yellowtail flounder (Pleuronectes ferruginea), halibut (Hippoglossus hippoglossus),
Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) and Atlantic salmon (Salmo salar) were
considered small. Wilson and Cowey (1985) have already shown no differences in
whole-body amino acid composition among salmon species, and Mambrini and Kaushik
(1995) also suggested that whole-body amino acid composition should not be
significantly different for most teleosts.

A/E ratios for Plata pompano are similar to those reported for other fish species.

42



Moreover, a high correlation between whole-body A/E ratios of Plata pompano with the
A/E ratios for yellowtail flounder, halibut, and Japanese flounder was observed,
showing a preserved amino acid profile between salt water species. A significant
correlation between whole-body A/E ratios of different species was also determined by
Gatlin (1987) and Hossain et al. (2011). According to Wilson and Cowey (1985), the
occurrence of similar A/E ratio among different fish species suggests that amino acid
requirements expressed as percentage of dietary protein are similar, and this may also
apply for the species shown in Table 2.

Since lysine is normally the first limiting amino acid in most feedstuffs, the
requirements for the other indispensable amino acids are expressed in relation to the
lysine requirement based on the ideal protein concept (NRC, 2011). In the present
study, Plata pompano EAA requirement profiles were estimated using the lysine
requirement for sea bass (Dicentrarchus labrax) determined through a dose-response
experiment (Tibaldi and Lanari, 1991), since no lysine requirement has been established
for Plata pompano. The estimated amino acid requirements for Plata pompano are
presented in Table 3 and a considerable homogeneity in the amino acid requirement
estimated from whole-body for Plata pompano and Japanese flounder, red sea bream,
and Atlantic salmon were encountered. In agreement with this study, Meyer and
Fracalossi (2005) found similar amino acid requirements among omnivorous freshwater
fish.

According to the NRC (2011) most fish species fed high quality diets deposit
between 25-55% of the total amino acid intake. Accordingly, protein deposition is one
of the determinants of amino acid requirement by fish. Although this concept does not
account for the amino acids used for maintenance of metabolic demands (Gurure et al.,
2007), the body amino acid composition might be a reasonable starting point when
attempting to define dietary EAA requirements. Furthermore, several authors have
demonstrated that diets formulated on amino acid patterns similar to body tissues result
in improved growth and feed efficiency (Arai 1981; Brown 1995; Small and Soares Jr,
1998). In conclusion, until dose-response experiments are conducted to determine EAA
requirements more precisely, the estimated EAA values using whole-body or muscle
EAA, as proposed in this study, could be used when formulating diets for Plata

pompano.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento e alteragdes no metabolismo do
nitrogénio, além da composicdo do figado e do musculo de juvenis de pampo
Trachinotus marginatus alimentados com 43, 54 ou 64% de proteina bruta (PB43, PB54
e PB64, respectivamente). Grupos de 10 juvenis (1,47+0,14g) foram estocados em nove
tanques de 50 L em sistema de recirculagdo de agua marinha durante 55 dias e
alimentados quatro vezes ao dia com as ragdes pré-definidas. O ganho em peso, a taxa
de crescimento especifico e a conversao alimentar ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05). Contudo, o acréscimo de proteina consumida aumentou o indice
hepatossamatico e a taxa de excrecdo de amonia poés-prandial, bem como diminuiu a
eficiéncia proteica. Os peixes alimentados com a dieta PB43 apresentaram menor
concentracdo da transaminase glutamico oxalacética hepatica além de menor
concentragdo de triglicerideos no musculo e figado (p<0,05). A composi¢do da carcaca,
o teor de glicogénio e de proteinas totais para musculo e figado ndo mostraram
diferencas significativas (p>0,05), excetuando o maior teor de lipidios da carcaga no
tratamento PB43. Concluimos que a melhor utilizacdo da proteina por juvenis de pampo
¢ observada quando eles sdo alimentados com uma dieta contendo 43% de proteina.
Palavras-chaves: amonia, proteina, transaminases, Trachinotus marginatus

ABSTRACT
The experiment aimed at to evaluate the growth, the nitrogen metabolism and liver and
muscle composition of juvenile pompano Trachinotus marginatus fed at different
protein levels (PB43, PB54, PB64). Groups of 10 juveniles (1.47 £0.14g) were stocked
at nine tanks with 50 L in a marine recirculating aquaculture system during 55 days.
Fish were fed four times a day. The weight gain, specific growth rate and feed
conversion rate did not present significant differences (p>0.05). However, the increase
in protein consumption augmented the hepatosomatic index, the pos prandial ammonia
excretion rate and reduced the protein efficiency rate. Fish fed with PB43 presented
lower hepatic glutamic oxaloacetic transaminase and lower concentration of
triglycerides in muscle and liver (p<0.05). Carcass composition, glycogen and muscle
and liver protein content did not present significant differences (p>0.05), excepting the
lipid content in fish carcass fed with PB43. It is concluded that the better protein
utilization in juvenile pompano is observed when they are fed with 43% protein.

Keywords: ammonia, protein, transaminases, Trachinotus marginatus
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INTRODUCAO

A proteina ¢ um dos nutrientes mais importantes, pois ¢ necessaria para o
crescimento, a manutengdo ¢ a reprodugdo dos peixes, podendo ser utilizada como
importante fonte energética (Martinez-Palacios et al., 2007). A inclusdo de niveis
adequados de proteina na dieta assegura alta eficiéncia proteica pelos peixes (Carvalho
et al., 2010), o que ¢ importante, pois esse € o constituinte mais caro nas formulagdes de
dietas para peixes (Siddiqui e Khan, 2009). Dessa forma, a inclusdo de niveis de
proteina adequados promove melhor crescimento dos peixes com menor custo.

Por outro lado, quando a proteina ¢ ofertada em excesso, seus aminodcidos
podem ser transaminados e/ou desaminados e nesse caso o esqueleto carbonico
resultante ¢ desviado para rotas metabolicas energéticas (Melo et al., 2006), resultando
em um aumento da excre¢do de nitrogénio, principalmente na forma de amdnia nao
ionizada (Sa et al., 2008). O processo denominado de transaminagdo que ocorre
principalmente no figado, embora também seja observado no tecido muscular (Carter e
Houlihan, 2001), tem como principais enzimas a transaminase glutdmico piravica
(TGP) e a transaminase glutamico oxalacética (TGO) (Nelson e Cox, 2002) e provoca
um grande acimulo de glutamato no figado que ¢ usado na gliconeogénese, ou entra no
ciclo de Krebs (Das, 2002).

Para juvenis de Sparus aurata alimentados com ra¢des onde a proteina foi
substituida por carboidratos, houve diminuicdo da concentracdo da TGP conforme o
teor de proteina da dieta foi reduzido, indicando uma relagdo direta dessa concentracao
enzimatica com o conteido de proteina oferecido aos peixes. Entretanto, a concentragao
da enzima TGO ndo mostrou qualquer alteragdao frente a modificagao do teor proteico
da dieta ofertada (Fernandez et al., 2007). Em contraste, Cho e¢ Heo (2011)
demonstraram que a atividade da TGP nao foi alterada em Paralichthys olivaceus
alimentados com 50, 55 ou 60% de proteina bruta. Esses dados mostram que a relagdo
entre a atividade das enzimas chave do catabolismo de aminoacidos com a concentragao
de proteina na racao consumida nao ¢ bem estabelecida e tampouco a resposta
enzimatica segue um padrao (Peres e Olivia-Teles, 2007), embora essa relacao seja
utilizada como ferramenta para avaliar o metabolismo proteico do animal (Melo et al.,
2006).

Espécies do género Trachinotus (Carangidae) sdo consideradas apropriadas para
aquicultura por apresentar rapida adaptacdo ao cativeiro, boa tolerancia a condigdes

ambientais extremas e crescimento rapido (Jory et al., 1985; Craig, 2000). O pampo,
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Trachinotus marginatus (Cuvier 1832), tem distribuicdo do Rio de Janeiro no Brasil, até
o Norte da Argentina (Fischer et al., 2004). Os juvenis sdo comuns na zona de
arrebentacdo do litoral do Rio Grande do Sul (Lima e Vieira, 2009). A espécie ¢
considerada eurialina (Sampaio et al., 2003), com maior tolerancia a amdnia e nitrito em
salinidade 10%o (Costa et al., 2008). Porém, mais informacdes a respeito do manejo de
criagdo do pampo sdo necessarias, principalmente no que se refere ao manejo alimentar
da espécie. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
niveis proteicos sobre o crescimento, composi¢cdo corporal e a taxa de excrecao de
amonia além de determinar as concentracdes de triglicerideos, colesterol e glicogénio, e
as concentracdes enzimdticas da TGP e da TGO em figado e musculo de juvenis de

pampo T. marginatus.

MATERIAL E METODOS

Os juvenis de pampo foram coletados durante o verdo na zona de arrebentagio
na praia do Cassino (32° 04°54.00”S; 52° 09°48.00” W), Rio Grande — RS - Brasil, por
meio de rede de arrasto e transportados imediatamente a Estagdo Marinha de
Aquicultura da Universidade Federal do Rio Grande — FURG (Autorizacdo para
atividades com finalidade cientifica, n® 31890-2; Ministério do Meio Ambiente,
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade, Sistema de Autorizacao e
Informagao em Biodiversidade - SISBIO).

Os peixes passaram por 10 dias de aclimatagdo as condigdes experimentais,
neste periodo os peixes foram alimentados com ragdo comercial quatro vezes ao dia até
a saciedade aparente. Banhos profilaticos em formol (50 ppm) durante uma hora por
trés dias seguidos. Posteriormente, os peixes, com peso médio de 1,47 + 0,14 g, foram
estocados aleatoriamente em 9 tanques de 50 L (3 tanques para cada dieta) na densidade
de 10 peixes por tanque. Os tanques estavam conectados a um sistema de recirculagio
de dgua dotado de biofiltro, esterilizador ultravioleta e “skimmer”.

Trés dietas isoenergéticas semi-purificadas foram formuladas e analisadas de
acordo com o método proposto pela AOAC (1984) (Tab. 1). Os ingredientes secos
foram homogeneizados previamente a mistura da dgua e do 6leo de peixe. A agua foi
aquecida a 40°C e adicionada na propor¢ao de 30% (p/v) a mistura seca para dissolver a
gelatina e melhorar a consisténcia da massa a ser peletizada. Posteriormente a
peletizacao, as dietas foram secas em estufa com circulagdo forcada de ar a 60°C e

armazenada a -20°C.
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Tabela 1. Ingredientes e composi¢do proximal de dietas testadas na alimentacdo de
juvenis do pampo prateado (7rachinotus marginatus) contendo 43, 54 e 64 % de

proteina bruta. Valores em termos de matéria seca.

Ingredientes (g Kg™) Dieta

PB43 PB54 PB64
Farinha peixe 50 50 50
Caseina 350 440 530
Gelatina 80 110 140
Dextrina 300 180 60
Oleo de Peixe 100 100 100
Celulose 89 89 89
Mist. Mineral e vit. 10 10 10
vit. C 1 1 1
Carboximetilcelulose 20 20 20
Total 1000 1000 1000
Analise proximal (g Kg' matéria seca)
Proteina bruta analisada 430,9 541,3 6422
Extrato etéreo 87 100,5 104,6
Extrativo ndo nitrogenado 389,6 2639 160,5
Fibra bruta 71,4 70,1 65,1
Cinzas 21,8 242 27,5
Umidade 80,6 57 57,5
Energia bruta (KJ g) 18,74 19,17 19,59
PB/EB (g KJ™) 23 28,23 32,78

Os animais foram alimentados quatro vezes por dia (09:00, 12:00, 15:00 e
18:00h) até a saciedade aparente por 55 dias com suas respectivas dietas. Os parametros
de qualidade de agua foram mensurados em todos os tanques, sendo apresentados como
um Unico valor de média + desvio padrdo, uma vez que nao diferem estatisticamente
entre os tratamentos. A temperatura e o oxigénio dissolvido foram medidos diariamente
por meio de oximetro digital (YSI 550, Yellow Springs, OH, USA). A salinidade foi
mensurada por meio de refratometro (Atago, modelo 103, Toéquio, Japao). A
alcalinidade e a concentragdo de amonia foram mensuradas duas vezes por semana de

acordo com a metodologia de APHA (2005) e Solorzano (1969) respectivamente.
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A taxa de excrecdo de amonia foi determinada ao final do experimento de
crescimento pelo método proposto por Carvalho et al. (2010) com adaptagdes. Para
tanto, todos os peixes de cada unidade experimental foram submetidos a jejum de 48
horas para esvaziar o trato digestorio. Passado o periodo de jejum, foi ofertado 1,5 g da
respectiva ra¢do a cada tanque. Apds o processo de alimentacdo, os peixes de cada
unidade experimental foram transferidos para novos tanques de 30 L, onde
permaneceram durante todo periodo de coleta de agua. A dgua dos tanques estava a
mesma temperatura e salinidade do sistema experimental original. A partir desse
momento foi realizada uma coleta de agua inicial, e a cada hora até 6 h apos a
alimentagdo. A amonia total foi determinada de acordo com Solorzano (1969). A taxa
de excrecdo de amonia foi calculada pela diferenca entre a concentragao de amonia total
na dgua antes da alimentagdo e ap6s a alimentacdo a cada hora por 6 horas. A cada hora
foram tomadas amostras de dgua de cada um dos tanques, tendo assim trés réplicas de

cada tratamento por hora. Este calculo foi feito a partir da seguinte féormula:

Taxa de excre¢ao de amonia pds-prandial
= [(concentracdo final de AT — concentragdo inicial de AT)] x volume

de dgua (L) / (biomassa do tanque (g) X tempo transcorrido (H))

Onde AT, ¢ a concentra¢io de amonia total (NH3+NH4-N mg L) na agua.

Ao término da determinagdo da taxa de excrecdo pds prandial, foi realizada a
biometria final e coleta dos tecidos. Todos os peixes foram anestesiados em benzocaina
(50 ppm) e mortos por seccdo medular. O peso e o comprimento foram tomados por
meio de balanca analitica (Marte, BL-3200H, Sao Paulo, Brasil) e ictidmetro,
respectivamente.

O desempenho zootécnico dos juvenis foi avaliado usando os seguintes indices:
Ganho em peso (GP)
= peso final — peso inicial
Taxa crescimento especifico (TCE)
= [(In peso final — In peso inicial) / n° dias transcorridos)] x 100
Conversao alimentar (CA)
= peso seco de alimento consumido (g) / (biomassa final — biomassa inicial (g))
Eficiéncia proteica (EP)
= ganho de peso (g) / consumo de proteina (g)

Retengdo proteica (RP)
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= [(biomassa final X teor de proteina final da carcaca) — (biomassa inicial X teor de
proteina inicial da carcaca) / consumo de proteina (g)] X 100

Consumo de Proteina

= Total de alimento consumido (g) X conteudo de proteina da dieta (g)

Retencgao lipidica (RL)

= [(biomassa final X teor de lipidios final da carcaga) — (biomassa inicial X teor de
lipidios inicial da carcaga) / consumo de lipidios (g)] X 100

Consumo de Alimento (CA)

=100 X [média de consumo didrio (g) / (biomassa final (g) + biomassa inicial (g)) / 2]
indice hepatossomatico (IHS)

=100 X (peso do figado (g) / peso corporal (g))

[ndice Viscerossomatico (IVS)

=100 X (peso das visceras (g) / peso corporal (g))

ApOs a eutanasia de todos os peixes, as amostras de figado e de musculo foram
imediatamente retiradas e congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente
armazenadas em ultra freezer (-80° C) até a realizagdo das determinagdes bioquimicas.
Todos os figados e visceras foram pesados para calculo do IHS e IVS. A umidade, a
proteina bruta, o extrato etéreo e o teor de cinzas das carcagas foram determinados por
métodos padrdes da AOAC (1995).

O extrato produzido para determinacdo do teor de triglicerideos totais (TG),
colesterol total (COL) e glicogénio (GG), foi obtido por meio de digestdo acida em
banho de ultrassom (Laiz-Carrion et al., 2012). Os extratos foram entdo, centrifugados a
13.000 x g por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante congelado em ultra freezer (-80° C).
O conteudo (mg g-1 de tecido timido) de TG, COL e GG do figado e do musculo foi
determinado em trés amostras de cada tanque, totalizando nove repetigdes para cada
tratamento. As leituras foram feitas por meio de espectrofotometro (Biotek, LX808,
Winooski, Estados Unidos) em 490 nm, usando os kits comerciais Triglicérides
Enzimatico Liquido, Colesterol Enzimatico Liquido e Glicose Enzimatica Liquida,
(Doles, Goiania — GO, Brasil), respectivamente. A concentragdo de GG foi calculada
com base na diferenca entre a concentracdo de glicose no extrato bruto e a concentragdo
de glicose no extrato digerido com a enzima amiloglicosidase de Aspergillus niger,

conforme protocolo de Nery e Santos (1993).
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Para a determinacdo da concentragdo de proteinas totais e das transaminases
(TGP e TGO), outras trés amostras de cada tanque (totalizando nove repeti¢cdes para
cada tratamento) de figado e de musculo foram homogeneizados (1:5 P/V) em tampao
Tris-HCI (100 mM, pH 7,75) com EDTA (2 mM) e Mg*" (5 mM) (Amado et al., 2011).
O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante
desta centrifugagdo foi armazenado em ultra freezer (-80 °C). O conteudo de proteinas
totais do figado e do musculo foi determinado para todos os extratos obtidos em
fluorimetro (Perkin Elmer, Victor 2, Perkin Elmer, Massachusetts, Estados Unidos) em
550nm, usando kit comercial, Proteinas Totais (Doles, Goiania — GO, Brasil), com base
em Biureto. O contetido de proteinas totais foi expresso em mg de proteina/g de tecido
umido. A determinagdo da concentragcdo de TGO e TGP no figado e no musculo foi
realizada em todos os extratos obtidos em espectrofotometro (Biotek, LX808 Winooski,
Estados Unidos) em 490 nm com kit comercial, Transaminases (Doles, Goiania — GO,
Brasil).

Os dados foram analisados quanto a homogeneidade e normalidade pelos testes
de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. A analise de variancia uma via foi aplicada
a todos os dados e quando foi encontrado diferencga significativa, o teste de Duncan foi
utilizado. Todos os testes foram realizados utilizando-se 5% como nivel de
significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de qualidade da agua — temperatura, salinidade, oxigénio
dissolvido, alcalinidade e concentracdo de amonia dissolvida permaneceram em 26,5 +
0,75 °C, 34 £ 2 %o, 6,14 £ 0,22 mg L_l, 132,7 + 14,63 mg L de CaCO; ¢ 0,18 £ 0,16
mg L_l, respectivamente.

A sobrevivéncia de 100% para todos os tratamentos demonstra que os niveis
proteicos testados ndo influenciaram nesse parametro, como também foi relatado para 7.
carolinus (Lazo et al., 1998) e Mugil liza (Carvalho et al., 2010).

Os juvenis de pampo alimentados com as diferentes dietas apresentaram o
mesmo ganho em peso e taxa de crescimento especifico (Tab. 2), o que sugere que
todos os tratamentos supriram as necessidades proteicas e energéticas. Isso permite
inferir que a necessidade proteica para a espécie nao seja superior a 43%, uma vez que a

taxa de crescimento especifico aumenta até que seja atingida a exigéncia proteica da
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espécie (Rema et al., 2008). Este teor de proteina bruta ¢ semelhante ao reportado por
Lazo et al. (1998) que sugeriram 45% de proteina bruta para juvenis de 7. carolinus.

Os peixes podem regular a ingesta tanto para atingir as necessidades energéticas
(Vivas et al., 2006), como também, para atingir as necessidades proteicas (Vivas et al.,
2006; Siddiqui e Khan, 2009). Estes fatos podem auxiliar a explicar porque os peixes do
tratamento PB64 consumiram significativamente menos alimento do que os demais

tratamentos (Tab. 2).

Tabela 2. Indices zootécnicos de juvenis de pampo Trachinotus marginatus alimentados

com diferentes niveis de proteina na racao.

Variavel Dieta
PB43 PB54 PB64

Peso inicial (g) 1,45+ 0,05 1,45 +0,02 1,48 £ 0,01
Peso final (g) 7,02 +0,16 6,77+ 0,21 7,02 +0,58
GP (g) 5,22 +0,21 5,32 +0,22 5,53 £0,58
TCE (% dia™) 1,22 + 0,08 1,23 + 0,06 1,22 + 0,09
CA 1,30+ 0,12 1,33 £ 0,02 1,38 +0,13
RP (%) 39,79+1,02 a 31,39+£1,65 b 33,86+1,30 b
RL (%) 230,76+12,83 199,64+4,18 215,33+18,29
TCA (%) 0,078+0,003b 0,074 £0,006 b 0,066+0,003 a
CP (g) 69,75+ 0,52 a 78,91 +2,25b 91,19+ 1,28 ¢
IHS 3,25+ 0,66 b 3,40 £ 0,74 ab 3,74+ 0,72 a
IVS 8,76 £ 1,28 8,85 +0,91 9,09 +1,39

Meédias seguidas de letras diferentes, nas linhas, diferem entre si pelo teste de Duncan, a
5% de probabilidade. Onde; GP: ganho em peso; TCE: taxa de crescimento especifico;
CA: conversao alimentar; RP: reten¢do proteica; RL: retencao lipidica; TCA: taxa de
consumo alimentar; CP: consumo de proteina; IHS: indice hepatossomatico e IVS:
indice viscerossomatico.

Embora os peixes do tratamento PB43 tenham ingerido menor quantidade de
proteina (Tab. 2), o crescimento desses peixes ndo apresentou diferenca significativa
(p<0,05) dos demais grupos, resultando, desta forma em melhor retencdo proteica. Este
fato contrasta com outros estudos que demonstram que peixes alimentados com niveis
proteicos acima de seu 6timo apresentam menor crescimento (Siddiqui e Khan, 2009;
Carvalho et al., 2010).

Os teores de umidade, de proteina bruta e de cinzas nao diferiram entre as
carcacas dos animais alimentados com as diferentes dietas (Tab. 3). Por outro lado, o
teor de extrato etéreo nos peixes do tratamento PB43 foi significativamente maior

(p<0,05), isso possivelmente foi provocado pelo maior teor de carboidratos desta dieta,
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uma vez que os carboidratos podem aumentar a atividade de enzimas lipogénicas
(Kumar et al., 2009).
Tabela 3. Composi¢ao proximal da carcaga de juvenis de pampo Trachinotus

marginatus alimentados com diferentes niveis de proteina na ragao.

Variavel Dieta

PB43 PB54 PB64
Umidade 629+6,5 637+10,5 637,7+4,8
Proteina 178,7+4,8 172,8+4,2 185,1+6,8
Extrato etéreo 154,5+3,4a 146,2+5,0b 144,9+3,0b
Cinzas 44,1+2 .4 45,7+2,0 42,742 .4

Meédias seguidas de letras diferentes, nas linhas, diferem entre si pelo teste de Duncan, a

5% de probabilidade. Valores expressos para matéria imida (g Kg™).

Apo6s 6 horas do inicio do teste de excrecdo de amonia, foi verificado que os
peixes alimentados com a dieta PB43 apresentaram pico de excrecdo pos prandial
significativamente menor (p<0,05) do que quando comparado a taxa de excrecdo dos
peixes do tratamento PB64 (Fig. 1). O aumento da excre¢ao de produtos nitrogenados
esta relacionado com a utilizagao dos aminoacidos como componentes energéticos (Sa
et al., 2008). Ainda, Zehra e Khan (2011) mencionam que existe correlagao direta entre
o consumo de proteina e a excrecdo de amodnia. Esta correlagdo ¢ mediada pelos
processos de desaminagdo e/ou transaminacao que liberam o grupo amino ndo reciclado
por meio dos processos metabdlicos aumentando sua excrecao, sendo esta considerada
como perda energética pelos peixes (Das, 2002). O aumento na taxa de excrecdo de
amonia com o maior consumo de proteina encontrado no presente estudo corrobora os

estudos mencionados acima.
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Figura 1. Taxa de excre¢do de amonia total (AT) pos prandial para juvenis de pampo

Trachinotus marginatus alimentados com diferentes niveis de proteina na ragao.
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A menor taxa de excrecao de amonia pds-prandial do tratamento PB43 tem
relagdo com a menor concentracdo da enzima transaminase glutdmica oxaloacética
(TGO) encontrada no figado dos peixes desse tratamento (Tab. 4). A TGO ¢ uma das
principais enzimas de transamina¢ao de aminodcidos (Jiirss e Bastrop, 1995), ela
transfere o radical nitrogenado do 4cido aspartico para uma molécula de a-cetoglutarato
formando assim uma molécula de acido oxaloacético e outra de 4cido glutamico, que
por sua vez sofre desaminagdo para voltar a forma de a-cetoglutarato liberando uma
molécula de amonia gasosa que € entdo excretada. Neste caso o a-cetoglutarato pode ser
reutilizado em novas transaminagdes, ou caso se acumule no figado, entrar como
combustivel no ciclo de Krebs, incrementando a obtengdo de energia e sua deposi¢do na
forma de carboidratos e gordura (Das, 2002). A menor concentragdo da TGO no figado
no tratamento PB43 pode ser resultante do efeito economizador de proteina
proporcionado pelo maior teor de carboidratos desta dieta, assim como encontrado para

juvenis de Sparus aurata (Fernandez et al., 2007).

57



Tabela 4. Metabolitos de juvenis de pampo Trachinotus marginatus alimentados com

diferentes niveis de proteina na ragao.

Tecido Dieta
Variavel PB43 PB54 PB64
Figado
TG 5,09+2,69b 13,32+3,6a 6,31+£2,30b
COL 0,44+0,15b 1,04+0,49a 0,51+0,30b
GG 25,13+10,26 27,99+4,47 31,4549,03
PT 87,25+33,65 76,66+15,61 75,03+£28,87
TGO 0,00048+0,0001b 0,00072+0,0002ab 0,00088+0,0005*
TGP 0,0099+0,005 0,0112+0,005 0,0129+0,006
Miusculo
TG 4,03£1,90b 7,56+2,75a 7,74£3,01*
COL 1,50+0,75 0,67+0,45 0,74+0,50
GG 1,84+0,39 2,50£1,15 2,01+0,75
PT 59,31+12,07 60,57+15,71 60,90+10,04
TGO 0,0148+0,003 0,0144+0,004 0,0133+0,003
TGP 0,0162+0,006 0,0157+0,006 0,0169+0,004

Meédias seguidas de letras diferentes, nas linhas, diferem entre si pelo teste de Duncan, a
5% de probabilidade. Onde, TG, ¢ a concentracdo de triglicérides totais (mg g de tecido
tmido™); COL, é a concentra¢io de colesterol total (mg g de tecido tmido™); GG, é
glicogénio (mg g de tecido umido™); PT, é concentragdo de proteinas totais (mg g de
tecido tmido™); TGO, transaminase glutdmica oxaloacética (U.I mg de proteina de
tecido™) e TGP, ¢ transaminase glutdmica pirtavica (U.I mg de proteina tecido™).

O conteudo de glicogénio e proteina do figado dos juvenis de pampo nao
apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos (Tab. 4). Este fato difere dos
resultados encontrados por Yang et al. (2003) e Zamora-Sillero et al. (2013) que
encontraram maior deposi¢do de glicogénio hepatico em peixes alimentados com maior
concentracdo de carboidratos digestiveis. Por outro lado, esse 6rgdo apresentou menor
teor de triglicerideos para o tratamento PB43 quando comparado ao tratamento PB54,
este mesmo padrdo foi encontrado para o tecido muscular (Tab. 4). Esses dados
sugerem que os triglicerideos estejam sendo utilizados como material de deposicao
energética pelos peixes alimentados com 54% de proteina bruta. De fato, Jobling (2001)

menciona que no figado a principal fracao lipidica depositada ¢ o triglicerideo.
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O menor indice hepatossomatico dos peixes do tratamento PB43, por sua vez,
acorda com o menor teor de triglicerideos no figado e com a menor concentragdo da
TGO hepatica para os peixes deste tratamento, uma vez que menos proteina ¢ utilizada
como fonte energética na gliconeogénese resultando em menor deposi¢ao de material de
reserva no figado.

CONCLUSOES

O crescimento de juvenis de pampo nao foi afetado pelo consumo de proteina. O
excesso de proteina consumido aumenta a excrecdo de amodnia pos prandial apos 6 h da
alimentag@o. A proteina consumida ¢ melhor aproveitada ao nivel de 43% de proteina
bruta na dieta.
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RESUMO
Este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho zootécnico de juvenis de pampo
Trachinotus marginatus alimentados com dietas contendo 0, 25, 50, 75 ou 100% de
inclusdo de concentrado proteico de soja (CPS0, CPS25, CPS50, CPS75 e CPS100,
respectivamente) em substituicdo a farinha de peixe. Grupos de 16 juvenis (2,43 + 0,01
g) foram estocados em 15 tanques de 300 L em sistema de recirculagdo de 4gua marinha
por 45 dias e alimentados quatro vezes ao dia at¢ a saciedade aparente com as
respectivas ragdes experimentais. A conversdao alimentar e a retengdo lipidica nao
apresentaram diferencas (p>0,05). O peso médio final, o ganho em peso, a taxa de
crescimento especifico e os indices hepatossomatico e viscerossomatico foram menores
para o tratamento CPS100 (p<0,05), porém se mantiveram sem alteragdes até o
tratamento CPS75. O consumo total de alimento e de proteina dos animais alimentados
com a dieta CPS100 foram inferiores aos demais, o que proporcionou menor reten¢ao
proteica para esses animais. Os resultados sugerem que farinha de peixe pode ser
substituida por CPS em até¢ 75 % mnas ragdes para pampo prateado Trachinotus
marginatus sem prejuizo para o desempenho dos peixes.
Palavras-chave: Carangidae, nutri¢do, proteina

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the growth performance of juvenile pompano Trachinotus
marginatus fed diets containing 0, 25, 50, 75 or 100% inclusion of soy protein
concentrate (SPCO0, SPC25, SPC50, SPC75 and SPC100, respectively) in replacement
of fish meal. Groups of 16 juveniles (2.43 = 0.01 g) were stocked in 15 tanks of 300 L
in recirculating sea water system for 45 days and fed four times to apparently satiation
daily with their respective feed. The feed conversion, protein efficiency rate, the lipid
efficiency rate and lipid retention did not differ (p> 0.05). The final weight, weight gain,
specific growth rate, hepatosomatic and viscerossomatic index were lower for treatment
SPC100 (p <0.05), but remained unchanged until treatment SPC75. The total food and
protein consumption from animals fed with diet SPC100 were lower to the other, which
caused less protein retention for these animals. The results show that fishmeal can be
replaced by SPC by up to 75% in diets for pompano Trachinotus marginatus without
harming the performance of the fish.

Keywords: Carangidae, nutrition, protein
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INTRODUCAO

A disponibilidade de produtos derivados de pescado como a farinha e 6leo de
peixe esta cada vez menor o que eleva o valor de mercado desses produtos e onera a
fabricagdo de alimentos para a producdo de organismos aquaticos. Por outro lado, a
producdo aquicola tem aumentado constantemente nos ultimos anos, consumindo
grandes quantidades de farinha de peixe para sustentar o acréscimo na demanda por
alimento inerte do setor, que, em 2008 foi de 29,2 milhdes de toneladas com previsao de
51 milhdes de toneladas em 2015 (FAO, 2012).

A farinha de peixe ¢ o ingrediente central das dietas para peixes marinhos
(Albert & Metian, 2008), provendo de maneira adequada proteinas e lipidios de alta
qualidade. O aumento do custo operacional tanto para fornecedores de ragdo como para
aquicultores, somado a mobilizagdo pela diminui¢do do esforco de pesca nos oceanos
limita sua ampla utilizagdo (Song et al., 2014) e impulsiona investigacdes sobre fontes
de proteina alternativas, produtos que sejam mais baratos e renovaveis.

Sem duvidas os derivados de soja sdo os mais estudados, e os produtos
processados de soja sdo considerados os mais adequados para alimentagdo de peixes. O
concentrado proteico de soja (CPS) apresenta teor proteico em torno de 65 - 76 %, perfil
de aminoéacidos adequado a nutri¢do de peixes e ¢ praticamente livre de fatores anti-
nutricionais como, inibidores de tripsina, glicinas, saponinas e oligossacarideos (Brown
et al., 2008). Tais caracteristicas credenciam o CPS como um ingrediente alternativo a
ser incluido nas dietas para reduzir a dependéncia por farinha de peixe e promover o
crescimento sustentavel do setor. Os fatores antinutricionais podem causar enterite no
trato dos peixes, isso foi demonstrado por Hedrera et al. (2011) para larvas de Dario
renio alimentadas com farelo de soja, as larvas que consumiram dietas com farelo de
soja desenvolveram uma inflamagdo intestinal em dois dias apds o inicio da
alimentacdo. Os autores determinaram que ndo ¢ a proteina do farelo de soja que
provoca o processo inflamatério, mas sim, a saponina que estd presente no farelo de
soja.

A inclusao de derivados de soja na dieta ¢ feita com sucesso para diversas
espécies, contudo a completa substituicdo da farinha de peixe pode reduzir o
crescimento e impactar negativamente a sanidade dos peixes. Xu et al. (2012)
demonstraram que juvenis de Acipenser schrenckii alimentados com dietas contendo 50
% de isolado proteico de soja ou mais, apresentam concentracdo de proteinas totais e

globulinas no soro diminuidas, enquanto a atividade da fosfatase alcalina foi aumentada,
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o que denota possivel dano hepatico. Trabalhados como os de Salze et al. (2010), para
Rachycentron canadum, e Freitas et al. (2011), para Lutjanus analis, mostram a
eficiéncia do CPS como alternativa a farinha de peixe para espécies marinhas, com
substituigdes de 75 e 52,2 %, respectivamente.

Embora o CPS apresente bom perfil de aminoacidos, ele ¢ deficiente
principalmente em metionina e taurina. A suplementacdo com metionina e taurina nas
dietas contendo CPS tem mostrado resultados positivos (Tibaldi et al. 2006; Kin et al.
2008; Takagi ef al. 2011; Jirsa et al. 2014). Em mamiferos a taurina ¢ produzida na via
metabdlica da metionina + cisteina (Takagi et al. 2011), no entanto sua sintese ¢é
limitada em peixes, principalmente nos carnivoros (Goto et al. 2001; Yokoyama et al.
2001). A taurina ¢ essencial para conjugacdo dos pigmentos pancreaticos e sua caréncia
provoca uma diminui¢do da secrecdo destes pigmentos o que pode levar ao
desenvolvimento de desordens hepaticas importantes como a chamada sindrome do
figado verde, na qual a 6rgdo apresenta uma coloracdo esverdeada provocada pelo
acumulo dos pigmentos ndo conjugados com a taurina (Takagi et al. 2011).

O género Trachinotus (Carangidae) ¢ alvo de véarios trabalhos em nivel mundial,
0o que demonstra que suas espécies estdo sendo fortemente cogitadas para
empreendimentos aquicolas (Jory et al. 1985; Lazo, et al. 1998; Sampaio et al. 2003).
Este interesse se da devido a rapida adaptacao ao cativeiro, boa tolerancia a condigdes
ambientais extremas e crescimento rapido. O interesse na produgdo comercial desta
espécie fica evidenciado por estes e outros estudos sobre sua biologia e tecnologia de
produgdo (Sampaio et al. 2003; Costa et al. 2008; Okamoto et al., 2009: Kiitter et al.
2012).

Desta forma, este trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia de diferentes
niveis de substitui¢do da farinha de peixe por concentrado proteico de soja em ragdes
para juvenis de pampo prateado, Trachinotus marginatus, sobre o desempenho

zootécnico e a composi¢cdo bromatoldgica dos peixes.

MATERIAL E METODOS
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para Pesquisa Animal da
Universidade Federal do Rio Grande — FURG (23116.001423/2014-59).
Juvenis de T. marginatus foram coletados durante o verdo na zona de rebentagao
na praia do Cassino (32° 04°54.00”’S; 52° 09°48.00” W), Rio Grande — RS - Brasil, por

meio de rede de arrasto (malha 8mm) e transportados imediatamente a Estacdo Marinha
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de Aquicultura da Universidade Federal do Rio Grande — FURG em caixas de
transporte dotadas de aeradores (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica,
n° 31890-2; Ministério do Meio Ambiente, Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade, Sistema de Autorizagao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO).

No laboratério os peixes foram submetidos a 10 dias de aclimatacdo as
condi¢des experimentais. Durante este periodo, os peixes foram alimentados com ragdo
comercial quatro vezes ao dia até a saciedade aparente. Grupos de 16 juvenis de pampo,
com peso médio de 2,4 + 0,01 g, foram estocados aleatoriamente em 15 tanques
distribuidos em cinco sistemas de recirculagdo de dgua marinha. Cada sistema de
recirculagdo era formado por trés tanques de 300 L e um sistema de filtragdo composto
por uma caixa de sedimentacao, biofiltro, filtro de areia e “skimmer”.

As dietas foram formuladas para conter 43 % de proteina bruta, como
determinado no segundo capitulo desta tese, para o maximo crescimento € melhor
utilizagdo da proteina consumida. Os ingredientes secos foram homogeneizados

previamente a mistura da agua e do o6leo de peixe. A agua foi aquecida a 40°C e

adicionada (300 ml Kg_l) a mistura seca para gelatinizar o amido e melhorar a
consisténcia da massa a ser peletizada. Posteriormente a peletizacdo, as dietas foram
secas em estufa com circulacao forcada de ar a 60°C e armazenadas a -20°C.

A analise bromatologica das ragdes (Tabela 1) e das carcacas (Tabela 4) foi
realizada segundo métodos padroes da AOAC (2000), apdés a moagem e secagem das
amostras em estufa de recirculacdo forcada de ar (18 h - 105 °C). O contetido de
proteina bruta foi calculado pelo método de Kjeldahl (N x 6,25), o de extrato etéreo por
extragdo em Soxhlet com éter de petrdleo, o de cinzas por incineragdo em mufla a 550
°C. O teor de fibra bruta das ragdes foi determinado pelo método de Weende
(Henneberg, 1864). O contetido de aminodcidos das racdes demonstrado na Tabela 2,

foi determinado segundo protocolo descrito por White et al. (1986).
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Tabela 1. Ingredientes e composi¢do proximal das dietas contendo os diferentes niveis

de substitui¢ao da farinha de peixe por concentrado proteico de soja.

Dieta
Ingredientes (g Kg™) CPSO CPS25 CPS50 CPS75 CPS100
Farinha peixe 660 495 330 165 0
CPS 0 160 320 480 640
Oleo de peixe 10 35 60 85 110
Amido de milho 250 240 230 220 210
Mist. Mineral e Vit. 10 10 10 10 10
Celulose 20 20 20 20 20
Carboximetilcelulose 50 40 30 20 10
Total 1000 1000 1000 1000 1000
Analise proximal (g Kg' matéria seca)
Proteina bruta 405,3 410,9 406,7 402.,4 403,2
Extrato etéreo 102,2 101,7 103,1 103,5 107,3
Fibra bruta 6,27 6,31 6,34 6,41 6,58
Cinzas 14,65 12,60 9,85 9,61 4,57
Umidade 6,48 6,52 6,37 6,19 5,88
Energia bruta (KJ g 19,78 20,08 20,38 20,68 20,95
PB/EB (g KI™) 20,49 20,46 19,96 19,46 19,24

Os animais foram alimentados quatro vezes por dia (09:00, 12:00, 15:00 e
18:00h) até a saciedade aparente por 45 dias com suas respectivas dietas. Cada um dos
cinco sistemas de recirculagdo representaram uma dieta, contendo as trés réplicas de um
mesmo tratamento. A temperatura e o oxigénio dissolvido foram medidos diariamente
por meio de oximetro digital (YSI 550, Yellow Springs, OH, USA). A salinidade foi
mensurada por meio de refratometro (Atago, modelo 103, Toéquio, Japao). A
alcalinidade, a concentracao de amodnia e a concentragao de nitrito foram mensuradas a
cada dois dias de acordo com a metodologia de APHA (2005), Solorzano (1969) e
Bendschneider & Robinson (1952) respectivamente. As leituras de transmitancia foram
feitas em espectrofotometro digital (Micronal B342 II) em 630 nm para amoénia e 543
nm para nitrito.

Para a realiza¢do das biometrias os peixes foram mantidos em jejum de 48 horas
para o completo esvaziamento do trato digestorio. Ao inicio e ao final do experimento

(45 dias), os peixes foram anestesiados com benzocaina (50 ppm), pesados em balanca
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analitica e medidos com ictiometro. Ao final do experimento todos animais foram
eutanasiados por meio da exposi¢do a concentragdo letal de benzocaina (500 ppm). O
figado e as visceras foram retirados e pesados individualmente para o calculo do IHS e
IVS em balanga analitica, enquanto as carcagas foram usadas para a determinacao da

composicao bromatologica.

Tabela 2. Aminograma das racdes com diferentes niveis de substitui¢ao da farinha de

peixe por concentrado proteico de soja (CPS). Expressos em g /100g proteina.

Dietas
Aminodcidos essenciais CPSO CPS25 CPS50 CPS75 CPS100
Arginina 8,09 8,40 8,46 8,70 8,77
Histidina 2,29 2,51 2,60 2,74 2,77
Isoleucina 3,28 3,34 3,64 3,68 3,99
Leucina 5,1 5,35 5,43 5,46 5,89
Lisina 6,22 5,94 5,81 5,53 5,35
Metionina 2,68 2,14 1,79 1,39 1,09
Fenilalanina 3,38 3,83 4,12 4,36 4,71
Treonina 4,71 4,60 4,55 4,49 4,38
Valina 3,98 3,93 4,12 4,06 4,16
Aminoacidos Nao essenciais
Alanina 7,15 6,21 5,43 4,67 421
Acido Aspértico 8,38 9,95 11,34 12,53 13,08
Cisteina 0,91 0,85 0,91 0,94 1,06
Acido Glutamico 15,74 17,42 18,75 20,12 21,05
Glicina 12,93 10,27 8,34 6,54 4,85
Prolina 7,08 6,66 6,06 5,78 5,55
Serina 4,97 5,43 5,48 5,78 5,92
Taurina 0,65 0,40 0,25 0,13 <0,01
Tirosina 2,45 2,70 2,90 3,07 3,17

De posse dos dados biométricos e morfométricos, foram calculados os seguintes
parametros:

Ganho em peso (GP)
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= peso final — peso inicial
Taxa de crescimento especifico (TCE)
= [n peso final - /n peso inicial/tempo (dias)
Indice hepatossomatico (IHS)
= peso do figado x 100/peso corporal
[ndice viscerossomatico (IVS)
= peso das visceras x 100/peso corporal
Ganho de biomassa (GB)
= biomassa final — biomassa inicial
Conversao alimentar aparente (CA)
= consumo de alimento/ganho de biomassa
Retengao proteica (RP)
= [((biomassa final x teor de proteina final da carcaca) — (biomassa inicial x teor
de proteina inicial da carcaga)) x 100] / consumo de proteina
Retengao lipidica (RL)
= [((biomassa final x teor de lipidios final da carcaga) — (biomassa inicial x teor
de lipidios inicial da carcaga)) x 100] / consumo de lipidios
Os dados foram analisados quanto & homogeneidade e normalidade pelos testes
de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. A andlise de variancia de uma via foi
aplicada a todos os dados e quando foi encontrado diferenga significativa, o teste de

Duncan foi utilizado, considerando para todos os testes 5% de nivel de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de qualidade de agua mensurados ndo mostraram diferenga
significativa e estdo apresentados na forma de médias + desvio padrao de todas as
aferigdes. Os valores para temperatura, oxigénio dissolvido, salinidade, alcalinidade,
amonia total, nitrito e pH encontrados foram respectivamente: 25,6 £ 0,2 °C, 6,57 +
0,04 mg L™, 24,53 + 0,03 %o, 199,25 + 4,38 mg L' CaCO3, 0,04 + 0,01 mg N-NH; L;
0,11 +0,04 mgN-NO,L" ¢ 7,87 + 0,03.

O ganho de peso dos juvenis de pampo alimentados com dietas contendo até 75
% de CPS aumentou cerca de 500 %, enquanto que a sobrevivéncia foi superior a 95 %
em todos os tratamentos (Tabela 3). Estes dados demostram a alta capacidade de
metabolizacdo do pampo para este ingrediente, assim como foi encontrado para

Rachycentron canadum, que nao sofreu alteragdes de crescimento com 75 % de CPS na
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dieta, sem suplementacdo de AAE (Salze et al., 2010). Por outro lado, juvenis de
Seriola lalandi tiveram diminuidos o ganho de peso e a sobrevivéncia, além de pior
conversao alimentar com a inclusdao de 29 % de CPS, resultados estes devidos a

diminui¢do da palatabilidade das ragdes (Jirsa et al., 2011).

Tabela 3. indices zootécnicos de juvenis do pampo prateado T. marginatus alimentados
com ragdes de diferentes niveis de substitui¢ao da farinha de peixe por concentrado

proteico de soja (CPS) por 45 dias.

Dietas
Indice CPSO CPS25 CPS50 CPS75 CPS100
SO 97,92+3,61 100+0,00 95,83+7,22 95,83+3,61 100+0,00
PI 2,43+0,00 2,43+0,01 2,44+0,01 2,44+0,00 2,44+0,01
PF 12,24+0,93a 12,81+0,97a 12,25+1,27* 12,39+0,49a 7,56+0,41b
GP 9,80+0,93a 10,38+0,98a 9,82+1,27* 9,96+0,49a 5,12+0,4b
TCE 3,58+0,17a 3,69+0,17a 3,58+0,23* 3,61+£0,09a 2,51+0,12b
IHS 1,60+0,08b 1,71+0,25b 1,29+0,04¢ 1,324+0,02c 2,12+0,12a
IVS 7,65+0,33b 7,98+0,49a 7,56+0,28b 7,54+0,08b 8,92+0,34a
CTA 429,61+15,43a 412,40+20,10a 392,93+ 40,21ab 383,2248,29b 256,74+13,00c
CA 2,82+0,18 2,64+0,36 2,81+0,29 2,69+0,09 3,14+0,15
CTP  174,1246,26a  169,46+8,26a  159,80+£16,35ab 154,2143,33b  103,52+5,24c
RP 36,37+2,43ab  38,28+4,06a 37,14+4,16* 40,33+1,79a  31,02+1,90b
CTL  43,48+1,56a 41,94+2,04a 40,51+4,15* 39,66+0,86a  27,55+1,39b
RL 176,7749,86  188,14+26,51 174,12+12,60 176,93+7,08 163,06+5,33

Onde SO, ¢ sobrevivéncia (%); PI, € peso inicial (g); PF, ¢ peso final (g); GP, é ganho de peso (g); TCE, é
taxa de crescimento especifico (% dia'l); IHS, ¢ indice hepatossomatico; IVS, ¢ indice viscerossomatico;
CTA, ¢ consumo total de alimento (g); CA, ¢é conversdo alimentar; CTP, ¢ consumo total de proteina (g);

RP; ¢ retencdo proteica (%); CTL, é consumo total de lipidios (g) e RL, ¢é retencao lipidica (%).

O ganho de peso ¢ a taxa de crescimento especifico ndo sofreram influéncia dos
diferentes niveis de inclusdo de CPS entre os tratamentos CPS0, CPS25, CPS50 e
CPS75. J& para os animais alimentados com a dieta CPS100, a redugdo do GP foi de 55
% e da TCE foi de 69 % em relagdo aos demais tratamentos. O menor consumo de
alimento e as alteracdes de desempenho mencionadas nos permite inferir que a

completa retirada da FP prejudicou a palatabilidade da ragdo CPS100. Outro fator a ser
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mencionado ¢ que o CPS apresenta deficiéncia principalmente de metionina e taurina. A
deficiéncia por estes aminodacidos fica evidente na dieta sem inclusdo de FP, visto que a
concentragdo de metionina foi cerca de 40 % (1,09 g/ 100 g de proteina) menor em
relagdo a racdo CPSO (2,68 g/ 100 g de proteina), e concentracdo de taurina que foi de
0,65 g / 100 g proteina na dieta CPSO e foi diminuindo conforme maior a inclusdo de
CPS at¢ alcancar uma concentragdo abaixo da capacidade de deteccdo do método (<0,01
g/ 100 g de proteina) (Tabela 2). Estas concentragdes estdo muito abaixo das exigéncias
calculadas no primeiro capitulo desta tese, que foi de 2,3 g/ 100 g proteina para
metionina-+tcisteina.

Martinez-Llorens et al., (2009) suplementaram com metionina dietas com
substitui¢do de até 75 % farinha de peixe por farelo de soja para alimentar juvenis de
Sparus aurata. Houve reducao do crescimento dos peixes mesmo com a suplementagao
de metionina. A mesma resposta foi reportada por Silva-Carrillo ef al., (2012) quando
juvenis de Lutjanus guttatus foram alimentados com dietas contendo até 60 % de farelo
de soja e suplementadas com 2,5 % de metionina, indicando que a concentragdo de
metionina ndo foi a responsavel pelo menor crescimento dos peixes. O mesmo parece
ocorrer no presente estudo uma vez que a concentracdo de metionina da dieta CPS100
foi apenas 20 % inferior a concentracdo da dieta CPS75, a qual ndo sofreu diminuigdo
do crescimento.

O NRC (2011) recomenda a suplementacdo de taurina em ragdes com alta
inclusdo de proteinas de origem vegetal para muitas espécies de peixes, neste sentido,
Jirsa et al., (2014) sugerem que a suplementacdo de taurina ¢ essencial para promover o
maximo crescimento para diversas espécies marinhas. Além disso, a deficiéncia de
taurina impede a conjugacao de sais biliares e sua liberagdo para o intestino, o que
prejudica o processo de digestao alcalina (Takagi et al., 2011).

Kim et al., (2008) demostraram que a suplementagdo de taurina em dietas para
juvenis de Paralichthys olivaceus teve efeito benéfico para o desempenho dos peixes.
Para juvenis de Atractoscion nobilis, o crescimento e a eficiéncia alimentar dos peixes
alimentados com dietas contendo 12 % de FP, 25 % de farelo de soja e 17% de CPS
mostrou relagdo positiva (R* = 0,94 ¢ p < 0,0001) com suplementagio de taurina em
concentragdes de 0,1 a 1,6 %, o que indica que a taurina ¢ um nutriente essencial para
espécie (Jirsa et al., 2014).

No presente estudo a concentracao de taurina diminuiu conforme a inclusao de

CPS, com destaque para a ragdo CPS100 onde foi menor do que 0,01 %. Para esta dieta
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houve menor crescimento e retencdo proteica, o que permite inferir que estes resultados
sdo provocados pela deficiéncia de taurina e que este seja um aminodcido limitante para
a espécie. Isso ¢ corroborado pelo estudo de Rossi & Davis (2012) que mostra que
juvenis de pampo da Flérida (Trachinotus carolinus) tem exigéncia por taurina € sua
suplementagdo ¢ necessaria para otimizar o crescimento dos peixes e essencial para
viabilizar a eliminacdo da farinha de peixe em dietas para a espécie. Neste trabalho a
suplementagao em 0,25, 0,50 ou 0,75 % de taurina em dietas livre de farinha de peixe,
aumentou o crescimento, a eficiéncia alimentar e a retencao proteica em relacao a dieta

sem suplementagao.

Tabela 4: Composi¢ao bromatologica da carcaca de juvenis do pampo prateado 7.
marginatus alimentados com ragdes de diferentes niveis de substituicdo da farinha de

peixe por concentrado proteico de soja (CPS).

Dietas

Inicial CPSO CPS25 CPS50 CPS75 CPS100

PB 15,82+0,16 17,43+0,12 17,15+0,75 18,15+0,34 17,24+0,57 17,31+0,13
EE 6,14+0,17 17,29+0,12b 17,07+0,72b 17,49+£0,49b 15,99+0,56a 16,87+0,07b
Cinzas 4,5+0,03 4,10+0,12b 4,13+0,33b  4,52+0,12a  4,08+0,08b  3,02+0,19¢
MS 73,49+0,45 61,40+0,27 61,27+1,79  60,50+0,71  63,29+1,01  62,15+0,39

Onde PB, ¢ proteina bruta; EE, ¢ extrato etéreo e MS, ¢ matéria umidade.

Comparados aos peixes alimentados com a dieta CPS0, os peixes alimentados
com a dieta CPS75 apresentaram retengdo proteica semelhante e menor consumo de
proteina (Tabela 3). Isso indica que a proteina esta sendo melhor utilizada pelos peixes
deste grupo. E demonstra que juvenis de pampo tem capacidade metabdlica para utilizar
e reter a proteina oriunda do CPS (Bowyer ef al., 2013). Este padrao se repete entre a
conversao alimentar e o consumo total de alimento, onde mesmo comendo menos em
relagdo ao tratamento CPSO0, os peixes do tratamento CPS75 obtiveram a mesma
conversao alimentar (Tabela 3). Enquanto para Lutijanus analis a substituicdo de 77 %
da FP por CPS ndo modificou a conversdao alimentar ¢ a taxa de eficiéncia proteica,
apesar do menor crescimento para este tratamento, entre os animais alimentados com as
demais dietas (0, 33 e 57 % de substituigdo por CPS), ndo houve alteracdo desse

parametro (Freitas ef al., 2011).
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O incremento do IHS e IVS (Tabela 3) encontrado para os peixes alimentados
com a dieta CPS100 pode indicar maior deposicao de gordura nestes 6rgaos, assim com
reportado por Banuelos-vargas et al., (2014) para juvenis de Totoaba macdonaldi onde
peixes alimentados com racdes contendo 60% de CPS depositam maior quantidade de
lipidios no figado. A menor retencdo proteica encontrada para estes peixes (Tabela 2)
reforga esta suspeita, pois denota maior nivel de desaminacdo proteica e utilizacdo dos
esqueletos carbonicos dos aminodcidos para formagdo e deposi¢do de reservas
energéticas. Ja os peixes tratados com CPS75 apresentaram IHS e conteudo de lipidios
da carcagca menor em relagdo a ra¢ao controle (CPS0). A diminui¢do do teor de lipidios
na carcaga foi mencionada por Bowyer et al., (2013) para Seriola lalandi alimentados
com dietas contendo 30 e 40 % de CPS em substitui¢do a farinha de peixe.

Em conclusdo, o CPS pode ser usado para substituir a farinha de peixe em dietas
para juvenis de pampo prateado, Trachinotus marginatus, em até 75 % sem provocar
alteracdes no ganho de peso, no crescimento especifico, no consumo de alimento ou na
conversdao alimentar e ainda melhora a retengdo de proteina. A substituicdo total da
farinha de peixe promoveu queda importante na performance dos peixes, porém nao
deve ser descartada sem que se investigue a total retirada da farinha de peixe com a

suplementagdo de aminoacidos, como a metionina e principalmente a taurina.
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DISCUSSAO GERAL

Esta tese teve como objetivo principal prover informacdes sobre a nutrigao
proteica para juvenis de pampo prateado Trachinotus marginatus. Para isto foram
estimadas suas necessidades aminoacidicas, o efeito de diferentes niveis de proteina
bruta na dieta sobre crescimento dos juvenis e também a resposta apresentada pelos
peixes quando alimentados com dietas contendo diferentes quantidades de concentrado
proteico de soja.

Como passo inicial desta tese foram estimadas as necessidades aminoacidicas
para juvenis do pampo assumindo que estas sao um reflexo da composicao da carcaca
dos peixes, como postula o conceito de proteina ideal, determinado inicialmente para
suinos por Mitchell (1964). A partir deste conceito Arai, (1981) propds o céalculo de um
indice que relaciona a quantidade de um aminoacido em particular com a concentragao
total de aminoacidos do tecido, essa representagdo em forma de proporgdes permite que
se compare a composicao de aminoacidos entre diferentes espécies. As necessidades
aminoacidicas sdo calculadas com base no indice A/E proposto por Arai (1981), tendo a
exigéncia por lisina como padrdo em relagdo ao qual se expressa a necessidade dos
outros aminodcidos essenciais. A lisina ¢ usada como aminoacido de referencia por ser
o primeiro aminoacido limitante, isso ocorre devido a func¢do da lisina, esse aminoacido
desempenha papel fundamentalmente proteogénico e sua deficiéncia pode prejudicar a
sintese proteica de forma sistémica.

Muitas espécies tém suas necessidades aminoacidicas determinadas em
experimentos dose-resposta ou estimadas em estudos semelhantes ao que foi realizado
no primeiro capitulo desta tese. Se observa, na maioria dos casos, uma grande
semelhanca entre os valores mencionados para estes peixes e para o pampo ndo foi
diferente, visto que, as necessidades estimadas aqui seguem o padrdo encontrado para
teledsteos.

Em um segundo passo no caminho para alcancar um uso mais sustentavel da
farinha de peixe como fonte de proteina, testamos diferentes niveis de proteina na dieta
fornecida a juvenis de pampo. Neste experimento observamos que o aumento do nivel
proteico ndo promoveu qualquer efeito sobre o ganho de peso, a taxa de crescimento
especifico, a conversao alimentar ou sobre a composi¢do na carcaga. Por outro lado, a

taxa de eficiéncia proteica dos peixes alimentados com 43 % de PB foi melhor o que
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juntamente com a menor concentragdo de TGO hepatica deste tratamento, explica os
menores; indice hepatossomatico e taxa de excrecdo de amodnia, uma vez que estes
denotam menor processo de desaminagao.

A dieta contendo 43 % de PB apresentava maior concentracdo de carboidratos o
que pode estimular a atividade de enzimas lipogénicas (Kumar et al. 2009) e assim
provocar efeito economizador das proteinas consumidas (Fernandez et al. 2007). Este
fendmeno pode explicar o evidente melhor uso da proteina pelos peixes alimentados
com esta dieta.

Em tltima instancia observamos que a substitui¢do da farinha de peixe por
concentrado proteico de soja ¢ viavel em até 75 %, uma vez que os peixes alimentados
com esta dieta apresentaram crescimento semelhante aos peixes alimentados coma dieta
contendo somente farinha de peixe como fonte proteica. J4 a substituicao total da FP por
CPS diminuiu o crescimento em 39 e 49 % para PMF e o GP, respectivamente, além
disso, ficou clara a inibi¢do do consumo de alimento o qual foi reduzido em 40 % para
esta dieta.

Neste experimento, somente o conteido de lipidios da carcaga dos peixes
alimentados com a dieta CPS75 apresentou diminuicdo em relacdo aos outros peixes,
quanto aos demais pardmetros examinados da composi¢do bromatoldgica ndo houve
diferengas. Em média, os contetidos de proteina bruta (17-18 %), extrato etéreo (16-17
%), cinzas (4,5 %) e umidade (60-63 %) encontrados para os peixes alimentados com
diferentes niveis de inclusdo de CPS sdao muito similares - (17-18 %), extrato etéreo
(14,5-15,4 %), cinzas (4,4 %) e umidade (63 %) - aos reportados para os peixes
alimentados com diferentes niveis de proteina no segundo capitulo desta tese. Isto
sugere que esta espécie consegue manter seu metabolismo geral inalterado frente a
alteragdes de teor proteico ou quando consomem proteina derivada da soja.

Vale ressaltar que o experimento do segundo capitulo foi realizado com dietas
purificadas enquanto as dietas do terceiro capitulo foram feitas com ingredientes
praticos. Esta caracteristica das ragdes pode explicar a divergéncia entre a TCE
encontrada para os peixes alimentados com 43 % de PB (PB43 - 1,22 %) e a TCE
mencionada no terceiro (3,58-3,61 %) entre os peixes que ndo sofreram redugdo de
crescimento (CPSO = CPS75). Neste sentido, podemos destacar o aumento da CA de
1,3 em PB43 para 2,69 em CPS75 o que indica menor aproveitamento do alimento
consumido neste ultimo, no entanto a retencao proteica foi semelhante entre os dois

trabalhos - 39,79 % para PB43 e 40,33 % para CPS75 - mostrando que a proteina esta
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sendo metabolizada de forma similar. Ao contrario, a retencdo lipidica foi menor no
tratamento CPS75 (176,93 %) se comparada a apresentada pelos peixes alimentados
com a dieta PB43 (230 %). Isso demonstra que a dieta pratica promoveu menor sintese
e deposi¢ao de gordura na carcaga dos peixes. Este padrdo parece se repetir para o
figado, pois o IHS diminuiu de mesma forma entre os peixes alimentados com estas
dietas, de 3,25 para PB43 para 1,32 em CPS75.

Quanto ao perfil de aminoacidos encontrado nas dietas do terceiro capitulo,
podemos afirmar que, no geral, estd de acordo com as necessidades estimadas no
primeiro capitulo desta tese, porém existe uma deficiéncia pronuncia de metionina e
taurina. Embora essas deficiéncias sejam mais evidentes nas dietas com maior teor de
CPS, até mesmo a dieta formulada somente com farinha de peixe como fonte proteica as
apresenta. Apesar disto os peixes cresceram com uma TCE entre 3,58 e 3,69 %. Essa
TCE ¢ ligeiramente maior do que a encontrada por Cunha et al. (2013) para juvenis de
pampo com peso semelhante e alimentados com dietas comerciais contendo 59 % de
proteina bruta e 13 % de gordura. O fato do crescimento dos peixes ndo ter sido
prejudicado pro essas deficiéncias nos leva a crer que as exigéncias aminoacidicas
calculadas com base no perfil de aminoéacidos da carcaca de pampos, possam ter sido
superestimadas.

A deficiéncia aminoacidica mais marcante das dietas €, com certeza, de taurina.
Este aminoacido em mamiferos pode ser sintetizado na via da metionina / cisteina pela
ornitina descarboxilase, no entanto a sintese de taurina ¢ baixa em peixes carnivoros
(Goto et al. 2001). Sua caracteristica alcalina lhe confere um papel orexigeno para
peixes carnivoros, € juntamente com a glicina, a prolina e a valina sdao os grandes
promotores de apetite nestes animais (NRC 2011). Além da infima concentragdo de
taurina, a dieta CPS100 apresenta uma reducao de 63 % de glicina e de 21 % de prolina,
isso pode ser um fator determinante para a reducdo do consumo de racdo verificado
neste tratamento.

A suplementagdo com taurina em dietas contendo fontes proteicas vegetais vem
sendo investigada para muitos teledsteos (Watson et al. 2014) e se tem encontrado
melhora no crescimento e na conversao alimentar (Kim et al. 2005; Takagi et al 2008).
Para Oncorhynchus mykiss a suplementagdo de 1,5 % de taurina melhorou o
crescimento dos peixes em relagdo a dieta nao suplementada (Gaylord et al. 2006). O
mesmo foi constatado para juvenis de Rachycentron canadum com suplementagdes

entre 0,5 e 1,5 % (Whatson et al. 2012). Para Paralichthys olivaceus a suplementagao
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de 1,5 % de taurina dobrou a concentragdo de sais biliares, sendo que 95 % destes sdo
sais dependentes da taurina para sua conjugagdo (Kim et al. 2008). Estes resultados
demonstram a importancia da taurina no processo de digestdo alcalina e pode ajudar a
explicar o menor crescimento de juvenis de pampo alimentados com CPS100, uma vez
que a concentragdo de taurina nesta dieta ¢ infima. Estes resultados nos permitem dizer
que o concentrado proteico de soja € um bom substituto para farinha de peixe por seu
alto teor proteico e bom perfil de aminoacidos, porém para viabilizar a substitui¢ao total
da farinha de peixe por este ingrediente devem ser realizados trabalhos com a

suplementagdo de metionina e principalmente taurina.
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CONCLUSAO

e As exigéncias aminoacidicas de juvenis de 7. marginatus sao comuns a
maioria dos teledsteos

e Até que sejam determinadas experimentalmente as exigéncias
aminoacidicas estimadas nesta tese podem ser usadas como referéncia
para formulagdo de dietas balanceadas para juvenis de 7. marginatus

e Dietas contendo 43 % de proteina bruta sdo capazes de sustentar o
crescimento somatico de juvenis de 7. marginatus ¢ promovem melhor
aproveitamento da proteina consumida.

e O consumo excessivo de proteina aumenta a concentracdo da
transaminase oxalacética e, por conseguinte a taxa de excre¢do de
amonia.

e E possivel substituir a farinha de peixe por concentrado proteico de soja
em até 75 % sem que haja prejuizo para o desenvolvimento de juvenis de

T. marginatus.
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