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RESUMO

O uso de carboidratos em dietas para peixes ¢ uma alternativa com potencial para reduzir o
custo das dietas comerciais, além de melhorar o aproveitamento de outros nutrientes da dieta.
Neste sentido, o presente estudo avaliou a utilizagdo de ingredientes vegetais, ricos em
carboidratos, em dietas para juvenis de pirarucu (Arapaima gigas), uma espécie carnivora
amazonica que tem despertado crescente interesse para aquicultura. As fontes vegetais testadas
foram milho, sorgo baixo tanino, quirera de arroz, farelo de arroz desengordurado e farelo de
trigo, incluidas na propor¢io de 20%, em uma dieta referéncia com 549,6 g kg' de proteina
bruta. Foi avaliada a digestibilidade in vivo da energia e nutrientes, incluindo o amido, bem
como analisada a microestrutura das dietas e fezes por microscopia eletronica de varredura
(MEV). Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDAs) dos nutrientes e energia variaram
significativamente em funcdo das fontes vegetais, exceto para a proteina bruta, cujos CDAs
foram semelhantes. Quirera de arroz e milho foram os ingredientes mais digestiveis,
considerando-se a matéria seca e energia, enquanto que o farelo de trigo apresentou o maior
CDA para o amido. A digestibilidade do amido apresentou relagdo inversa com o teor de amido
dos ingredientes, mas relagao direta com seu teor de fibra. Portanto, o farelo de trigo apresentou
a maior digestibilidade do amido e, o sorgo baixo tanino, a menor. Imagens de MEV
corroboraram os dados de digestibilidade do amido, mostrando indicios de agdo enzimatica nos
granulos de amido. Nas amostras fecais de peixes alimentados com milho foram detectadas
estruturas semelhantes a esferulitos, as quais estdo relacionadas a baixa digestibilidade do
amido verificada neste ingrediente. De forma geral, o pirarucu apresentou boa capacidade de
digestdo dos ingredientes testados, revelando bom potencial para sua inclusao na producao de
dietas comerciais para a espécie.

Palavras-chave: Aquicultura. Digestibilidade. Ingredientes energéticos vegetais. Nutricdo de
peixes, Pirarucu.



ABSTRACT

Using carbohydrates in fish diets is a potential alternative to reducing the cost of commercial
diets, as well as improving the utilization of other dietary nutrients. This study evaluated the
use of carbohydrate rich vegetable ingredients in diets for juveniles of Arapaima gigas, an
Amazonian carnivore fish with growing interest in aquaculture. The tested plant sources were
corn, low tannin sorghum, broken rice, defatted rice bran and wheat bran, which were included
at 20% in a reference diet containing 549.6 g kg™ crude protein. The digestibility of energy and
nutrients, including starch, was evaluated as well as the microstructure of the diets and feces by
scanning electron microscopy (SEM). The apparent digestibility coefficients (CDAs) of
nutrients and energy varied significantly as a function of plant sources, except for crude protein,
whose CDAs were similar. Broken rice and maize were the most digestible ingredients,
considering dry matter and energy, while wheat bran presented the highest CDA for starch. The
digestibility of the starch presented an inverse relationship with the starch content of the
ingredients, but a direct relation with their fiber content. MEV images corroborated the starch
digestibility data showing evidence of enzymatic attack on starch granules, as well as the
occurrence of spherulite-like structures in maize fecal samples, which are related to the low
starch digestibility observed in this ingredient. In general, the pirarucu showed good digestion
capacity of the tested ingredients, revealing a good potential for their inclusion in commercial
diets for the species.

Keywords: Aquaculture. Digestibility. Plant energy sources. Fish nutrition. Pirarucu.



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.7
1.7.1
1.7.2

2.1
2.2
23
2.4
2.5
2.6

SUMARIO

INTRODUCAQO GERAL .....ououeerrencerrereneesesesessesesssssesesssssesessssssessasssssessasanes 10
AQUICULTURA NO BRASIL E NO MUNDO: DESAFIOS E PERSPECTIVAS 10
A CRIACAO DE PIRARUCU NO BRASIL ......c.coviuiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneen, 11
BIOENERGETICA EM PEIXES .......cocoiiuiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 13
ENSAIOS DE DIGESTIBILIDADE EM PEIXES.........ccocoiviiiieieeeeeeeeeeeeenen, 14
CARBOIDRATOS: CARACTERIZACAO E USO EM DIETAS PARA PEIXES . 17
FONTES DE CARBOIDRATOS EM DIETAS PARA PEIXES......ccccooviiiinennn... 21
AVALIACAO DE CARBOIDRATOS NA NUTRICAO DE PEIXES ................... 22
OBJIETIVOS ..., 24
ODJetivo Geral....ueuuueeeeeiiiiiiiiiissssnneeriiccsssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssns 24
ODbjetivos ESPecifiCOS...cciiiiiiiiinrrrrnneiiiccsssssssssnnneriiessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 24
ARTIGO CIENTIFICO....uveeereeererereresesesesessesesesssesssessasssssssessssssssessssssasessssanes 25
INTRODUGCAO ...ttt ettt ee 26
MATERIAL E METODOS ..ot 28
RESULTADOS ...t 32
DISCUSSAOQ ..ottt eennas 38
AGRADECIMENTOS ..o, 42
REFERENCIAS ..ottt 43
CONSIDERACOES FINALIS ....cuouerererrereresreresssssesssessesesssssessssssesssessasesssssesesnns 50

REFERENCIAS DA INTRODUCAQO GERAL .....cucueerererernrneseneenesesesesssssssssnens 54



10

1 INTRODUCAO GERAL

1.1 AQUICULTURA NO BRASIL E NO MUNDO: DESAFIOS E PERSPECTIVAS

Com o quadro de estagnacao da producdo de pescado pela captura que vem ocorrendo
nas ultimas décadas, a produc¢do oriunda da aquicultura se apresenta como uma alternativa para
suprir a demanda por pecados e a ainda reduzir a pressdao das capturas sobre os estoques
naturais. Esse foi setor da producdo animal que mais cresceu nos ultimos anos no mundo,
respondendo por 80 milhdes de toneladas, equivalente a 46,88% da produg¢do mundial de -
pescado, no ano de 2016 (FAO, 2018). Estima-se que a produgdo de pescado oriundo deste
setor alcance 102 milhdes de toneladas até o ano de 2025, sendo, os paises em desenvolvimento,
0s maiores responsaveis por esse aumento de producao (FAO, 2016). O Brasil acompanhou
esse crescimento com 580.070 t produzidas no ano de 2016, com perspectivas animadoras de
aumento de 104% até o ano de 2025 (IBGE, 2016; FAO, 2016).

O Brasil apresenta grande potencial para a produgdo aquicola, seja pela disponibilidade
de recursos hidricos e clima tropical, o que permite a pratica de diversos sistemas de produgao
aquicola, ou pela riqueza de sua biodiversidade, principalmente na regido amazodnica, a qual
possui diversas espécies com potencial para a produgcdo em confinamento. No entanto, o
desenvolvimento de tecnologias para o crescimento da produgdo de espécies nativas no Brasil
ainda ¢ incipiente e a maioria das espécies de interesse ainda ndo possuem tecnologias que
viabilizem sua produgdo. Isto colabora para que o maior volume de produgdo piscicola
brasileira seja de espécies exoticas, principalmente a tilapia-do-nilo (47,1 %) (IBGE, 2016).

O desenvolvimento de alimento inerte (ragdo) para peixes nativos brasileiros ¢ um dos
principais entraves na piscicultura nacional, j4 que pouco se conhece sobre as exigéncias
nutricionais das espécies, o que dificulta a produgdo de ragdes eficientes (FRACALOSSI &
CYRINO, 2013). Além disso, a viabilidade econdmica dos empreendimentos aquicolas ¢
comprometida, considerando que os gastos com alimentacdo representam cerca de 60% a 80 %
dos custos totais da producdo. Esses custos sdo potencializados quando se trata de espécies
carnivoras, pois suas dietas exigem maiores quantidades de fontes proteicas de origem animal,
que sdo os ingredientes mais caros (BARONE, 2017; FRACALOSSI & CYRINO, 2013).
Entdo, um dos desafios atuais da piscicultura brasileira ¢ produzir conhecimento acerca das

espécies nativas de interesse, que possibilite a producdo de ragdes eficientes, para 0 maximo



11

desempenho destas espécies, bem como a busca por fontes alternativas de ingredientes, com

intuito de produzir ragdes com menor custo.

1.2 A CRIACAO DE PIRARUCU NO BRASIL

O pirarucu (Arapaima gigas) ¢ um peixe endémico da regido amazodnica, pertencente a
ordem Osteoglossiformes, familia Arapaimidae. E um dos maiores peixes de d4guas continentais
do mundo, podendo atingir até 3 m de comprimento e 200 kg, em ambiente natural (NELSON,
1994; NELSON,2006). E considerado predador, posicionado no topo da cadeia alimentar,
consumindo prioritariamente outros peixes menores, mas também insetos, crustdceos e

moluscos (QUEIROZ, 2000).

Figura 1: Exemplar adulto de Arapaima gigas.

Foto: Donald J. Stewart

O pirarucu ¢ considerado historicamente como um importante recurso pesqueiro para a
regido amazoOnica, sendo amplamente valorizado no consumo local e especialmente no
comércio, onde atinge altos pregos de comercializacdo e apresenta grande demanda pelos
mercados tanto no Brasil quanto no exterior (AMARAL, 2009; MARMONTEL, 2006). Porém,
o longo processo de exploracdo pesqueira levou a uma dréstica reducdo dos seus estoques
naturais, colocando esta espécie em risco de extingdo (BARTHEM & GOULDING, 2007,
CITES, 2013). A aquicultura surge, portanto, como uma alternativa para suprir a demanda pela
carne de pirarucu e reduzir a pressdo pesqueira sobre esta espécie.

A producao de pirarucu em cativeiro comegou a ser estudada em 1939, em Belém (PA),
tendo como marco a primeira desova fora do ambiente natural realizada em lagos do museu
Emilio Goeldi. Alguns individuos oriundos dessa desova foram transferidos para a estacdo de

piscicultura do Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), no estado do
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Ceara, onde se deu continuidade aos estudos com reprodugdo, anatomia e morfologia
(IMBIRIBA, 2001). Diversos estudos foram realizados a partir da observacao de fatores chaves
para o desenvolvimento da aquicultura do pirarucu. Varios autores relataram as notaveis
caracteristicas zootécnicas da espécie, tais como: rusticidade as praticas de manejo, alto
rendimento de carcaca e alta taxa de crescimento, podendo atingir de 10 a 15 kg no primeiro
ano de criacdo (SANCHES, 1973; IMBIRIBA, 1991; IMBIRIBA, 1996; PEREIRA-FILHO &
ROUBACH, 2013). Além disso, a espécie pode ser criada em ambientes pobres em oxigénio
dissolvido, devido a sua respiragdo aérea obrigatoria, o que permite sua sobrevivéncia em tais
ambientes (SOARES et al., 2006).

A criacao de pirarucu encontra-se bastante difundida pelo Brasil. Segundo o Censo
Aquicola do Brasil do ano de 2013, foram registradas 233 unidades produtivas de pirarucu,
distribuidas em todas as regides do pais. A regido norte tem maior representatividade no
percentual de produtores, com 62% do total do pais, seguida pela regido Centro-Oeste,
Nordeste, Sudeste e Sul, com 15%, 11%, 10% e 2% da produgdo, respectivamente (MPA,
2013). Porém, segundo dados do IBGE (2016), a produgao ainda ¢ baixa quando comparada a
producdo de outras espécies no Brasil: pirarucu (8.637.473 kg), tambaqui (136. 991.478 kg) e
tilapia (239.090.927 kg).

Apesar do reconhecimento do potencial que o pirarucu apresenta para a producao
aquicola, ainda existem entraves que limitam sua produ¢ao em larga escala. Um dos problemas
na produgdo de pirarucu esta relacionado as dificuldades no dominio da técnica de reprodugao,
o que dificulta o fornecimento regular de formas jovens para abastecer as estacdes de
piscicultura que fazem a engorda (BALDISSEROTO & GOMES, 2013). Devido ao seu habito
alimentar carnivoro, o pirarucu ndo aceita prontamente o alimento inerte, sendo necessario um
treinamento para adaptar os peixes a ingerir racdo (SEBRAE, 2013). Além disso, as ragdes para
a espécie precisam conter alto teor de proteina de origem animal, em torno de 40 a 55% da
dieta, o que torna dificil viabilizar economicamente sua producdo (IMBIRIBA, 2001;
SEBRAE, 2010).

O conhecimento sobre a nutrigdo do pirarucu apresenta varias lacunas, principalmente
no que se refere as exigéncias nutricionais da espécie. As ragdes comerciais sdo formuladas
apenas considerando o habito alimentar e fase de desenvolvimento, o que resulta em produgao
de ra¢des que nem sempre atendem as exigéncias nutricionais da espécie, nas diferentes fases

de desenvolvimento. Ainda, hd registro de racdes comerciais destinadas a alimentacdo de
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pirarucu com deficiéncia em aminodcidos essenciais como lisina, metionina e triptofano
(RODRIGUES et al., 2015; 2017).

Estudos recentes buscaram responder questdes em diversas areas da nutricdo e
alimentagdo do pirarucu, tais como: exigéncia em proteina bruta para juvenis (ITUASSU et al.,
2005; ONO et al,, 2005; CASTILLO, 2012; DEL RISCO et al, 2008; MEDEIROS, 2014),
frequéncia alimentar (GANDRA, 2002; CRESCENCIO et al., 2005; MATTOS et al., 2017) e
substituicdo da farinha de peixe por proteina de origem vegetal na dieta, com o intuito de
produzir ragdes mais econdomicas (FONSECA, 2004; CONCEICAO et al., 2013). Apesar destes
estudos, o volume de informagdes geradas ainda ¢ baixo frente a crescente demanda pela
producdo desta espécie (FRACALOSSI & CYRINO, 2012). Sendo assim, diversas questdes
precisam ser estudadas para que a produgdo de pirarucu acompanhe as perspectivas de
crescimento projetado para os préximos anos no cendrio aquicola brasileiro. Uma delas ¢ a
producdo de racdes espécie-especifica utilizando ingredientes facilmente encontrados na
industria, a qual s6 ¢é possivel a partir do conhecimento prévio da digestibilidade da energia e
dos nutrientes essenciais nestes ingredientes o que determina seu potencial de uso nas ragdes

comerciais.

1.3 BIOENERGETICA EM PEIXES

A energia € o calor produzido a partir da oxidagdo da matéria organica, que ¢ utilizado
como combustivel pelos animais em seus processos metabdlicos (SAKOMURA &
ROSTAGNO, 2007). A energia utilizada pelos peixes ¢ oriunda do alimento ingerido ou de
suas reservas corporais na forma de lipidios, proteinas e glicogénio, sendo os lipidios os mais
importantes no suprimento de energia para os peixes, seguidos dos aminoacidos e, com menor
importancia, os carboidratos (TOCHER, 2003).

Entretanto, nem toda energia produzida a partir dos nutrientes alimentares ¢ utilizada
pelos peixes, pois ocorrem perdas de energia ao longo dos processos metabolicos. A energia
total ingerida ¢ denominada Energia Bruta (EB). Durante o processo de digestdo, parte da
energia ingerida ¢ perdida nas fezes, originando a Energia Digestivel (ED), sendo a diferenca
entre a EB e a energia perdida nas fezes. Em estudos nutricionais para peixes, a ED ¢
comumente utilizada; entretanto, ela nido reflete uma estimativa precisa da energia disponivel,
porque ndo considera as perdas energéticas na urina e branquias. Neste caso, a Energia

Metabolizavel (EM), ¢ a forma que contabiliza mais fielmente as perdas de energia, uma vez
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que considera as perdas na urina e branquias. Entretanto, estudos que determinem esta fracdo
energética sao dificeis de desenvolver em meio aquatico. Parte da energia produzida ainda ¢
perdida na forma de calor como 1) incremento caldrico (IC), conjunto de pequenas perdas na
digestao e absor¢ao de nutrientes e 2) mantenga (M), que inclui as perdas no metabolismo basal,
atividade voluntaria e regulagdo térmica. Uma vez descontadas as perdas energéticas citadas, a
energia resultante ¢ chamada Energia Recuperada (EL), a qual ¢ destinada ao ganho de peso e
reproducao (NRC 2011).

Peixes ndo apresentam alta exigéncia em energia. Isso ocorre, porque, diferente dos
animais homeotérmicos, os peixes ndo precisam regular sua temperatura corporal de acordo
com o a temperatura do ambiente (NRC, 2011). Entretanto a energia das dietas ¢ importante,
principalmente em relacdo a ingestdo dos nutrientes da dieta. A saciedade dos peixes ¢
influenciada pela quantidade de energia das dietas. A ingestdo de racdes com energia em
excesso leva a saciedade precoce, fazendo com que os peixes cessem a alimentagdo sem que
tenham ingerido a quantidade necessaria dos outros nutrientes. Por outro lado, quando as ragdes
tém baixo contetdo energético, € necessario alta ingestdao do outros nutrientes, principalmente
proteina, que nao ¢ completamente utilizada pela insuficiéncia de energia para metaboliza-los.
Portanto, o balanceamento correto de energia na dieta permite o uso mais eficiente dos
nutrientes destinados ao crescimento ¢ mantenga (GONCALVES et al.,2009). Além disso, a
ingestado de proteina em excesso pode aumentar custo com ragdes, ja que a proteina ¢ o nutriente
de maior custo das dietas, e ainda aumentar a descarga de compostos nitrogenados no ambiente

de criagdo (HEMRE & DENG, 2015; KAMALAM et al., 2017).

1.4 ENSAIOS DE DIGESTIBILIDADE EM PEIXES

A digestdo ¢ o processo pelo qual os organismos vivos processam o alimento para a
obtencdo da energia, a qual ¢ utilizada em suas fung¢des vitais como crescimento, reproducao,
dentre outros (ROTTA, 2003). Em peixes, o processo digestorio ¢ influenciado por fatores
como habito alimentar, estdgio de desenvolvimento e caracteristicas genéticas
(BALDISSEROTTO, 2013). Além disso, a composi¢ao da dieta tem importancia fundamental
na digestdo dos alimentos. Isso ¢ bem observado em peixes, que ndo digerem alimentos ricos
em celulose e lignina, enquanto que alimentos ricos em proteinas e lipidios de origem animal

sdo facilmente metabolizados pelos peixes (STONE, 2003, NRC, 2011).
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Ensaios de digestibilidade de ingredientes sdo utilizados para determinar seus
coeficientes de digestibilidade aparente (CDA %), os quais refletem a quantidade de nutrientes
e energia que serdo aproveitados pelos peixes, apos descontadas as perdas nas fezes. Este
conhecimento ¢ fundamental para a formulagao de ragdes que tenham bom aproveitamento dos
nutrientes e energia, precos competitivos e responsabilidade ambiental (NRC, 2011; IRVIN &
TABRETT, 2005).

A digestibilidade aparente pode ser € mensurada in vivo pela coleta de fezes, utilizando
dois principais métodos. O “método direto” implica a coleta total de fezes. O CDA ¢ calculado
pelo balango de massas entre a quantidade do nutriente ou energia ingerida e a quantidade do

nutriente ou energia excretada, utilizando a seguinte equagao:

I—F
CDA%=¥x100

Onde:

CDA%: coeficiente de digestibilidade aparente

I: quantidade de nutriente ou energia ingerida

F: quantidade de nutriente ou energia defecada

N: nutriente (%) ou energia (kcal kg') nas fezes, dieta teste, dieta referéncia ou
ingrediente teste.

No “método indireto”, ndo € necessaria a coleta total das fezes produzidas ou o
conhecimento exato do consumo de racao. Por exemplo, no método indireto com utilizagao de
marcador inerte, ocorre a coleta parcial das fezes e a digestibilidade ¢ determinada pela
concentracdo de um nutriente ou energia em relagdo a um indicador inerte presente no alimento
e nas fezes. Este método ¢ o mais empregado na determinacdo da digestibilidade em peixes.
Alguns marcadores usuais em ensaios de digestibilidade sdo: 6xido de cromio, bario, itrio,
titdnio, dentre outros. Vale ressaltar que o marcador ndo pode interferir na digestibilidade e na
palatabilidade da dieta (BELAL, 2005, KITAGIMA & FRACALOSSI, 2010). Para o método
indireto, utilizam-se as equagdes a seguir no calculo do CDA.

Para os nutrientes (CHO & SLINGER, 1979):

CDA%Y% = 100 [100 (%indicadorna Dieta NFezeS)]
0~ x %indicador nas Fezesx NDieta
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Para os ingredientes, utilizando-se uma proporcao de 70% da dieta referéncia e 30% do

ingrediente teste, baseado em CHO & SLINGER (1979) e BUREAU et al., (1999):

0.7x NRef
0.3x NIng

CDAing(%) = CDA%Dt + (CDA(%)Dt — CDA(%)Ref)x

Onde:

CDA%: coeficiente de digestibilidade aparente

I: quantidade de nutriente ou energia ingerida

F: quantidade de nutriente ou energia defecada

N: nutriente (%) ou energia (kcal kg™') nas fezes, dieta teste, dieta referéncia ou
ingrediente teste

Dt: dieta teste

Ref: dieta referéncia

Ing: ingrediente

O método direto ¢ menos usual, pois envolve praticas complexas como alimentagdo
forcada e imobilizagdo para extragdo das fezes, o que causa um estresse que pode interferir na
digestdo dos alimentos alterando os coeficientes de digestibilidade (NRC, 2011). No método
indireto, por outro lado, a coleta pode ser feita apos sedimentacao das fezes em tubos coletores
acoplados ao fundo de tanques cilindricos onde as fezes decantam rapidamente (KITAGIMA
& FRACALOSSI, 2010).

Diversos fatores podem interferir nos coeficientes de digestibilidade da energia e dos
nutrientes dos ingredientes, dentre eles: a composi¢do da matéria prima ou ingrediente, formas
de armazenamento, tamanho do pélete da ragdo e granulometria dos ingredientes (PEZZATO
et al., 2002; NRC 2011). O processamento das dietas também influencia sobremaneira na sua
digestibilidade. O uso de ragdes peletizadas ¢ o mais popular na alimentagdo animal. No
entanto, atualmente ¢ consensual que este ndo ¢ o processamento mais adequado para ragdes
destinadas a alimentacdo de peixes, sendo a extrusdo o processo mais adequado (PASTORE et
al., 2012). As dietas extrusadas apresentam vantagens principalmente porque seu
processamento envolve cozimento em altas temperaturas, o que aumenta a digestibilidade do
amido e destrdi fatores antinutricionais, promovendo melhor digestibilidade das dietas

(JOBLIN et al., 2001; ZHANG, 2011). A possibilidade de obter dietas com baixa densidade,
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que flutuem na 4gua, também ¢ uma vantagem importante do processo de extrusdo, ja que
facilitam muito o manejo alimentar nas pisciculturas.

Além disso, estudos de digestibilidade relatam que aspectos metodologicos, tais como:
tempo de aclimatacdo as dietas experimentais, temperatura da dgua, metodologias de coletas de
fezes, mimero de repeti¢des, densidade de estocagem nos tanques experimentais e praticas de
manejo durante o ensaio, podem influenciar o consumo de alimento e, consequentemente, os
coeficientes de digestibilidade dos nutrientes (BISWAS et al., 2007; KITAGIMA &
FRACALOSSI, 2010; BLYTH et al.,, 2015). No entanto, estudos sobre essas abordagens
metodologicas sdao escassos para espécies nativas brasileiras.

Alguns ensaios de digestibilidade de ingredientes em ragdes para pirarucu foram
realizados recentemente. CIPRIANO et al. (2016) analisaram a digestibilidade de ingredientes
proteicos de diferentes fontes. Neste estudo, foi observado o melhor aproveitamento de
ingredientes de origem animal em relacdo aos de origem vegetal. Do mesmo modo, CIPRIANO
et al. (2015) analisaram a digestibilidade de ingredientes energéticos (amido de milho, milho,
farelo de arroz e farelo de trigo) e relataram maiores coeficientes de digestibilidade da matéria
seca e proteina bruta para o milho (CDA= 76,37% e 93,44%, respectivamente) e amido de
milho (CDA=70,66% e 90,94%, respectivamente), seguidos por farelo de arroz (CDA=46,23%
e 68,23%, respectivamente) e farelo de trigo (CDA= 45,13% e 68,58%, respectivamente). Em
relacdo a digestibilidade da energia bruta, ndo houve diferengas significativas entre os
ingredientes (amido de milho= 47,87; farelo de arroz = 42,23; milho=40,10; farelo de trigo=
47,37). Nesses estudos, os coeficientes de digestibilidade aparente obtidos foram baixos, o que
pode ser explicado pelo habito alimentar carnivoro da espécie, mas também pelo fato das dietas
experimentais terem sido peletizadas, processamento que nao promove o devido cozimento e
disponibilizagdo do amido (STONE, 2003), diferentemente do processo de extrusdo,

empregado industrialmente.

1.5 CARBOIDRATOS: CARACTERIZACAO E USO EM DIETAS PARA PEIXES

Carboidratos sdo macromoléculas compostas de carbono e dgua. Sao formados por
arranjos moleculares de sacarideos (acucares), o que lhes confere classificagdes genéricas como
monossacarideos, oligossacarideos ou polissacarideos, de acordo com a quantidade de agucares
em suas estruturas. Os polissacarideos, além de serem a forma de carboidratos mais abundante

na natureza, estdo intimamente relacionados a diversas fungdes nos seres vivos, seja atuando
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como reservas energéticas para animais (glicogénio) e plantas (amido) ou como constituintes
de parede celular, como ¢ o caso da celulose nas plantas e da quitina em crustaceos e insetos
(NELSON & COX, 2014).

Os carboidratos vegetais sdo classificados em polissacarideos de reserva (amido) e
polissacarideos ndo amilaceos (PNAs). Os PNAs sdo os principais componentes da parede
celular de plantas, dentre os quais estdo a celulose, hemicelulose e pectinas. Essas moléculas
sdo compostas por inumeros tipos de mondmeros, arranjados por ligagdes B-glicosidicas, que
nao sdo quebradas pelos peixes, devido a auséncia ou insuficiéncia na agcdo das enzimas [3-
glucanase e -xilanases, que sao necessarias para sua digestao (KUZ’MINA, 1996). Essa fracao
do carboidrato ndo digestivel ¢ comumente conhecida como fibra alimentar, importante
componente de cereais e leguminosas, sendo um dos principais fatores limitantes no uso de
fontes vegetais em dietas para peixes (KAMALAN et al., 2017).

O amido, polimero de armazenamento energético dos vegetais, € o carboidrato mais
abundante na alimenta¢do humana (MARZZOCO & TORRES, 2011). E constituido de duas
macromoléculas: a amilose, constituida de moléculas de glicose ligadas em arranjo linear por
ligacdes glicosidicas a-1-4, e a amilopectina, formada por cadeias ramificadas de agtcares,
unidos por ligagdes dos tipos a-1-4 e a-1-6 (DIMANTOW et al., 2004). Hé ainda estudos que
revelam a existéncia de um terceiro componente do amido que ¢ chamado de material
intermedidrio, composto de moléculas cujas estruturas e propriedades estdo entre as da amilose
e amilopectina e que influenciam nas propriedades fisico-quimicas do amido (JANE, 2009;
DENARDIN & SILVA, 2009).

O amido ¢ sintetizado em duas estruturas celulares, seja nos plastidios quando sdo
destinados a producdo de energia que sera utilizada de forma rdpida para manuten¢do da planta,
ou em amiloplastos contidos no endosperma dos graos quando seu destino ¢ o armazenamento
por longos periodos com a funcao de reserva energética (PERES & BENTOREF, 2010). O amido
de reserva ¢ estocado na forma de granulos, sua composi¢do tem propor¢des de amilose e
amilopectina variando entre 20 a 30% e 70 a 80%, respectivamente (WANG et al., 2015;
WANG & COPELAND, 2015). Os granulos de amido possuem tamanhos e formas que variam
de acordo com a fonte vegetal e seu estagio de desenvolvimento. Quanto ao tamanho, podem
variar entre <1 a 100 p de didmetro e os formatos conhecidos sdo ovais, esféricos, poligonais,
alongados ou em forma de disco, dentre outros (LEONEL, 2007; JANE, 2009).

As proporg¢des de amilose e amilopectina variam de acordo com a fonte vegetal e estdo

relacionadas as propriedades fisico-quimicas dos graos de amido como absor¢do de agua,
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gelatinizacdo, retrogradacdo e resisténcia a agdo enzimatica no processo de digestdo
(COPELAND et al., 2009; WANG et al., 2011). Além disso, o tipo de agucar, as ligagdes entre
eles e o grau de polimeriza¢ao determinam a eficiéncia com que as enzimas digestivas serdo
capazes de hidrolisar os carboidratos e disponibiliza-los ao metabolismo (ENGLYST &
ENGLYST, 2005). Emrelagao a digestao, o amido ¢ classificado em amido de digestdo rapida
(rapidly digestible starch, RDS), amido de digestdo lenta (slowly digestible starch, SDS) e
amido resistente ou ndo digestivel (resistant starch, RS) (ENGLYST & ENGLYST, 2005).

Os peixes ndo tém exigéncia nutricional em carboidratos. Isso porque evoluiram no
ambiente aquatico, onde reservas de carboidratos sdo escassas. Desta forma, ndo desenvolveram
especialidades em digerir e absorver de maneira eficiente os alimentos ricos em carboidratos.
Portanto, os peixes sdo mais eficientes em utilizar lipidios e proteinas como fonte de energia
(NRC, 2011; KAMALAM, 2017).

Entretanto, a adicao de carboidratos em dietas para peixes ¢ uma pratica o comum, visto
que sdao abundantes nos sub-produtos dos graos, sendo amplamente disponiveis e tém baixo
custo. Portanto, carboidratos sdo incluidos nas ragdes com o intuito de evitar o uso de proteinas,
que ¢ um nutriente de alto custo, no metabolismo energético. O chamado efeito poupador de
proteina ja foi demonstrado em espécies de peixes como o Rhamdia quelen, Pagrus major,
Cyprinus carpio, Carassius auratus gibelio e Scophthalmus maximus (MORO et al.,
2010;GARCIA-MEILAN et al., 2014; FAN et al., 2016; LI et al., 2014; WANG et al., 2016,
ZENG et al., 2015). O efeito poupador de proteina promovido pela adicdo de carboidratos a
dieta ajuda a reduzir a liberagao de compostos nitrogenados no sistema de producdo e diminuir
o custo das ragdes. Além disso, os carboidratos, dependendo de seu contetido fibroso, podem
influenciar no transito gastrintestinal e ajudar a promover estabilidade do bolo fecal (HEMRE
& DENG, 2015; KAMALAM et al., 2017, NRC, 2011). A adicdo de carboidratos em
propor¢des adequadas pode melhorar o desempenho e a eficiéncia alimentar dos peixes; no
entanto, se adicionados em excesso, promovem o mau aproveitamento das outras fontes
nutricionais pois os peixes atingem a saciedade rapidamente e ndo ingerem as quantidades
necessarias do outros nutrieentes, além do acimulo excessivo de gordura corporal ocasionado
pela excesso de energia oriunda da dieta, que ¢ depositada no corpo na forma de gordura
(ZHANG et al., 2009; MORO et al., 2010; NRC, 2011). Do ponto de vista pratico da confec¢ao
de dietas, o uso fontes ricas em amido ¢ essencial porque elas atuam como como agentes
aglutinantes, ajudando na extrusdo das ragdes. Durante o processo de extrusdo, as condigdes de

alta temperatura, umidade e pressdo causam a expansao e gelatinizagdo do amido contido nos
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ingredientes, o que confere ao pélete maior estabilidade e flutuabilidade na agua (MORO &
RODRIGUES, 2015; KAMALAN, 2017).

Em se tratando do aproveitamento dos carboidratos pelos peixes, diversos fatores podem
influenciar, promovendo ou prejudicando seu uso pelo organismo. Os alimentos de origem
vegetal utilizados em dietas para peixes sdo predominantemente constituidos de amido e
polissacarideos ndo amilaceos, sendo que a eficiéncia de sua digestdo e absorcao depende dos
percentuais desses componentes na composi¢do dos alimentos. No caso dos alimentos ricos
em amido, a utilizagdo ¢ possivel, ja que os peixes produzem enzimas responsaveis pela
digestao do amido (BRITO et al., 2008; KROGDAHL et al., 2005; ENES et al., 2009; NRC,
2011). No entanto, fatores antinutricionais presentes nos PNAs dificultam seu aproveitamento,
como ¢ o caso da fibra alimentar, que nao ¢ metabolizada pelos peixes, uma vez que esses nao
sintetizam as enzimas necessarias para a digestdo destes compostos. Portanto, a inclusdo de
carboidratos nas dietas para aquicultura deve ser rigorosamente avaliada (FRACALOSSI &
CYRINO, 2013, KAMALAN et al., 2017; LI et al., 2014). Além disso, a composi¢ao alimentar
tem a capacidade de modular a producao de enzimas digestivas. Juvenis de jundia (Rhamdia
quelen), alimentados com dietas ricas em carboidratos, apresentaram maior atividade da enzima
maltase quando alimentados com fonte contendo maior teor de PNA (farelo de trigo) em relagao
a fontes ricas em amido (residuo de mandioca, milho e quirera de arroz) (GOMINHO-ROSA
et al., 2015).

O habito alimentar das espécies ¢ outro fator que interfere na utilizacdo de carboidratos.
Espécies carnivoras t€ém menor capacidade de aproveitar carboidratos, enquanto que espécies
herbivoras ¢ onivoras se adaptam melhor a adicdo desses componentes em suas dietas
(KROGDAHL et al., 2005). No entanto, mesmo entre espécies de mesmo habito alimentar,
pode haver diferenciacdo na digestdo e absorcao de carboidratos, o que ja foi demonstrado na
comparacdo entre tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus) e jundid, duas espécies onivoras que
apresentam diferengas quanto a digestibilidade do amido e atividade das enzimas amilase e
maltase quando alimentadas com fontes ricas em amido (GOMINHO-ROSA et al., 2015). Na
espécie carnivora Solea senegalensis foi relatada uma rapida diminui¢ao da glicose plasmatica,
0 que sugere que esta espécie possui maior adaptacdo ao carboidrato na dieta e relagdo a outros
carnivoros (CONDE-SIEIRA et al., 2015).

Peixes carnivoros apresentam diversas restricdes quanto ao aproveitamento dos
carboidratos da dieta. Comparagdo entre onivoro carpa comum, Cyprinus carpio, € 0 carnivoro

truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, mostrou que a espécie carnivora apresenta menor
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atividade das enzimas digestivas, o que torna o processo de digestdao dos alimentos menos
eficiente (HIDALGO et al., 1999). Além disso, peixes carnivoros possuem menor capacidade
de metabolizar a glicose resultante do processo de digestao. Isso se da devido a baixa densidade
de receptores de insulina nos tecidos desses peixes (PARRIZAS et al., 1994) o que faz com que
estes tenham um quadro de hiperglicemia plasmatica prolongada apds uma alimentagdo rica em

carboidratos (PANSERAT et al., 2000).

1.6 FONTES DE CARBOIDRATOS EM DIETAS PARA PEIXES

Considerando a notavel produgdo agropecudria brasileira, observa-se uma grande
variedade de produtos ou subprodutos vegetais com potencial de uso como ingredientes em
ragoes para peixes, podendo substituir a farinha de peixe, principal ingrediente tradicionalmente
utilizado na formulacdo de dietas na aquicultura (BARONE, 2017, PASTORE et al., 2012;
PEZZATO et al., 2002). O uso de ingredientes de fonte vegetal, em especial, apresenta
vantagens pela alta disponibilidade e, consequentemente, baixo custo (FRACALOSSI &
CYRINO, 2013; KAMALAM et al., 2017). A produ¢ao mundial de cereais em 2018 foi
estimada em 2.608,6 milhdes de toneladas, sendo a maior parcela dessa produgdo vindo dos
paises asiaticos que somam 1.154,6 milhdes de toneladas, seguida pelos europeus (524 milhdes
de toneladas), América do Norte (494,2 milhdes de toneladas), América do Sul (215,4 milhdes
de toneladas) e Africa (189,8 milhdes de toneladas). Na América do Sul, o Brasil desponta
como o maior produtor de graos com 101,8 milhes de toneladas, em 2018 (FAO, 2019). Segue
abaixo uma breve descricdo ingredientes vegetais testados no presente estudo: milho, sorgo,
arroz e trigo.

O milho ¢ o principal alimento energético utilizado na fabricagdo de dietas para animais,
incluindo peixes. E constituido basicamente de amido, sendo uma importante fonte de energia,
rica também em betacarotenos e vitamina A. Apresenta alta palatabilidade e alta digestibilidade
para peixes carnivoros e onivoros (PEZZATO et al., 2002, PASTORE et al., 2012; SANTOS-
CIPRIANO et al., 2015). A disponibilidade de milho no cenério agricola brasileiro ¢ alta, com
uma produg@o em torno de 85 mil toneladas na safra 2017/2018 (CONAB, 2018). Além disso,
pode ser encontrado tanto como milho em grao e farelo de milho, como na forma de
subprodutos, como “gluten” de milho, fuba de milho, dentre outros (PASTORE et al., 2012).

O arroz é tradicionalmente um dos cereais mais produzidos no mundo. E principalmente

utilizado na alimenta¢cdo humana, mas seus subprodutos sdo destinados a alimentagdo animal.
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E constituido predominantemente de amido, o que lhe caracteriza como uma excelente fonte de
energia, além de ser fonte de vitaminas e minerais (WALTER et al., 2008). O processamento
do arroz origina 70% de endosperma, que ¢ utilizado na alimentagdo humana, além de
subprodutos como casca (20%), farelo (8%) e gérmen (2%), que podem ser usados em dietas
animais (HOED et al., 2006; CARVALHO et al., 2018). O total de endosperma produzido passa
ainda por uma triagem que origina em torno de 14% de grdos quebrados originando o
subproduto conhecido como quirera de arroz, um subproduto o qual possui a composicao do
grao de arroz, e que tem sido amplamente utilizado na alimentagdo animal (LIMBERGER et
al., 2008, CARVALHO et al., 2018). O trigo, utilizado principalmente em forma de farinha, ¢
um dos cereais de maior importancia econdmica e nutricional na alimentagdo humana (ROSSI
& NEVES, 2004). Dos subprodutos do trigo, o farelo ¢ o mais utilizado na alimentacao animal.
Devido a sua composi¢do com alta concentracao de fibras resistentes a digestao enzimatica, seu
uso apresenta restricoes. No entanto, os processos aplicados na industria de ragdes como
moagem e extrusao melhoram a funcionalidade dessas fibras (PASTORE et al., 2012;
DHINGRA et al., 2012). O farelo de trigo representa em torno de 13 a 19 % do peso total do
grio de trigo. E rico em minerais, fibras, vitaminas do complexo B e compostos bioativos que
possuem propriedades promotoras da saide em humanos (REISINGER et al., 2013).

Outro cereal de importancia para a alimentagdo animal € o sorgo. Esse ¢ quinto cereal
mais produzido no mundo e bastante consumido pelas populag¢des, mas no Brasil seu uso ¢ em
sua maioria restrito a alimentacao animal (QUEIROZ et al., 2015). Apresenta perfil de
composi¢ao semelhante ao milho, com média em torno de 70% de amido, 11% de proteina, 3%
lipidios e 2% de fibra, o que o torna um ingrediente energético com potencial uso para a
alimentacao animal, principalmente as variedades de baixo teor de tanino, as quais apresentam
redu¢do em fatores antinutricionais que sao comuns em diversas variedades desse cereal
(ANTUNES et al.,, 2007, MARQUES et al.,, 2007).A Tabela 1 apresenta a composi¢do
nutricional e caracteristicas do amido de cereais e seus derivados normalmente usados como

ingredientes energéticos em dietas para a alimentacdo animal.

1.7 AVALIACAO DE CARBOIDRATOS NA NUTRICAO DE PEIXES

A avaliag@o dos alimentos ¢ um procedimento fundamental a ser realizado antes da
escolha de um ingrediente para compor dietas para peixes. Fatores como composi¢ao quimica,

qualidade, digestibilidade, palatabilidade, niveis de inclusdo nas dietas e facilidade de



23

processamento sdo exemplos de alguns aspectos relacionados aos ingredientes que devem ser
avaliados para que se assegure que sejam adequados a formulagdo de ragdo para uma
determinada espécie, atendendo suas exigéncias nutricionais, promovendo o adequado
crescimento, possibilitando uma extrusdo adequada e boa condi¢ao sanitaria (GLENCROSS et
al., 2007). A capacidade de aproveitar os carboidratos da dieta pode ser determinada por meio
da avaliacdo da digestibilidade, a qual informa sobre a biodisponibilidade dos nutrientes e

energia dos potenciais ingredientes, sendo, portanto, fundamental no processo de escolha.

Tabela 1. Composicdo nutricional e caracteristicas do amido dos cereais e seus derivados,
usados como ingredientes energéticos em dietas para a alimenta¢do animal.

Fracio (%) . .
e caracteristicas do amido Milho Sorgo Arroz Trigo
Matéria seca 89,08 A! 88,93 ¢! 89,60 ™! 88,39 !
85,88 E10 96,06 " 89,66 1!
88,89 ¢!
Proteina bruta 7,27 A1 12,20 P4 15,24 1 14,62 %
16,34 ¢! 17,431 18,951
8,86 ¢!
Extrato etéreo 4,97 Al 5,50 ¢! 21,29 H1 2,36
2,35 E10 8,771 6,09 1
4,159
Cinzas 1,23 A1 1,95 ¢! 9,14 11 0,721
1,86 10 11,401 4,50 11
1,80 ¢!
Fibra detergente neutro 15,87 A6 9,80 E10 21,53 HIO 45,39 Lo
10,03 ¢! 24,3010 2,657'10
4,70 G10 40,10 110
Amilose 27,872 16a238 1 a25M!I 26 A28’
Amido 65a70 %’ 49 278 18 22,70 H10 76,5010
56,80 E10 26,00 10 31,3510
74,45 610 54,93 M10
Tamanho granulos 2230 pm? 2a30pm? 3a8um’ <102 40 pm>
Formato granulos Esférico Esférico ° Poliédrico Arredondado,
lentricular 3
Energia, kcal g 3.873 46 3.860E10 4.335H10 3.878 L6
3.912¢10 3.740 10
3.821 610

A Milho moido. B Grao de milho. ¢ Sorgo baixo tanino. ® Sorgo comum. ¥ Sorgo alto tanino. F Farelo de sorgo. ¢
Quirera de arroz. ! Farelo de arroz. ! Farelo de arroz desengordurado. ! Farinha de trigo. ¥ Farelo de trigo. © Gro
de trigo. M Grio de arroz. ! Laboratério de nutrigio de espécies aquicolas (LABNUTRI, UFSC). > WEBER et al.
(2009). > TESTER & QI et al. (2004). * SILVA (2015). 5 YONEMOTO et al. (2007). ¢ SILVA et al. (2009).
SANTOS (2015). 8 KAUFMAN et al. (2017). ° ACQUISGRANA et al. (2016). '° ROSTAGNO et al. (2011). !
FREI et al. (2003).

Caracterizagdes do amido dos ingredientes quanto a forma e tamanho dos granulos
tém sido cada vez mais realizadas a partir da descoberta da microscopia eletronica. Essa
ferramenta ¢ 1til para identificar possiveis alteracdes que os granulos de amido podem sofrer

como resultado do processamento (LEONEL, 2007). A caracterizagdo das estruturas internas
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dos granulos pode ser feita por meio da microscopia eletronica de transmissdo (MET). Ja
analises externas dos granulos sdo realizadas com uso de microscopia eletronica de varredura
(MEV) ou microscopia de forca atomica (MFA) (GALLANT et al., 1982). A MEV, em
especial, ¢ utilizada para determinar o grau de gelatinizacdo do amido em ragdes comerciais
processadas por extrusdo (KRAUGERUD & SVIHUS, 2011). Analises de microestrutura do
amido por meio de MEV podem ser aplicadas para identificar alteracdes nos granulos de amido,
antes e depois da digestdo. Em jundids alimentados com dietas ricas em carboidratos, analises
de MEV revelaram a ocorréncia de estruturas chamadas esferulitos, formadas pela jungao de
lipidios e cadeias de amilose e, nesse caso, refletiram a baixa digestibilidade do amido para esta
espécie (GOMINHO-ROSA et al., 2015).

Considerando a crescente demanda pela produgdo peixes, dentre eles o pirarucu, € os
entraves que a cadeia produtiva dessa espécie enfrenta, faz-se necessario o desenvolvimento de
estudos que embasem o desenvolvimento de tecnologias de producdo. Neste sentido, o
conhecimento prévio dos ingredientes através da determinacdo de sua digestibilidade ¢
essencial no processo de descoberta de fontes alimentares alternativas aos ingredientes
tradicionalmente utilizados. Os ingredientes energéticos em particular, tem importancia no
contexto da producdo de ragdes para peixes pois seu uso pode ser fator preponderante de

redugdo dos custos de produgao.

1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo Geral

Avaliar a digestibilidade aparente de ingredientes energéticos em dietas praticas para

juvenis de pirarucu (Arapaima gigas).

1.7.2 Objetivos Especificos

Determinar os coeficientes de digestibilidade da matéria seca, proteina bruta, energia
bruta e amido dos ingredientes: milho, farelo de trigo, quirera de arroz, farelo de arroz
desengordurado e sorgo baixo tanino.

Caracterizar a microestrutura do amido em dietas e fezes por meio de microscopia

eletronica de varredura.
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RESUMO

A utilizagao de ingredientes vegetais, ricos em carboidratos, foi avaliada na dieta para juvenis
de pirarucu (4rapaima gigas), uma espécie carnivora amazonica com crescente interesse para
a aquicultura. As fontes vegetais testadas foram milho, sorgo baixo tanino, quirera de arroz,
farelo de arroz desengordurado e farelo de trigo, incluidas na propor¢do de 20% em uma dieta
referéncia com 549,6 g kg™ de proteina bruta. Foi avaliada a digestibilidade da energia e
nutrientes, incluindo o amido, bem como a microestrutura das dietas e fezes por microscopia
eletronica de varredura (MEV). Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDAs) dos
nutrientes e energia variaram significativamente em fungao das fontes vegetais, exceto para a
proteina bruta, cujos CDAs foram semelhantes. Quirera de arroz e milho foram os ingredientes
mais digestiveis, considerando-se a matéria seca e energia, enquanto que o farelo de trigo
apresentou o maior CDA para o amido. A digestibilidade do amido apresentou relacao inversa
com o teor de amido dos ingredientes testados, mas relagdo direta com o teor de fibra destes.
Portanto, a maior digestibilidade do amido foi detectada para o farelo de trigo e, a menor, para
sorgo baixo tanino. Nas amostras fecais de milho foram detectadas estruturas semelhantes a
esferulitos, as quais estdo relacionadas a baixa digestibilidade do amido verificada neste
ingrediente. De forma geral, o pirarucu apresentou boa capacidade de digestdo dos ingredientes
testados, revelando bom potencial para sua inclusdo na produgdo de dietas comerciais para a
espécie.

Palavras-chave: digestibilidade, fontes vegetais energéticas, peixe carnivoro, microscopia

eletronica de varredura.
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2.1 INTRODUCAO

O pirarucu (4Arapaima gigas) ¢ um peixe nativo da Amazdnia (Nelson, 2006). Tem
habito alimentar carnivoro, sendo que sua dieta natural é composta por pequenos peixes,
crustaceos, moluscos e insetos (Queiroz, 2000). A pesca desordenada reduziu os estoques
naturais de pirarucu levando-o a extingcdo em alguns locais de sua area de ocorréncia (Castello
et al., 2015). A aquicultura tem o importante papel de suprir a demanda pela carne desse peixe
e ajudar a reduzir as pressoes de captura sobre suas populagdes naturais. Estudos relatam o
grande potencial do pirarucu para criagdo intensiva pela qualidade da sua carne, que ¢ muito
apreciada, pelo alto rendimento de carcaca (50%) e rapido crescimento, podendo atingir até¢ 10
kg em um ano, além de sua resisténcia a hipoxia, por apresentar respiracao aérea obrigatdria
(Soares et al., 2006; Pereira-Filho & Roubach, 2013; Ono & Kehdi, 2013). Entretanto, alguns
desafios limitam sua produgdo em larga escala, tais como a producdo de juvenis, a falta de
conhecimento sobre suas exigéncias nutricionais em sistemas intensivos de criagdo, além do
alto custo das rag¢des, que encarecem o produto final (Ono & Kehdi, 2013; Pedroza-Filho et al.,
2016, Rodrigues et al., 2019).

O uso de subprodutos vegetais em ragdes para peixes € uma tendéncia da aquicultura
moderna, sendo uma alternativa para reduzir os custos de produgao. Estes subprodutos sao
abundantes e apresentam baixo custo, quando comparados a ingredientes de origem animal
como, por exemplo, a farinha de peixe (Kaur & Shah, 2017; FAO, 2018; Caipang et al., 2019).

Ingredientes vegetais sdo ricos em carboidratos e tém o amido como principal
nutriente, o qual ¢ utilizado como fonte energética em ragdes para aquicultura (NRC, 2011;
Kamalam, 2017). Apesar dos peixes ndo apresentarem exigéncia nutricional para carboidratos
(NRC, 2011), a sua adigdo em proporgdes adequadas otimiza o uso de outros nutrientes da
dieta, promovendo o efeito poupador de proteina, diminuindo o custo das ra¢des e auxiliando
no processo de extrusdo (Garcia-Meilan et al., 2014; Fan et al., 2016; LI et al., 2014; Wang et
al., 2016, Zeng et al., 2015).

De maneira geral, peixes carnivoros tém capacidade limitada para aproveitar os
carboidratos da dieta, quando comparados aos herbivoros e onivoros (Krogdahl et al., 2005).
No entanto, na espécie carnivora Solea senegalensis foi observada a rapida redugdo da glicose
plasmatica apds o consumo de dietas ricas em carboidratos, o que sugere que esta espécie possui
boa capacidade de metabolizar os carboidratos da dieta (Conde-Sieira et al., 2015). Além disso,

Gominho-Rosa e colaboradores (2015) sugerem que, além do habito alimentar, caracteristicas
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morfolégicas do trato digestorio dos peixes também podem ser fatores determinantes da sua
capacidade de aproveitar alimentos ricos em amido.

Carboidratos vegetais sdo compostos de amido e polissacarideos ndo amildceos
(PNAs), estes ultimos sdo os principais componentes da fibra alimentar e ndo sdo digeridos
pelos peixes (NRC, 2011). O amido de reserva ¢ formado por 20 a 30% de amilose e 70 a 80%
de amilopectina, que sdo armazenadas nos amiloplastos, na forma de granulos de <1 a 100 p de
diametro, formando estruturas ovais, esféricas, poligonais, alongadas ou em forma de disco
(Leonel, 2007; Jane, 2009, Peres & Bentorf, 2010). Esses aspectos variam de acordo com a
fonte vegetal e determinam as propriedades fisico-quimicas do amido, tais como absor¢ao de
agua, gelatinizacdo, retrogradacao e resisténcia a acao enzimatica na digestao (Copeland et al.,
2009; Wang et al., 2011).

Analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) sdo tteis para caracterizar os
granulos de amido, mostrando alteragdes decorrentes do processamento e indicando o grau de
gelatinizacao do amido em ragdes extrusadas (Leonel, 2007; Kraugerud & Svihus, 2011). Essa
ferramenta pode ainda identificar alteragdes morfologicas na microestrutura do amido em fezes
de peixes, causadas pelo efeito da digestao (Gominho-Rosa et al., 2015).

Ensaios de digestibilidade fornecem os coeficientes de digestibilidade aparente
(CDA), os quais refletem o aproveitamento dos nutrientes e energia da dieta, conhecimento
fundamental para a formulagdo de ragdes nutricionalmente eficientes, com precos competitivos
e responsabilidade ambiental (NRC, 2011; Irvin & Tabrett, 2005). Estudos de digestibilidade
com o pirarucu relataram melhor aproveitamento de ingredientes proteicos de origem animal
em relagdo aos de origem vegetal (Cipriano et al., 2016). Em se tratando de ingredientes
energéticos, peixes carnivoros de agua doce, dentre eles o pirarucu, tém apresentado baixa
capacidade de aproveitamento quando alimentados em experimenta¢do com dietas peletizadas.
(Teixeira et al., 2010; Cipriano et al.,2015; Melo et al., 2016). Além da fonte do ingrediente,
os métodos empregados no seu processamento também sdo fatores importantes que influenciam
na sua digestibilidade pelo pirarucu (Rodrigues et al.,2019).

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de aproveitamento de fontes vegetais
ricas em carboidratos por juvenis de pirarucu, com base na digestibilidade aparente da matéria
seca, proteina, energia e amido, além da analise da microestrutura dos granulos de amido, antes

e a apos a digestao.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Dietas experimentais

Uma dieta referéncia foi formulada atendendo as exigéncias nutricionais
recomendadas para peixes carnivoros de agua doce (NRC, 2011) (Tabela 1). Cinco dietas-teste
foram formuladas, utilizando-se um nivel de inclusdo de 20% de cada um dos seguintes
ingredientes teste: milho, sorgo baixo tanino, quirera de arroz, farelo de arroz desengordurado
e farelo de trigo. As cinco dietas experimentais também eram compostas por 79,5 % de uma
dieta referéncia e 0,5% de 6xido de cromo, utilizado como marcador inerte. A dieta referéncia,
que se constituiu na sexta dieta experimental, também continha 0,5% do marcador inerte.

Os ingredientes foram moidos individualmente em moinho tipo martelo (tela de malha
de 1 mm), peneirados manualmente (0,60 mm) e misturados em misturador horizontal
(Inbramagq, Ribeirdo Preto, Brasil). A umidade da mistura foi ajustada para 21% por aspersdo
de agua destilada. As dietas foram extrusadas em uma extrusora de parafuso tnico Modelo
MX40 (Inbramag, Ribeirao Preto, SP, Brasil). As condi¢gdes de extrusdo foram: temperatura 85
° C, vazdo a 20% da capacidade nominal, velocidade do parafuso 220 rpm, relagdo largura /
diametro de 2,3 / 1, diametro do parafuso 92,5 mm, comprimento do cilindro 210 mm. As dietas
foram secas em estufa de ventilagao forcada, acondicionadas em sacos plasticos e refrigeradas

a -20 °C até o uso.

2.2.2 Condicoes experimentais e manejo dos peixes

As praticas de manejo dos peixes realizadas neste estudo foram aprovadas pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(CEUA-CNPASA) de acordo com o certificado N°35, protocolo 01/2018. Os experimentos
foram realizados no Centro de Aquicultura (CEAq) do Centro Nacional de Pesquisa em Pesca,
Aquicultura e Sistemas Agricolas (CNPASA), Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), em Palmas, TO.
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Tabela 1. Formulagao e composi¢ao proximal da dieta referéncia.

Ingredientes Conteiido (g.kg™)
Farinha de residuo de salmio 462,70
Farinha de visceras 245,00
Farinha de trigo 210,00
Oleo de linhaca 10,00
Oleo de soja 10,00
Premix micromineral’ 10,70
Mistura macromineral® 49,00
Bitartarato de colina 1,60
Hidroxitolueno butilato 1,00
Composic¢io proximal

Matéria seca 912,0
Proteina bruta 549.6
Extrato etéreo 121,3
Cinzas 142,8
Amido total 24,52
Fibra em detergente neutro 3,45
Energia bruta, KJ/ g 20,14

"Produzido por Cargill, F30805CVL, Lote 0004610475 (Campinas, Sdo Paulo).
Composigdo por kg: acido folico 420 mg, acido pantoténico 8333 mg, BHT
25.000 mg, biotina 134 mg, sulfato de cobalto 27 mg, sulfato de cobre 1833 mg,
sulfato ferroso 8000 mg, iodato de calcio 92 mg, sulfato de manganés 3500 mg,
niacina 8,333 mg, selenito 100 mg, vitamina (vit.) A 1,666,670 UI, vit. B; 2083
mg, vit. Biz 5000 pg, vit. B, 4166 mg vit. B 3166 mg, equivalente de acido
ascorbico 66,670 mg, vit. D3 666.670 UL, vit. E 16,666 Ul, vit. K3 833 mg,
sulfato de zinco 23,330 mg, inositol 50 000 mg, propionato de calcio 250,000
mg.

Juvenis de pirarucu (Arapaima gigas) foram adquiridos em uma piscicultura comercial
(Hidrobios Aquicultura, Palmas, TO). Os peixes foram transportados em caixa transportadora
Transfish (200 L) em dgua levemente salinizada (2%). Os juvenis foram alojados em tanques
de 1000 L, onde permaneceram por um periodo de quarentena de 15 dias, sendo alimentados
com dieta comercial para peixes carnivoros (55% de proteina bruta). Em seguida, os peixes
(peso médio: 131,34 + 3,29 g) foram distribuidos em doze tanques cilindro-conicos com volume
de 200 L, em sistema aberto de circulagdo de 4gua, com vazdo de 2 L min™'. A biomassa média
dos tanques foi de 1.313 + 32,85 g, incluindo nove peixes por tanque. Os peixes foram
adaptados ao sistema experimental durante uma semana, sendo alimentados com a dieta
comercial ja citada. O fotoperiodo foi de 12 h. As varidveis indicadoras da qualidade da dgua

foram monitoradas duas vezes por semana e se mantiveram na faixa recomendada para a espécie

(temperatura 29,0 £ 0,86 °C; oxigénio dissolvido 6,90 + 0,82 mg L'; pH 6,44 + 0,38; amonia
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total 0,35 + 0,12 mg L' (Pereira-Filho & Roubach, 2013). A temperatura e oxigénio dissolvido
foram monitorados utilizando-se oximetro digital com termdmetro acoplado (Hanna HI 9146);

o pH e a amonia total por meio de kit colorimétrico (ALFAKIT, Florianopolis, SC).

Tabela 2: Composigido proximal dos ingredientes testados.

Fracio (%) expressa Quirera  Sorgo  Farelo
em 100% de matéria  Milho de baixo de Farelo de arroz
. . desengordurado
seca arroz tanino trigo

Matéria seca 89,08 88,89 88,93 89,66 96,06
Proteina bruta 7,23 8,86 16,34 18,95 17,43
Extrato etéreo 4,97 5,5 4,97 8,77 4,15
Cinzas 1,23 1,80 1,95 4,50 11,40
Energia bruta, kJ g" 18,80 18,85 18,88 19,62 21,82
Fibra detergente 10,32 1,52 10,32 35,58 17,94
neutro
Amido total 68,26 67,67 61,46 20,87 19,44

2.2.3 Procedimentos experimentais

As dietas experimentais foram distribuidas aleatoriamente entre os tanques, em
delineamento em blocos inteiramente ao acaso, ja que foram feitas duas avaliagdes no tempo
(duas repeti¢des de cada tratamento em cada bloco, totalizando quatro repeti¢des por dieta). Ao
final de cada avaliagcdo, um novo sorteio foi feito para a distribui¢do dos tratamentos entre os
tanques. Em cada avaliacdo, antes da coleta de fezes, os peixes foram submetidos a um periodo
de adaptagdo as dietas experimentais de 15 dias.

A alimentagdo foi fornecida duas vezes ao dia (09:00 h e 14:00 h) até a saciedade
aparente. A sobras de ragdo foram coletadas para determinar o consumo. As fezes foram
coletadas em sistema Guelph modificado, por meio de tubos plasticos de 50 mL acoplados na
parte inferior dos tanques. As coletas iniciaram 30 min ap0s a alimentag¢do e ocorreram por um
periodo de 3 h. Os tubos contendo as fezes eram retirados a medida que apareciam fezes
visivelmente decantadas no fundo. Apos as coletas, as fezes foram centrifugadas (2268 x g por
5 min), o sobrenadante dos tubos foi descartado, as fezes foram congeladas e posteriormente
liofilizadas. Ao final da ultima coleta de cada dia, as paredes internas dos tanques foram limpas

e cerca de 70% do volume de 4gua renovado.

2.2.4 Analises laboratoriais
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As analises de composi¢do proximal dos ingredientes, dietas e fezes foram realizadas
no Laboratério de Nutricdo de Espécies Aquicolas (LABNUTRI, UFSC). As amostras foram
moidas ¢ homogeneizadas em moedor (modelo MDR302-127, Cadence). As analises foram
conduzidas seguindo metodologia padronizados pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1999). A umidade foi determinada por meio de secagem em estufa a 105°C
até peso constante (método 950.01); o extrato etéreo, por Soxhlet (método 920.39C); o
nitrogénio total por Kjeldahl (método 945.01) e N x 6,25 para a determinagao da proteina bruta;
as cinzas, por incineracdo em mufla a 550°C (método 942.05). A fibra em detergente neutro
(FDN) foi determinada pelo método de Van Soest et al. (1991), utilizando-se o um equipamento
determinador de fibra (TE-149, Tecnal, Brasil). A energia bruta foi determinada por bomba
calorimétrica (PARR, modelo ASSY 6200), seguindo as instru¢des do fabricante. O teor de
oxido de cromo III nas dietas e fezes foi determinado pelo método espectofotométrico da
difenilcarbazida, descrito por Bremer-Neto e colaboradores (2003). A determinagao do amido
total nas dietas e fezes foi feita pelo método enzimatico da amiloglucosidade-alfa-amilase,
descrito por McCleary et al (1997).

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDAs) do amido, proteina bruta, energia
bruta e matéria seca foram calculados segundo as seguintes equagdes: Para os nutrientes (Cho

& Slinger, 1979):

CDA% = 100 [100 (%indicador na Dieta N Fezes )]
0T x %indicador nas Fezesx NDieta

Para os ingredientes, utilizando-se uma proporcao de 80% da dieta referéncia e 20%

do ingrediente teste, baseado em Cho e Slinger (1979) e Bureau et al (1999):

0,8x NRef
0,2x NIng

CDAing(%) = CDA%Dt + (CDA(%)Dt — CDA(%)Ref)x

Onde: CDA%: coeficiente de digestibilidade aparente; I: quantidade de nutriente ou

energia ingerida; F: quantidade de nutriente ou energia defecada; N: nutriente (%) ou energia

(kcal. kg™!) nas fezes, dieta teste, dieta referéncia ou ingrediente teste; Dt: dieta teste; Ref: dieta
referéncia; Ing: ingrediente.

A MEV foi realizada no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME,

UFSC). As amostras liofilizadas foram fixadas em fita de carbono e revestidas com uma camada
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de ouro de 350 A, seguido de visualizacio em microscopio eletronico de varredura (modelo

JEOL JSM-6390LV), com distancia de trabalho de 15 mm, com uma tensao de 10 kV.

2.2.5Analises estatisticas

Os dados de CDAs foram testados quanto a homocedasticidade e normalidade pelos
testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente, em seguida foram submetidos a andlise de
variancia one-way (ANOVA) e, quando necessario, submetidos ao teste de Tukey, para
comparacdo das médias dos tratamentos. O coeficiente de correlagdo (R) foi calculado para
avaliar a relagdo entre os teores de amido e fibra dos ingredientes e os CDAs do amido. As
analises estatisticas foram executadas no software Statistica versao 7.0 (STATSOFT, 2004) e o

nivel de significancia de 5% foi adotado para todos os testes.

2.3 RESULTADOS

2.3.1Digestibilidade do amido

A digestibilidade do amido variou significativamente entre as fontes vegetais (Figura
2). A melhor digestibilidade foi registrada para o farelo de trigo (103,45 + 5,31 %). J4 o farelo
de arroz desengordurado, milho e a quirera de arroz apresentaram valores de digestibilidade
intermedidrios e semelhantes entre si (85,64 + 1,24 % ,77,73 + 1,84 % e 76,80 = 1,41 %,
respectivamente), € o sorgo baixo tanino, apresentou o menor coeficiente de digestibilidade
(53,36 £ 5,18 %).

O coeficiente de correlacdo (R) mostrou interagdo positiva significativa entre os teores
de amido nos ingredientes e seus coeficientes de digestibilidade (R=0,6061, p<0,05), indicando
que a digestibilidade do amido ¢ influenciada pelo teor de amido dos ingredientes, com relagao
inversamente proporcional. Foram observadas ainda variagdes diretamente proporcionais dos

CDAs do amido em relagdo ao teor de fibra dos ingredientes testados (Figura 1).
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Figura 1: Relagdo entre os coeficientes de digestibilidade do amido e os teores de amido e fibra em detergente

neutro em ingredientes vegetais, testados para juvenis de pirarucu (Adrapaima gigas).
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abe [ etras diferentes indicam diferencas significativas entre médias pelo teste de Tukey (p<0,05).

2.4Digestibilidade da matéria seca, proteina bruta e energia bruta

A digestibilidade da matéria seca diferiu significativamente entre os ingredientes. A
quirera de arroz apresentou a maior digestibilidade da matéria seca (81,14 + 1,52 %), seguida
pelo sorgo baixo tanino (77,71 + 0,99 %) e farelo de trigo (76,5 £0,81 %). Ja o farelo de arroz
desengordurado e milho apresentaram os menores CDAs para a matéria seca (76,5 +0,81% e
70,15 £2,94%, respectivamente). A digestibilidade da proteina nao diferiu significativamente
entre os ingredientes, porém apresentou ampla variagao entre os mesmos (farelo de trigo 54,73
+ 7,85 %, milho 64,44 + 8,64 %, sorgo 65,94 + 5,20 %, farelo de arroz desengordurado 67,07
+ 8,07 % e quirera de arroz 80,23 + 12,66 %). Os diferentes ingredientes influenciaram
significativamente os CDAs da energia, que foram maiores em peixes alimentados com milho
(77,66 + 2,36 %) e quirera de arroz (68,50 = 10,00 %) e menores naqueles alimentados com
farelo de trigo (57,35 £4,31 %), farelo de arroz desengordurado (56,68 = 2,75 %) e sorgo baixo
tanino (54,98 + 7,28 %).
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Figura 2: Coeficientes de digestibilidade aparente do amido, matéria seca, energia e proteina de ingredientes
vegetais em dietas para juvenis de pirarucu (4rapaima gigas).
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ab.¢ 1 etras diferentes indicam diferengas significativas entre médias pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras
verticais indicam o desvio padrio.

2.3.2 Microscopia eletronica de varredura

As dietas apresentaram microestrutura homogénea e levemente porosa (Figura 4a). Em
algumas amostras, foi possivel identificar granulos de amido soltos, ndo complexados com o
restante dos componentes da racdo. Nas dietas, foram observados granulos de amido dos tipos
A e B, segundo classificagcdo proposta por Peng et al. (1999). Os granulos do tipo A (>10 um)
foram observados nas dietas contendo os ingredientes teste milho, farelo de arroz
desengordurado e quirera de arroz; enquanto que, os do tipo B (<10 pm), foram observados nas
dietas sorgo baixo tanino e farelo de trigo. Os didmetros médios dos granulos de amido sdo
mostrados na Figura 3. Os granulos do tipo B, observados na dieta teste milho, apresentaram
formato esférico e tamanhos de 2,80 a 3,40 um (Figura 4b). Ja os granulos nas dietas farelo de

arroz desengordurado e quirera de arroz, também do tipo B, apresentaram formatos esféricos
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(Figuras 4d, 4¢), sendo que seus tamanhos variaram de 4,80 a 6,77 um na dieta quirera de arroz
e de 4,85 a 5,02 um na dieta farelo de arroz desengordurado. Por outro lado, os granulos de
amido presentes na dieta sorgo baixo tanino e farelo de trigo eram do tipo A, com maior
tamanho, variando de 10,02 a 15,25 pm na dieta teste sorgo baixo tanino e 14,12 a 31,20 pm
na dieta farelo de trigo. Os formatos dos granulos eram poligonais e ovais nas dietas sorgo

baixo tanino e farelo de trigo, respectivamente (Figuras 4c, 4f).

Figura 3: Diametro médio dos granulos de amido nas
dietas experimentais. *A e B indicam os tipos de amido: A
= granulos de amido com tamanho >10 um e B = granulos
de amido com tamanho <10 pum (Peng et al., 1999).
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Figura 4: Microscopia eletronica de varredura das dietas experimentais: a =
dieta referéncia, b = milho, ¢ = sorgo baixo tanino, d = farelo de arroz
desengordurado, e = quirera de arroz, f = farelo de trigo, am: granulos de amido,
sp: superficie porosa.

10KV X500

ECME-UESL

oy,

am

10KV X500  50pm LCME-UFSG

As amostras de fezes apresentaram concentragdes de granulos de amido superior
aquelas encontradas nas dietas experimentais. Nas fezes dos peixes alimentados com a dieta
referéncia, ocorreram granulos de amido grandes (10 a 20 um), oriundos da farinha de trigo,
fonte de carboidrato utilizada desta dieta (Figura 5a). Esses granulos apresentaram formato
irregular e erosdes superficiais (Figura 5a), que sdo indicios de ataque enzimdtico sobre o
amido.

Nas fezes provenientes dos peixes alimentados com a dieta milho, foram observadas
estruturas semelhantes a esferulitos (Figura 5b), como relatado por Singh et al. (2010) e
Gominho-Rosa et al. (2015). J4 as amostras fecais dos peixes alimentados de sorgo baixo tanino
apresentaram granulos de amido envoltos por corpos proteicos, estruturas tipicamente presentes
no amido de sorgo como descrito por De Mesa-Stonestreet et al. (2010), bem como regides com

erosoes circulares, causadas pela remocdo de corpos proteicos que estavam aderidos aos
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granulos (Figura 5c). O formato poligonal observado nesses granulos ¢ decorrente da
compactagdo que os mesmos sofrem nos amiloplastos durante a sintese dos granulos, que sdo

caracteristicas de amido vitreo.

Figura 5: Microscopia eletronica de varredura das fezes de juvenis de pirarucu
alimentados com ingredientes vegetais: a = dieta referéncia, b = milho, ¢ =
sorgo baixo tanino, d= farelo de arroz desengordurado, e = quirera de arroz, f
= farelo de trigo, am = granulos de amido, cp = corpos proteicos, es = erosao
superficial, ef = esferulito, pc = parede celular de amiloplastos. As imagens
estdo nas escalas que permitem melhor visualiza¢do dos detalhes.

MKV, X400 10pm - LCME-UFSC

Em uma das amostras (Figura 5c), foi possivel observar um granulo de amido partido
ao meio, expondo as regides amorfa e cristalina, formadas pelo arranjo das moléculas de
amilopectina e amilose, respectivamente. Ainda, observaram-se sinais de digestdo enzimatica
mais expressivos nas regides amorfas do granulo (Figura 5c). Amostras fecais de farelo de arroz
desengordurado e quirera de arroz apresentaram granulos de amido arranjados dentro de

amiloplastos, com paredes celulares rompidas, provavelmente por agdo enzimatica (Figura 5d,
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5e). Ja nas amostras fecais de farelo de trigo, ocorreram granulos de amido com grandes erosdes

circulares concéntricas, indicando sitios de ataque enzimatico (Figura 5f).

2.4DISCUSSAO

Os CDAs do amido apresentaram diferengas expressivas entre as fontes vegetais. [sso
pode estar relacionado tanto a composicao dos cereais que originaram os ingredientes, bem
como ao seu processamento, os quais tém influéncia em suas propriedades fisico-quimicas
(Sorensen, 2012) e, consequentemente, em sua digestibilidade. Os ingredientes milho e sorgo
baixo tanino estavam na forma de farinha, obtidas de graos inteiros. A quirera de arroz,
composta de graos de arroz danificados no processamento (Nakano et al., 2012), também foi
processada na forma de farinha para adigdo a dieta. A composicao desses ingredientes reflete,
portanto, a composi¢ao original dos cereais de origem, diferentemente do farelo de arroz
desengordurado e farelo de trigo, os quais sdo subprodutos da industria alimenticia humana,
que aproveita principalmente a fracdo amilacea dos cereais (Sereewatthanawut et al., 2008,
Ravindran &Jaiswal, 2016), fazendo com que os subprodutos sejam ricos em polissacarideos
nao amilaceos (PNAs) (Wang et al., 2016). Portanto, este estudo demonstrou que a composi¢ao
dos ingredientes vegetais também influencia no aproveitamento dos nutrientes das dietas, tal
como relatado por Hemre e colaboradores (2018).

Os CDAs do amido foram influenciados negativamente pelo teor de amido dos
ingredientes (Figura 1). Isso ja foi relatado em peixes carnivoros como o salmao-do-atlantico
(Salmo solar) (Aksnes, 1995; Hemre et al., 1995; Hillestad et al., 2001; Hua & Bureau, 2009)
e a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Krogdahl et al., 2004; Hua & Bureau, 2009), bem
como para o jundid, um onivoro com tendéncia a carnivoria (Gominho-Rosa et al., 2015).
Segundo Gonzalez-Félix e colaboradores (2010), ingredientes com altos teores de amido nem
sempre serdo fontes de energia adequada para os peixes, ja que estes possuem capacidade

limitada de metabolizar as altas concentracdes de glicose resultantes da sua digestao.

Por outro lado, o contetido de fibra alimentar influenciou os CDAs do amido. Os
farelos de trigo e arroz desengordurado, que possuem maiores teores de fibra, resultaram nos
maiores CDAs. O alto contetido de fibra, apesar de prejudicar a disponibilidade de nutrientes
para algumas espécies (Sinha et al., 2011, Rodrigues et al., 2012), pode favorecer o aumento

dos CDAs do amido, como observado no presente estudo e também relatado para o jundid, um
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onivoro com tendéncia a carnivoria (Gominho-Rosa et al., 2015). O uso dos carboidratos da
dieta pelos peixes carnivoros ¢ reflexo da capacidade de digestdo, absorcdo e utilizagdo
metabolica da glicose (Kamalan et al., 2017). Alimentos ricos em PNA tém digestao lenta,
resultando em menor indice glicémico poés-prandial, em relagdo a alimentos ricos em amido
(Gatesoupe et al., 2014). Provavelmente os farelos de trigo e arroz desengordurado sofreram
lenta digestdo e liberagdao da glicose, o que evitou a ocorréncia de altos picos de glicose pos-
prandial no pirarucu, diferente da resposta classica de hiperglicemia em peixes alimentados
com dietas ricas em carboidratos (Fu, 2007, Stone 2003; Booth et al., 2013; Conde-Sieira et al.,
2015). Isto propiciou que a glicose fosse metabolizada a medida que era liberada na corrente
sanguinea. Desta forma, provavelmente o pirarucu apresentou maior facilidade em regular a
glicemia apos a ingestdo dos farelos de trigo e arroz desengordurado, o que resultou no maior
aproveitamento destas fontes, ricas em PNAs.

Os CDAs da energia para o milho e farelo de trigo do presente estudo foram maiores
do que os ja relatados para juvenis de pirarucu (40,10 % e 47,37%, respectivamente) (Cipriano
et al. 2015). Da mesma forma, o CDA da matéria seca para o farelo de trigo foi inferior
(45,13%) ao do presente estudo, mas o CDA da matéria seca para o milho foi menor do que o
jarelatado (76,37%) (Cipriano et al. 2015). Baixos CDAs em ingredientes energéticos também
foram relatados para outros peixes carnivoros. O surubim (Pseudoplatystoma sp), carnivoro de
agua doce, apresentou CDA da matéria seca para o milho, quirera de arroz e sorgo de 62,30%,
40,39% e 39,00%, respectivamente, ja para a energia, os CDA’s foram de 62,34%, 49,92% e
47,76%, respectivamente (Teixeira et al 2010). O pompano-da-florida (7rachinotus carolinus),
espécie carnivora marinha, apresentou CDAs da energia para os ingredientes farelo de trigo,
milho, sorgo e farelo de arroz desengordurado de 44,90%, 44,80%, 21,6% e 12,6%,
respectivamente (Gonzéalez-Félix et al., 2010). Os baixos CDAs encontrados nos estudos
citados levaram os autores a inferir que os peixes carnivoros tém baixa capacidade de aproveitar
ingredientes energéticos. Entretanto, os referidos estudos utilizaram o processo de peletizacdo
na elaboragdo das dietas, o qual ndo promove a devida gelatinizagdo do amido, resultando em
baixa digestibilidade (Stone, 2003; Moro & Rodrigues, 2015). No presente estudo, por outro
lado, foi utilizado o processamento de extrusdo no preparo das dietas experimentais. Isto explica
as maiores digestibilidades dos nutrientes aqui encontradas, sendo reflexo da mais completa
gelatinizacdo do amido e destruicdo de fatores antinutricionais, que ocorrem no processo de

extrusdo pelo aquecimento na presenca de agua (Honorato et al., 2010, Enes et al., 2011).
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O CDA da proteina bruta do farelo de trigo para o pirarucu foi menor do que para o
carnivoro de agua doce pacama (Lophiosilurus alexandri, 83,50 %) (Melo et al., 2016), assim
como para o surubim, nos ingredientes milho, quirera de arroz e sorgo (87,40%, 85,30% e
81,11%, respectivamente) (Teixeira et al., 2010). Os menores CDAs da proteina encontrados
no presente estudo podem ter ocorrido em decorréncia da diferenga no tempo entre evacuagao
e coleta das fezes entre os estudos. Estudos relatam a ocorréncia de lixiviagao de nutrientes em
ensaios de digestibilidade, em decorréncia de longos intervalo entre as coletas de fezes
(Abimorad & Carneiro, 2004; Kitagima & Fracalossi, 2010). No presente estudo, as fezes foram
coletadas imediatamente apos terem sido defecadas, enquanto que, no estudo de Teixeira et al.
(2010) as mesmas foram coletadas uma hora ap6s evacuagao. Ja no estudo de Melo et al. (2016)
este intervalo ndo foi informado. Provavelmente, o menor intervalo de tempo entre a evacuagao
e a coleta das fezes em nosso estudo, preveniu a lixiviacdo de nutrientes fecais, conferindo
confiabilidade aos nossos resultados. Sabe-se que proteinas sdo nutrientes hidrossoliveis
(Potrich et al., 2011), cuja lixiviagdo das fezes para a dgua pode superestimar seus coeficientes
de digestibilidade (Storebakken et al., 1998; Pezzato et al., 2002; Mourifio & De Stéfani, 2006).

Imagens de MEV sdo amplamente utilizadas na caracterizacdo do amido usado para
fins industriais (Talon et al., 2019; Chen et al., 2019; Lee & Chang, 2019). Neste estudo, a
MEYV foi utilizada como ferramenta para identificar altera¢cdes na microestrutura do amido,
antes e apos a digestao de dietas ricas em carboidratos. Variagdes na microestrutura do amido
ocorrem em funcao da espécie vegetal (Svihus et al., 2005). Os padroes morfologicos dos
granulos de amido identificados neste estudo sdo similares aos relatados na literatura para o
milho (Tester et al., 2004), sorgo (Acquisgrana et al., 2016; Sorour et al 2019), trigo (Qi &
Tester, 2016) e arroz (Omar et al., 2016). As dietas experimentais apresentaram microestrutura
homogénea e levemente porosa, caracteristica de dietas cujos ingredientes foram corretamente
homogeneizados e extrusados, o que pode explicar a baixa concentra¢do de granulos de amido
visiveis nas dietas. Desta forma, foram detectados poucos granulos de amidos soltos, ndo
complexados com os outros componentes da rag¢do (Figura 3). Ja a abundancia de granulos de
amido nas fezes foi maior do que nas dietas e apresentou relagdo inversa com os CDAs do
amido. Por outro lado, o tamanho dos granulos ndo parece ter influenciado na digestibilidade
do amido, ja que nas dietas de farelo de trigo e sorgo baixo tanino, que apresentaram granulos
do tipo A, de maior tamanho, os CDAs do amido apresentaram os valores mais altos e mais
baixos, respetivamente. O tamanho dos granulos de amido determina a area de superficie de

contato disponivel para o ataque enzimatico (Dona et al., 2010), o que provavelmente resultaria



41

em CDAs semelhantes para os mesmos tipos de granulo, mas essa relagdo ndo ficou clara neste
estudo.

Os indicios de ataque enzimatico nos os granulos de amido (Figura 5 e, f) corroboraram
com as altas digestibilidades do amido das dietas farelo de trigo e farelo de arroz
desengordurado, cujas fezes apresentaram muitos granulos danificados, diferente das dietas
quirera de arroz e sorgo, que apresentaram muitos granulos inteiros nas fezes. O milho, em
especial, apresentou alta densidade de estruturas semelhantes a esferulitos, o que pode explicar
a baixa digestibilidade do amido. Esferulitos sdo estruturas formadas pela aglomeragdo de
lipidios com as cadeias de amilose, o que confere resisténcia a digestdo ao amido, pois atuam
como barreira a acdo das enzimas digestivas (Cai e Shi, 2013). Em algumas linhagens de milho,
o endosperma tem maior teor de lipidios (Gayral et al., 2015), o que provavelmente pode
favorecer a formagao de esferulitos. Gominho-Rosa e colaboradores (2015) foram pioneiros na
descricao dessas estruturas em fezes de peixes, revelando relacao inversa entre a ocorréncia de
esferulitos e a digestibilidade do amido em jundia e tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)
alimentados com ingredientes vegetais.

As imagens de MEV das fezes de pirarucu alimentado com farelo de trigo, farelo de
arroz desengordurado e sorgo baixo tanino mostraram alta concentracdo de parede celular
(imagens nao mostradas), explicando, neste caso, os menores CDAs da energia. Gominho-Rosa
e colaboradores (2015) encontraram relacdo semelhante entre alta concentracao de fibras fecais
e a digestibilidade da matéria seca para o jundid. Os menores CDAs do sorgo baixo tanino,
também sao corroborados pelas imagens de MEV. Os granulos apresentaram caracteristicas de
amido vitreo, que conferem resisténcia a digestdo (Correa et al., 2002), tais como formato
poligonal (Xu et al, 2019) e ocorréncia de corpos proteicos envolvendo os graos
(Chandrashekar & Kirleis, 1988). A compactacao e o alto teor de amilose tornam o amido vitreo
mais rigido (Xu et al., 2019). Em uma das amostras fecais de sorgo (Figura 5c) foi observado
um granulo de amido partido ao meio, expondo as regides amorfas e semi-cristalinas (anéis de
crescimento), formadas pelo arranjo das moléculas ramificada de amilopectina e lineares de
amilose, respectivamente. A regido amorfa ¢ mais susceptivel a clivagem enzimatica (Sajilata
et al., 2006). Nesta imagem (Figura 5c), foi possivel observar a formacao de sulcos nos anéis
de crescimento, indicando indicios de ataque enzimdtico mais forte na fragdo amorfa do
granulo. Imagens com tais detalhes sdo raras e foram relatadas somente em ensaios de digestdo

de carboidratos in vitro (Pilling & Smith, 2003; Chanzy et al., 2006).
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Os dados de digestibilidade e microestrutura do amido mostraram que, de maneira
geral, o pirarucu tem boa capacidade de aproveitar os carboidratos da dieta, melhor do que
aquela ja relatada para outras espécies carnivoras de agua doce, como o surubim
(Pseudoplatystoma sp.) (Teixeira et al., 2010) e dourado (Salminus brasiliensis) (Moro, 2013).
Isso pode estar relacionado ao ecossistema amazdénico no qual o pirarucu evoluiu. A Amazonia
possui um regime de variagcdo hidrologica expressiva ao longo do ano. Na época da cheia dos
rios, a agua inunda grandes areas de florestas. Nesta ocasido, os pirarucus adultos conduzem os
juvenis para a floresta inundada, areas que apresentam grande aporte de alimento de origem
vegetal (sementes, brotos e fragmentos de macroéfitas), que eventualmente sao utilizados em
sua dieta (Queiroz, 2000; Lima & Batista 2012). Isso pode ter potencializado a capacidade desta
espécie em digerir e absorver dietas ricas em carboidratos, ao longo de sua evolugdo. Ha
evidéncias que peixes expostos a dietas ricas em carboidratos nas fases iniciais da vida
desenvolveram maior capacidade de metabolizar a glicose da dieta nas fases posteriores
(Geurden et al., 2007, Gong et al., 2015, Rocha et al., 2016). Além disso, um estudo inferiu que
o pirarucu ¢ um consumidor secundario, com tendéncia a onivoria, com base no uso de isétopos
estaveis de nitrogénio e caracteristicas morfologicas da cavidade bucofaringeana (Watson et
al., 2013).

Este estudo revelou importantes informagdes a respeito da utilizagdo de ingredientes
vegetais energéticos na alimentacao de juvenis de pirarucu. Os dados revelam que a capacidade
de utilizacdo de carboidratos depende de caracteristicas especificas de cada fonte vegetal,
principalmente os teores de fibra alimentar e amido, e que essas carateristicas tém forte
influéncia na digestibilidade dos nutrientes, energia e microestrutura do amido.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertagdo constitui parte do projeto Pirarucu da Amazonia: A¢oes de Pesquisa
e transferéncia de tecnologia, coordenado pela EMBRAPA Aquicultura e Pesca (Palmas, TO),
em parceria com o Servigo Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE), o
qual objetiva desenvolver tecnologias para a producdo de pirarucu (Arapaima gigas) em
cativeiro nas areas de reprodugdo, genética, nutricao e sanidade.

Um ensaio de digestibilidade similar ao do presente estudo foi realizado no ano de
2014, porém produziu dados de digestibilidades com grandes discrepancias entre as repeticoes,
o que foi questionado no processo de publicacdo desses dados. Provavelmente, as grandes
diferencas entre os CDAs das repeticdes, observadas nos dados provenientes daquele estudo,
se deveram ao curto periodo de aclimatacao as dietas experimentais, que foi de apenas cinco
dias. Deste modo, no presente estudo optou-se por adotar quinze dias de aclimatagdo as dietas,
antes do inicio das coletas de fezes. Neste ensaio, uma das repeticoes de cada um dos
tratamentos também produziu dados consideravelmente discrepantes, as quais foram omitidas
das médias finais.

Adicionalmente, além do estudo apresentado nesta dissertagdo, trés outros ensaios
foram executados sequencialmente ao ensaio de digestibilidade para validar metodologias para
ensaios de digestibilidade com o pirarucu. O primeiro ensaio objetivou determinar o tempo de
transito gastrointestinal no pirarucu. Os peixes foram alimentados por sete dias com dieta
comercial e, na sequéncia, foram alimentados com uma dieta referéncia marcada com 6xido de
cromo. Apds essa alimentacdo, a producdo de fezes foi acompanhada durante 24 h para registrar
o surgimento das primeiras fezes esverdeadas em fun¢ao da presenga do marcador na dieta.

O segundo ensaio, com duracdo de 15 dias, foi executado para determinar o tempo de
aclimatagdo dos peixes as dietas experimentais. Os peixes foram alimentados com trés dietas
experimentais (referéncia, milho e farelo de soja) e foram adotadas quatro repeticdes. As fezes
foram coletadas nos dias 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 14 e 15. O tempo adequado de aclimatacdo as
dietas sera considerado o tempo em que os coeficientes de digestibilidade ndo apresentarem
variagdes significativas entre as repeticdes. Na sequéncia, realizou-se o terceiro experimento,
com duracdo de cinco dias, para determinar o intervalo adequado para a realizacdo das coletas
de fezes, sem que ocorresse perda de nutrientes das fezes por lixiviagdo. Foram utilizados os
peixes do tratamento controle do ensaio anterior, os quais foram alimentados com a dieta

referéncia. As fezes foram coletadas nos tempos de 30 min, 1 h, 6 h e 12 h apds a alimentagao
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(quatro tratamentos) e cada dia de coleta foi considerado uma repeti¢@o (quatro repeticdes). No
5° dia de ensaio, os peixes foram sacrificados e as fezes foram coletadas diretamente do reto
para servir como controle. Os dados desses trés ensaios ainda estdo em analises laboratoriais,
motivo pelo qual ndo entraram nesta dissertacao.

Juvenis de pirarucu apresentam grande susceptibilidade ao ataque de parasitos
monogenoides (Dawestrema cycloancistrium, D. cycloancistroides e D. punctata), que
parasitam as branquias, causando alta mortalidade, principalmente nas fases iniciais. Nos
ensaios aqui relatados, os peixes foram acometidos por esses parasitas, o que levou a perda total
do primeiro lote de peixes adquirido (135 peixes de aproximadamente 15 a 20 cm). Assim, foi
necessaria aquisi¢ao de um novo lote de peixes. Optou-se por comprar peixes maiores (30 cm),
que teoricamente seriam mais resistentes ao ataque de monogeneas. Antes da aquisicao dos
peixes, foram realizadas visitas a piscicultura distribuidora de juvenis para verificar o estado
sanitario dos peixes. Exemplares foram coletados e levados ao laboratério da EMBRAPA,
onde, por meio de andlise de microscopia Otica, foi constatada a presenca de parasitas nas
branquias. Deste modo, apos a aquisicdo, 0s peixes passaram por um periodo de quarentena,
quando foram tratados com banhos de sal (5 g L™ por 1 h) diariamente e banho de formalina

37% a cada dois dias (440 ppm: 110 mL de formol em 250 mL de agua).

Figura 2. Monitoramento da ocorréncia de ovos de monogenea na dgua de tratamento de juvenis de
pirarucu. A: barbantes instalados nos tanques para a coleta de ovos, B: tela instalada na saida de agua
do sistema, C: ovos de monogenea visualizados em lupa.

A ocorréncia de parasitas nas branquias foi monitorada nos primeiros dias de
tratamento por meio da andlise em microscopio de raspados das branquias. Para evitar o
sacrificio de peixes ao longo do tratamento, a ocorréncia de parasitas foi monitorada

indiretamente através da identificagdo de ovos dos parasitas na agua de criacdo. Para esse
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acompanhamento, foi instalado uma tela (40 um) na saida de 4gua do sistema e, diariamente,
esta tela era retirada e analisada no microscopio para identificar e contar os ovos dos parasitas.
Outro método utilizado, foi a instalagdo de barbantes nos tanques de tratamento, onde os ovos
dos parasitas ficavam aderidos e eram facilmente visualizados em lupa (Figura 1). Ao longo do
tratamento, a ocorréncia de ovos reduziu e, ao 15° dia, ndo foram mais observados ovos na tela

da saida de agua nem nos barbantes.

Figura 3: Juvenis de Pirarucu com indicios de dominancia. Peixe que se alimentou satisfatoriamente no decorrer

do ensaio (A) e peixe que ndo se alimentou satisfatoriamente nesse periodo (“peixe-facdo”) (B).

Durante o periodo de aclimatagdo as dietas experimentais do bloco 1 do ensaio de

digestibilidade, ocorreu uma queda de temperatura (23 a 25 °C) que levou a mortalidade de
quatro peixes. Esses peixes foram substituidos por peixes de pesos proximos. Para evitar futuros
problemas com temperatura, aquecedores foram instalados nos tanques experimentais. Deste
modo, a temperatura ao longo do experimento se manteve controlada, em torno de 29 °C. Isto

evidencia a fragilidade da espécie em situacdo de queda em temperatura da agua.
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Foi observada a ocorréncia de comportamento de dominédncia entre os peixes, nos
tanques experimentais. Com o passar dos dias, cada tanque apresentava um peixe com
comportamento apatico, o qual ndo se alimentava igual aos outros peixes do tanque. No final
do ensaio, esses peixes estavam visivelmente desnutridos, sendo que alguns até morreram apos
a biometria realizada no final do ensaio alimentar. Segundo a experiencia dos pesquisadores da
EMPRAPA, isso ¢ comum de ocorrer na criacdo de pirarucu. Esses peixes desnutridos sdo
conhecidos como “peixes-facdes”, devido a sua aparéncia, que lembra um facdo, ferramenta
utilizada para diversos fins no meio rural. Em um dos tanques, o peixe-facdo morreu no inicio
da realizacdo do bloco 2 e um novo peixe desnutrido surgiu, uma semana apos a morte do
anterior. Isto foi percebido primeiramente pela mudanca de coloracao e depois pela apatia. A
Figura 2 mostra dois animais, um considerado normal, que se alimentava e outro, considerado

“peixe-facao”, que nao se alimentava.
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