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"Um homem precisa viajar. Por sua conta, ndo por meio de historias, imagens, livros
ou TV. Precisa viajar por si, com seus olhos e pés, para entender o que é seu. Para um
dia plantar as suas proprias drvores e dar-lhes valor. Conhecer o frio para conhecer o
calor. E o oposto. Sentir a distdncia e o desabrigo para estar bem sob o proprio tecto.
Um homem precisa viajar para lugares que ndo conhece para quebrar essa arrogdncia
que nos faz ver o mundo como o imaginamos, e ndo simplesmente como é ou pode ser;
que nos faz professores e doutores do que ndo vimos, quando deveriamos ser alunos, e

simplesmente ir ver" - Amyr Klink, Mar Sem Fim.
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RESUMO

Um dos problemas encontrados na producdo intensiva de pregado, Scophthalmus
maximus, consiste na disparidade de tamanhos durante a fase de crescimento, resultando
na formacdo de grupos com crescimentos diferenciados dentro do lote, os cabecas ou
“fast growers” e os caudas ou “slow growers”’, sendo esta diferenga parcialmente
atribuida ao uso de instalacdes precdrias e a mds condicdes de estabulagdo. O cultivo
utilizando elevadas densidades € interessante por optimizar o uso das estruturas
produtivas e assim reduzir os custos de produgdo, contudo, pode ter consequéncias
inversas ao esperado, ocasionando o desenvolvimento de individuos de crescimento
retardado, tornando assim o processo produtivo mais lento e oneroso. Além disso, os
altos niveis de metabdlitos libertados em um sistema semi-fechado de produgdo
intensivo provoca a rdpida deterioracdo da qualidade da &4gua, podendo também
comprometer a performance da producao.

A L-carnitina, um aditivo multi-fisiol6gico, bioactivo e livre de poluicdo, conhecida por
funcionar como uma potenciadora do crescimento, parece ser promissora por atenuar ou
mesmo reverter alguns desses efeitos. A carnitina parece promover também a proteccao
contra as variagdes na qualidade da dgua, incluindo a toxicidade a amoénia, além de
reduzir o nivel de excre¢do de amoénia pelos peixes, pela redugdo do catabolismo
proteico.

O principal objectivo deste estudo foi avaliar os efeitos da carnitina no crescimento e na
composi¢do corporal do pregado mantido sob diferentes densidades de estabulagdo.
Grupos de juvenis de pregado (“slow growers”) foram mantidos sob quatro densidades
de estabulagao (densidades iniciais: 4, 8, 11 e 14 kg/mz). Os peixes foram alimentados
durante 75 dias, duas vezes por dia, com dietas iso-nitrogenadas e isoenergéticas (39%
proteina, 18% lipidos e 19.5kJ/g), contendo um nivel de carnitina de 40 ou 240 mg/kg.
Um efeito significativo da densidade de estabulacdo sobre a taxa de crescimento e
sobrevivéncia dos pregados foi observado durante o periodo experimental. Os peixes
cultivados a 4 kg/m2 apresentaram melhores taxas de crescimento, ganho de peso e
sobrevivéncia em comparacdo aos mantidos a 8, 11 ou 14 kg/mz. O crescimento, a
eficiéncia de utiliza¢do da dieta e a composi¢@o corporal ndo foram significativamente
afectados pela suplementacdo dietética de carnitina. N@o foi observada qualquer
interac¢@o entre a densidade de estabulacdo e a concentracdo de carnitina. Os peixes

alimentados com 40 mg/kg de carnitina apresentaram uma excrecdo azotada



significativamente superior 4 horas pos-prandial quando comparados com os peixes
alimentados com a dieta contendo 240 mg/kg de carnitina.

Conclui-se que o crescimento de juvenis de pregado ndo foi beneficiado pela
suplementacdo com carnitina, mas pode ser significativamente melhorado pela
estabulacdo dos peixes a densidades inferiores as descritas noutros trabalhos de

investigacao.

ABSTRACT

One of the problems in intensive production of turbot, Scophthalmus maximus, is the
size disparities during growout stage, causing the formation of groups with different
growth rates in the same lot, the fast growers and the slow growers, that could be partly
attributed to a poor husbandry facilities and stocking conditions. Although interesting
the high stocking density production by optimising the use of production structures and
so reducing production costs, the use of high densities may cause opposite results,
leading to the development of slow grower’s individuals, which makes the process more
expensive. Moreover, the high levels of accumulated waste in a semi-closed intensive
system may cause rapid deterioration of water quality and therefore may undermine the
commercial production.

L-carnitine, a multi-physiological, bioactive and pollution-free additive, is known to act
as a growth-enhancer and appear to be promising by mitigating or even reverse some of
these effects. In addition, carnitine seems to provide protection against changes in water
quality, including ammonia toxicity, and also reduce the ammonia excretion level by
reducing protein catabolism.

The main objective of this study was to evaluate the effects of dietary carnitine on
growth performance and body composition of turbot kept under different stocking
densities. Groups of juvenile turbot selected as slow-grower individuals were reared at
four different densities (4, 8, 11 and 14 kg/mz). Fish groups were fed two times a day,
with one of two iso-nitrogenous and isoenergetic diets (39% protein, 18% lipids e
19.5kJ/g), each containing a carnitine level of 40 or 240 mg/kg, during 75 days.
Stocking density had a significant effect on growth performances and survival over the
experimental period. Fish held at 4 kg/m® showed the highest growth rates, mean
weights and survival than fish held at 8, 11 or 14 kg/m”. Fish fed 40mg carnitine had
significantly higher posprandial nitrogen excretion than fish fed 240mg carnitinel. It is

concluded that growth performance, feed utilization and body composition were not
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significantly affected by dietary carnitine concentration, and no interaction was

observed between stocking density and carnitine.
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1. INTRODUCAO

1.1. Panorama Mundial da Aquacultura
Actualmente a producdo mundial de organismos aqudticos proveniente da pesca de captura

vem sofrendo um ligeiro declinio, devido ao facto das principais dreas pesqueiras terem
atingido seu médximo de exploracdo. A sobrepesca nessas dreas, aliada a degradagdo do
ambiente natural, tem contribuido de forma determinante para que intimeras espécies
aqudticas atinjam rapidamente seu mdximo potencial de sustentabilidade (Selock, 2001).
Embora a pesca oceanica de algumas espécies ndo tenha diminuido nos udltimos anos do
século passado, a actividade pesqueira € actualmente reconhecida como saturada (Sargent e
Tacon, 1999).

A aquacultura, actividade cuja finalidade € a producdo, o processamento e a
comercializa¢do de plantas e organismos aqudticos de dgua doce, salobra e salgada, surge
com o objectivo de aumentar a oferta de alimentos através do desenvolvimento de uma
actividade sustentdvel, garantindo desta forma que os impactos provocados no ambiente
sejam reduzidos. Tem como principal objectivo a producdo de proteina de origem animal
para consumo humano, cumprindo assim o principio bdsico de aumentar a quantidade de
alimento disponivel e agregar valor aos alimentos produzidos.

A tltima década testemunhou um elevado crescimento e desenvolvimento da aquacultura
mundial, tendo a producdo de organismos aqudticos crescido de 33.310.349 toneladas para
35.585.111 toneladas em 2000 (FAO, 2006). A aquacultura continua a crescer mais
rapidamente do que qualquer outra actividade produtora de proteina animal, representando
um crescimento de 8,8 % ao ano (tomando por referéncia o ano de 1970), crescimento
muito superior comparativamente aos 2,8 % verificados nos restantes sistemas terrestres de
producdo animal. A contribui¢c@o da actividade aquicola para o abastecimento mundial de
peixes, crusticeos, moluscos e outros animais aqudticos representava, em 2004 cerca de
324 % do total da producdo de organismos aqudticos. Nos ultimos anos passou por
progressos significativos, passando de uma producdo de menos de 1 milhdo de toneladas
no inicio da década de 1950 para os 54,9 milhdes de toneladas em 2004; e representa
actualmente um volume de negdcios de 70,3 bilides de d6lares (FAO, 2006).

Da mesma maneira que a aquacultura regista um crescimento notdvel, observa-se também

um aumento no numero de espécies cultivadas. Dentre as espécies de animais mais



cultivados é possivel destacar os peixes de dgua doce (ciprinideos e tilapias), crusticeos,

alguns moluscos e os peixes diddromos (Tabela I).

Tabela I — Produgdo aquicola mundial: taxa média anual de crescimento para diferentes grupos de espécies

1970-2004 189 17 93 13 10,5 88
1970-1980 JAX) 56 b 6,5 141 6.2
1980-1990 U1 1 131 94 53 108
1990-2000 A 11,6 10,5 6,5 125 10,5
2000-2004 192 53 5. 38 9,6 63

1.2. A aquacultura portuguesa
A aquacultura em Portugal € uma actividade relativamente antiga, tendo surgido no mesmo

periodo que outros paises europeus. No entanto, somente a partir da década de 80, quando
as politicas de desenvolvimento da Comunidade Econémica Europeia foram aplicadas é
que esta actividade foi impulsionada. Entre 1990 e 1997 observou-se um crescimento de
27% desta actividade.

Em Portugal a actividade aquicola distribui-se por dguas doces, salgadas e salobras. A
producdo de espécies marinhas realiza-se tradicionalmente em tanques de terra (regime
extensivo/semi-intensivo), sustentando a sua actividade na producdo, quase exclusiva, de
dourada e robalo, a semelhanca do que ocorre nos paises do sul da Europa, com maior
producdo aquicola. Actualmente, o mercado estd saturado com estas espécies, o que se
traduz na sua dificuldade de comercializacdo, facto que € agravado por paises como a
Grécia e a Turquia, colocarem os seus produtos no mercado a precos altamente
competitivos.

De forma a aumentar a competitividade e rentabilizar a actividade aquicola, é essencial
diversificar a oferta com espécies alternativas ou formas de comercializacdo
complementares. Das possiveis alternativas, o pregado (Scophthalmus maximus), de
elevado valor comercial é, do ponto de vista zootécnico, uma das espécies mais
promissoras para a aquicultura. Tal facto deve-se a caracteristicas tais como robustez fisica
e resisténcia a condi¢des adversas (nomeadamente capacidade de adaptacdo a salinidades
bastante varidveis), do conhecimento do seu ciclo de vida em cativeiro (FAO, 2007)
aliadas a uma taxa de crescimento interessante nas nossas condi¢des climaticas (Carvalho e

Diniz, 1998).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O Pregado (Rodovalho) — Descricao Geral

2.1.1. Sistematica

Segundo Parker (1982), o pregado apresenta a seguinte classificacio sistemadtica:
Superclasse: Pisces

Classe: Osteichthyes

Superordem: Teleosteos

Ordem: Pleuronectiformes

Familia: Scophthalmidae

Género: Scophthalmus

Espécie: Scophthalmus maximus (Rafinesque, 1810) = [Psetta maxima (Lineu, 1758)]

2.1.2. Nomes Vulgares
Pregado, Rodovalho (Portugal)

Rodoballo (Espanha)

Turbot (Estados Unidos, Franca, Inglaterra)
Rombo chiodat (Italia)

Steinbutt (Alemanha)

Rémbus-pisci (Grécia)

2.1.3. Caracteristicas gerais
O pregado é um teledsteo marinho caracterizado morfologicamente pelo corpo em formato

oval, quase circular. E um peixe plano, de simetria dorso-ventral (Carvalho e Diniz, 1998).
A face cega (direita) apresenta coloracdo esbranquicada e a face ocular possui coloracio
varidvel, geralmente cinzenta — acastanhada, com manchas escuras (FAO, 2007). Na pele
ndo apresenta escamas, mas saliéncias de origem quitinosa, placas cérneas cobertas de
muco. A boca € relativamente grande (Munroe, 2005), torta e arqueada, uma vez que
durante a metamorfose sofre deslocacdo (Carvalho e Diniz, 1998). Apresenta duas
barbatanas pélvicas (levemente assimétricas) que se estendem da parte anterior a urohyal, e

0 processo supra-occipital é alongado, formando uma ponte com a margem dorsal do 0sso



frontal do lado cego (Chapleu, 1993; Munroe, 2005). A barbatana caudal tem arcos dsseos

cobertos de pele e junto da barbatana peitoral existe geralmente uma mancha.

2.1.4. Habitat

O Scophthalmus maximus possui coloragdo criptica: imita a coloracdo do substrato (FAO,
2007). E uma espécie bentdnica, que vive na areia e nos fundos enlameados, sendo
encontrada desde as dguas superficiais até aos 100 m de profundidade. Os juvenis tendem a
viver nas dreas mais enlameadas. Esta espécie € altamente afectada por perturbagdes no
fundo dos oceanos, devido principalmente a sua afinidade benténica (Link et al., 2005). Os
impactos provenientes da pesca no fundo dos oceanos (arrasto, dragagem, etc.) podem
alterar criticamente o habitat, a dindmica tréfica, e também a sobrevivéncia

(particularmente dos juvenis) em muitos ecossistemas.

2.1.5. Alimentacao
O pregado é uma espécie piscivora. Os juvenis alimentam-se geralmente de moluscos e

crustdceos e os adultos sobretudo de cefalépodes e peixes (Mend e Person, 1991). Os
peixes contribuem com 40-80% de toda a alimentacdo desta espécie e, em casos extremos,

podem representar mais de 90% da alimentagdo (Link et al., 2005).

2.1.6. Historico de producao da espécie
A producdo aquicola de pregado teve inicio na Escécia na década de 1970. A espécie foi

posteriormente introduzida na Franca e na Espanha. Inicialmente, o niimero de instalacdes
na Espanha era limitado devido a escassez de juvenis tendo o desenvolvimento de
tecnologias de producdo de juvenis, alterado este cenario. No inicio da década de 1990 ja
existiam 16 produtores na Espanha. O ano de 1992 foi marcado por uma crise no cultivo
do pregado, com o aumento de 52% da producdo, mas com a falta de investimentos em
marketing comercial. Outro factor importante, que contribuiu para esta crise, foi o facto
das unidades de produg@o serem pequenas, nao sendo capazes de suportar os altos custos
de producgdo, tendo como consequéncia a faléncia de muitas empresas. A partir daquele
momento, iniciou-se uma reorganiza¢iao no sector, impulsionando-se assim o aumento da
producdo (Carvalho e Diniz, 1998). A Espanha é hoje o maior produtor mundial, mas o
pregado também é produzido na Dinamarca, Alemanha, Islandia, Irlanda, Itdlia, Noruega,

Portugal e, brevemente, também serd produzido na Holanda (FAO, 2007). Em Portugal, a
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actividade de producdo de pregado teve inicio na década de 1980, com a instalacdo da

primeira piscicultura na regido Norte do pais (Carvalho e Diniz, 1998).

2.1.7. Producio intensiva
O pregado ¢ considerado uma espécie promissora para a produg¢ao intensiva, ndo s6 devido

as boas perspectivas de mercado, como ainda as boas caracteristicas da espécie a nivel
zootécnico: robustez fisica, ciclo de produgcdo bem controlado, boa taxa de crescimento,
conhecimento das principais doengas, etc. Além disso, a introducdo de novas tecnologias
de producdo tém impulsionado a producgdo desta espécie (Jones e Howell, 1995). Como
serd pormenorizado adiante, um dos maiores problemas relacionados com a produgio
intensiva desta espécie consiste na disparidade de crescimento entre os individuos da
mesma idade. Os factores extrinsecos explicam em parte este crescimento heterogéneo,
mas, os factores genéticos também ndo devem deixar de ser considerados. Alguns
pesquisadores como Gjedrem (1997) estimam que, em 1993, menos de um por cento do
total da producdo mundial da aquacultura foi obtida a partir de linhagens melhoradas. O
caso de pregado ndo ¢ diferente. Embora ji se tenham iniciado programas de
melhoramento genético para a espécie (Coughlan et al., 1998), ainda hoje muitas empresas
aquicolas continuam a utilizar animais provenientes do ambiente natural (selvagens) nos
seus sistemas de producdo. A auséncia de programas de seleccdo e melhoramente genético
para a espécie acaba por dar origem a descendentes com uma enorme variabilidade
genética. As caracteristicas herdadas, associadas a uma maior ou menor capacidade de
hiperplasia muscular pode ser um dos factores que condiciona a formacao de grupos com
crescimentos diferenciados dentro de um mesmo lote (“fast growers” versus “slow
growers”). Baseado em pesquisas recentes com o pregado e com o alabote (Hippoglossus
hippoglossus), aproximadamente 30% da variagdo no crescimento é explicada por factores
genéticos (Imsland e Jonsdéttir, 2001).

Referentemente aos sistemas de producgdo utilizados actualmente, este e outros peixes
planos sdo produzidos em tanques ou jangadas. O capital envolvido na producio destes
peixes em tanques € bastante elevado (Howell e Yamashita, 2005). O custo de producdo
ronda os € 5-6/ kg nos tanques e € 5/kg em jangadas (FAO, 2007). A produtividade &
funcdo tanto da taxa de crescimento como da densidade de estabulacdo, sendo estes os dois

factores determinantes do custo envolvido no processo produtivo (Howell, 1998).



2.1.8. Estatisticas de producao
A producdo francesa de rodovalho foi estimada em 150 toneladas em 1993 e teve seu pico

em 980 toneladas em 1997; a partir dai tem sofrido flutuacdes, sendo que em 2002 atingiu
as 728 toneladas. Em Portugal, a producgdo varia entre as 350 e as 390 toneladas/ano. A
Espanha € o maior produtor, representando 76 % da producao mundial em 2002. Nenhum
outro pais além dos trés mencionados anteriormente apresentava produgdes acima das 50
toneladas em 2002. Neste ano, a produgdo global de pregado foi avaliada em US$ 41.38

milhoes.

2.2. Densidade de estabulacio e efeitos no crescimento
Nos ultimos anos, a produ¢do comercial de pregado tem beneficiado das melhorias no

processo de producgdo larvar, avangos nutricionais e das técnicas de producdo utilizadas na
fase de crescimento (Cowey et al., 1976; Minkoff e Broadhurst, 1994).

Entretanto, um dos problemas encontrados na producdo intensiva de pregado consiste na
disparidade de tamanhos durante a fase de crescimento. Os mecanismos que geram este
fendmeno nao estdo totalmente esclarecidos, contudo, uma grande quantidade de estudos
indicam que a varia¢do no crescimento seja o resultado de um conjunto de factores, como
as diferengas genéticas e os efeitos parentais, assim como factores extrinsecos relacionados
as condicdes ambientais (uso de instalacdes precdrias e as mas condi¢des de estabulagdo) e
as interaccoes sociais.

O crescimento dos peixes pode ser fortemente influenciado pelo desenvolvimento de
hierarquias dentro do tanque, resultado da competi¢@o intra-especifica pelo alimento, sendo
fortemente afectada pela densidade de estabulacdo (Brett, 1979).

Indmeros resultados relativos a densidade da cultura e ao crescimento dos peixes t€m sido
observados, como documentado no salmao do Atlantico Salmo salar (Refstie e Kittelsen,
1976), no salvelino-arctico Salvelinus alpinus (Jorgensen et al., 1993), no alabote
Hippoglossus hippoglossus (Bjornsson, 1994), no robalo Dicentrarchus labrax (Paspatis et
al., 2003) e no peixe gato africano Heterobranchus longifilis (Coulibaly et al., 2007),
sendo o modelo destas interac¢des, aparentemente, espécie-especifico (Irwin et al., 1999).
Para algumas espécies de peixes a utilizacdo de elevadas densidades de cultivo pode ser
prejudicial por gerar maior competicdo pelo alimento, promovendo o aparecimento de
individuos dominantes, que impedem os individuos subordinados de se alimentarem

adequadamente, comprometendo a uniformidade do lote. Na producdo aquicola, a



incidéncia de um lote ndo uniforme é relevante, por acarretar o aumento dos custos de
producio, resultado do aumento das operacdes de calibragem, das altas taxas de conversao
alimentar e, consequentemente, de um maior tempo de permanéncia dos peixes com baixo
crescimento nas instalacdes de producdo. Noutras espécies, a utilizagdo de densidades
elevadas desempenha um efeito benéfico por inibir ou reduzir os efeitos destas hierarquias
dentro do tanque (Brett, 1979; Brown et al., 1992; Christianssen et al., 1992; Jobling e
Baardvik, 1994), proporcionando assim um crescimento uniforme do lote.

Comercialmente os peixes planos sdo estabulados em densidades que variam entre os 15 e
0s 50 kg/m*, dependendo da espécie e das condigdes de producio (Mallekh er al., 1998;
Silva e Velez, 1998), ou entre 100 e os 200%, se utilizarmos como referéncia a taxa de
cobertura da drea do fundo pelos peixes (Jeon et al., 1993; Bjornsson, 1994).

O pregado, assim como outros peixes planos, ¢ uma espécie bentonica (habita o fundo), e
para melhorar o crescimento e a sobrevivéncia desta espécie tem-se recomendado oferecer
um ambiente que disponha de uma grande relagdo area x volume (Cripps e Poxton, 1992;
Kaiser et al., 1995; Labatut e Olivares, 2004). Por outro lado, a capacidade de cultivo de
pregado em densidades elevadas, buscando a maximizacdo da utilizacdo da drea € de

particular importancia para o futuro comercial deste tipo de actividade.

2.3. Alimentos Estimulantes em dietas de peixes
A fim de atender as necessidades nutricionais dos animais, a formulacdo das dietas deve

levar em conta a exigéncia nutricional especifica de cada espécie. A aceitacdo das dietas
pelos peixes € dependente dos factores nutricionais, da sua composicdo quimica e das
caracteristicas fisicas de cada alimento.

Sabe-se que o comportamento alimentar nos animais estd associado a um estimulo quimico
que promove ou inibe a ingestdo de determinados componentes alimentares. A habilidade
do peixe em auto alimentar-se ou de optar por um alimento estd associado a sensibilidade
quimio-receptiva, sendo a preferéncia pelo peixe a um determinado alimento associado as
funcdes de sabor, contetido e disponibilidade dos nutrientes da dieta (Higuera, 2001). Isto
implica na necessidade de multiplas células sensoriais interagirem com um quimico
especifico ou com um grupo de quimicos, devendo ser simultaneamente estimuladas para
induzir uma resposta a um determinado alimento (Mackie, et al., 1980; Carr et al., 1996;

Higuera, 2001).



A solha (Solea solea), por exemplo, alimenta-se principalmente no periodo nocturno,
sendo a principal fonte de alimentagdo constituida de poliquetas, pequenos moluscos e,
ocasionalmente, pequenos crusticeos. Estes organismos contém uma grande quantidade de
glicina-betaina nos seus tecidos, sendo muito provével que os peixes selvagens localizem e
seleccionem as suas presas por um mecanismo que inclua células quimio-sensoriais que
apresentem uma alta especificidade quimica pela glicina-betaina (Mackie et al., 1980).

Ao contrdrio dos animais terrestres, que necessitam de colocar o alimento no interior da
boca para promover um estimulo gustativo, os peixes sdo capazes de reconhecer e rejeitar
alimentos ndo saborosos antes de os colocar na boca, jd que o seu sistema gustativo estd
associado ao sistema olfactivo (Yamashita et al., 2006). Desta forma, o alimento muitas
vezes € detectado a distancia, o que faz imenso sentido se levarmos em consideragdo a
grande quantidade de espécies de peixes que habitam ambientes desprovidos de luz. Um
grande nimero de compostos orginicos, incluindo os aminodcidos livres, as aminas
quaterndrias, os nucleosideos e nucleotideos, e os extractos de animais marinhos t€ém sido
utilizados como alimentos estimulantes para peixes (Gomes et al., 1997; Papatryphon e
Soares Jr, 2000 a e b). Inimeros estudos com compostos quimicos e misturas t€m sido
desenvolvidos obtendo-se resultados interessantes (Meteiller et al., 1983; Person-Le Ruyet
et al., 1983; Jones, 1989; Hughes, 1991; Kamstra e Heinsbroek, 1991, Heinsbroek e
Krueger, 1992; NRC, 1993; McGoogan e Gatlin III, 1997; Toften e Jobling, 1997).

Carr e Chaney (1976) descobriram que os aminodcidos e as aminas quaterndrias (como a
L-carnitina, a betaina e a colina) sdo estimulantes potentes para algumas espécies de
peixes. A suplementacdo de L-carnitina na dieta, por exemplo, tem sido atribuida a um
aumento do consumo (Twibell e Brown, 2000) e a uma melhoria do crescimento e ao
aumento de ganho de peso num grande nimero de espécies de peixes (Santulli e D'
Amelio, 1986a; Torreele et al., 1993; Chatzifotis et al., 1995; Focken et al., 1997);
podendo também levar a uma diminui¢do no teor de gordura corporal, como descrito para
o robalo europeu (Santulli et al., 1990) e para o peixe-gato africano (Ozdrio et al., 2001a,
b), sendo estes beneficios atribuidos a um aumento da oxidacao lipidica; resultando numa
melhor utilizacio da gordura como fonte de energia (Harpaz, 2005).

Carr e Chaney (1976) e Meteiller et al. (1983) mostraram que o efeito de algumas aminas
quaterndrias € potencializado quando misturada aos aminodcidos, sugerindo uma
interaccdo sinergista entre estas substancias. A adi¢do de betaina na dieta, por exemplo,
tem gerado beneficios relacionados com o aumento do apetite, como demonstrado em

alguns peixes costeiros (Goh e Tamura, 1980; Mackie e Mitchell, 1983), com peixes de
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agua doce (Beklevik e Polat, 2001) e com invertebrados (Harpaz, 1997; Félix e Sudharsan,
2004). Entretanto, nem sempre uma resposta benéfica é encontrada quando se fornece uma
dieta suplementada com aminas quaterndrias, como descrito para a betaina em achigd
Micropterus salmoides por Kubitza et al. (1997).

Os compostos utilizados como promotores de consumo apresentam também propriedades
secunddrias, como demonstrado por Takii ef al. (1986), em que os peixes (trutas arco-iris e
os pimpdes) alimentados com uma dieta contendo dimetil-B-propiotetina, um estimulante
alimentar, ndo sé cresceram mais do que os peixes alimentados com a dieta controlo (sem a
adicdo da substancia) mas também apresentaram maior resisténcia a factores ambientais de
stress, como a falta de oxigénio e a elevacdo da temperatura (Cavichiolo et al., 2002).
Kubitza (1995) desenvolveu um ensaio com achigd Micropterus salmoides, alimentado
com uma dieta a base de soja (60% farelo de soja), contendo uma mistura de aminoécidos,
nucleotideos e betaina, como descrito a seguir: somente aminodcidos; somente betaina;
somente nucleotideos; aminodcidos + betaina; aminodcidos + nucleotideos; betaina +
nucleotideos; e aminoédcidos + betaina + nucleotideos. Os peixes alimentados com as dietas
contendo somente nucleotideos apresentaram os melhores resultados na performance de
crescimento. Contrariamente as expectativas iniciais, Kubitza (1995) observou que a
betaina, abundante em extractos de crusticeos e considerado um bom estimulante e
promotor do consumo para uma grande variedade de espécies de peixes, ndo € eficaz no
achigd. A inosina-5X-monofosfacto, abundante na musculatura dos peixes e,
consequentemente, na farinha de peixe, apresentou o melhor efeito como estimulante do
consumo para esta espécie.

Algumas fontes naturais utilizadas na alimentacdo dos peixes apresentam uma grande
variedade de compostos quimicos, que para algumas espécies de peixes actuam como
estimulante na alimentacdo e em outras espécies ndo. O extracto muscular da lula, por
exemplo apresenta uma mistura de aminodcidos que sdo efectivos na truta arco-iris (Adron
e Mackie, 1978), e apresentam também inosina e inosina-5X-monofosfacto, que tem accio
estimulante no pregado (Mackie e Adron, 1978). No estudo desenvolvido por Hidaka et al.
(2000), foi descoberto que a frac¢do de aminodcidos presentes nos extractos de lula
estimulam os receptores gustativos da seriola (Seriola quinqueradiata), sendo responsaveis
pelo efeito de estimulo na alimentacéo.

Um estudo complementar, desenvolvido por Carr et al. (1996), testou um grande nimero
de estimulantes alimentares em 30 espécies de animais marinhos, incluindo 10 espécies de

peixes teledsteos e 20 espécies de invertebrados. Através da determinacdo desses
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compostos quimicos na composicido corporal dos animais foi possivel detectar que os
peixes, os moluscos e os crusticeos estudados se agrupavam separadamente em grupos
especificos. A principal diferenca encontrada deu-se entre os peixes e os dois grupos de
invertebrados. Dentre os invertebrados, oito das nove substincias mais abundantes sdo
comummente encontradas nos crusticeos e moluscos: betaina, taurina, Oxido de
trimetilamina, gicina, alanina, prolina, arginina e homarina. Os componentes mais
abundantes nos tecidos dos peixes e dos invertebrados estdo correlacionados aos
compostos mais abundantes citados na literatura. Nos tecidos dos peixes a glicina e a
alanina s3o os componentes mais abundantes. Nos moluscos e crusticeos a glicina, a
alanina, a betaina, a prolina e a arginina sdo as substancias mais abundantes nos tecidos,
sendo nos peixes encontradas em concentragdes muito inferiores. Os estimulantes para
herbivoros e carnivoros sdo geralmente diferentes por serem inter-especificos (Xue e Cui,
2001). Uma mistura de L-aminodcidos, por exemplo, induz uma resposta positiva na truta
arco-iris, mas a mesma mistura ndo surte qualquer efeito quando fornecida ao pregado,
Scophtalmus maximus (Makie e Adron, 1978). O “Pinfish”, Lagodon rhomboids, apresenta
sensibilidade a glicina (Carr e Chaney, 1976), mas a truta arco-iris ndo responde
positivamente ao aminoécido (Adron e Mackie, 1978).

Geralmente, os peixes carnivoros, sdo sensiveis a aminodcidos neutros e alcalinos (glicina,
prolina, taurina, valina), enquanto que as espécies herbivoras respondem mais
eficientemente a aminodcidos 4cidos (4cido aspdrtico e 4cido glutdmico). Aparentemente a
alanina, a glicina, a prolina, a valina, o triptofano, a tirosina, a fenilalanina, a lisina e a
histidina sdo os principais componentes para uma grande variedade de espécies, sendo a
composi¢do da mistura activa de aminodcidos especifica para cada espécie (Higuera,
2001). Em intimeros trabalhos tem sido publicado que a adi¢io de uma mistura de
estimulantes na dieta é mais eficiente do que a adicdo de um composto individualizado
(Mackie et al, 1980; Papatryphon e Soares Jr., 2001), embora para algumas espécies o
estimulo da alimentacdo possa ocorrer com a adi¢gdo de um tUnico aminodcido, como
descrito para a tildpia (Johnsen e Adams, 1986). Os extractos de presas naturais, assim
como seus correspondentes sintéticos sdo os produtos mais eficientes como estimulantes da
alimentacdo.

Como j4 se referiu, a L-carnitina, uma amina quaterndria, ¢ um alimento estimulante, que
promove o aumento do consumo e ganho de peso. Além disso, estd associada a outras
funcdes benéficas relacionadas ao desempenho e desenvolvimento dos peixes. Dentre os

inimeros beneficios de sua inclusdo na dieta é possivel destacar: (a) a proteccdo contra
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niveis téxicos de amodnia e xenobidticos; (b) alivia os efeitos de stress relacionados ao
ambiente (como alteracdes na temperatura ou na diminuicdo no niveis de oxigénio
dissolvido no meio), facilitando a aclimatacdo dos peixes. Os principais beneficios da L-

carnitina no desenvolvimento dos peixes serdo pormenorizadas no capitulo seguinte.

2.4. L-carnitina

2.4.1. Descricao geral

O nome L-carnitina é derivado do Latin canis (carne). Foi descoberta em 1905 em
extractos musculares, sendo mais tarde a sua férmula quimica C;H;5NOs identificada. A L-
carnitina € uma pequena molécula (peso molecular, 161.20), encontrada nos 6rgios dos
mamiferos e de pequenos animais, assim como em inimeros microrganismos e plantas
(Rebouche e Seim, 1998). Quimicamente, a L-carnitina pode ser encontrada sob duas
formas: a D-L-carnitina e a L-carnitina. Na natureza, a L-carnitina s6 é encontrada sob a
forma de L-carnitina (Oz6rio, 2001). Este nutriente organico € sintetizado a partir de dois
aminoacidos essenciais, a lisina e a metionina, com o auxilio da vitamina C e de outros
compostos secunddrios produzidos no corpo, sendo que, a formag¢do enddgena de L-
carnitina nos vertebrados ocorre inicialmente no figado, assim como no bago e no cérebro
(Harpaz, 2005).

A L-carnitina é uma amina quaterndria que desempenha fungdes fisioldgicas importantes,
sendo, a mais conhecida destas, o facto de transportar as longas cadeias de dcidos gordos
para o interior da matriz mitocondrial (Hathcock e Shao, 2006) na forma de acilL.-carnitina,
para a oxidagdo e producdo de ATP nos tecidos periféricos (Gulgin, 2006). Além disto, é
responsével pela translocacdo de residuos de acil para o exterior da matriz mitocondrial.
Sendo assim, a L-carnitina desempenha uma funcdo indispensdvel no metabolismo dos

acidos gordos.

2.4.2. O porqué da suplementacio com L-carnitina
Actualmente, a producdo mundial de organismos aqudticos proveniente da pesca de

captura vem sofrendo um ligeiro declinio, devido ao facto das principais dreas pesqueiras
terem atingido o seu potencial maximo. A sobrepesca nessas dreas, aliada a degradacdo do
ambiente natural, tem contribuido de forma determinante para que intmeras espécies

aqudticas tenham a sustentabilidade ameacada. A aquacultura, como actividade
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sustentdavel, tem procurado reduzir os impactos provocados no ambiente. Sabe-se que a
principal fonte de proteina nas dietas para peixes cultivados sdo as farinhas de peixe
(Urbinati et al., 2000). Os altos precos das farinhas de peixe, aliados a instabilidade do seu
fornecimento e a qualidade duvidosa deste ingrediente tem forcado a busca por
formulacdes que passem a substituir em parte a frac¢do proteica provinda da farinha de
peixe por outras fontes alternativas ou mesmo a substituicdo de uma parcela da frac¢do
proteica por uma fonte lipidica que passe a ser incorporada pelo peixe. Actualmente, as
fontes alternativas tém-se baseado em produtos de origem vegetal, como os grios das
leguminosas, algumas sementes e cereais. Sabe-se que a substituicdo por produtos vegetais,
mesmo que feita parcialmente, acarreta impactos negativos na satide e no desempenho do
animal, ja que interfere no fornecimento de alguns nutrientes essenciais. Como as fontes
vegetais apresentam, em média, 10 a 20 vezes menos L-carnitina do que as fontes animais

(Ozdrio, 2001), torna-se essencial uma suplementacao de L-carnitina nas formulacdes.

2.4.3. Efeito da L-carnitina no crescimento dos peixes
Os peixes necessitam de um nivel muito elevado de proteina na sua dieta em comparacio

com outros animais cultivados, pelo facto dos peixes utilizarem parte da proteina para a
obtenc¢do de energia e ndo para o crescimento (Wilson, 2002). Factores como o tamanho e
a idade dos peixes, a composicdo da dieta, a taxa de alimentacdo, a presenca de alimento
natural, a temperatura da dgua e a densidade de estabulacdo podem influenciar a exigéncia
proteica dos animais. A proteina ¢ um dos principais nutrientes utilizados nas dietas para
peixes, sendo o macro nutriente mais caro, devido ao alto volume em que ¢ utilizado (Lazo
et al., 1998).

Como ja se referiu, nas dltimas décadas, tem aumentado a press@o para reduzir o nivel de
farinha de peixe na formulagdo das dietas para peixes. Inimeros estudos com peixes
carnivoros tém tentado substituir uma parcela da proteina por gordura (Hanley, 1991;
Brecka et al., 1996). A L-carnitina parece ser um nutriente promissor neste sentido. O
efeito da suplementacio dietética de L-carnitina no crescimento dos peixes tem sido
atribuido a melhoria da utilizacdo de energia, em consequéncia do aumento da oxidacdo
dos dcidos gordos pela mitocOndria. Por este motivo, a adicdo da L-carnitina resulta,
indirectamente, numa diminui¢do do catabolismo proteico (“protein-sparing action”), ja
que uma maior parte da energia é gerada a partir dos acidos gordos de cadeia longa,

conduzindo a um melhor crescimento mesmo em dietas contendo um menor teor proteico
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(Harpaz, 2005). Inumeros estudos demonstram que a L-carnitina actua como promotor de
crescimento nos peixes como o robalo europeu Dicentrarchus labrax (Santulli e D'
Amelio, 1986b); no peixe-gato africano Clarias gariepinus (Torreele et al., 1993); no
pargo Pagrus major (Chatzifotis et al., 1995); na tildpia mocambicana Oreochromis
mossambicus (Jayaprakas et al., 1996); na carpa comum Cyprinus carpio (Focken et al.,
1997). Entretanto, nem sempre se verifica uma melhoria no desempenho dos peixes tal
como foi descrito nos trabalhos de Rodehutscord (1995), Harpaz et al. (1999), Ozério et al.
(2001a) e Ozorio et al. (2003). Tais variagdes nos resultados, referentes ao efeito da
suplementag@o de L-carnitina na dieta, podem ser atribuidos a intimeros factores, como a
idade do animal, a composi¢do da dieta, ou mesmo aos requisitos da espécie de peixe

estudada.

2.4.4. A L-carnitina e seus efeitos na composicao corporal
Considerando que a suplementacdo de L-carnitina aumenta a translocacdo de 4cidos gordos

para o interior da mitocondria, é esperado que esta amina estimule de forma indirecta a
queima corporal de lipidos e por consequéncia previna o catabolismo de proteinas. Sendo
assim, os animais alimentados com maiores quantidades de L-carnitina, em dietas com um
teor de gordura considerdvel, beneficiariam desta funcdo e passariam a direccionar a
energia proveniente da proteina para o crescimento. Por aumentar a oxidagdo lipidica, a
adicdo da L-carnitina permite que sejam utilizadas altos niveis de gordura na dieta pois
reduz a acumulagdo de lipidios nos tecidos. Nos tltimos anos, algumas evidéncias tem
provado suportar ou rejeitar tal hipdtese. Os efeitos positivos da alimentacdo com L-
carnitina no favorecimento da oxidacdo lipidica e, consequentemente, na reducdo nos
teores de gordura corporal dos peixes, t€m sido documentados para um grande nimero de
espécies cultivadas, como no peixe-gato africano - Clarias gariepinus (Torreele et al.,
1993; Ozério et al., 2001a, b; Ozdrio et al., 2003), no robalo europeu - Dicentrarchus
labrax (Santulli et al., 1990) e no pargo - Pagrus major (Chatzifotis et al., 1995). Em
larvas de pregado alimentadas com dietas contendo suplementacdo de L-carnitina, notou-se
um aumento significativo na taxa de sobrevivéncia, reduzindo o risco do uso de dietas ricas
em gordura (Fernandez-Pato e Martinez-Tapia, 1991).

Em contrapartida, a adicdo de L-carnitina na dieta ndo tem mostrado nenhum efeito no que
diz respeito a promoc¢do do crescimento ou alteragdes na composi¢ao lipidica para outras

espécies, como é documentado na tildpia (Becker et al., 1999), e nos salmonideos
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(Rodehutscord, 1995; Ji et al., 1996). Tais contradi¢des podem ser atribuidas a uma
interaccdo de factores, como a idade do animal, a composicdo da dieta e aos requisitos
metabdlicos da espécie em estudo, como referido no capitulo anterior.

Actualmente ainda se desconhece até que ponto a suplementacdo de L-carnitina pode
interferir no teor de gordura e proteina na carcaga dos peixes cultivados em sistemas de
producdo intensiva. O uso deste ingrediente na dieta para producdo de pregado
(Scophthalmus maximus) pode, primeiramente, permitir a utilizacdo de dietas com altos ~
teores de energia, ao diminuir a deposi¢do de gordura intramuscular, melhorando, desta
forma, a qualidade do pescado comercializado. Em segundo lugar, pode reduzir o custo
envolvido na producgdo através da reducdo da quantidade de farinha de peixe utilizada nas
formulacdes, assim como proporcionar uma reducio na produgdo de metabdlitos azotados

pelo peixe, favorecendo igualmente o ambiente.
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3. HIPOTESES E OBJECTIVOS

O principal objectivo deste ensaio consistiu em determinar os efeitos da alimentagdo com
L-carnitina na performance de crescimento e na composi¢do corporal de pregados
seleccionados de um lote de cauda (“slow growers”), mantidos a diferentes densidades (4,
8,11 e 14 kg/m?).

O pregado foi escolhido como espécie modelo pelo facto de ser bastante robusto, por exibir
um rdpido crescimento, e por apresentar todo o seu ciclo de producdo em cativeiro bem
estudado. Além disso, é uma espécie de grande importancia econdémica para a Europa, ja
que representa um volume de produgdo bastante considerdvel. Por outro lado, esta espécie
apresenta um crescimento ndo uniforme em cativeiro, sendo observado a presenca de
individuos de tamanhos muito dispares dentro de um mesmo lote. Acredita-se que uma
possivel explicacdo para esta disparidade no crescimento seja provocada pelo cultivo em
densidades improprias, acarretando a formacdo de hierarquias e de individuos dominantes,
sendo por este motivo testado a diferentes densidades de cultura.

Em relacdo a L-carnitina, € esperado que a sua suplementacdo na dieta promova um
aumento da oxidagdo lipidica e, como resultado, proporcione uma reducido no teor de
gordura corporal, produzindo desta forma peixes de melhor qualidade. Pelo mesmo motivo,
acredita-se que os peixes que receberem suplementacdo de L-carnitina na dieta apresentem
uma maior taxa de crescimento durante o ensaio de alimentagdo, pelo facto da energia
resultante da oxidag@o lipidica ser direccionada ao crescimento. Para além disso, é
esperado que a adicdo de L-carnitina na dieta promova uma diminui¢do no catabolismo
proteico, resultando numa menor excre¢do de compostos azotados, favorecendo desta

forma o ambiente.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local e instalacoes
Os ensaios efectuados no ambito deste trabalho foram realizados nas instalagdes do

laboratério de Engenharia Aquéatica do ICBAS (Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel
Salazar), Universidade do Porto, de Maio a Julho de 2007.

O laboratério é provido de um sistema de recirculacdo de dgua, com capacidade de 3,5 m’,
equipado com 12 tanques, cada qual dividido em dois compartimentos idénticos,
perfazendo um total de 24 compartimentos com capacidade de 80 L/ compartimento. A
unidade de tratamento de dgua é constituida por um filtro mecéanico de 100u, dois filtros
bioldgicos (lamas activadas e percolacio), um escumador, um sistema de esterilizacdo por
ultravioleta e refrigeracdo. O laboratério € ainda equipado com um sistema de ar

condicionado, que permite e o controlo da temperatura do ambiente.

4.2. Condicoes pré-experimentais
Os pregados utilizados nesta experi€ncia foram adquiridos na piscicultura do Rio Alto,

propriedade da A. Coelho e Castro Ld®. Até a data da aquisi¢do, os peixes foram mantidos
em tanques com circuito semi-aberto, em condi¢des de fotoperiodo e temperatura naturais,
sendo alimentados de 2 a 4 vezes ao dia, com ragdo comercial e de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Alpis Ld*). Os peixes adquiridos caracterizavam-se por
apresentar uma taxa de crescimento bastante reduzida, pois constituiam o lote de cauda

existente na piscicultura (“slow growers”).

4.3. Delineamento experimental
Para a realizacdo da experiéncia foram utilizados cerca de 600 pregados. Ao chegarem

foram seleccionados 5 peixes, ao acaso, que foram anestesiados e mortos por overdose de
etileno-glicol-monofenil-eter (MERK®), e congelados a -20°C, para posterior determinagao
da composicdo corporal inicial. Os restantes peixes foram amostrados e pesados
individualmente (peso inicial 75,64 + 2,83g), e posteriormente distribuidos nas 24 unidades
experimentais (compartimentos de 0,25m x 0,80m), sendo dispostos sob 4 densidades
diferentes (4, 8, 11 e 14 kg/mz), correspondendo a aproximadamente 10, 20, 30 e 35

peixes/compartimento (Figura I).
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Nos primeiros 7 dias os peixes foram aclimatados as condi¢des experimentais, sendo
alimentados manualmente duas vezes ao dia com as ragdes teste. Apds a aclimatacio, deu-
se inicio ao ensaio de alimenta¢do, que foi conduzido em triplicado (2 x 4 x 3, design em

blocos alietérios), por um periodo de 75 dias.

LT

40mgcarnit  40mg carnlt 240mg carnit 240mg carnit 40mgcarnit  40mg carnit
4kg/m~ 14kg/m? 4kg/m? 14kg/m? 8kg/m? 11kg/m?

240mgcarnit 240mg carnit 240mgarnit  240mg carnit 40mgcarnit  40mg carnit
8kg/m? 11kg/m? 11kg/m2 8kg/m? 11kg/m? 8kg/m?

Y J
. J
m

40mgcarnit  40mg carnit 240mgcarnit  240mg carnit

40mgcarnit ~ 40mg carnit Vikghn? 8kg/m? 11kg/m?

8ka/m? 11kg/m 4kg/m?

“
v - --4

40mg camit  40mg  camit 240mgcamit  240mg camit 240mgcamit  240mg camit
4kg/m2 14kg/m2 14kg/m? 4kg/m2 14kg/m? 4kg/m?

Initial weight= 70-80 grams Tray size: 0.25m W x 0.80m L=0.20m? Total no. fish = 593

Figura 1 — Esquema de distribui¢ao dos peixes ao longo dos compartimentos (2X)

4.4. Dietas, Alimentacao e Condicoes Experimentais
Durante o ensaio os peixes foram alimentados manualmente, duas vezes ao dia (as 9h30 e

15h30) até a saciedade aparente, sendo oferecidas uma das duas dietas (iso-nitrogenadas e
isoenergéticas), contendo 40 ou 240 ppm de L-carnitina (Tablela II). A L-carnitina
utilizada na formulag¢do da ragdo (Carniking) e as andlises quimicas de L-carnitina das

dietas foram realizados pelo laboratério LONZA (Lonza Ltd CH-4002 Basel, Suica).
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Tabela II — Composicdo dos ingredientes testados no ensaio de alimentagdo (em %)

COMPOSICAO DA DIETA

CARNITINA 40 mg/kg CARNITINA 240 mg/kg
INGREDIENTES (%)
Farinha de peixe 70% 30.3 30.3
Farinha de peixe 60% 30.3 30.3
Soja concentrada 8.1 8.1
Bagaco de soja 8.1 8.1
Trigo 15.2 15.1
Oleo de peixe 7.4 7.4
Premix oscialis 0.6 0.6
Carniking - 0.04
COMPOSICAO
Matéria seca (%) 91.8 91.5
Proteina total (%) 38.4 39.1
Lipidos totais (%) 13.6 12.8
Cinza (%) 12.7 12.8
Energia (kJ/g) 19.5 19.5
Carboidrato (%) 29.7 29.5
Carnitina (mg/kg) 40.0 240.0

Calculado a partir da energia tedrica equivalente dos nutrientes da dieta de acordo com o modelo:
Egicta= (02364 X % Pdieta) + (03954 X % Ldieta) + (0 1715 x % CHdieta)

Durante todo o ensaio de alimentacdo foram monitorizados diariamente os parametros
fisico-quimicos da dgua. A salinidade da dgua foi determinada através de um refractémetro
ocular (A.S.T.). Os dados de temperatura (°C) e oxigénio dissolvido (mg/L) foram medidos
in situ através de um oximetro (Oxi 330 WTW). A cada dois dias efectuou-se a recolha de
amostras de dgua dos tanques para analise de aménia total (NH; + NH,") e dos nitritos
(NOy), que foram armazenadas em pequenos frascos (no escuro a -20°C). As andlises de
nitrito e da amoénia total foram realizadas frequentemente, através do Palintest®
Photometer 7000 (Palintest Ltd, Tyne & Wear, England) e reagentes do Palintest ® kit de
amonia total e nitrito, sendo que o tempo de armazenamento das amostras ndo ultrapassou
os 3 dias.

As variacdes na salinidade, temperatura, amonia e nitrito registradas no decorrer do ensaio

de alimentagao estdo ilustrados nas figuras seguintes (Figuras II e III).
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Figura II — Variagdo da temperatura (°C) e salinidade (%0) da dgua ao longo do ensaio.

—— Aménia (NH4) (mg/L) Nitritos (NO2) (mg/L)

0 20 40 60 75
Dias de ensaio

Figura III - Evolugdo da concentragdo média didria para a aménia total NH; + NH," (mg/L) e

nitritos, NO,™ (mg/L) na dgua ao longo do ensaio.

Os valores médios obtidos para os pardmetros fisico-quimicos da dgua foram de 6.17 +
0.97 mg/L para o oxigénio dissolvido, 19.7 £ 4.5 °C para a temperatura, 29.4 + 3.6 %o para

a salinidade, 1.0 £ 0.7 mg/L para a aménia ionizada e 1.2 + 0.9mg/L para os nitritos.

4.5. Parametros indicadores de desempenho

No decorrer da experiéncia (aos 20, 40 e 60 dias) foram realizadas amostragens
intermédias para verificacdo na evolucdo do peso dos peixes, sendo estas pesagens

conduzidas do mesmo modo que no inicio da experiéncia. Para a realizacdo destas
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amostragens os peixes foram mantidos em jejum por um periodo de 24 h. No final dos 75
dias do ensaio de alimentacdo, repetiu-se novamente a biometria, sendo seleccionados,
aleatoriamente, 5 peixes de cada compartimento, para determinacdo da composicao final
das carcacas (humidade, proteina, lipidos, cinza e energia bruta) do material liofilizado.
O desempenho dos pregados alimentados com as diferentes dietas foi avaliado
considerando-se os seguintes parametros:
eGP, Ganho de peso (g) = peso final — peso inicial.
e CA, Conversdo alimentar = consumo (MS)/ ganho de peso, sendo MS= matéria
seca.
e TEP, Taxa de eficiéncia proteica = ganho de peso/proteina consumida (MS).
e TCE, Taxa de crescimento especifico (%) = [(In peso final — In peso inicial)/dias
de ensaio] x 100.
e CVA, Consumo voluntirio de alimento = [consumo/((peso final + peso
inicial)/2)/dias de ensaio] x 100.
e IHS, Indice hepatossomatico (%) = (peso do figado/peso do animal) x 100.
e CEP, Coeficiente de eficiéncia proteica (%) = [(peso final x proteina corporal final
(%)) — (peso inicial x proteina corporal inicial (%))/consumo protéico (MS)] x 100.
e M, Mortalidade (%) = (n° mortos/n® inicial) x 100.
e K, Factor de condi¢io = 100 x P / L?, sendo P= peso em gramas; L=comprimento
total em centimetros.
e (CV, Coeficiente de varia¢do do peso (%) = (desvio padrdo do peso/mia do peso) x

100.

4.6. Recolha das amostras para analise de composicao corporal
Para se proceder a andlise da composicao corporal dos peixes em estudo, foram amostrados

peixes no inicio e no fim dos 75 dias de experiéncia. No inicio do ensaio foram recolhidos
aleatoriamente, do lote de origem, 5 peixes que foram abatidos com uma super dosagem de
etileno-glicol-monofenil-eter (MERK®). Seguidamente, foram identificados e colocados
em congelador a -20° C, para posterior andlise de carcagas (composi¢do corporal inicial).
Ap6s 75 dias, procedeu-se novamente a uma recolha de individuos, sendo seleccionados,
aleatoriamente, 5 peixes de cada compartimento, sendo 2 destes utilizados para

determinagdo da composicdo final do homogeneizado da carcaga liofilizada,
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nomeadamente o conteido de humidade, proteina, lipidios, cinza e energia bruta. Dos
restantes peixes, a 3 foram retirados os figados para determinacdo do indice

hepatossomatico (IHS), sendo acondicionados da mesma forma.

4.7. Métodos Analiticos

4.7.1. Analise da Composi¢cao Corporal
Para a andlise da composi¢@o corporal foram utilizadas as amostras recolhidas no inicio

(dia 0) e no final do ensaio (75° dia). Os animais destinados a andlise de composicio
corporal foram cortados, ainda congelados, e moidos num triturador até se obter uma pasta
homogénea. Uma pequena parte desta pasta foi utilizada para a determinagdo do teor de
humidade e de cinza da amostra. O material restante foi submetido ao processo de
liofilizacdo, durante 72 horas, até se atingir peso constante. Depois desta fase, foram
triturados novamente, até se obter uma granulometria bastante fina, e armazenados em

sacos plésticos com boa vedagdo.

4.7.1.1. Humidade
A humidade foi determinada por secagem das amostras, que se encontravam

homogeneizadas, sob a forma pastosa, em estufa a 105°C, durante 24 horas (Anexo I)

4.7.1.2. Cinza
O teor de cinza foi determinado por incineragdo das amostras em mufla a 550°C, durante,

aproximadamente, 6 horas (Anexo II).

4.7.1.3. Gordura Bruta
Entende-se por gordura bruta o residuo seco, nio volitil, que fica, depois de evaporar em

estufa o extracto, obtido pela accdo do éter anidro na amostra. A gordura bruta foi
determinada extraindo os lipidios com éter de petrdleo, continuamente, durante cerca de 3

horas, através do sistema de extrac¢ao “Soxtherm Multistat” (Anexo III).
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4.7.1.4. Proteina Bruta
O conteido em proteina bruta foi obtido através da determinag@o do teor de azoto das

amostras pelo método de Kjeldahl, utilizando-se para o efeito, um digestor “Kjeldatherm
Block™ e um destilador “Vapodest 40”. Foram utilizadas, aproximadamente, 200 mg de
amostra liofilizada para cada determinacgdo, utilizando-se como catalizador, pastilhas
“Kjeldahl”. A proteina bruta foi obtida multiplicando o teor de azoto total pelo factor 6.25
(Anexo IV).

4.7.1.5. Energia
O teor de energia de cada amostra foi determinado utilizando-se uma bomba calorimétrica

(Anexo V).

4.8. Determinacao da producao de azoto em estado pés-prandial
No decurso do ensaio de alimentacdo (55° dia) foi desenvolvido uma experiéncia

complementar, para avaliar a componente de excre¢@o branquial e urindria dos peixes.

Para que ndo houvesse qualquer interferéncia desta no ensaio principal, optou-se por
utilizar a mesma distribui¢do dos peixes em vigor (conforme ilustrado na figura I). Assim,
foram utilizados os mesmos 12 tanques (cada qual subdivididos em 2 compartimentos),
que apresentavam exactamente a mesma densidade por tanque (10.21+0.54 kg/mz, p>0.05)
e mais 2 tanques complementares, idénticos aos anteriores, que se encontravam cheios de
dgua, porém sem peixes, que serviram como tanques controlo. Os peixes foram mantidos
em jejum por um periodo de 48 horas antes de se iniciar este ensaio. O objectivo deste
ensaio foi determinar a influéncia da alimenta¢do com L-carnitina na excre¢do urindria e
branquial dos pregados.

Como primeiro passo, procedeu-se a calibracdo dos caudais de entrada de dgua a cada um
dos tanques. Em seguida, os peixes foram alimentados manualmente (as 9h00) com uma
das duas dietas (isonitrogenadas e isoenergéticas) contendo 40 ou 240 mg/kg de L-
carnitina, sendo fornecido 56+0.17 g de alimento/tanque em % BM. Depois de concluida a
alimentacdo iniciou-se a colheita de amostras de dgua em periodos regulares. Todos os
tanques foram amostrados as 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 21 e 24 horas ap0s a alimentacdo e as

amostras de dgua foram conservadas a -20°C para posterior determina¢@o da amonia total.
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A determinacio da concentragio de aménia total, TAN (NH; + NH,") foi realizada através
do Palintest® Photometer 7000 (Palintest Ltd, Tyne & Wear, England) e reagentes do

Palintest ® kit de amdnia total.

4.9. Analise estatistica
Os resultados foram analisados estatisticamente por andlise de variancia, modelo ‘“‘two

way” (ANOVA). Quando identificadas diferengas significativas entre os tratamentos as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0.05). As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando a ferramenta estatistica SAS (SAS versdao 8; SAS Institute INC.,

1999).
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5. RESULTADOS

5.1. Parametros Indicadores do desempenho

Ap6s os 75 dias de ensaio de alimentagdo com os pregados, procedemos ao cdlculo de

alguns indicadores de desempenho, que sdao apresentados na Tabela III.

Tabela III — Valores médios (n=3 réplicas/tratamento) dos pardmetros de desempenho de pregados
alimentados com dietas contendo dois teores de L-carnitina e mantidos em diferentes densidades de

estabulacdo, ao fim de 75 dias'.

Densidade, 8kg/m?

4 8 11 14
Carnitina, mg/kq Carnitina, mg/kq Carnitina, mg/kq Carnitina, mg/kq
40 240 40 240 40 240 40 240
P12 78.16+0.07 76.37+4.51 77.39+4.04 73.17+3.3 75.910.81 73.13+1.38 75.53+2.03 74.45+2.41
PF3 95.49+11.42 93.91x5752 872545812 82213912 83.46+1.26P 79.7+4.93° 80.59+1.89 P 81.13x4.39 P
GP 4 23.89+2.162 17.54x1.242 986+3.16° 11.5624.04>  7.55+1.33b¢ 831294 bc 5.06+1.41¢ 6.68+1.99 ¢
CAS 1.98+0.57°  1.78+0.22° 3.1#0.53 b 2.46+0.6 © 3.67+0.32 @ 3.26+1.02 ab 5.62+1.572 4.71+1.36 2
TEP 6 1.26+0.362  1.33%0.16 2 0.79£0.15°  0.980.24 0.66+0.06 ¢ 0.76+0.24 be 0.45+0.15¢ 0.52+0.15°¢
TCE7 0.3610.03 2 0.2810 2 0.16+0.05°  0.2+0.08 P 0.13+0.02 b¢ 0.14+0.05 P° 0.09£0.02¢ 0.11+0.03 ¢
CVA S8 0.7£0.14 2 0.550.06 2 0.52+£0.06 ®  0.520.05° 0.5£0.04° 0.46x0.03° 0.5£0.06 2>  0.56+0.06 2°
IHS 9 0.64+0.03 0.54+0.1 0.610.13 0.68+0.01 0.68+0.22  0.59+0.09 0.75+0.12  0.68%0.11
CEP 10 42110972 4.18+0.04 2 1.78+1.283 222+1683  0.3520.173 2.58+0 @ 0.64+2.34P 1.46+1.24°
M1 0£0 b 0+0 b 0+0 @ 4.45%0.143 45615282 512362 1.3241.86 20 6.58+1.86 20
K12 1.53+0.08 1.51+0.03 1.49+0.06 1.47+0.05 1.49+0.03  1.51+0.02 1.5+0.04 1.51+0.05

' Médias na mesma linha seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey
(p>0.05).

? Peso inicial (2).

* Peso Final (9).

* Ganho peso (g).

3 Conversio alimentar.

% Taxa eficiéncia proteica.

7 Taxa de crescimento especifico (%).

8 Consumo voluntério de alimento (%).

? Indice hepatossomatico.

10 Coeficiente de eficiéncia proteica (%).
"' Mortalidade (%).

12 Ractor de condi¢do K (%).

Nio verificamos nenhuma interacc¢io entre as diferentes dietas e as diferentes densidades
(p>0.05). Através da andlise estatistica averiguamos que as diferentes dietas ndo
apresentaram qualquer influéncia no desempenho dos animais, considerando um nivel de
significancia de 5%.

O peso final dos animais, o ganho de peso, e o coeficiente de eficiéncia proteica foram

claramente afectados pelas diferentes densidades, sendo que os animais acondicionados na
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menor densidade (4 kg/m?) cresceram significativamente mais que os demais, além de
apresentarem um melhor coeficiente de eficiéncia proteica. Assim, ao fim dos 75 dias do
ensaio os animais acondicionados na menor densidade apresentaram um ganho de peso de
23.89+2.16 e 17.54+1.24g e o coeficiente de eficiéncia proteica de 4.21+0.97 e
4.18+0.04% para os peixes alimentados com as dietas com 40 e 240 mg/kg de L-carnitina,
respectivamente. Os peixes mantidos nas densidades de 11 e 14 kg/m* foram os que
apresentaram os piores indices de peso final (p<0.01), ganho de peso (p<0.0001) e
coeficiente de eficiéncia proteica, (p<0.01). A taxa de eficiéncia proteica e a taxa de
crescimento especifico seguiram uma tendéncia parecida, e também foram influenciadas
pela densidade de estabulagdo. Também neste caso, os peixes mantidos na menor
densidade apresentaram também um melhor desempenho para a taxa de eficiéncia proteica
(p<0.0005) e para a taxa de crescimento especifico (p<0.0001). Também notamos uma
melhor conversdo alimentar (p<0.01), consumo voluntirio de alimento (p<0.05) e
mortalidade (p<0.05), nos peixes acomodados na menor densidade de estabulacio.

Nao foram observadas diferengas estatisticas para o peso inicial, para o indice
hepatossomatico, assim como para o factor de condigao.

As alteracOes na taxa de crescimento especifico e no ganho de peso dos peixes alimentados
com as diferentes dietas e mantidos em diferentes densidades s@o apresentadas na Figura
IV. Podemos verificar uma piora destes indices com o aumento da densidade de

estocagem.
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Figura IV — Valores médios (n=3 réplicas/tratamento) das altera¢des na taxa de crescimento
especifico (TCE, %/dia) (A) e no ganho de peso (GP, g) (B) dos pregados alimentados com duas
dietas distintas (contendo 40 ou 240 mg/kg de L-carnitina) e mantidos sob diferentes densidades (4,

8, 11 e 14 kg/m*). Os valores com letras diferentes sio significativamente diferentes, p<0.0001.

Pelo facto das diferencas estatisticas estarem atribuidas somente as diferentes densidades
de cultivo, e para uma melhor compreensdo e andlise dos resultados, estes foram agrupados
considerando somente o efeito da densidade no desempenho dos peixes (n=6
réplicas/densidade).

Na tabela seguinte apresentam-se os dados referentes ao ganho de peso, a conversdo
alimentar, a taxa de eficiéncia proteica, ao consumo voluntirio aparente, ao indice
hepatossomdtico, ao coeficiente de eficiéncia proteica, a taxa de mortalidade e ao factor de

condicao.
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Tabela IV — Valores médios (n=6 réplicas/densidade) dos pardmetros de desempenho dos

pregados mantidos em diferentes densidades de cultivo, ao final de 75 dias.

Densidade GP2 CA3 TEP4 TCES CVAS IHS? CEP® M@ K10
4 17.7243.942 2.22+0.37° 1.12+0.232 0.28+0.052 0.6:0.132 0.660.08 4.19+0.562 00  1.49+0.05
8 10.54£3.150 2.85+0.59° 0.86+0.19> 0.17+0.05b 0.51+0.05% 0.64+0.09 1.32+1.85% 1.78+2.44 1.48+0.05
11 7.85+2.510 35+1.46° 0.70.19% 0.13£0.04> 0.48+0.04b 0.64:0.16 1.4641.29° 4.74:3.92 1.5:0.03

14 5.87+1.78°> 5.16+1.412 0.49+0.14° 0.1£0.03°> 0.53+0.06%° 0.71+0.11 1.05+1.74° 3.95+3.4 1.5+0.04

Valor p <0.0001 <0.0005  <0.0001 <0.0001 <0.05 NS <0.05 NS NS

! Médias na mesma coluna seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Tukey (p<0,05).

* Ganho peso (g).

* Conversio alimentar.

* Taxa eficiéncia proteica.

3 Taxa de crescimento especifico (%).

% Consumo voluntério de alimento (%).
7 Indice hepatossomitico.

8 Coeficiente de eficiéncia proteica (%).
° Mortalidade (%).

10 Factor de condicdo K (%).

Foram constatadas diferengas significativas em relagdo ao ganho de peso, a conversdo
alimentar, a taxa de eficiéncia proteica, a taxa de crescimento especifico, ao consumo
voluntdrio de alimento e ao coeficiente de efici€ncia proteica nos peixes mantidos nas
diferentes densidades de cultivo.

Observa-se uma relacdo inversamente proporcional entre o ganho de peso e o incremento
da densidade de cultivo. A taxa de crescimento especifico, e consequentemente o ganho de
peso dos peixes diminuiu a2 medida que se promove o aumento da densidade de cultivo. No
final do ensaio os peixes apresentaram um ganho de peso de 17.72+3.94g quando
acondicionados na densidade de 4 kg/m’, enquanto que os peixes acomodados nas
densidades de 8, 11 ¢ 14 kg/m2 apresentaram ganhos inferiores, de 10.54+3.15, 7.85£2.51 ¢
5.87+1.78g, respectivamente.

Embora sem significado estatistico (p=0.05), a mesma relacdo é verificada quando
observamos a taxa de mortalidade dos peixes durante o ensaio. A medida que promovemos
o aumento na densidade de estabulagdo, verificamos uma diminui¢do na taxa de
sobrevivéncia. Enquanto que, na menor densidade de cultura ndo foram constatadas
mortalidades, nas densidades de 8, 11 e 14kg/m” registaram-se respectivamente 1.78%,
4.74% e 3.95% de mortalidade, evidenciando nas condicdes experimentais, um melhor

desempenho dos peixes quando mantidos em baixas densidades (melhor bem estar animal).
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A taxa de crescimento especifico e a taxa de eficiéncia proteica também sdo negativamente
afectadas com o aumento das densidades (p<0.0001). A taxa de conversdo alimentar
também segue essa tendéncia, sendo fortemente prejudicada pelo aumento da densidade
(p<0.005).

Quanto ao consumo voluntario de alimento, ndo se observa uma tendéncia linear dos
dados, porém, mais uma vez observamos que os peixes mantidos em condi¢des de menor

densidade se alimentaram melhor.
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Figura V — Valores médios (n=6 réplicas/tratamento) para o coeficiente de variagdo do peso
(A) e para a curva de crescimento em peso (B) de pregados, submetidos a densidades de
estabulacio de 4, 8, 11 e 14 kg/m” durante o periodo experimental. Valores assinalados com (x)

diferem estatisticamente, p<0.05.
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As médias finais do peso de 93.11, 84.72, 81.58 e 80.86g, respectivamente, nas densidades
de 4, 8, 11 e 14 kg/mz, demonstraram que o tratamento com menor densidade foi
significativamente superior aos demais (Figura V).

Neste trabalho, em todas as densidades, houve aumento do coeficiente de variacdo com o
tempo, ndo havendo diferenca significativa para este parametro entre as diferentes
densidades (p> 0.05). Assim, com base neste pardmetro, ndo parece ter havido dominancia
hierarquica associada a varia¢do de densidade. Entretanto, um padrdo de comportamento
agressivo foi observado em alguns tratamentos quando alguns peixes, prestes a abocanhar
o alimento, desistiam diante da presenca de um outro que se aproximava. Tal conduta era

acompanhada, em certos casos, da tentativa de morder o oponente.

5.2. Excrecao pés-prandial
O efeito da L-carnitina na excre¢io pos-prandial de aménia total — TAN (NH3 + NH,"),

durante o periodo de 24 horas representa-se na figura 6.
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< 20 |
=z
<C
‘> 10 -
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0

Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 15h 21h 24h

‘ ——40 mg/kg carnitina ~ —®—240 mg/kg carnitina

Figura VI — Valores médios (n=12 amostras/tratamento) das alteracdes na excrec¢do total de azoto

— TAN (NH;3 + NH4") em pregados, pré-acondicionados com dietas contendo dois niveis de L-

carnitina. ¥, significativamente diferente, p<0.05.

No presente estudo foi possivel observar um aumento imediato na excrecdo azotada apds a
alimentacdo. A excrecdo de azoto - TAN atingiu o pico aproximadamente 4 horas apds a
alimentacdo, assim como o verificado para outras espécies de peixes (Robaina et al., 1999;
Ismifio-Orbe et al., 2003; Gémez-Requeni et al., 2003; Webb Jr. e Gatlin III, 2003) e

decresceu lentamente, atingindo as 21 h um nivel de TAN (2.4 mg/kg PV) inferior ao da
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pré-alimentagdo. O efeito da suplementacdo com L-carnitina nos niveis de TAN foi nitido
no momento do pico de excrecido, mostrando que os peixes alimentados com 40 mg/kg de
L-carnitina apresentaram uma excrecdo azotada significativamente superior aos peixes
alimentados com a dieta contendo 240 mg/kg de L-carnitina, sendo isto comprovado pela

andlise estatistica, para um nivel de significancia de 5%.

5.3. Composicao corporal
Na Tabela IV ¢é apresentada a média dos valores referentes & composi¢do corporal dos

pregados apds 75 dias de ensaio de alimentacio.

Tabela V — Composi¢do corporal dos peixes mantidos sob diferentes densidades e alimentados

. . 1
com diferentes dietas .

Densidade
4 8 11 14
Carnitina. mg/kg dieta ~ Carnitina. mg/kg dieta ~ Carnitina. mg/kg dieta ~ Carnitina. mg/kg dieta ANOVA, Pr> F!
40 240 40 240 40 240 40 240 C D CxD
Cinza (%) 195820 195408 22.2+24 20.8+1.7 223432 19.0+1.0 20.3#2.1 20.1+1.1 NS NS NS
Lipidio (%) 9.1£21 10.3+1.0 52404 77114 8540.6 11.9+0.1 10.8+4.3 6.3+2.0 NS NS NS
Proteina (%) 736130 745+1.6 77.4+29 74.4+04 728804 725+1.2 73.5+3.3 759405 NS NS NS
Energia (KJ/g) 189402 18.9+02  17.7#0.1 18.0+0.9 18.310.0 19.240.1 19.110.6 18.0+0.8 NS 0.088 NS

Carnitina (mg/kg) 105.6£14.9 117.04.9 753x1.5 74.8+11.0  79.0+12.6 100.1x14.8 101.843.6 127.7x16.2 <0.05 <0.005 NS

! Valores expressos em matéria seca.
*0s dados mostrados correspondem a média+desvio padrio (n=6 peixes/tratamento).
3 Probabilidade associada a estatistica F; C = efeito da L-carnitina; D = efeito da dieta; C x D = efeito de

interacgao.

Verificamos que as diferentes densidades tiveram um efeito na percentagem de energia da
carcaga e que os peixes mantidos na densidade de 8kg/m2 apresentaram os menores teores
de energia corporal, sendo os valores de 75.3£1.5 e 74.8+11.0 Kl/g para os peixes
alimentados com as dietas de 40 e 240 mg/kg de L-carnitina, respectivamente. Entretanto,
este parametro nao varia por efeito das dietas.

Os niveis de L-carnitina na carcaga foram claramente afectados pelas diferentes densidades
de cultivo, assim como pelo teor de L-carnitina dietética. Entretanto, ndo foi verificada
nenhuma interac¢do entre o teor de L-carnitina na dieta e as diferentes densidades em que

os peixes foram submetidos ao longo do ensaio.
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Niao foram detectadas diferencas estatisticas para o teor de cinza, lipidos e proteinas da

carcaca entre os diferentes tratamentos, p>0.05. Isto evidencia que para estes pregados a L-

carnitina ndo promoveu um beneficio expressivo quanto ao aumento da oxidacdo lipidica,

o0 que seria comprovado pela diminui¢@o no teor de lipidos corporais a medida que se fosse

aumentando o teor de L-carnitina na dieta.
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Verifica-se na figura VII que os teores de energia e de lipidos na carcaca sofrem um efeito
da varia¢do no conteido de L-carnitina no organismo do animal.

Nota-se um aumento no conteido energético e lipidico da carcaca a medida que se
aumenta o teor de L-carnitina no organismo do animal. Porém, a partir de
aproximadamente 100 mg/kg de L-carnitina, observamos uma alteracdo na curva de
tendéncia, sendo que a partir deste nivel, ocorre uma diminui¢do acentuada no teor de
gordura corporal, e naturalmente, uma redug@o no teor energético. Nos pregados estudados
percebemos que a partir deste teor (100 mg/kg) a promocdo da oxidagdo dos dcidos gordos
passa a ser realmente efectiva e que € evidenciada pela combustio de lipidos corporais.
Nao foi observado uma influéncia directa da L-carnitina na variacdo do conteudo proteico
da carcaga. Constatamos que mesmo havendo uma grande variagdo no conteido de L-

carnitina corporal, a percentagem de proteina corporal variou muito pouco.
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Figura VIII - (A) Relagdo entre o conteudo de L-carnitina da dieta (mg/kg) e a ingestdo de L-
carnitina pelos peixes (mg/kg PV); (B) Relagdo entre a ingestdo de L-carnitina pelos peixes (mg/kg
PV) e o contetdo de L-carnitina na carcaca (mg/kg); (C) Relacdo entre o contetido de L-carnitina

da dieta (mg/kg) e o contetido de L-carnitina na carcaca (mg/kg).
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Na Figura VIII (A) € possivel verificar uma relacio directa entre o teor de L-carnitina na
dieta e a ingestdo de L-carnitina pelos peixes. A medida que se aumenta o teor de L-
carnitina na ragdo, verifica-se um aumento da ingestdo desta pelo animal. Os peixes
alimentados com a dieta controlo, 40 mg/kg de L-carnitina, ingeriram uma quantidade de
L-carnitina muito inferior (14.42+2.5mg de L-carnitina’kg PV) aos peixes alimentados
com a ragdo suplementada, 240 mg/kg de L-carnitina (80.58+9.41mg de L-carnitina’kg
PV).

Na Figura VIII (B) observamos que a partir da ingestdao de 50 mg de L-carnitina’kg de PV
ha uma ligeira tendéncia de aumento no teor de L-carnitina na carcaca. A partir dos 80 mg
de L-carnitina ingerido/kg de peso vivo podemos constatar um aumento significativo no
teor de L-carnitina na carcaca.

Na Figura VIII (C) € possivel observar uma pequena tendéncia de elevacdo no teor de L-
carnitina na carcaca ao fornecermos uma dieta com um teor mais elevado de L-carnitina.
Esperdvamos, que houvesse uma deposi¢do bem mais acentuada de L-carnitina na carcaca
nos peixes que receberam a dieta suplementada, ji que esta apresenta um teor 6 vezes
superior de L-carnitina ao da dieta controlo.

Entretanto, a variacdo dos niveis de L-carnitina presente nos tecidos dos animais se deve a
uma combinacio de factores que ndo podem ser analisados isoladamente: a) a absorcdo de
L-carnitina presente nas fontes suplementares (dieta); b) a modesta taxa de sintese; c) a
eficiéncia de reabsor¢ao dos tecidos. A discussio dos resultados é apresentada no Capitulo

Discussdo, item 6.5.
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6. DISCUSSAO

6.1.Parametros fisico-quimicos dos tanques

6.1.1. Variacao do oxigénio dissolvido, temperatura e salinidade
Os valores referentes ao oxigénio dissolvido (mg/L) ndo apresentaram muitas variacdes ao

longo da experiéncia, apresentando como valor médio 6.17 + 0.97.

Relativamente aos valores de temperatura, nota-se que no inicio do ensaio os valores de
temperatura foram mais elevados, sendo isso decorrente de algumas avarias que ocorreram
no sistema de refrigeracdo da dgua e do ambiente. Além disso, o sistema de refrigeracio
encontrava-se sub-dimencionado para o volume de dgua do sistema, e como a temperatura
do ar encontrava-se muito elevada, o sistema ndo tinha capacidade de manter a temperatura
média em torno dos 19°C. Foi durante este periodo do ensaio que os tanques atingiram as
temperaturas mais elevadas. Ao 16° dia a temperatura atingiu os 24.3°C, sendo controlada
j4 no dia seguinte. Apds a terceira semana de experiéncia, procedeu-se o reparo do
equipamento de refrigeracdo, sendo, a partir de entdo, registradas temperaturas mais
constantes € mais amenas até o final do estudo. O valor médio de temperatura (°C)
registrado foi de 19.7 £4.5.

Quanto a salinidade, foi realizada uma ambienta¢do dos peixes no inicio do ensaio.
Inicialmente a salinidade rondava os 33 %o, sendo, ao longo dos primeiros dias, feito uma
diminuicao gradativa até que a mesma atingisse os 28 %o. A partir do 40° dia € possivel
observar uma elevacao gradativa da salinidade, sendo atingido os 32 %¢. Embora tenhamos
observado pequenas alteracdes de salinidade no decorrer do ensaio, acredita-se que estas
nao tenham tido qualquer influéncia no desempenho dos peixes. Como é de conhecimento,
o pregado é uma espécie eurialina, suportando grandes variagdes de salinidade. Segundo
Carvalho e Diniz (1998) e Menu e Person (1991), o pregado apresenta crescimento 6ptimo
com salinidades entre os 20-35%o. O valor médio de salinidade (%o¢) ao longo dos 75 dias

foi de 29.4 £ 3.6.

6.1.2. Variacio da amdnia ionizada e dos nitritos
Durante alguns dias foram registrados valores acima dos 1.0 + 0.7 mg/L para amdnia total

(TAN= NH;" + NH3) € de 1.2 £ 0.9 mg/L para NO,. Apds aumentar a eficiéncia dos
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filtros bioldgicos através da inoculacdo de culturas de bactérias dos géneros Nitrosamonas
e Nitrobacter durante o ensaio, observou-se uma pequena melhora nos niveis de amodnia e
nitrito. Como meio de prevencdo, optou-se pela realizacdo de uma substituicdo parcial da
dgua do sistema (+ 200 L/dia), a fim de evitar que os valores de amdnia e nitrito atingissem
niveis toxicos.

Os valores médios registrados (mg/L) durante o ensaio foram de 1.0 £ 0.7 para amodnia

ionizada e de 1.2 = 0.9 para nitrito.

6.2. Efeitos dos parametros quimicos da agua no crescimento
Na piscicultura intensiva, onde os peixes s@o mantidos em altas densidades, uma

acumulagdo gradual de amoénia na dgua pode ocorrer, especialmente quando a renovagao
de dgua é pequena e em sistemas de recirculagcdo de dgua. Os dados referentes a toxicidade
da amodnia em peixes de dgua salgada e os factores envolvidos com sua toxicidade sdo
pouco documentados se comparados com os dados disponiveis para as espécies de dgua
doce (EPA, 1989, 1998). A maioria dos resultados publicados sobre os efeitos da amonia
em peixes marinhos esta restrita as estimativas de sobrevivéncia e aos efeitos relacionados
aos parametros de crescimento.

Os mecanismos relacionados a toxicidade da amoénia (considerada uma das principais
neurotoxinas nos mamiferos) permanecem pouco claros nos teledsteos (Mommsen e
Walsh, 1992; Tomasso, 1994). Informacdes relacionadas as respostas fisioldgicas dos
peixes quanto a exposicdo a amodnia a longo prazo sdo raras, tanto em peixes marinhos
(Pesson-Le Ruyet ef al., 1997; Rasmussen e Korsgaard, 1998) como em salmonideos
cultivados em dgua do mar (Fivelstad et al., 1995; Knoph e Thorud, 1996).

O pregado, assim como outras espécies de peixes, apresenta uma capacidade parcial de se
desintoxicar quando mantido em ambientes com altas concentra¢des de amoénia (Wood,
1993; Pesson-Le Ruyet er al., 1998; Wang e Walsh, 2000). As lamelas branquiais,
frequentemente expostas as dguas de baixa qualidade, além de envolvidas em muitas
funcdes fisioldgicas (por exemplo, respira¢do e troca de ides), sdo também as principais
vias de excrecdo dos residuos azotados. O stress ndo especifico frequentemente causa
perturbagdes osmoregulatérias, acarretando um aumento nos niveis de fons e do cortisol
plasmatico nos peixes marinhos (Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et al., 1999).
Verifica-se na literatura que a toxicidade da amodnia estd associada a uma grande variedade

de disfungdes nos peixes, podendo levar a reducdo do crescimento ou mesmo a morte dos
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individuos. Alguns trabalhos tém procurado testar a toxicidade de azoto total — TAN no
pregado.

Person-le Ruyet et al. (2003) desenvolveram um estudo onde expuseram juvenis de
pregado sobre diferentes concentragdes de TAN (0.16, 5.6, 11.4, 21.1 e 27.2 mg/L) por
diferentes periodos (24 a 81 dias). Os resultados mostram que os pregados mantidos sob as
concentragdes de 0.16 e 5.6 mg/L de TAN apresentaram taxas de ingestao e de crescimento
similares durante o primeiro més de exposicdo (ganhos de 1.55 e 1.59 g/dia,
respectivamente), e crescimentos inferiores nos demais grupos estudados. Mesmos nos
grupos expostos as concentracdes elevadas de azoto (21.1 e 27.2 mg/L) ndo foram
observados sinais Obvios de stress, como alteracdes na cor da pele ou distirbios
comportamentais, e 0s peixes retirados para as medi¢des ndo demonstraram qualquer sinal
externo que poderia ser uma indicacdo de dor ou sofrimento. No entanto, ndo houve
aumento de massa no grupo exposto aos 27.2 mg/L. de TAN a partir do 28° dia. O aumento
da massa no grupo exposto aos 21.1 mg/L de TAN, a partir do dia 57, foi de apenas 15%
em relag@o ao observado no grupo exposto a menor concentragao.

Como se verificou no nosso ensaio, os valores registrados relativamente ao TAN
encontram-se na faixa dos 1.5 mg/L, valores intermedidrios aos 0.16 e 5.6 mg/L testados
por Pesson-Le Ruyet ef al. (2003), sendo um indicativo de que os metabdlitos presentes
nos tanques experimentais ndo interferiram de forma negativa no crescimento dos peixes

durante os 75 dias em que decorreram o estudo.

6.3. Efeitos da densidade de estocagem no crescimento
Diferentes expressdes tem sido utilizadas quando se procura examinar os efeitos da

densidade de estocagem no crescimento dos peixes, podendo a densidade ser expressa em
termos da biomassa ou do nimero de peixes por unidade de area ou volume. Ao longo de
alguns estudos, o nimero de peixes é reduzido a medida que os peixes crescem, fazendo
com que a densidade de estocagem no interior dos tanques permaneca constante.

Neste estudo, o nimero de pregados foi mantido constante do inicio ao fim do ensaio (com
excep¢ao das mortalidades), e portanto, houve um aumento da densidade (em kg/mz) ao
longo do tempo, jd que os peixes foram crescendo. Ha uma evidéncia de que a remocao de
alguns peixes e a manutencdo de uma densidade constante pode romper hierarquias,
modificando as interac¢des entre os individuos e afectando as taxas de crescimento

(Baardvik e Jobling, 1990), porém isto é dificil em condi¢des de cultivo. Foi por este
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mesmo motivo que optamos por manter o nimero de peixes constante durante todo o
ensaio, sendo eliminados somente os peixes que morriam.

Nos nossos tanques experimentais observamos que o crescimento do pregado diminuiu ao
aumentarmos a densidade de estocagem. Resultados similares foram observados com
outras espécies marinhas quando se promoveu um aumento da densidade de estocagem
(Koike et al., 1979; Chen, 1984; Marsden e Williams, 1996; Lambert e Dutil, 2001; Souza-
Filho e Cerqueira, 2003; Paspatis et al., 2003).

A densidade populacional e as taxas de crescimento sdo frequentemente descritas por
estarem relacionadas, no entanto, as correlacdes existentes entre estes dois factores nédo
podem ser analisados linearmente, podendo apresentar interaccdes positivas e negativas
dependente da espécie e das condicdes em estudo. Baker e Ayles (1990), por exemplo,
sugerem que o crescimento do salvelino-drctico (Salvelinus alpinus) aumenta com o
aumento da densidade, com um limiar de 40-50 kg/m3 e, em valores superiores, declina.
Bjornsson (1994) documenta que a densidade afecta o crescimento do alabote
(Hippoglossus hippoglossus) apenas acima de um determinado limiar correspondente a
aproximadamente 100% de cobertura do fundo do tanque.

Embora o uso de altas densidades seja um factor a se considerar durante a determinagdo
dos custos de producdo no sector da aquicultura, em estudos com populagdes de juvenis de
pregados, o uso de densidades elevadas implica em um aumento do periodo de manutencao
dos peixes durante a fase de crescimento devido a uma diminui¢@o na taxa de crescimento
especifico (Irwin et al., 1999).

Martines-Tapia e Fernandez-Pato (1991) testaram o efeito de duas densidades de
estocagem, 0.25 e 0.5 kg/m” sobre o crescimento do pregado e ndo verificaram diferencas
significativas entre o peso dos individuos apds o ensaio. Os peixes utilizados nesta
experiéncia, entretanto, tratavam-se de individuos com peso muito superior aos utilizados
em nossa experiéncia, com biomassa aproximada de 500g. Ja Danielssen e Hjertnes (1991)
documentaram um crescimento reduzido em pregados quando mantidos em densidades de
150 kg/m’, observando uma melhora no crescimento ao se reduzir a densidade.

A relacdo inversamente proporcional entre o crescimento e a densidade de estocagem
sugere que haja uma competicio dependente da densidade por espaco ou alimento
(Jarayabhand e Newkirk, 1989; Parsons e Dadswell, 1992).

Altas densidades nos tanques e jaulas de cultivo podem dificultar os peixes do fundo a
moverem-se e ingerir alimento, comprometendo desta maneira o seu crescimento, mesmo

em situagdes em que haja disponibilidade de alimento.
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Além disso, o aumento da densidade de estocagem promove um aumento das interac¢des
entre os individuos. Estas interaccdes, ao longo de algum tempo, provocam varia¢des de
tamanho entre os individuos do grupo, sendo isto o resultado da supressdao do crescimento
dos individuos subordinados pelos individuos maiores (Jobling, 1985). Algumas espécies
tém comportamento bastante especifico, sendo que as hierarquias de dominéncia e
submissdo criadas, resultam em situag@o de stress, tanto para os dominantes quanto para os
submissos, comprometendo desta forma o desempenho de todo o grupo.

As instalagdes comerciais de produg@o de peixes planos em tanques de terra utilizam,
usualmente, densidades elevadas que alcancam os 40 kg/m® no caso da solha (Honda,
1998) e os 70 kg/m* no linguado (Liewes, 1984). Para o alabote do atlantico Bjornsson
(1994) sugere que a melhor densidade para peixes com 2 kg permanega entre os 25 e os 50
kg/m® e para peixes com 10 kg, entre os 50 e os 100 kg/m*. No entanto, em operacdes
comerciais de produg@o os peixes planos sdo normalmente produzidos em concentra¢des
que variam dos 15 aos 50 kg/mz, dependendo da espécie e do método de producdo
empregado (Pesson-Le Ruyet et al., 1991; Liewes, 1984; Martinez-Tapia e Fernandez-
Pato, 1991; Mallekh et al., 1998; Silva e Velez, 1998; Kikuchi, 2000; Merino et al, 2007).
Uma densidade segura sugerida para os peixes planos situa-se entre 100 e 200% de
cobertura da drea, se utilizado como método de medi¢do a percentagem de cobertura do
fundo (Bjornsson, 1994; King et al., 1998).

A biomassa de estocagem utilizada nesta experiéncia com o pregado variou entre os 4 e 0s
14 kg/mz, densidade similar a utilizada em alguns meios de cultivo comerciais. Segundo a
literatura, o pregado pode ser cultivado em densidades de estocagem bastante altas, que em
operacdes comerciais geralmente rondam os 25 a 30 kg/m’ (Iglesias ef al., 1978), sendo a
maxima densidade de estocagem sustentdvel descrita de 75 kg/m3 para pregados adultos
em sistemas abertos (Jones et al., 1981). Em algumas experiéncias com pregados de maior
peso, t€m se obtido resultados interessantes, atingindo concentracdes de cultivo de até 60
km/m* (Mallekh e al., 1998; Martines-Tapia e Fernandez-Pato, 1991) sem comprometer o
crescimento dos peixes. E importante chamar a atencdo, entretanto, que nestes casos de
sucesso do cultivo adensado, os sistemas utilizados sdo providos de uma elevada taxa de
renovagdo de dgua. Os sistemas de producdo abertos e aqueles que envolvem uma grande
taxa de renovacdo da 4gua apresentam uma melhor qualidade de dgua (menor nivel de
metabdlitos e altos niveis de oxigénio dissolvido), o que possibilita a produgdo dos peixes
em densidades maiores. Em sistemas fechados ou sistemas com pouco fluxo de dgua, a

qualidade de 4agua pode ser um factor limitante, implicando no cultivo em densidades
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inferiores. O sistema de producdo utilizado na nossa experiéncia se trata de um sistema
fechado com recirculacdo de 4gua, em que somente uma pequena fraccdo da 4gua é
substituida diariamente, podendo este ser um dos factores que ndo permitiu que
atingissemos densidades de producdo extremamente elevadas. Vale lembrar que muitas
fazendas aquicolas localizadas em Portugal produzem pregados em sistemas semi-
intensivos - em tanques escavados de terra - sendo que a capacidade de producdo destes
sistemas estd relacionada com o desenho e com a cota dos reservatdrios, onde a adugao e a
qualidade da dgua muitas vezes ¢ dependente das oscilagdes das marés. Portanto, embora
em alguns casos se tenha atingido densidades de producio elevadas, como referenciado por
Mallekh et al. (1998) e Martines-Tapia e Fernandez-Pato (1991), as condicdes testadas
fogem a realidade portuguesa.

A habilidade do pregado em se manter em condi¢des de altas densidades de estocagem
pode estar relacionada ao seu habitat bentdnico, aos baixos niveis de actividade e baixa
exigéncia em oxigénio dissolvido (Jones et al., 1981). Entretanto, essas condi¢des descritas
ndo levam em conta que haja interac¢des comportamentais entre os individuos, que em
algumas situagdes, pode comprometer o ganho em biomassa.

Alguns estudos tém sugerido que um aumento no coeficiente de variacdo seja indicativo do
estabelecimento de dominancia hierdrquica e competicdo pelo alimento, com a supressiao
do crescimento de individuos subordinados por peixes dominantes (Higby e Beulig, 1988).
Neste trabalho, em todas as densidades, houve aumento do coeficiente de variagdo com o
tempo, ndo havendo diferenca significativa para este parametro entre as diferentes
densidades (p>0.05). Assim, com base neste parametro, ndo parece ter havido dominancia
hierarquica associada a varia¢do de densidade. Entretanto, um padrdo de comportamento
agressivo foi observado em todos os tratamentos quando alguns peixes, prestes a
abocanhar o alimento, desistiam diante da presenca de um outro que se aproximava. Tal
conduta era acompanhada, em certos casos, de “ataques” (tentativa de morder o oponente).
Neste estudo, os pregados cultivados sob altas densidades de estocagem apresentaram
taxas de crescimento significativamente inferiores aqueles cultivados sob baixas
densidades. Isto suporta o ponto de vista de que o aumento da densidade acarreta um
impacto negativo nas taxas de crescimento das populacdes de pregado, como observado
por Danielssen e Hjertnes, 1991.

Indmeros trabalhos reportam uma correlacio entre a densidade de estocagem e o
crescimento dos peixes. Entretanto, a relacdo entre os dois factores ndo parece ser

uniformemente linear, podendo levar a respostas positivas ou negativas, de acordo com a
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espécie e as condicdes em que se trabalha. No presente trabalho, desenvolvido em tanques
com sistema de recirculacdo da &dgua, nota-se um decréscimo acentuado na taxa de
crescimento especifico do pregado quando se promove um aumento da densidade de
estocagem. De qualquer forma, a estocagem dos peixes em altas densidades € um factor a
se considerar ao se levar em consideracdo os custos de producdo das actividades aquicolas,
em especial nos peixes planos, que ao contrario de indmeras espécies de peixes, ocupam

somente a drea do fundo dos tanques e viveiros e ndo toda a coluna da dgua.

6.4. O efeito da L-carnitina no crescimento
O crescimento (medido como aumento de peso) € um factor de grande importancia para os

produtores de peixes e, por conseguinte, merece uma atencao especial no que diz respeito a
promocao do crescimento. Os efeitos da suplementacdo L-carnitina em dietas para peixes
sdo atribuidos ao aumento da utilizacdo de energia, como resultado do aumento da
oxidagdo lipidica pela mitocondria.

Um efeito de promocdo do crescimento devido a suplementacdo de L-carnitina foi
encontrado pelos seguintes investigadores: Santulli D'Amelio (1986a), no robalo europeu;
Twibell e Brown (2000) em hibridos de robalo-muge; Torreele et al. (1993), no catfish
africano; Chatzifotis et al. (1995) no goraz; Keshavanath e Renuka (1998), no beicudo;
Jayaprakas et al. (1996) na tildpia mossambicana; e Becker et al. (1999) na tildpia hibrida
(Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus). Uma indicacio da promog¢do do
crescimento (embora ndo significativa) foi encontrada por Becker e Focken (1995) e
Focken et al. (1997) na carpa comum. Por outro lado, nenhum efeito da suplementagao da
L-carnitina sobre o crescimento foi observado por inimeros investigadores, assim como o
constatado por nds, em que os pregados cultivados durante os 75 dias de ensaio ndo
apresentaram qualquer indicativo de beneficio quanto ao aumento do peso ao consumirem
dietas suplementadas. Sao exemplos de estudos sem um favorecimento do crescimento os
desenvolvidos por Dias et al. (2001) no robalo; por Ozorio (2001) e Ozorio et al. (2001a,
b) no catfish africano; por Rodehutscord (1995) e Chatzifotis et al. (1997) nas trutas; por
Gaylord e Gatlin (2000) em hibridos de robalo-muge; por Ji et al. (1996) no salmdo do
Atlantico; por Harpaz et al. (1999) no ciclideo ornamental (Pelvicachromis pulcher); por
Dzikowski et al. (2001) em guppys (Poecilia reticulata); e por Schlechtriem et al. (2004)
na tildpia hibrida (O. Niloticus x O. Aureus).
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A interpretacdo desses resultados conflituantes é mais complexa do que inicialmente salta
aos olhos. Essas variagdes nos resultados sugerem que os efeitos da L-carnitina possam
estar atribuidos a inimeros factores como a idade dos animais (Harpaz, 2005), composi¢do da
dieta e requerimentos metabdlicos das espécies em estudo (Ozdrio, 2001).

Os peixes exigem um nivel muito mais elevado de proteina em sua dieta em comparacio
com outros animais. Além do custo da proteina ser bastante alto, nos peixes uma parte
desta ¢ utilizada para fins energéticos e ndo para o crescimento (Wilson, 2002). Ao longo
das duas ultimas décadas tem havido uma pressao crescente para reduzir o nivel de farinha
de peixe nas dietas para peixes. Em muitos peixes carnivoros, racdes com alta teor
energético estdo sendo utilizadas, sendo que o nivel de gordura na dieta tem aumentado
consideravelmente, atingindo valores superiores a 35% da composicao (Harpaz, 2005).
Estes elevados niveis de gordura na dieta tem desencadeado estudos com o interesse de
aumentar a capacidade de utilizacdo plena da energia alimentar pelo peixe. Como a L-
carnitina estd intimamente associada ao metabolismo dos 4cidos gordos, muitos
pesquisadores t€m tentado estabelecer correlacdes entre os niveis de L-carnitina na dieta
dos peixes e o metabolismo das gorduras (Burtle e Liu, 1994; Chatzifotis et al., 1995). A
oxidagdo das gorduras proporciona o mais alto e mais rentdvel rendimento energético dos
ingredientes alimentares por unidade de peso.

Como a L-carnitina promove a oxidacdo de gordura, assumimos que a adicdo de L-
carnitina a dieta dos pregados teria como resultado o aumento na “protein sparing action”,
ou seja, proporcionaria uma reducdo na oxidacdo dos aminodcidos pelo aumento da
oxidagdo lipidica, e assim, levaria a um aumento do ganho de peso nos peixes alimentados
com a dieta suplementada. Entretanto, ndo observamos qualquer efeito benéfico da
suplementacdo da mesma no crescimento dos animais. A quantidade de L-carnitina presente
na dieta, a sua reabsor¢@o e a biossintese (que ocorre principalmente no figado) sdo os principais
factores que ditam os possiveis efeitos metabdlicos da L-carnitina, dentre eles os efeitos no
crescimento e na composicdo corporal dos individuos. Além disso, o efeito da L-carnitina é mais
visivel em peixes com maior acimulo de gordura (Ozério, 2001), o que ndo é o caso dos pregados
em estudo, podendo ser este um dos factores que justificariam uma auséncia de efeito no
crescimento.

Em um trabalho desenvolvido por Rebouche (1991), foi demonstrado que até 87% de toda
a L-carnitina ingerida pode ser absorvida. Entretanto, a absor¢do de L-carnitina pelo
intestino € inversamente proporcional ao teor de L-carnitina dietética (Heo er al, 2000) e

em certos casos inversamente proporcional ao PE/NPE das dietas (Chien et al, 2000;
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Ozoério 2001), o que significa que parte da L-carnitina presente na dieta suplementada pode
estar sendo excretada directamente. Além disso, a taxa sintese de L-carnitina € influenciada
pelo teor de L-carnitina na dieta. Em alguns casos, o fornecimento de uma dieta com alta
concentracdo de L-carnitina pode ocasionar a diminuicdo da sintese enddgena desta
substancia (Rebouche e Chenard, 1991). Acreditamos que tanto uma diminuicdo da
absor¢do quanto uma diminuicdo na sintese de L-carnitina pelos peixes alimentados com a
dieta suplementada podem, no nosso caso, explicarem o porqué de ndo ter havido um
beneficio no crescimento dos peixes quando alimentados com uma dieta suplementada.

Possivelmente, se tivéssemos desenvolvido um estudo com um nivel de suplementacdo
muito maior, poderiamos ter encontrado algum resultado diferente. Entretanto, mesmo em
alguns trabalhos com elevado teor de suplementagdo, como o desenvolvido por Burtle e
Liu (1994), que estudou os efeitos da suplementacio da L-carnitina (a um nivel de 1000
mg/kg) na dieta do catfish do canal, muitas vezes ndo se observa qualquer beneficio da L-
carnitina sob o crescimento. Em alguns casos em que a L-carnitina tem mostrado efeitos
benéficos, o nivel requerido desta cara substancia pode ndo justificar o crescimento
adicional obtido. Becker et al. (1999) abordou esta questdo afirmando que o melhor
crescimento foi obtido pela adicdo de 150 mg/kg L-carnitina a dieta de tildpia hibrida e
resultou numa melhora da conversdo alimentar, com uma redu¢do de 13% no fornecimento
de alimento para se atingir o mesmo peso. Assim, de acordo com os seus cdlculos, apesar
do elevado preg¢o do L-carnitina o aquicultor continuaria a se beneficiar da suplementacao
de L-carnitina na dieta. Infelizmente, na maioria dos estudos, os efeitos positivos da

suplementag@o com L-carnitina ndo leva em conta o aspecto econémico.

6.5. A excrecao pos-prandial e os efeitos da L-carnitina

Como ja comentado anteriormente, a amdnia € o principal produto da excre¢do dos peixes,
sendo responsdvel por 80% do total excretado por varias espécies (Westers, 2001), sendo
esta molécula derivada da digestdo das proteinas e do catabolismo dos aminodcidos
(Boyce,1999) e sua sintese € energeticamente mais eficiente que outros produtos de
excrecdo tais como o dcido urico e a ureia (Jobling e Baardvik, 1994), ocorrendo
principalmente no figado. A amoénia produzida é transportada pelo sistema sanguineo até

as branquias, de onde é excretada para a dgua, que, em solugdo aquosa, normalmente estd

em equilibrio entre a forma ionizada (NH") e a nio-ionizada (NH) (Boyce, 1999).
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Alguns trabalhos, como o de Ozodrio (2001) mostram que através do acréscimo de L-
carnitina na racdo, ocorre uma reducdo da excrecdo de azoto, o que tambem se verificou
em nosso estudo. Como constatado estatisticamente (p< 0.05), pudemos observar que
durante o pico de excrecao (4 horas pds-prandial) houve uma ligeira diminuicdo da
liberagdo de compostos azotados quando os peixes receberam a dieta suplementada com L-
carnitina.

Quanto ao pico de excrecdo, notamos que este ocorreu assim como o verificado para outras
espécies de peixes (Robaina et al., 1999; Ismifio-Orbe et al., 2003; Gémez-Requenia et al.,
2003; Webb Jr. e Gatlin III, 2003), e decresceu vagarosamente, até atingir um valor
inferior ao periodo pré-alimentacdo. Embora os valores de excrecdo de azoto total para o
pregado tenham sido elevados, verificamos que a taxa de excre¢do pds-prandial TAN se
apresentou dentro faixa documentada para outras espécies de peixes, como para o robalo,
Dicentrarchus labrax (Robaina et al., 1999) e para a dourada, Sparus aurata (Gémez-
Requenia er al., 2003). Impulsos de excrecdo azotada pds-alimentacdo tém sido
documentados também na garoupa, Epinephelus areolatus, e no luciano do mangal,
Lutjanus argentimaculatus (Leung et al., 1999). Segundo Kaushik e Dabrowski (1983), a
durabilidade e o incremento de azoto excretado imediatamente apds a alimentacdo estd
intimamente relacionado a idade dos animais, podendo o pico de excrecao ser prolongado a
medida que os animais crescem, sendo a duracdo também afectado pela composicdo da

dieta.

6.6. Efeito da L-carnitina na composicao corporal
A grande maioria dos estudos t€ém demonstrado ambiguidades quanto as respostas a

administracdo de L-carnitina. Muitos estudos demonstram que a quantidade extra de L-
carnitina presente nas dietas aumentam a taxa de oxidacdo lipidica. Entretanto, em muitos
outros trabalhos ndo se obtém qualquer beneficio desta suplementa¢do, como comprovado
no nosso caso. Isto pode ser interpretado de duas maneiras: 1) a sintese endégena de L-
carnitina é adequada pelo peixe para manter os seus niveis teciduais suficientes para o
crescimento; ou 2) é possivel que a resposta a alimentacdo com dieta suplementada seja
influenciada por factores ambientais e fisioldgicos.

A variacdo dos niveis de L-carnitina presente nos tecidos dos animais se deve a uma

combinagdo de factores que ndo podem ser analisados isoladamente: a) a absor¢do de L-
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carnitina presente nas fontes suplementares (dieta); b) & modesta taxa de sintese; c) a
eficiéncia de reabsorcdo dos tecidos.

Como ja mencionado, entre 30 e 87% de toda a L-carnitina ingerida € absorvida. Em
alguns casos, o fornecimento de uma dieta com alta concentracdo de L-carnitina pode
ocasionar a diminuicdo da sintese enddgena desta substdncia. Num trabalho desenvolvido
por Rebouche e Chenard (1991), foi estimado a taxa de sintese enddgena de L-carnitina em
humanos adultos que recebiam dietas com alto e baixo teor desta substincia, em que
constataram que o consumo da dieta com elevado teor de L-carnitina provocava um
decréscimo na taxa de sintese de 2.47 para 0.48 umol/kg/dia. No trabalho desenvolvido
com o catfish Africano (Ozdério, 2001) foi demonstrado que somente um fornecimento de
L-carnitina na dieta acima dos 600 mg/kg resulta em uma deposicdo acentuada de L-
carnitina no musculo do catfish Africano. Acreditamos que tanto uma diminuicdo da
absor¢do quanto uma diminuicdo na sintese de L-carnitina pelos peixes alimentados com a
dieta suplementada podem, no nosso caso, terem contribuido para o pequeno incremento
de L-carnitina na carcaga ao fornecermos a dieta suplementada, conforme indicado na
Figura VIII (C). Além disso, pelo facto de termos utilizado dietas com teores inferiores
aos 500-600 mg/kg de L-carnitina podem ter contribuido para ndo termos encontrado
nenhuma influéncia significativa de deposicao de L-carnitina na carcaga ao fornecermos as
diferentes dietas. Infelizmente ndo trabalhamos com niveis extremamente elevados de L-
carnitina, como presenciado em outros trabalho (Torreele er al., 1993; Ozdério, 2001;
Ozorio et al., 2001 a), porém ¢ plausivel inferir que se houvéssemos fornecido uma dieta
com um maior nivel de L-carnitina poderiamos constatar uma maior deposicao de L-
carnitina na carcassa do pregado.

E importante salientar também que, nos peixes, uma grande variacio na concentracio de
L-carnitina é observada entre os diferentes tecidos, sendo que a maior parte da L-carnitina
corporal se concentra no misculo. No trabalho de Ozdrio (2001) com o catfish
demonstrou-se que 98% do total de L-carnitina corporal se concentra nos musculos,
enquanto que 1.5% ¢é encontrado no figado e os restantes 0.5% nos demais tecidos. No
nosso trabalho, ao procedemos a andlise centesimal da carcaca, ndo presenciamos uma
elevacdo tdo acentuada nos teores de L-carnitina quanto esperdvamos que acontecesse ao
fornecermos a dieta suplementada. Ndo podemos nos esquecer, entretanto, de que os
nossos peixes consistiam o lote de cauda (“slow growers”), e ao final do ensaio
apresentavam-se consideravelmente magros, o que representa, um teor de musculo

reduzido ao considerarmos a carcaca com um todo. Isto poderia ser uma possivel
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explicacdo ao facto de ndo termos constatado um aumento acentuado no teor de L-carnitina
na carcaca dos peixes alimentados com um maior nivel de L-carnitina dietética - Figura
VIII (B), j4 que ao procedermos a andlise de composi¢do corporal, estarfamos utilizando
uma pequena frac¢do muscular em relacdo a nossa amostra total (carcaca). Portanto,
estariamos “diluindo” a L-carnitina presente no musculo pelos demais tecidos, resultando,

durante a determinacdo, em um valor “diminuto” de L-carnitina depositado na carcaca.

Face aos resultados obtidos com o presente ensaio, ¢ licito afirmar que a utilizagdo de uma
densidade de estocagem de 4kg/m” proporciona os melhores resultados em termos de
crescimento e sobrevivéncia para juvenis de pregado seleccionados do lote de cauda (“slow
growes”) cultivados em um sistema fechado com recirculagdo de dgua. No que se refere a
adi¢do de L-carnitina na dieta, ndo se observa nenhuma melhora no desempenho dos
juvenis de pregado quando realizado uma suplementacio de L-carnitina na dieta a um nivel
de até 240 mg/kg, uma vez que ndo se verificaram diferencas significativas (p>0.05) entre
os tratamentos. No entanto, futuros ensaios de dose-resposta com pregados deverdo
desenvolver-se, em que maiores niveis de suplementacdo de L-carnitina nas dietas devam
ser testados, procurando perceber se hd algum efeito benéfico do uso de L-carnitina no
desempenho da espécie e até que ponto essa adicdo se justifica. Além disso, durante a
determinagdo da composicdo corporal, seria interessante fazer ndo s6 a determinagdo da
composi¢do da carcaga, como também a determinagdo individualizada da L-carnitina nos
diferentes tecidos, e ainda proceder o controle da quantidade excretada pelos peixes,
procurando compreender com mais clareza o que realmente estd acontecendo com a L-
carnitina ingerida. Para a obtencdo de resultados mais interessantes, propde-se que a
alimentacdo seja feita usando alimentadores automadticos/a pedido, ja que segundo fontes
literdrias os peixes em meio natural apresentam um comportamento alimentar basicamente

nocturno (Manu e Person, 1991),
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Protective effects of dietary L-carnitine on turbot
(Scophthalmus maximus) reared under different
stocking densities

INTRODUCTION

One of the problems in intensive production of turbot,
Scophthalmus maximus, is the size disparities during grow-out stage,
that could be partly attributed fo poor husbandry faciliies and

Fish held at 4 kg/m? also showed a higher voluntary feed intake
and a lower feed conversion rate (data not shown). Body carnitine
content increased with increasing dietary camitine level.

stocking conditions. In many cases, may lead to the of
slow grower's i which makes more i

Growth feed utilization and body composition were

not signifi affected by dietary L-camitine supplementation. No

Moreover, the high levels of waste in a i-closed
intensive system may cause rapid deterioration of water quality and
therefore may undermine the commercial production.

L-carniine, a multi-physiological, bioactive and pollution-free
additive, is known to act as a growth-enhancer and appears to
mitigate or even reverse some of these effects. In addition, L-
camitine seems to provide protection against changes in water
quality, including ammonia toxicity, reducing the ammonia excretion
by reducing protein catabolism.

The main objective of this study was to evaluate the effects of
dietary L-camnitine on growth performance, body composition and
nitrogen exoretion of turbot kept under different stocking densities.

MATERIALS AND METHODS

This experiment was conducted at the Aquatic Engineering Laboratory
of Institto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar, Univ. of Porto,
Portugal. Juvenile turbot (IBW = 75.6 + 2.8g) selected as slow grower
individuals were reared at four different densities (4, 8, 11 and 14 kg/m2)
Fish groups were fed in triplicate twice daily for 75 days with one of the two

CP) and (19.5kJ/g) fishmeal based diets
(ng 1), containing different dietary L-carnitine levels (40 or 240 mg/kg).
dissolved O, (6.17+0.97 mg/L), water temperature (19.7+4.5 °C)
and salinity (29.4£3.6 %) were checked daily. NH, (1.0£0.7 mg/L) and NO,
(1.2+0.9mg/L) were checked once per week At the end of the feeding trial,
growth performance and body ere.

Additionally, a complementary study was conducted in which total
ammonia nitrogen (TAN= NH,-N + NH,+) excretion was measured
REREIE | osiprandially over a 24h cycle. Fish were fed at fixed level (0,56£0,17%
BM) and a tank containing no fish was used as control. TAN was analyzed
by Palintest® Photometer 7000 (Palintest Ltd, Tyne & Wear, England) and
expressed as mg TAN per kg body weight.

Univ. Porto, Portugal
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RESULTS AND DISCUSSION

Water quality parameters were kept within the acceptable range for

the species under study. Mortality rates were below 5 % and no
disease or linical infection was notice.
Treatment density had a significant effect on growth performances
over the experimental period. Fish held at the lowest densily (4
kg/m?) showed higher specific growth rates (SGR) and protein
efficiency ratio (PER) than fish held at higher densities (Fig. 2).

Mean values (n=3
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was observed between density and L-carnitine.

Table 1: Body composition (wet weight basis) of turbot stocked at four
different densities and fed two different camitine levels (n=6 fish treatment)

DENSITY

Garmiine mgi diet Carmitine, gk et Caritine, gk et Cariine kg et

W T PR @ m ¢ »cx

Matwes () 22909 210604 199413 20806 21907 2503 2302 VX4 NS NS NS
Crude Trosin 00 16804 16:360.4 165416 16.360.4 147104 16305 16,406 153410 NS NS NS
ColeTugh 2105 2303 1080 16103 1702 2700 2408 105 NS NS NS
Ak 45106 4T 4402 4302 4SS 43602 4504 4201 NS NS NS
e (7 189402 18802 {77101 18009 183600 192801 191106 18008 NS 0038 NS
Camitine (nalie) 20728 20300 135412 207665 145129 6026 210109 6403 DI6D006 NS

The rates of postprandial TAN excretion were within the general
range as reported for ofher fish species (Gémez-Requeni et al.,
2003; Webb Jr. and Gatlin Iil, 2003). In the present study, there was
an immediate rise in TAN excretion after feeding (Fig. 3). TAN
excretion reached a peak approximately 4 h after the meal, and
decreased below the pre-feeding level (2.4 mg/kg body weight) 21 h
after the meal. It is clear the decrease in the peak of TAN excretion
in fish fed with 240 mg L-camitine.

o »n 4 e & 1 in

—+ 40 mghkg camitine 240 mgkg camitine

Figure 3: Mean values (n=12 il reatment) of the changes In TAN excrefion (NH, + NH,’) I lurbots, pre-
condilonally fed diferent dietary camilne. The TAN excrelion was measured In n- and out of each aguarlum
ver 24 h period. . significanily iferert, (5<0.05).

CONCLUSION

»Size dispaiities observed in grow-out stage of turbot reared in
recirculation system can be minimized by stocking the fish at lower
densilies than previously reported in literature.

»A notable decrease in TAN excretion occurred in fish fed extra L-
carnitine, suggesting a more efficient utilization of ingested nitrogen.

»As a consequence, nitragen loads from fish farms to the aquatic
systems may be reduced by feeding fish vith extra L-carnitine.
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9. ANEXOS

Anexo I - Determinacao da Percentagem de Matéria Seca

Aparelhos:

Excicador

Estufa

Balanga

Material:

Cadinhos de porcelana/formas de aluminio

Numero de amostras analisadas:

10-15 amostras por dia (com duplicados)

Procedimento:

1. Ap6s a identificacido dos cadinhos/formas de aluminio, seca-los previamente na
estufa durante 24 hora a 105°C;

2. Pese os cadinhos/formas de aluminio e registe os seus pesos;

3. Tare os cadinhos/formas de aluminio e pese 1g de amostra (minimo);

4. De seguida, coloque os cadinhos/formas de aluminio com a amostra a secar na
estufa a 105°C durante 24h;

5. Ap6s 24 horas na estufa, coloque os cadinhos/formas de aluminio no excicador
durante cerca de 30 min;

6. Pese os cadinhos/formas de aluminio com amostra e registe os pesos;

7. Efectue os calculos:

Cadinho + amostra ] - [Cadinh(ﬂ
(ap6s 105°C)

%MS = Amostra
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Anexo II - Determinaciao das Cinzas

Aparelhos:

Excicador

Mufla
Balanga

Material:

Cadinhos de porcelana/formas de aluminio

Numero de amostras analisadas:

10 amostras por dia (com duplicados)

Procedimento:

1.

Ap6s a identificacdo dos cadinhos/formas de aluminio, secd-los previamente na
mufla durante 5 horas a 500°C;

Pese os cadinhos/formas de aluminio e registe os seus pesos;

Tare os cadinhos/formas de aluminio e pese 1g de amostra (minimo);

De seguida, coloque os cadinhos/formas de aluminio com a amostra a secar na
mufla a 500°C durante Sh;

Ap6s 24 horas na mufla, coloque os cadinhos/formas de aluminio no excicador
durante cerca de 30 min;

Pese os cadinhos/formas de aluminio com amostra e registe os pesos;

Efectue os calculos:

Cadinho + amostra ] - [Cadinh(ﬂ
(apés 500°C)

%MS = Amostra
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Anexo III - Determinacao da Gordura Bruta

Aparelhos:
Soxtherm Multistat / SX PC (Gerhardt Fabrik und Lager Chemischer, Konigswinter,

Germany)

Material:

Balanca analitica

Papel vegetal

Copos de extraccdo e suporte
Cartuchos de filtro

Estufa

Reagentes:
Eter de petréleo (40-60°C)

Algodao hidroéfilo

Quantidade e niimero de amostra:

4 amostras por dia (com duplicados)

1 - 1,5g amostra liofilizada (0.5-1g fezes liofilizadas)

Reagentes gastos por cada 10 amostras analisadas em duplicado:

Eter de petréleo — 2 litros

Procedimento:
1. Colocar os copos de extraccdo na estufa a 150°C durante cerca de 4 horas.
2. Arrefecer no excicador e pesar.
3. Ligar o aparelho e a 4gua, e esperar até atingir a temperatura de 150°C.
4. Pesar cerca de 5 g de amostra para os cartuchos de filtro, colocando por cima o

algodao hidréfilo.
Adicionar o éter de petréleo aos copos de extraccao.
Colocar os cartuchos devidamente dentro dos copos e estes no aparelho.

No final da extraccao, retirar os copos e os cartuchos.

© =N

Retirar o éter recuperado.
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9. Colocar os copos de extraccdo na estufa a 105°C, e deixar secar durante a noite.

10. Arrefecer no excicador e pesar.

Programacado:

Programa gordura bruta:
e 4.0 minutos Reduction interval;
e 3 segundos Reduction pulse;
e 40 minutos Hot Extraction /Boiling (1/2 da extrac¢do);
e 5 x Evaporation A;
e 1h 20m Rising time;
e 3 x Evaporation B;

e 10 minutos Evaporation C.

Cdlculos:

(Peso do copo + gordura) — peso do copo x 100

Teor em GB (%MS) = T % MS
oma X 7
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Anexo IV - Determinacio da Proteina Bruta - Sistema micro

Aparelhos:
Digestor (Kjeldatherm Block digestion units, Gerhardt Fabrik und Lager, Konigswinte,.

Germany chemischer)
Destilador (Vapodest 40, Gerhardt Fabrik und Lager chemischer, Kénigswinter, Germany)
Titulador (HI 901/HI 902, Hanna Instruments, Rhode Island, USA)

Material:

Balanga analitica
Papel vegetal

Bureta

Erlenmeyers de 250ml
Tubos de 100ml

Quantidade e nuimero de amostra:

12 amostras por dia (com duplicados)

200 mg amostra liofilizada

Reagentes gastos por cada 10 amostras analisadas em duplicado:
Pastilhas Kjeldahl - 20 pastilhas

Acido bérico - 50 g

NaOH - 500 g

Acido sulfiirico concentrado - 100 ml
Acido sulfiirico 0.1N, dependente do tipo de amostra: dietas e composigio corporal + até

250ml;fezes + 120ml

Reagentes:
1. Solucdo de NaOH a 40%:

Dissolver 40g de NaOH (puro p.a.) em 100ml de agua destilada/400g em 1000ml. A
solucdo deve ser preparada sobre gelo, adicionando a dgua destilada posteriormente ao

NaOH.
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Pastilhas Panreac (0.3% Cu + 99.7% Sulfato de potdssio) 5g a unidade
Acido sulfirico concentrado (H>SOy)

Acido sulfidrico 0.1N (H,SOy)

Solugdo de Acido bérico (H3BOs) a 4%:

A

e Sobre um agitador, dissolver 80g de dcido bdrico em 1L de dgua a ferver (para
2L solucdo).

° Arrefecer, agitando de vez em quando para evitar cristalizacdo. Adicionar a
solucdo 20 ml de solucdo de verde de bromocresol e 14 ml de solucdo de
vermelho de metilo (2L).

e Completar o volume com d&gua destilada até perfazer os 2L e agitar
cuidadosamente.

6. Solucdo de verde de bromocresol:

e Dissolver 100mg de verde de bromocresol em etanol absoluto para andlise.
Completar para 100ml com etanol absoluto. Se necessdrio filtrar com papel de
filtro.

7. Solucdo de vermelho de metilo:
e Dissolver 100mg de vermelho de metilo em etanol absoluto para andlise.

Completar para 100ml com etanol absoluto. Filtrar a solucao.

Procedimento:
1. Digestao
Tem como finalidade a conversdo de todo o azoto ou proteina da amostra em sulfato de
amonia (NH4)>SOq.
e Pesar 0.2g de amostra para tubos Kjeldahl de 100ml.
e Adicionar 1 pastilha de selénio.
e Adicionar Sml de 4cido sulftirico concentrado p.a..
e Agitar os tubos no vortex.
e Fazer 2 brancos.
e Ligar o digestor a 420°C. Ligar a d4gua e a exaustao.
A 4gua deve ter um fluxo elevado de modo a eliminar a humidade e
consequentemente melhorar o processo de mineraliza¢do. De seguida, diminuir
a exaustdo para evitar perdas de 4acido, mas continuar a eliminar fumos

produzidos (CO,, H,O e subprodutos).
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e Deixar mineralizar durante uma hora.
e Deixar arrefecer os tubos.
2. Destilacdo:
Converte a NH;* em NH;3 na presenca de uma base (NaOH). O destilado € recolhido
num erlenmeyer com acido bérico, que se torna azul devido a presenca de uma base.
O destilador doseia 20ml de soda, 30ml de acido bérico, 10ml de dgua destilada. O
tempo de reac¢do é de 5 segundos e a destilagdo tem uma duragdo de cerca de 5
minutos.
e Ligar o destilador e abrir a torneira da dgua.
e Lavar o aparelho 2 vezes, fazendo uma destilagdo com adi¢do unicamente
de dgua e uma outra com adi¢cdo normal dos reagentes.
e Destilar a amostra.
3. Titulacdo:

e Titular com 4cido sulftrico a 0.1N e a pH 4.60.

Calculos:

Volume do 4cido gasto x Normalidade do 4cido —Branco x 14 x 6.25
Toma x % MS

Teor em PB (% MS) =
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Anexo V - Determinacio da Energia Bruta

A energia libertada na combustdo de 1g de material € seu poder calérico. E possivel medir
calorimétricamente o poder caldrico de qualquer alimento ou combustivel através de uma
bomba calorimétrica adiabatica.

Calorimetria

Um dispositivo bastante comum para medir a variagdo da energia interna (AU) é a bomba
calorimétrica (fig. 1). A amostra da substancia é colocada num pequeno cadinho no interior
da bomba calorimétrica. Essa cAmara de combustio de aco inox, capaz de resistir a grandes
pressoes, tem vélvula para a admissao de oxigénio e também contactos eléctricos para
provocar a inflamacao da amostra.

TE{ minas Termometro
Eletricos |: de Beckmam
_ @ g |
Agitador i
]
1 i
09 s
Bomba ca [ Rt
(Camara de || 2al B o=t
combustic)| gl i Cadinko
' - -]

Fig.1- Representacdo de um calorimetro

Depois da amostra ser instalada, a bomba € hermeticamente fechada e recebe carga de
oxigénio sob pressdao de aproximadamente 25 kgf/cm2. A bomba calorimétrica é entao
imersa no calorimetro, (vaso que apresenta excelente isolamento térmico) que contém
massa de dgua conhecida, sob agitacdo. O sistema trabalha em condicdes adiabaticas, ndo
havendo perda nem ganho de calor do calorimetro para as vizinhangas. Quando todos os
componentes dentro do calorimetro atingem uma temperatura uniforme e constante,
provoca-se, mediante uma corrente eléctrica que passa por um fio condutor que fica em
contacto com a amostra, a inflamacao dessa.

Ha libertacdo de calor na combustdo. Este calor € absorvido pelo contetido do calorimetro
e causa a elevacdo da temperatura da dgua. Essa temperatura € cuidadosamente medida,
com um termdémetro de precisdo de Beckmann, antes da reaccio e depois de a reac¢do
terminar, quando a temperatura no interior do calorimetro € novamente constante. A
variagdo de temperatura AT, observada no calorimetro é proporcional ao calor que a
reaccdo liberta ou absorve e, depende da capacidade calorifica do calorimetro. Assim, pela
medicdo directa de AT, pode-se determinar a quantidade de energia da amostra. Para se
calibrar o equipamento usa-se o 4cido benzdico, cujo AU € conhecido com precisdo. € um
exemplo de substancia utilizada com padrdo de calibracdo. (Uma capacidade calorifica
elevada significa que para uma determinada quantidade de calor fluindo para o sistema
provocard uma pequena a elevacio da temperatura.)
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