INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISA DA AMAZONIA - INPA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA DE AGUA DOCE E PESCA
INTERIOR - BADPI

EXIGENCIA DE LISINA E ESTIMATIVA DOS AMINOA CIDOS
ESSENCIAIS PARA TAMBAQUI, Colossoma macropomum (CUVIER,
1818)

EDIMAR LOPES DA COSTA

Manaus-AM
Novembro/2014




EDIMAR LOPES DA COSTA

EXIGENCIA DE LISINA E ESTIMATIVA DOS AMINOA CIDOS
ESSENCIAIS PARA TAMBAQUI, Colossoma macropomum (CUVIER,
1818)

Orientadora: Dra. Elizabeth Gusmao Affonso

Dissertacdio apresentada ao Programa de
Pés-graduagio em Biologia de Agua
Doce e Pesca Interior BADPI/INPA,
como parte dos requisitos para obtengdo
do titulo de mestre em Biologia de Agua

Doce e Pesca Interior - BADPI

Manaus-AM
Novembro/2014



FICHA CATALOGRAFICA

C837 Costa, Edimar Lopes da
Exigéncia de lisina e estimativa dos aminodcidos essenciais para
tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) / Edimar Lopes
da Costa. --- Manaus: [s.n.], 2014.
ix, 60 f. : il.

Dissertacdo (Mestrado) --- INPA, Manaus, 2014.
Orientador : Elizabeth Gusmao Affonso.
Area de concentracdo : Biologia de Agua Doce e Pesca Interior.

1. Amino4cidos. 2. Tambaqui. 3. Tambaqui - Nutri¢do. I. Titulo.

CDD 597.5

Sinopse:

Neste estudo foram avaliados o desempenho zootécnico e parametros fisioldgicos do
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RESUMO

Exigéncia de lisina e estimativa dos aminoacidos essenciais para tambaqui, Colossoma

macropomum (Cuvier, 1818)

A lisina é um dos aminodcidos mais limitantes na dieta, e, devido sua importancia na
deposi¢do de proteina corporal em peixes, € de grande interesse para a aquicultura,
principalmente de espécies como o tambaqui. Com objetivo em determinar a exigéncia desse
aminodcido, pelo método dose-resposta e estimar a exigéncia dos aminodcidos essenciais,
com base no conceito de proteina ideal, juvenis de tambaqui (7,7+0,06 g) foram distribuidos
em tanques de 500 L, em delineamento inteiramente ao acaso, alimentados com dieta
semipurificada a base de caseina, gelatina e aminodacidos livres, contendo seis niveis de lisina
(L- lisina HCL 0,9, 1,2, 1,5, 1,8, 2,1 e 2,4% da dieta). Os resultados demonstraram que as
dietas com niveis crescentes de lisina nao influenciaram os parametros zootécnicos avaliados,
nao permitindo estimar a exigéncia de lisina, por intermédio da curva dose-resposta. O
tambaqui apresentou consumo reduzido, baixo ganho de peso e alta conversdao alimentar com
uso de dieta semipurificada, que teve como causa provdvel a baixa palatabilidade da dieta. A
dieta semipurificada afetou significativamente os parametros hematolégicos Ht, [Hb] e RBC,
porém, sem um padrdo especifico com os niveis de lisina. Os parametros fisioldgicos,
colesterol, triglicerideos e cortisol plasmético, apresentaram diferengas significativas (p<0,05)
entre os tratamentos. A dieta com menor nivel de lisina apresentou os maiores valores para o
colesterol e triglicerideos. O cortisol plasmatico apresentou tendéncia a reduzir com aumento
de lisina na dieta. Nao foi possivel determinar a exigéncia de lisina pelo método dose-resposta
para o intervalo de 0,9 a 2,4% de lisina na dieta. As exigéncias dos aminoécidos essenciais,
estimados, a partir do conteido de aminoacidos corporais do tambaqui, com base no conceito
de proteina ideal, foram similares ao encontrados para outras espécies e a lisina foi estimada

em 6,0 e 6,2% da proteina dietética pelos dois métodos utilizados.

Palavra-chave: aminodcidos, fisiologia, nutricdo, proteina ideal



ABSTRACT

Lysine requirement and estimation of essential amino acids for tambaqui, Colossoma

macropomum (Cuvier, 1818)

Lysine is one of the most limiting amino acids in aquafeeds due to its importance in fish body
protein deposition. Therefore, lysine requirement studies are needed to optimize diets for
aquaculture, especially for species such as tambaqui. In order to determine lysine requirement
by dose-response method and estimate the requirement of essential amino acidsbased on ideal
protein concept, tambaquis juveniles (7.7 £ 0.06 g) were distributed in 500-L tanks, in a
completely randomized design. Fish were fed semipurified diets formulated with casein,
gelatin and free amino acids premix, containing increasing six levels of lysine (L-lysine HCL
0.9, 1.2, 1.5, 1.8, 2.1 and 2.4%). Increasing levels of lysine did not affect tambaqui
performance parameters, then it was not possible to estimate the lysine requirement by dose-
response curve. Tambaqui presented feed intake reduction, low weight gain and high feed
conversion probably by the low palatability of semipurified diets. These diets significantly
affected hematologic parameters hematocrit (Ht), hemoglobin concentration [Hb] and red
blood cel count (RBC), but with no tendency by increasing lysine levels. Physiological
parameters as cholesterol, triglycerides and plasma cortisol showed significant differences (p
<0.05) between treatments. Fish fed the lowest level of dietary lysine showed the highest
values for cholesterol and triglycerides. Plasma cortisol tended to decrease with increasing
dietary lysine level. It was not possible to determine lysine requirement by dose-response
method with levels from 0.9 to 2.4% dietary lysine. Essential amino acids requirement
estimated by the amino acid content of whole body tambaqui based on ideal protein concept,
were similar to other species and lysine requeriment was estimated at 6.0 and 6.2% of dietary

protein by both methods.

Keyword: Amino acid, physiology, nutrition, ideal protein.
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Apresentacio

A aquicultura é a atividade de produ¢do animal que mais tem contribuido com o
aumento de proteina em todo o mundo. Segundo a “Food and Agriculture Organization”,
(FAO, 2013), a producao mundial de pescado (extrativa e aquicola) atingiu 156,2 milhdes de
toneladas no ano de 2011, das quais 62,7 milhdes de toneladas, cerca de 40,1%, foi da
aquicultura. O Brasil, que ocupa o 12° lugar na produ¢do mundial de pescado, € o 2° maior
produtor na América do Sul, destacando-se juntamente com o Peru na produgdo aquicola
continental (FAO, 2013). De acordo com o Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA, 2013), a
producdo nacional de pescado (extrativa e aquicola), em 2011, representou cerca de 1,4
milhdes de toneladas, dos quais 44% foram oriundos da aquicultura, apresentando, na ultima
década, um acréscimo de 35% na produgdo nacional, com incremento de 51,2% de 2010 a
2011.

O expressivo crescimento da aquicultura nacional € reflexo da grande demanda por
proteina de boa qualidade, incentivos publicos governamentais e investimentos privados no
setor que mais tem crescido nos ultimos anos, além da evidente estagnag¢do da producao da
pesca extrativa (FAO, 2013; MPA, 2013). Isso tem motivado a comunidade cientifica
desenvolver pesquisas que respondam as diversas lacunas que representam entraves no cultivo
de organismos aqudticos (Rocha et al., 2013). Dentre estas, aquelas relacionadas a nutrigdo,
principalmente de espécies de alto valor comercial, como o tambaqui (Colossoma
macropomum) € o pirarucu (Arapaima gigas) (Ono et al., 2004; Cyrino et al., 2011; Oliveira
et al.,2011; Ono, 2011; Kubitza, 2012).

Estudos sobre nutricdo de diferentes espécies de peixes de interesse para o cultivo t€ém
avaliado as exigéncia de proteina e a relacdo energia:proteina (Ituassu et al., 2005; Ono et al.,
2008; Oishi et al., 2010; Santos et al., 2010b; Signor et al., 2010); o uso de ingredientes
alternativos e a digestibilidade (Mori-Pinedo et al., 1994; Guimaraes e Shorti-Filho, 2004;
Abimorad e Carneiro, 2007; Silva et al., 2007; Gutiérrez et al., 2009; Dairiki ef al., 2013a); a
suplementac¢do e exigéncia de aminodcidos (Mufoz-Ramires e Carneiro, 2002; Encarnagdo et
al., 2004; Dairiki et al., 2007; Brandido et al., 2009; Abimorad et al., 2010; Bomfim et al.,
2010; Dairiki et al., 2013b; Vasquez-Torres e Arias-Castellanos, 2013), entre outros, com o
objetivo de melhorar o desempenho produtivo das espécies e reduzir custos ambientais e
econdmicos.

Na aquicultura, a racdo € o principal componente dos custos finais de produgdo e esta

diretamente relacionada aos niveis de proteina existente na sua formulag¢do. Segundo Bureau e
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Cho (1999), o valor nutritivo de uma proteina € resultado da sua digestibilidade e da
composi¢do de seus aminodcidos. Esses, por sua vez, constituem importantes nutrientes
necessarios a manutengao da vida, do crescimento (deposicao de tecidos) e da reproducgado dos
animais, sendo essencial fornecé-los na dieta em niveis desejaveis, que possibilite alta
eficiéncia na producdo, melhor aproveitamento em digestibilidade e reducao de compostos
nitrogenados eliminados no ambiente (Kim et al., 1992; Cho et al., 1994; Parsons e Baker,
1994; Bureau e Cho, 1999; Dairiki et al., 2007; Cyrino et al., 2010; Ovie e Eze, 2013).
Contudo, uma dieta de alto valor nutricional e ambientalmente correta, com balanco adequado
de aminodcidos, depende, necessariamente, do completo conhecimento das exigéncias
nutricionais da espécie cultivada (NRC, 1993; Zhang et al., 2008; Bicudo et al., 2009).

Com o surgimento dos aminodcidos sintéticos, a formulacdo de dietas, baseadas nos
requisitos necessarios por aminodcidos essenciais dos animais, tornou-se foco da exigéncia
nutricional para diferentes organismos (Wilson, 1989). Isso aumentou o nimero de pesquisas
sobre as exigéncias de aminodcidos das espécies de importincia na aquicultura. Um dos
principais métodos para mensurar exigéncias nutricionais de aminoacidos em peixes tém sido
os experimentos do tipo dose-resposta, nos quais as concentragdes de um determinado
aminodcido sdo oferecidas aos animais, tendo como pardmetro o ganho de peso em resposta
aos niveis aplicados (Green e Hardy, 2002; Boisen, 2003; Rollin et al., 2003; Abimorad et al.,
2010). Porém, como estes estudos demandam tempo e alto custo, convencionou-se a
utilizagdo de métodos que permitissem estimar com maior rapidez a exigéncia nutricional a
partir da utilizacdo de um aminodcido referéncia, obtido por um experimento dose-resposta e
o perfil corporal da espécie (Wilson, 2002; Bicudo e Cyrino, 2009; NRC, 2011). Esse
conceito sugere que hd uma afinidade entre os aminoécidos presentes na proteina do musculo
dos animais e a exigéncia nutricional da espécie, e que este perfil aminodcidico constituiria
um balanceamento ideal na dieta para atender o melhor desempenho (Wilson, 1991; Wilson,
2002; Pezzato et al., 2004; Dairiki et al., 2007). O balanceamento de uma dieta, com base no
conceito de proteina ideal, pode reduzir o conteido de proteina na ragdo, os custos de
producgdo e a excre¢ao de nitrogé€nio pelos peixes, um dos nutrientes mais poluentes no meio
aquéatico (Botaro et al., 2007). Experimentos executados com o conceito de proteina ideal
consistem na elaboracdo de dietas com ingredientes purificados, que permitem o
conhecimento exato dos niveis de aminoécidos incluidos na formulagdo, especialmente, a

variagdo segura nos niveis crescentes do aminodcido referéncia.
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Embora diferentes aminodcidos sejam utilizados como referéncia para estimar outros
aminodcidos, com base no conceito de proteina ideal, a lisina € o mais empregado em
diferentes estudos para determinar a exigéncia nutricional em peixes, devido a facilidade dos
experimentos, e por ser um dos principais aminodcidos essenciais aos peixes (Bureau e

Encarnacao, 2006).

A lisina como aminodcido referéncia

A lisina é o aminodcido mais limitante em muitas fontes proteicas, sendo encontrada
em maiores concentracdes nas proteinas de origem animal. E um aminodcido exclusivamente
orientado para a deposicao de proteina corporal, merecendo atengdo especial na formulagdao
de racdes para peixes (Baker e Han, 1994; Kim e Lall, 2000; Rodehutscord et al., 2000;
Dairiki et al., 2007; Peres e Olivia-Teles, 2008; Ovie e Eze, 2013). Limita¢des na
concentracdo de lisina na dieta podem acarretar perdas de crescimento e de ganho de peso,
principalmente por nao haver sintese enddgena desse aminodcido (Baker e Han, 1994; Dairiki
et al., 2007; Dairiki et al., 2013b). Niveis adequados de lisina melhoram a sobrevivéncia e o
crescimento dos peixes, além de prevenir possiveis doencgas e lesdes nas nadadeiras (Dairiki et
al., 2007; Ovie e Eze, 2013). Trés razdes contribuem para utilizacdo da lisina como
aminodcido referéncia: (1) € um aminodcido estritamente essencial e ndo apresenta sintese
enddgena; (2) possui metabolismo bdsico e unico orientado para deposi¢do de proteina
corporal, diferente dos aminoécidos sulfurosos e; (3) sdo precisas as andlises laboratoriais
para determinacdo dos seus niveis em ingredientes, racdes e tecidos (Wilson, 2002; Peres e
Olivia-Teles, 2008).

Segundo o National Research Council - NRC (2011), a necessidade de lisina para
peixes variam entre 5,0 e 6,8% da proteina dietética, sendo os valores mais altos, em geral,
encontrados para peixes carnivoros (Dairiki et al., 2013). A utilizacdo da lisina na
determinagdo de exigéncia nutricional de aminoacidos em peixes tem sido empregada por
vdrios autores para diferentes espécies em vdrias partes do mundo, como para o “large yellow
croaker” (Pseudosciaena crocea R) (Zhang et al., 2008), “turbot” (Scophthalmus maximus)
(Peres e Olivia-Teles, 2008), “black sea bream” (Spaurus macrocephalus) (Zhou et al., 2010),
bagre do canal (Ictalurus punctatus) (Zarate e Lovell, 1997), “striped bass” (Morone
saxatilis) (Small e Soares, 1998; 2000), juvenis de “Japanese flounder” (Paralichthys
olivaceus) e “red sea bream” (Pagrus major) (Forster e Ogata, 1998; 2000), “truta arco-iris”

(Oncorhynchus mykiss), (Encarnacao et al., 2004), entre outros.
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Dentre as espécies estudadas no Brasil, a tildpia (Oreochromis niloticus) tem sido foco
constante de pesquisas sobre sua exigéncia por aminodcidos. Gongalves et al. (2009)
estudando a relacdo proteina digestivel e lisina digestivel para juvenis de O. niloticus,
demonstraram que o aminodcido lisina, ainda que em niveis elevados de inclusdo, ndo foi
suficiente para melhorar o desempenho produtivo dos peixes, quando utilizado em dietas com
baixo valor proteico. Entretanto, a suplementacdo de 7,5% de lisina em relacdo a proteina
digestivel (PD), em racdes com niveis acima de 26%, promoveu melhores respostas de
desempenho produtivo para a espécie.

Ovie e Eze (2013), estudando a exigéncia para a mesma espécie, suplementando lisina
em dieta deficiente deste aminodcido, determinaram a exigéncia em 7,12% da proteina com
base nos valores da taxa de crescimento especifico e da conversdao alimentar. Bomfim et al.
(2010) avaliando os efeitos de cinco niveis de lisina digestivel da racdo, numa dieta basal de
29,12% PB e 3.000 kcal de energia digestivel/’kg, também com O. niloticus, encontraram
melhores resultados com 1,7% de lisina digestivel na dieta ou 5,83% da proteina. Furuya et al.
(2006), avaliando quatro niveis de lisina para a mesma espécie, numa dieta com 29,51% PB e
3.235 kcal de energia digestivel/kg, estimaram a exigéncia para o ganho de peso e conversao
alimentar, em 1,56 e 1,44% de lisina digestivel respectivamente ou 5,2% e 4,74% da proteina.
Recentemente, Furuya et al. (2012) determinaram a exigéncia de lisina digestivel para juvenis
de tildpia do Nilo, mantendo a relacdo arginina:lisina de 1,3:1 constante, encontraram a
exigéncia de lisina digestivel de 15,21 g/kg (5,41 g/100 g de proteina digestivel ou 5,41% da
proteina).

Outras espécies também tém sido estudadas quanto sua exigéncia por aminodcidos.
Abimorad et al. (2010), utilizando seis niveis de lisina digestivel para juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus), obtiveram incremento significativo no ganho de peso (GP), taxa
de crescimento especifico, retencdo de proteina, taxa de eficiéncia proteica e conversao
alimentar aparente para o nivel de 1,61% de lisina na dieta. A lisina digestivel, determinada
pelo modelo de regressao segmentada, com base nos valores médios de ganho de peso, foi de
1,64% (5,57% da proteina). Bicudo et al. (2009), estudando a mesma espécie, com dieta
semipurificada e isoproteica de 32% PB, determinaram, como nivel adequado de lisina
digestivel, com base no ganho de peso e eficiéncia alimentar, valores de 1,4 a 1,5% de lisina
digestivel ou 4,4 a 4,7% da proteina.

Montes-Girao e Fracalossi (2006), avaliando a exigéncia de lisina para juvenis de

jundid (Rhandia quelem), utilizando uma dieta semipurificada com 34% de PB e 3.500 kcal
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de energia metabolizdvel, encontraram a exigéncia dietética respectivamente de 4,5% e 5,3%
da proteina, determinadas para os parametros ganho de peso e taxa de reten¢do proteica.
Dairiki et al. (2007) determinaram a exigéncia dietética para juvenis de “black bass”
(M. salmoides) para o peso final, ganho de peso e taxa de crescimento especifico em 2,1% ou
4,9% da proteina dietética. Ja a conversdo alimentar apresentou melhor indice com 1,69% de
lisina na dieta ou 3,9% da proteina. Prado (2011) estudado o também carnivoro surubim
(Pseudoplatystoma spp), determinou a exigéncia para a espécie em 2,75% de lisina na dieta.
Apesar dos crescentes avancos nas pesquisas sobre exigéncias nutricionais em peixes,
a exigéncia por aminodcidos ainda é um amplo campo de investigacdo. Estes estudos em
peixes vém se tornando, cada vez mais, importante para a formulacdo de dietas mais
eficientes e equilibradas quanto ao perfil de aminodcidos essenciais e nao essenciais. Porém,
para o tambaqui, (C. macropomum), uma das espécies mais importantes da aquicultura no
Brasil, os estudos sobre suas exigéncias nutricionais por aminodcido sdo, praticamente,

inexistentes.

Tambaqui (Colossoma macropomum)

z

O tambaqui, Characiforme da familia Characidae, € origindrio das bacias dos rios
Orinoco e Amazonas, com abrangéncia em toda a regido amazonica. Possui habito alimentar
onivoro, alimenta-se, na natureza, de frutos e sementes da floresta alagada e pequenos
organismos. Na fase jovem, € filtrador, alimentando-se de zooplanctons, no qual encontra
maior oferta de proteina animal para os primeiros anos de vida (Silva et al. 2000; Costa et al.
2001; Aradjo-Lima e Gomes, 2005; Rodrigues, 2014).

E a espécie nativa de maior importincia na pesca e piscultura da Amazonia, muito
apreciada na regido Norte do pais. Historicamente, € uma das espécies com maior pressao de
sobrepesca (Isaac e Ruffino, 1996; Costa et al. 2001; Santos et al. 2006; Freitas e Rivas,
2006; Freitas et al. 2007; Mounic-Silva, 2009), apresentando, nos tltimos 5 anos, estagnagdo
no desembarque da pesca comercial, com cerca de 4.200 t em 2011 (Ibama, 2007; Mounic-
Silva, 2009; MPA, 2012; 2013). Segundo estatistica do Ministério da Pesca e Aquicultura -
MPA, no ano 2011, a producdo aquicola de tambaqui no Brasil foi 26 vezes superior a
extrativa no mesmo periodo, sendo a regiao Norte a maior produtora desta espécie em ambas

as modalidades (MPA, 2013). Segundo Jacometo et al. (2010), de cada dez tambaquis

consumidos na cidade de Manaus, nove sao oriundos da piscicultura. A cidade de Manaus € o
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maior porto de desembarque de tambaqui da regido e a maior consumidora de tambaqui do
Brasil (Kubitza et al., 2012).

O inicio da década de 80 foi marcado pelos primeiros passos rumo a produgdo de
alevinos e ao cultivo de peixes redondos no Brasil, e desde entdo o volume de informacao
sobre a biologia e o cultivo destes peixes vem evoluindo. Os primeiros estudos do cultivo de
tambaqui foram investigados por Silva et al. (1981), Lopes e Fontenele (1982), Eckmann,
(1987), Merola e Souza (1988), Merola e Pagan-Font (1988), tornando-se uma das espécies
mais estudadas no Brasil, o que proporcionou avancos significativos em seu cultivo (Kubitza,
etal., 2012).

Das espécies produzidas no Brasil, o tambaqui € a segunda mais cultivada e a primeira
dentre as espécies nativas, representando cerca de 20,4% da producao nacional (MPA, 2013).
Apresenta excelentes caracteristicas para a piscicultura, tais como, facil aceitacdo de ragao,
excelente rusticidade ao confinamento, crescimento rdpido e boa conversdo alimentar,
facilidade de manejo e reproducdo induzida, resistente a doengas e tolerante a baixos niveis de
oxigénio dissolvido, além de apresentar boa rentabilidade, entre 19 a 40% (Melo et al. 2001;
Izel e Melo, 2004; Aradjo-Lima e Gomes, 2005; Gomes et al., 2010; Rodrigues, 2014).

Virios estudos tém abordado diferentes informacdes acerca da espécie, como
densidades de estocagem, diferentes sistemas de cultivo, arracoamento e manejo alimentar,
qualidade de 4gua, larvicultura e etc. (Gunther e Abarca, 1992; Melo et al., 2001; Brandao et
al., 2004; Gomes et al., 2004; Izel e Melo, 2004; Gomes et al., 2006; Chagas et al., 2007;
Santos et al., 2007; Santos et al., 2010b; Cunha e Santos-Junior, 2011). Contudo, a
consolidagdo de sua teconologia de cultivo, principalmente sobre nutricdo, reprodugdo e
manejo precisa ser aprimorada para melhorar a eficiéncia de produgdo desta espécie (Gomes
et al., 2010; Dairiki e Silva, 2011; Rodrigues, 2014).

Atualmente, o potencial de crescimento e a viabilidade econdmica da producdo de
tambaqui estdo relacionados aos estudos de nutricio e manejo alimentar (Oliveira et al.,
2011). Entre as dreas estudadas, a exigéncia nutricional, em diversas fases do crescimento e
com diferentes nutrientes, como a exigéncia por aminodcidos essenciais, ¢ ainda um campo
amplo para a pesquisa. Estudos sobre a exigéncia proteica para o tambaqui, em geral, t€m
focado sua abordagem nos requisitos por proteina bruta, sem considerar o conteido de
aminodcidos na dieta (Vidal Jr ef al., 1998; Gutiérrez et al., 2010; Oishi ef al., 2010; Santos et
al, 2010b; Almeida et al., 2011). E sabido que os peixes ndo tém exigéncia absoluta por

proteina, mas sim por um balanceamento adequado de aminodcidos na dieta. No entanto, uma
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racdo que proporcione melhor desempenho, e que seja ambientalmente sustentdvel, depende
do completo conhecimento das exigéncias nutricionais da espécie (Bicudo et al., 2009).
Todavia, informacgdes sobre as exigéncias nutricionais de aminodcidos para o tambaqui é
praticamente inexistente, sendo necessarios estudos que permitam a elabora¢dao de uma dieta
equilibrada em aminodcidos e que atenda a exigéncia nutricional desta espécie,

proporcionando melhores condi¢gdes de satide e, consequentemente, melhor desempenho.

Estresse fisiologico

Em geral, estudos sobre as exigéncias nutricionais sdo avaliados com base no
desempenho zootécnico das espécies sob as diferentes dietas testadas. No entanto, o efeito
dessas dietas na fisiologia e no metabolismo animal pode ser uma importante ferramenta para
o melhor entendimento da dinamica de utiliza¢dao dos nutrientes na satde dos peixes (Tavares-
dias et al., 2007; Bicudo et al., 2009; Santos et al., 2010a; Almeida et al, 2011; Castillo, 2012;
Silva, 2013). Dietas que nao possuem nutrientes balanceados e que nio atendem as exigéncias
do animal, ndo s6 afetam o crescimento e a eficiéncia alimentar, mas também aumentam a
susceptibilidade a doencas e induz o aparecimento de sinais de deficiéncia, incluindo
comportamento alterado e mudangas fisiologicas (Urbinati e Carneiro, 2004; Tavares-dias et
al., 2007; Olivia-Teles, 2012).

De acordo com Wedmayer (1996), os peixes ajustam o seu metabolismo a condi¢des
desfavordveis ou estressantes frente a situacdes que podem ser causadas por diversos fatores,
como: mudancas na qualidade da dgua, praticas de manejo inadequadas, altas densidades de
estocagem, defici€ncias nutricionais, captura, transporte, adensamento, entre outras. Em
condi¢des de estresse € comum observar mudancas no comportamento, acompanhadas por
vdarias alteracdes fisioldgicas e bioquimicas no animal (Tavares-Dias e Moraes, 2004).
Segundo Wendeelar-Bonga (1997), o estresse pode ser definido como uma condi¢do em que o
equilibrio dindmico do organismo, ou homeostase, ¢ ameacado ou perturbado em decorréncia
da acdo de estimulos intrinsecos denominados estressores.

No estresse fisiologico € comum fazer a distincdo entre as respostas primaria,
secunddria e tercidria, conhecida como Sindrome de Adaptacdo Geral (Wedemeyer et al.,
1990; Pickering e Pottinger, 1995; Barton, 2002). A resposta priméria compreende a ativagcao
dos centros cerebrais, resultando na liberacdo dos hormodnios catecolamina (adrenalina e
noradrenalina) e cortisol na circulacdo, que provocam a resposta secundaria, definida como a

canalizacdo das acdes e dos efeitos imediatos destes hormonios em nivel sanguineo e tecidual,
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como: hiperglicemia, alteracOes osmorregulatorias, aumento da taxa metabolica, alteragdes
hematoldgicas, alteracdes cardiorespiratdrias, mobilizacdo de substratos de energia e, ainda, a
perturbacdo do balango hidromineral. A resposta tercidria manifesta-se em nivel de
populacdo, traduzindo-se em inibi¢do do crescimento, da reproducao e da resposta imune do
animal (McDonald e Milligan, 1997; Wendelaar-Bonga, 1997; Urbinati e Carneiro, 2004).

Virios estudos tém avaliado respostas fisiolégicas em peixes como informagdes
adicionais para melhor avaliar os desafios impostos durante os experimentos. Alguns
exemplos da literatura evidenciam o suporte destas informacdes em estudos sobre nutri¢ao de
peixes. Tambaquis (C. macropomum) alimentados com dietas suplementadas com castanha da
Amazonia mostraram desempenho satisfatorio, tanto do ponto de vista produtivo como de
saide dos animais (Santos et al., 2010a). Estudo realizado por Almeida et al. (2011)
encontraram alteracdes metabdlicas em respostas a diferentes teores de proteina e lipidios
utilizados na dieta nessa mesma espécie. Chagas e Val (2003), avaliando a inclusdao de
vitamina C na dieta, observaram que os animais alimentados com a dieta sem a inclusdo desta
vitamina apresentaram altera¢des hematoldgicas, indicando anemia nos animais. Affonso et
al. (2007), também avaliando os efeitos da inclusdo de vitamina C na dieta para o matrinxa
(Brycon amazonicus), sugerem que a suplementacdo com 800 mg/kg desta vitamina
apresentou melhor desempenho e perfil fisiologico nos peixes. Castillo, (2012), estudando os
efeitos das dietas com niveis crescentes de proteina para juvenis de pirarucu (A. gigas)
determinou o melhor resultado obtido (49,4% PB), utilizando como referéncia o desempenho
zootécnico e a homeostase fisioldgica dos animais. Silva (2013), também para o pirarucu, ndo
observou alteragdes fisioldgicas que comprometesse a avaliacdo do desempenho dos animais
alimentados com dietas com niveis de substituicdo da farinha de peixe por farelo de soja.

Outros estudos relacionaram a avaliacdo dos parametros fisiolégicos com a nutri¢cao
em peixes, tais como, Rodrigues et al. (2010) com o pacu (P. Mesopotamicus), Drumond et
al. (2010) e Menezes et al. (2006) com o pirarucu (A. gigas), Aradjo et al. (2011) com a
tilapia (O. niloticus), Lazzari et al. (2010) com o jundid (R. quelem), etc.

Na piscicultura, o estresse € uma condi¢do comum imposta aos peixes pela atividade,
mas, dependendo do nivel de tolerancia da espécie e as adaptagdes que foram adquiridas
durante seu processo evolutivo, suas respostas podem afetar o desempenho produtivo, a satde
e a suscetibilidade a doencas (Tavares-Dias e Moraes, 2004; Affonso et al., 2006; Oba et al.,
2009). Entender as respostas fisioldgicas do animal sob estresse corrobora com a identificagao

de condig¢des indesejaveis ou desagradaveis ao organismo animal, o que pode contribuir para
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tomada de decisdes que mitiguem os procedimentos de cultivo dos peixes (Tavares-Dias e
Moraes, 2004; Lima et al., 2006; Tavares-Dias, 2007). Nesse contexto, a avaliacdo das
respostas fisioldgicas do tambaqui submetido a inclusdo de niveis crescente de lisina na dieta

pode corroborar com os resultados de desempenho e exigéncia de lisina para esta espécie.

Objetivos

Geral
Determinar a exigéncia nutricional de lisina para o tambaqui Colossoma macropomum

pelo método dose resposta e estimar a exigéncia dos aminoacidos essenciais com base no

conceito de proteina ideal.

Especificos
v' Avaliar o desempenho zootécnico dos juvenis de tambaqui alimentados com

diferentes niveis de lisina na dieta;

v' Avaliar a influéncia das dietas com diferentes niveis de lisina nas respostas
fisiolégicas dos peixes;

v Estimar a exigéncia de lisina para o tambaqui a partir dos pardmetros
zootécnicos ganho de peso e retengdo de proteina, utilizando modelos de regressao;

v" Estimar os valores relativos dos demais aminodcidos essenciais, tendo a lisina
como aminodcido referéncia, utilizando a equagdo proposta por Arai, (1981) e Abimorad e

Castallani, (2011).
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Resumo

Exigéncia de lisina e estimativa dos aminoacidos essenciais para tambaqui, Colossoma

macropomum (cuvier, 1818)

Com objetivo de determinar a exigéncia de lisina para o tambaqui, 450 juvenis (7,7£0,06 g)
foram distribuidos em caixas de 500 litros, alimentados com dieta semipurificada a base de
caseina, gelatina e aminodcidos livres, contendo seis niveis de lisina (L- lisina HCL 0,9; 1,2;
1,5; 1,8; 2,1; 2,4% da dieta), em delineamento inteiramente ao acaso. Os resultados
demonstraram que as dietas com niveis crescentes de lisina ndo influenciaram os parametros
zootécnicos avaliados. O tambaqui apresentou consumo reduzido, baixo ganho de peso e alta
conversdo alimentar com o uso de dieta semipurificada. O uso da dieta semipurificada afetou
significativamente alguns parametros fisioldgicos, exceto o volume corpuscular médio,
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, proteina total e glicose plasmdtica. Os
baixos valores de hematdcrito e contagem de eritrdcitos influenciaram nos valores dos indices
hematimétricos, provavelmente o baixo consumo tenha afetado esses parametros sanguineos.
O cortisol plasmdtico apresentou tendéncia a reduzir com aumento de lisina na dieta,
sugerindo que niveis mais baixos de lisina influenciaram nos valores de cortisol plasmatico.
Os parametros fisioldgicos trigliceres e colesterol, e o teor de lipidios corporais apresentaram
tendéncia a reduzir com aumento dos niveis de lisina na dieta, sugerindo uma relagcdo da lisina
com actimulo de lipidios corporais. As exigéncias dos aminodcidos essenciais, estimados a
partir do conteido de aminoécidos corporais do tambaqui, foram similares ao encontrados
para outras espécies e a lisina foi estimada em 6,0 e 6,2% da proteina dietética pelos dois
métodos utilizados. O desempenho zootécnico, apresentado pelo tambaqui, com uso de dieta
semipurificada para o intervalo de 0,9 a 2,4% de lisina na dieta, ndo permitiu determinar a

exigeéncia para a espécie por meio do método dose-resposta.

Palavra-chave: aminodcidos, fisiologia, nutri¢do, proteina ideal,
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Abstract

Lysine requirement and estimation of amino acids essential for tambaqui, Colossoma

macropomum (Cuvier, 1818)

The aim of this study was to determine lysine requirement for tambaqui. Juveniles (7.7 +
0.06g) were distributed in 500 - L tanks (25 fish per tank). Fish were fed semipurified diet
based on casein, gelatin and free amino acids, containing six levels of L-lysine HCL (0.9, 1.2,
1.5, 1.8, 2.1, 2.4%) in a completely randomized design. Increasing levels of lysine did not
influence fish performance parameters. Tambaqui presented feed intake reduction, low weight
gain and high feed conversion. Fish fed semipurified diets showed physiological parameters
affected, except to Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration total protein and plasma
glucose. Low values of hematocrit and erythrocyte count influenced the values of red blood
cell (RBC) index, probably low feed intake affected these blood parameters. Plasma cortisol
tended to decrease with increasing lysine dietary levels, suggesting that lowest levels of lysine
influenced plasma cortisol values. Triglycerides, cholesterol and body lipids content showed a
tendency to decrease with increasing levels of dietary lysine, suggesting a connexion with the
lysine accumulation of body lipids. Essential amino acids requeriment estimated by amino
acid content of whole-body tambaqui were similar to other species and lysine requeriment
was estimated at 6.0 and 6.2% of dietary protein by the two methods. It was not possible to
determine tambaqui lysine requirement by the dose-response method when fish were fed

semipurified diet with levels from 0.9 to 2.4% dietary lysine.

Keyword: amino acid, physiology, nutrition, ideal protein.
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Introducao

A consolidagdo de pacotes tecnoldgicos para espécies de importancia para a
aquicultura, e na elaboragdo de racoes eficientes, capazes de proporcionar 6timo desempenho
zootécnico e econdmico, € objeto de constantes pesquisas cientificas (Espe et al., 1999; NRC,
2011; Pastore et al., 2011). Esses estudos t€m proporcionado avancos significativos na
aquicultura, sobretudo na producdo de diferentes espécies, e, mais recentemente, na
sustentabilidade do setor, muito embora sejam necessarias atender novas demandas (Teixeira
et al., 2006; Dairiki e Silva, 2011; Furuya, 2010).

Dietas eficientes, com alta qualidade nutricional contribuem, significativamente, para
o crescimento e a eficiéncia alimentar em peixes, otimizando o aproveitamento da proteina,
fortalecem o sistema imunolégico, reduzindo a incidéncia de doencas e mortalidade, além de
contribuir com a redugdo de custos de producio e menor aporte de efluentes no ambiente
aquatico (Lall, 2000; Teixeira et al., 2006; Crab et al., 2007; Bicudo e Cyrino, 2009; NRC,
2011; Dairiki et al., 2013; Pohlenz e Gatlin III, 2014). Contudo, uma dieta de alto valor
nutricional e ambientalmente adequada, depende, essencialmente, do completo conhecimento
das exigéncias nutricionais da espécie cultivada (Portz et al., 2000; Bicudo e Cyrino, 2009).
Atualmente, a exigéncia nutricional, por aminoéacidos, para peixes tem sido foco de varias
pesquisas relacionadas ao balanceamento de ragdes, sendo desenvolvidas para diferentes
espécies de interesse da aquicultura (Bodin et al., 2007; Dairiki et al., 2007; Peng Li et al.,
2009; Grisdale-Helland et al., 2011; Helland e Grisdale-Helland, 2011; Dairiki et al., 2013;
Furuya et al., 2013; Riche, 2014).

A racdo € o insumo mais caro da producgdo aquicola, e estd diretamente relacionada aos
niveis e qualidade da proteina existente na sua formulacdo, sendo este o nutriente mais
importante nas dietas para peixes (Bureau e Cho, 1999; Rotta, 2002; Furuya e Furuya, 2010;
NRC, 2011). No entanto, os peixes nao apresentam requisitos absolutos por proteina, mas sim
por um adequado balanceamento ou equilibrio de aminoécidos, sendo abordado, em muitos
estudos, como a proteina ideal (Oliva-Teles, 2000; Wilson, 2002; Furuya et al., 2011; NRC,
2011).

O conceito de proteina ideal é definido como a proteina, ou a combinac¢ao de proteinas
na dieta, que ndo apresente excesso ou deficiéncia de aminodcidos e que atenda a exigéncia
nutricional da espécie (Wilson, 2002; Green e Hardy, 2002; Pezzato et al., 2004; Furuya et

al., 2005; Bomfim et al., 2008), que atendam as necessidades de manutengdo, crescimento,
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reproducdo e reposi¢do de tecidos (Bureau e Cho, 1999; Green e Hardy, 2002; Furuya et al.,
2011).

Para determinar as exigéncias nutricionais de aminodcidos, alguns estudos
demonstram uma relacdo direta entre a composi¢ao de aminoécidos nos tecidos corporais e a
exigencia nutricional do animal (Wilson, 2002; Portz e Cyrino, 2003; Montes-Girao e
Fracalossi, 2006; Bicudo e Cyrino, 2009; Abimorad et al., 2010). Partindo desse pressuposto,
pode-se estimar a exigéncia de aminodcidos para uma espécie, utilizando o perfil corporal e
um aminodcido como referéncia (Wilson, 2002; Furuya et al., 2005; Bonfim et al., 2008ab).

Em geral, um aminoécido referéncia € obtido através de experimento tipo dose-
resposta, como € o caso da lisina, que estd entre os aminodcidos mais estudados em peixes
(Small e Soares, 2000; Dairiki et al., 2007; Abimorad et al., 2010; Fracalossi et al., 2011;
Salze et. al., 2011). A lisina € um aminodcido essencial aos peixes, limitante em muitos
ingredientes utilizados nas dietas, ndo apresenta sintese enddgena, sendo encontrado em maior
concentragio na carcaga e musculo dos peixes. E considerado um aminoécido exclusivamente
orientado para deposi¢ao de proteina corporal e sua limitacao na dieta pode acarretar perdas
de crescimento e de ganho de peso, merecendo, portanto, atengdo especial na formulagcio de
racOes para diferentes espécies (Boisen et al., 2000; Hauler e Carter, 2001; Rollin et al., 2003;
Furuya et al., 2006; Dairiki et al., 2013; Ovie e Eze, 2013).

No Brasil, estudos recentes de exigéncia nutricional de aminoacidos em peixes t€ém
utilizado a lisina como referéncia e tem focado suas investigagdes em algumas espécies, como
a tilapia Oreochromis niloticus, que ocupa o primeiro lugar na produ¢do nacional aquicola, o
dourado Salminus Brasiliensis, o pacu Piaractus mesopotamicus, € 0 surubim
Pseudoplatystoma spp (Dairiki et al., 2007; Bicudo et al., 2009; Abimorad et al., 2010;
Bomfim et al., 2010; Prado, 2011; Furuya et al., 2012; Dairiki et al., 2013; Ovie e Eze, 2013).
Nesse contexto, para o tambaqui Colossoma macropomum, a segunda mais cultivada no
Brasil e a primeira dentre as espécies nativas (44,56% em 2011) (MPA, 2013), sdo poucos os
estudos sobre a exigéncia nutricional por aminoécidos. Dessa forma, o presente estudo
avaliou a exigéncia nutricional de lisina para o tambaqui e a estimativa da exigéncia dos

demais aminoacidos essenciais, com base no conceito de proteina ideal.
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Material e Métodos

Peixes e condicdes experimentais

O experimento foi conduzido nas instalagdes do Laboratério de Fisiologia Aplicada a
Piscicultura — LAFAP, da Coordenacao de Tecnologia da Inovacao - COTI do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazoénia — INPA. Autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa
no Uso de Animais — CEUA/INPA, sob o nimero 010/2013. Juvenis de tambaqui foram
adquiridos de piscicultura comercial e aclimatados as condi¢des experimentais por duas
semanas até o inicio do experimento. Quatrocentos e cinquenta juvenis de tambaqui, pesados
(7,7£0,06 g) e agrupados em lotes de 25 peixes, foram acondicionados em tanques circulares
de PVC de 500 litros, com sistema de renovacdo parcial de dgua e aeragdo forcada por
soprador, compondo seis tratamentos e trés repeticdes. O delineamento experimental foi
inteiramente aleatorizado e teve duracao de 90 dias. Os peixes foram alimentados em trés
refeicoes didrias (9:00, 13:00 e 17:00 h), até a saciedade aparente, durante todo o periodo

experimental.

Dietas experimentais

Seis dietas experimentais semipurificadas e isoproteicas (30% proteina bruta -PB)
foram formuladas contendo niveis crescentes de lisina em intervalos de 0,3 (L- lisina HCL
0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1 e 2,4% da dieta), usando caseina, gelatina e amino4cidos cristalinos
como ingredientes proteicos (Tabelas 1 e 2). O perfil de aminodcidos das dietas simulou o
perfil de aminoécidos corporal do tambaqui, exceto pela lisina. Para manter as dietas
isonitrogenadas, a adi¢do de L-Lisina HCL foi substituida na mesma proporcao (1:1) pela
mistura de 4cido aspartico e 4cido glutdmico de acordo com Bicudo et al., (2009) (Tabela 2).
A energia bruta das dietas (kcal/100g) foi obtida por intermédio de bomba calorimétrica. Os
ingredientes foram misturados, homogeneizados e umedecidos com 4gua e solugdo de
hidréxido de s6dio (NaOH 6N) na propor¢do (1:1,5) para neutralizar a acidez das racoes.
Posteriormente, a mistura foi peletizada em picador de carne (modelo CAF n° 22) com matriz
de diametro de 3 mm e seca em estufa ventilada (45 °C) por 24 h. A racdo foi moida e
homogeneizada em peneiras com granulometria de 2 a 2,5 mm, armazenadas em freezer (-20

°C) para posterior uso experimental.
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Tabela 1. Ingredientes e composi¢do quimica das dietas experimentais.

Dietas experimentais (%)

Ingredientes
1 2 3 4 5 6
Caseina 11,60 11,60 11,60 11,60 11,60 11,60
Gelatina 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30
Premix de Aminoacidos! 13,72 13,72 13,72 13,72 13,72 13,72
Dextrina 31,61 31,61 31,61 31,61 31,61 31,61
Celulose Microfina 15,67 15,67 15,67 15,67 15,67 15,67
Carboximetilcelulose 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo de canola 6,50 6,50 6,50 6,50 6,50 6,50
Fosfato Bicélcico 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Suplemento Mineral-Vitaminico® 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
DL-a-tocoferol 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
BHT 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
L-Lisina HCL 0,00 0,45 0,90 1,35 1,80 2,25
Asp:Glu (1:1) 6,38 5,93 5,48 5,03 4,58 4,13
Composicao proximal (% da matéria seca)
Matéria seca 92,05 91,75 91,75 90,80 90,60 91,95
Proteina bruta 30,4 30,7 314 31,1 30,5 31,1
Extrato etéreo 4,70 3,55 3,85 4,2 4,65 4,05
Matéria Mineral 6,70 6,35 7,10 8,10 8,30 7,30
Energia Bruta (kcal/100g) 398,7 406,1 405,4 4039 406,3 410,0

(%) de aminoécidos: arg-1,66;hist- 0,53;isol- 0,59; leu-1,22; met-0,50; fen-0,62; tre-0,93; tri-0,24; val-0,69; tir-0,32; ser-
0,66; ala-1,65; gli-2,06; pro-0,43; cis-0,27

3 Enriquecimento de microminerais e vitaminas em mg/kg de ragdo: manganés (26); zinco (140); ferro (100); cobre (14);
cobalto (0,2); iodo (0,6); selénio (0,6), Vit. A (10.000 UT); Vit D3 (4.000 UD); Vit E (100); Vit K (5); Vit B1 (25); Vit B2
(25); Vit B6 (25); Vit B12 (30); niacina (100); 4cido félico (5); 4cido pantoténico (50); biotina (0,8); colina (2000); inositol
(50); Vit C (350).
Composicdo nos tecidos corporais e nas dietas

Os perfis de aminodcidos corporais do tambaqui e das dietas foram obtidos através de
andlise de cromatografia liquida de alta resolugio, realizada pelo Laboratério “CBO
Andlises”, Campinas-SP (Tabelas 2 e 3). O perfil corporal foi obtido do corpo inteiro, sem
visceras, de 5 exemplares de tambaqui (248+26,67 g) oriundos da estacdo experimental do
INPA, sacrificados, moidos, liofilizados e, posteriormente, encaminhados para andlise. A
composi¢do quimica das dietas e dos peixes foi determinada a partir da analise bromatoldgica,
de acordo com a AOAC (2000), analisada no Laboratdrio de Nutri¢cao de Peixes do INPA.
Para composi¢ao corporal foram sacrificados 12 juvenis da mesma populacao no inicio do
experimento e quinze exemplares de cada tratamento ao final, totalizando 90 individuos.

O teor de umidade (UM) foi determinado pelo método de Weende/Alemanha, com a

pré-secagem, por meio da liofilizagdo das amostras, e a determinacdo da matéria seca obtida a
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partir da diferenca do peso da amostra apds secagem na estufa a 105 °C, com umidade,
temperatura e peso constante. A proteina bruta (PB) foi determinada pelo método de Kjeldahl,
pelo processo de digestao da amostra (Bloco digestor/Modelo TE-040-G40/25), destilagao
(Destilador/Modelo NT 415) e titulagao, determinando o nitrogénio total, convertido pelo
fator de conversao 6,25. O Extrato etéreo (EE) foi determinado por meio da extragdo (Extrator
SOXLETH/Modelo TE 044-8/25 micro) com solvente éter de petréleo. As Cinzas (CZ) foram
obtidas por meio da incineracdo da amostra (2 g) em mufla a temperatura de 550 °C durante 3
horas. A Energia Bruta (EB - kcal/100g), estimada com base nos valores de energia para a
proteina (5,64 kcal/g), extrato etéreo (9,44 kcal/g) e carboidratos (4,11 kcal/g) (NRC, 1993).
A Fibra bruta (FB), obtida por meio do residuo da digestdao acido-basica, de acordo com o
método de Weende (Estagao Experimental de Agricultura de Weende/Alemanha), e o teor de
Extrato ndo-nitrogenado (ENN), pelo célculo da diferenca entre a totalidade do peso de cada

amostra, de acordo com o cdlculo ENN % = 100 — (%UM + %PB +%EE + %FB + %CZ).

Tabela 2. Composi¢ao de aminoacidos dos ingredientes e mistura de aminoacidos (% MS).

Caseina Gelatina Mistura de Total Pe;f;nct?;gl(l)iral
AAE (11,60%) (2,30%) AA (%) (30%)
Arg 0,37 0,19 1,64 2,21 2,21
His 0,27 0,02 0,53 0,81 0,81
Ile 0,46 0,03 0,59 1,08 1,08
Leu 0,95 0,07 1,21 2,23 2,23
Met 0,29 0,02 0,50 0,80 0,80
Fen 0,49 0,04 0,62 1,16 1,16
Tre 0,44 0,04 0,93 1,41 1,41
Tri 0,11 0,00 0,24 0,35 0,35
Val 0,66 0,05 0,69 1,40 1,40
AANE
Cis 0,18 0,02 0,27 0,47 0,47
Tir 0,57 0,01 0,32 0,90 0,90
Ser 0,57 0,08 0,65 1,30 1,30
Gli 0,20 0,56 2,05 2,80 2,80
Ala 0,32 0,21 1,65 2,17 2,17
Pro 1,04 0,33 0,43 1,79 1,79
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Tabela 3. Composicao de aminodcidos essenciais € ndo essenciais das dietas experimentais.

% da matéria seca
Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Dieta 6

AAE
Arg 1,5 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
His 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Isso 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Leu 2,2 2,2 2,2 2,3 2,2 2,2
Lis 1,0 1,2 1,5 1,9 2,0 2,5
Met 0,7 0,7 0,8 0,7 0,6 0,8
Fen 1,1 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Tre 1,4 1,4 1,4 1,3 1,4 1,4
Tri 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Val 1,5 1,4 1,4 1,4 1,5 1,4
AANE
Cis 0,5 0.4 0,5 0,4 0,5 0,5
Tir 0,8 0,9 0,8 0,9 0,9 0,9
Ac. Asp 4,3 4,3 4,4 3,8 3,8 3,6
Ser 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
Ac. Glu 5,0 5,0 4,7 4,8 4,6 4,4
Gli 2,8 2,8 3 2,9 2,8 2,9
Ala 2,2 2,1 2,2 2,3 2,1 2,2
Pro 1,9 1,9 2,1 2,1 2,0 2,1

Parametros zootécnicos

Para avaliar os efeitos das dietas sobre o desempenho dos peixes, foram realizadas trés
biometrias (inicial, mensal e final) que possibilitaram calcular os seguintes indices
zootécnicos: Ganho de peso médio (GP; g) = Peso médio final (g) — Peso médio inicial (g);
Taxa de Eficiéncia Proteica: (TEP; %) = [Ganho de peso (g) / Proteina bruta ingerida
(2)]*100; Consumo médio de racdo individual: (CMRI) = Quantidade de ra¢do fornecida (kg)
/ Numero de peixes; Conversao Alimentar Aparente: (CAA) = CMRI/ [(Peso médio final(g)
— Peso médio inicial(g)]; Taxa de Crescimento Especifico: (TCE%) = 100 x (In peso médio
final — In peso médio inicial) / tempo; Taxa de Sobrevivéncia: (TS%) = 100% x (nimero final
de peixes/nimero inicial de peixes); Indice de Eficiéncia Alimentar (IEA) = GP/CT (CT -
consumo total racdo); Relacdo Hepatossomdtica: RHS (%) = [(peso do figado/peso da
carcaca) x 100]; Relacdo Viscero-somatica: RVS (%) = [(peso da gordura visceral/peso da

carcaca) x 100]; Valor Produtivo da Proteina (VPP): VPP = 100x(PBCt-Pf)/(PBCi-Pi)/PBI.
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Concentracdo de aminodcidos essenciais

Os requisitos dos outros aminodcidos essenciais foram determinados com base no
perfil corporal de aminodcidos do tambaqui, utilizando a equacao proposta por Meyer e
Fracalossi (2005), adaptada por Abimorad e Castellani (2011), onde: Exigéncia em AAE =
[(conteido de um AAE na carcaga ou musculo do peixe) x (média da somatéria das
exigencias entre bagre do canal, tildpia do Nilo, carpa comum, jundid e pacu)] / (somatéria do
conteido dos AAE na carcaga e musculo do peixe). Outro método proposto por Arai (1981)
foi usado para comparar os valores dos aminoacidos encontrados no primeiro método, onde:
Exigéncia AA = relacdo A/E do aminodcido essencial x (exigéncia em lisina (%) + relagdo
A/E da lisina no musculo). A relacdo A/E foi calculada seguindo a seguinte proposta: Relacdo

A/E = [(aminoacido essencial/total de aminoacidos essenciais+cistina+tirosina) x 1000].

Monitoramento da qualidade de dgua

Para verificar as condi¢Oes experimentais, foram monitoradas a qualidade da dgua dos
tanques por meio de medicdo didria das concentracdes de oxigénio dissolvido (mg/L),
temperatura (°C), pH, condutividade elétrica (CE - u.S/cm), determinadas no periodo da
manha, por meio de um oximetro digital (YSI modelo 85) e pH-metro digital (YSI modelo
60). Semanalmente, foram medidas as concentra¢des de amonia total (NH3z + NH4™") e nitrito
(NO»), de acordo com Verdouw (1978) e Boyd e Tucker (1992) respectivamente, utilizando
espectrofotometro UV/visivel (BIOPLUS/modelo 2000).

Parametros fisiologicos

Foram coletadas amostras de sangue por punc¢do da veia caudal de 5 peixes de cada
unidade experimental, ao final de 90 dias, os quais foram previamente anestesiados com 0,25
mg/L de eugenol (Roubach et al., 2005). Foram determinados os seguintes parametros
hematoldgicos: Hematdcrito (Ht) pelo método de microhematdcrito; concentragdo de
hemoglobina ([Hb]) pelo método da cianometahemoglobina, com comprimento de onda de
540 nm (BIOPLUS /modelo 2000); contagem de eritrécitos (RBC) utilizando a solugao Natt e
Herrick (1952) e determinada em camara de Neubauer. A partir dos valores de RBC, Ht e
[Hb], de cada individuo, foram calculados os indices hematimétricos Volume corpuscular
médio (VCM) e Concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM), com a seguinte

férmula: VCM (fL) = Ht*10/RBC e CHCM (%) = [g/dL]*100/Ht (Wintrobe, 1934).
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A partir do plasma sanguineo, foram determinados: glicose, pelo método enzimatico-
colorimétrico (glicose oxidase), colesterol e triglicerideos pelo sistema colorimétrico,
utilizando um kit comercial e leitura em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 490-
510 nm respectivamente. Proteinas totais foram obtidas pelo método do biureto modificado,
com a utilizagdo de kit comercial e leitura da absorbancia em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 550 nm. Cortisol foi obtido pela técnica de imunoensaioenzimatico
por competi¢do com absorbancia medida em leitor microplacas (kit Direct Elisa Cortisol —
USA Diagnostica®). As andlises foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Aplicada a

Piscicultura - LAFAP/INPA.

Andlise estatistica

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado,
composto por 5 tratamentos (0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1; 2,4% de lisina na dieta) e 3 repeti¢des
(considerou-se tanque com 25 peixes como uma unidade experimental). Para garantir a
homogeneidade no inicio do experimento, os peixes foram amostrados em peso e submetidos
ao teste de Cochran, com nivel de 5% de significancia. Os dados de cada tratamento, o
desempenho zootécnico e os parametros fisioldgicos foram submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA), utilizando-se o pacote estatistico Statistical Analysis System - SAS (2008).
Quando verificadas diferencas significativas (p<0,05), o teste de Tukey para comparagdo

entre as médias aritméticas foi aplicado, adotando-se o nivel de significancia de 5%.

Resultados

Os valores médios das varidveis fisicas e quimicas da d4gua nio apresentaram

diferencas estatisticas (p>0,05) (Tabela 4).
Tabela 4. Varidveis fisicas e quimicas da 4gua dos tratamentos: pH, Oz - Oxigénio dissolvido,

CE - Condutividade Elétrica, AIT - Alcalinidade Total, DT - Dureza Total, CO> -
Concentragdo de CO», AT - Amonia Total e NT - Nitrito Total.
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Niveis de lisina (%)

Variaveis CV

090 1,20 1,50 1,80 210 240 (%)  Anova
pH 6,18 6,18 6,19 6,20 6,11 6,17 0,68 02247
0: dissolvido 6,86 6,83 6,85 6,83 6,81 6,84 0,62 0,050
(mg/L)
Temperatura (°C) 27,56 27,54 27,49 27,50 2762 27,53 0,19  0,0889
CE (uS cm-1) 2321 22,96 22,91 23,03 2272 2278 0,70  0,0342
AIT (mg/L CaCO;) 4,82 4,80 4,95 4,83 474 475 316 >0,050
DT (mg/L CaCO3;) 223 2,22 2.30 2,35 2,19 233 388  0,2408
CO; (mg/L) 1326 1231 12,37 12,12 13,03 12,44 559 0,3579
AT(mg/L NH-NH;) 0,38 0,39 0,48 0,39 036 038 11,87  0,1265
NT (mgLNO»-) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 . .

O indice de sobrevivéncia durante o periodo experimental foi de 100%. Os resultados

dos parametros de desempenho zootécnico de juvenis de tambaqui, alimentados com dietas

com niveis crescentes de lisina, estdo apresentados na tabela 5. Com uso da dieta

experimental, os peixes apresentaram baixo consumo alimentar e ndo houve efeito

significativo (p>0,05) dos tratamentos sobre os parametros de desempenho zootécnicos

avaliados. Mesmo nao apresentando diferenca entre os tratamentos, os peixes do tratamento

com 1,8% de lisina na dieta apresentaram os maiores valores e compara¢do aos demais

tratamentos para os parametros de ganho de peso, taxa de eficiéncia proteica, taxa de

crescimento especifico, taxa de retencao proteica, indice de eficiéncia alimentar e consumo

médio de ragdo, além de apresentar menor valor de conversdo alimentar (Figura 3). Os peixes

alimentados com dietas contendo 2,1 e 2,4% de lisina apresentaram os menores valores de

ganho de peso e consumo médio de ragdo entre os niveis testados (Figura 1). O consumo de

racdo influenciou o ganho de peso observado para todos os tratamentos (Figura 1, 2 e 3).
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Figura 1. Relacdo dos niveis de lisina (%) na dieta e o ganho de peso (g) de juvenis de
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Figura 2. Relacdo dos niveis de lisina na dieta e o consumo médio individual de racdo de

juvenis de tambaqui Colossoma macropomum.
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Figura 3. Relacdo dos niveis de lisina (%) dieta e a conversao alimentar de juvenis de
tambaqui, Colossoma macropomum.



Tabela 5. Parametros zootécnicos de juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum submetidos a dieta com diferentes niveis de lisina (%).

Pardmetros e Niveis de lising (% dieta)-----meeemeeemeeemeeemecs
0,90 1,20 1,50 1,80 2,10 2,40 CV(%) Valor de P

Peso Inicial (g) 7,7+0,06 7,7+0,06 7,8+0,06 7,7+0,06 7,7£0,06 7,7£0,06 0,75 >(0,050
Peso Final (g) 22,2+1,30 21,9+2,01 21,3+£2,97 23,94+2,25 20,0+1,60 19,942.40 10,02 0,2723
Ganho de peso médio (g) 14,5+1,36 14,242 .05 13,5+2,96 16,2+2.31 12,3+1,66 12,2+2.35 15,75 0,2781
TEP (%)! 0,87+0,06 0,87+0,09 0,82+0,14 0,93+0,12 0,77+0,07 0,77+0,12 11,97 0,3743
CMRI(g)* 52,0+1,43 50,7+£2,54 51,2+3,86 54,2+1,09 49,7+2.21 48,9+1,81 4,76 0,1985
ICA3 0,97+0,02 0,95+0,03 0,98+0,07 0,95+0,05 1,0£0,01 0,99+0,05 4,30 >0,050
Conversao (CAA) 3,6+0,26 3,6+0,33 3,9+0,68 3,4+0,45 4,1+0,39 4,1+£0,63 12,59 0,3982
Taxa de Sobrevivéncia (%) 100 100 100 100 100 100 - -

TCE (%/dia)* 1,2+0,07 1,1£0,11 1,1£0,15 1,240,12 1,0£0,10 1,0£0,13 10,08 0,2926
IEA® 27,8+1,91 27,942,73 26,24+4,38 29,8+3,70 24,742,228 24,743,88 11,99 0,3743
VPP (%)° 62,62+2,73  63,30£12,17  59,80+£8,59  68,63+£19,89 63,25+10,44  70,56+5,28 15,93 >(,050
RHS (%)’ 1,740,102 1,5+0,12 ab 1,3£0,13 b 1,240,15b 1,5¢0,08 ab  1,3+0,20ab 15,26 0,1654
RVS (%)® 0,14+0,02 0,12+0,01 0,07+0,04 0,13+0,06 0,050+0,01 0,10+0,03 33,83 0,1048

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Valores apresentados em média + desvio padréo

! Taxa de eficiéncia proteica; 2 Consumo Médio de ragio Individual;  Indice de consumo alimentar;  Taxa de crescimento especifico; ° Indice de eficiéncia alimentar; ® Valor
produtivo da proteina; 7 Relagdo hepatossomatica; 8 Relagdo viscerossomatica.
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Os parametros fisioldgicos avaliados estdo representados na Tabela 6 e 7. Nao houve
efeito (p>0,05) dos tratamentos sobre os valores de proteina plasmaética, glicose e VCM.
Mesmo sem efeito significativo, o indice glicEmico foi superior (117,6 mg/dL) para a dieta
com 1,8% de lisina. Os valores de RBC, hematdcrito e [Hb], quando submetido a andlise de
regressao, apresentaram comportamento cuibico. Houve efeito (p<0,05) sobre os parametros
plasmaticos colesterol e triglicerideos. Os valores de colesterol e triglicerideos apresentaram
tendéncia a reduzir com aumento do nivel de lisina. Os peixes alimentados com dieta com
0,9% de lisina apresentaram os maiores valores de colesterol e triglicerideos, além de
apresentarem maior teor de extrato etéreo na composicdo corporal (Tabela 7 e 8). Os indices
hematimétricos HCM e CHCM apresentaram os maiores valores para a dieta contendo 2,4%
de lisina e o CHCM apresentou comportamento quadratico. A dieta com 1,2% de lisina
apresentou o maior valor de cortisol plasmadtico entre os tratamentos, apresentando tendéncia

a reduzir com o aumento do nivel de lisina na dieta (Figura 4).

350,00
300,00

250,00

200,00
150,00
100,00
50,00
0,00

1 2 3 4 5 6

Niveis de Lisina (% dieta)

Triglicerideos (mg/dL)

Figura 4. Relacao dos niveis de lisina na dieta e triglicerideos de juvenis de tambaqui,

Colossoma macropomum.
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Figura 5. Relacdo dos niveis de lisina na dieta e colesterol de juvenis de tambaqui,

Colossoma macropomum.

250
.
T 200 ¢ ¢
~
o0
.
8 150
®
: MR
£ 100
3 .
§ 50 y=-0,407x*+1,73x+228,48
R2= 0,65
0

5 o7 09 11 13 15 1,7 19 21 23 25 27

Niveisde lisina (% da dieta)

Figura 6. Relacdo dos niveis de lisina na dieta e cortisol plasmatico de juvenis de tambaqui,
Colossoma macropomum.
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Tabela 6. Parametros hematoldgicos: hematdcrito (Ht), nimero de eritrécitos (RBC), concentracdo de hemoglobina ([Hb]), volume corpuscular
médio (VCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) de juvenis de tambaqui,

Colossoma macropomum, submetidos a dietas com diferentes niveis de lisina.

Niveis de lisina

(%) Ht (%) RBC (x10°) [Hb] (g/dL) VCM (fL) CHCM (g/dL) HCM (pg)
0,90 21,90+0,53 ab 1,49+0,19 a 10,15+0,81 ab 148,18+20,52 a 46,31+£3,06 b 68,49+£9,58 b
1,20 21,17+1,04 ab 1,2940,09 a 9,36+0,82 b 163,61+6,58 a 44,181, 77 b 72,30+4,51 ab
1,50 22,30+1,40 ab 1,28+0,14 a 10,50+0,16 ab 175,11£15,72 a 47,22+2.74 ab 82,79+10,48 ab
1,80 23,97+1,56 a 1,51+0,11 a 11,24+0,84 a 159,09+2,69 a 46,83+1,21 b 74,56+0,88 ab
2,10 23,80+0,26 ab 1,47+0,08 a 11,34+0,38 a 162,65+10,03 a 47,64+1,17 ab 77,57+6,59 ab
2,40 20,87+1,14 b 1,1940,08 a 10,94+0,68 ab 175,83+18,49 a 52,43+0,72 a 92,26+10,88 a
CV% 4,88 9,02 6,29 8,48 4,16 10,27
Valor de p 0,0179 0,0353 0,0269 0,2156 0,0063 0,0389

Valores apresentados em média + desvio padrao; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Tabela 7. Parametros bioquimicos plasmaéticos: proteina total (PT), triglicerideos (TR), colesterol total (CT), glicose plasmética (GP) e cortisol

plasmdtico de juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum, submetidos a dietas com diferentes niveis de lisina.

Niveis de lisina (%) PT(mg/dL) TR (mg/dL) CT (mg/dL) GP (mg/dL) Cortisol (ng/ml)
0,90 2,09+0,06 324,36+£27,97 89,79+4,39 a 89,83+13,46 203,76+6,20 ab
1,20 1,97+0,05 232,71+£38,45 69,49+6,92 ab 104,00+16,89 234,97+1,05 a
1,50 1,91+0,09 211,95+£26,92 65,01+£7,32 b 83,47£12,16 208,30+5,36 ab
1,80 2,08+0,19 288,62+66,24 76,38+13,79 ab 117,60+13,01 122,74+1,77 be
2,10 2,11+0,09 211,21£29,83 67,75+4,49 ab 99,33+£10,90 109,47+2,83 be
2,40 1,88+0,10 237,89+48,05 59,64+9,90 b 82,43+12,89 84,31+2,67 ¢
CV% 5,32 16,71 11,85 13,88 23,65
Valor de p 0,0786 0,0336 0,0132 0,0502 0,0015

Valores apresentados em média + desvio padrio; Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Os valores de composicao proximal da carcaga do tambaqui estdo apresentados na
tabela 8. Houve efeito significativo (p<0,05) para os valores de proteina e extrato etéreo. Nao

houve efeito (p>0,05) sobre o teor de umidade.

Tabela 8. Composicao proximal da carcaca inteira de juvenis de tambaqui submetidos a

niveis crescentes de lisina na dieta.

Niveis de lisina

(% dieta) Umidade Proteina Lipidios
0,90 5,07+0,76 61,73+£3,93 a 22,00+2,40 a
1,20 6,90+0,20 69,17£0,71 b 18,57+0,64 ab
1,50 10,10£3,61 69,60£1,30 b 16,33+0,64 bc
1,80 7,30+2,46 68,13+0,95 b 18,93+1,23 ab
2,10 7,23+3,31 70,47+2,06 b 16,83+1,06 bc
2,40 5,57+2,85 68,27£1,70 b 16,87+1,69 bc
Anova p<0,05 0,2788 0,0030 0,0035

Valores apresentados em média + desvio padrdo.
Nd - nio determinado.

Discussao

O monitoramento de parametros fisicos e quimicos de qualidade da dgua € importante
ferramenta para manutencdo das condi¢des experimentais. Variacdes em parametros, tais
como oxigénio, pH e temperatura podem ocasionar alteracdes metabdlicas e fisioldgicas,
aumentar a incidéncia de doencas e mortalidade, além de prejudicar desempenho dos animais
(Saint-Paul, 1984; Almeida-Val et al., 1993; Affonso ef al., 2002; Costa et al., 2004; Marcon
et al., 2004; Aride et al., 2007). Alteracdes fisioldgicas em peixes, ocasionada por mudancas
na qualidade de dgua, podem variar em fun¢do do tamanho, da idade e da espécie (Tavares-
Dias e Moraes, 2004). No presente estudo, ndo houve diferenca significativa nos valores das
varidveis fisicas e quimicas da 4gua avaliados, sendo estes considerados satisfatérios para a
espécie (Kubitza, 2003; Aride et al., 2007).

A sobrevivéncia de 100% dos peixes, além de nio ter sido observado quaisquer sinais
de deficiéncia externa e erosiao das nadadeiras, corrobora com outros estudos utilizando lisina

na dieta (Dairiki et al., 2007; Abimorad et al., 2010; Bomfim et al., 2010; Dairiki et al., 2013;
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Furuya et al., 2013; Ovie e Eze, 2013). De acordo com Keembiyehetty e Gatlin (1992), a
lisina ajuda na producao de anticorpos e previne contra erosao das nadadeiras.

Experimentos dose-resposta, em geral, utilizam niveis de um determinado nutriente,
em intervalos suficientes para a méaxima resposta (Fracalossi et al., 2011). Geralmente, os
niveis mais baixos de um determinado nutriente na dieta tendem a apresentar os piores
resultados de desempenho, melhorando a medida que ocorre o aumento do nutriente testado.
Porém, no presente estudo, com excecao do tratamento 4, o tambaqui apresentou tendéncia a
reduzir ganho de peso a medida que ocorreu o aumento de lisina na dieta (Figura 1) e o
principal fator que pode explicar essa reducdo € o baixo consumo de rag¢do (Figura 5) que teve
como causa provavel a baixa palatabilidade da dieta. Dessa forma o aumento gradual de lisina
na dieta ndo afetou o desempenho zootécnico do tambaqui que permitisse estimar a exigéncia
de lisina pelo método de regressao.

Em geral, o tambaqui apresenta excelentes caracteristicas de cultivo, tais como facil
aceitacdo de ragdo, excelente rusticidade ao confinamento, crescimento réapido e boa
conversao alimentar quando alimentados com dietas praticas em sistemas convencionais de
cultivo (Melo et al., 2001; Izel e Melo, 2004; Araidjo-Lima e Gomes, 2005; Gomes et al.,
2010; Rodrigues, 2014). Neste estudo, os juvenis de tambaqui, alimentados com dietas
semipurificadas, apresentaram consumo reduzido, baixo desempenho em ganho de peso e
elevados valores de conversao alimentar. Entretanto, ndo observamos na literatura resultados
obtidos com a utilizacao desse tipo de dieta para esta espécie como base de comparagao dos
resultados obtidos.

Estudos de exigéncia de aminodcidos (AA) em peixes, geralmente, sdo realizados por
meio de experimentos dose-resposta. Porém, nestes estudos, hé variacdes no tipo de dieta,
desenho experimental e métodos aplicados para obtencdo da exigéncia nutricional
(Encarnagdo et al., 2004; Bureau e Encarnagdo, 2006; Furuya et al., 2006; Abimorad et al.,
2010; Bomfim et al., 2010; Grisdale-Helland et al., 2011; Dairiki et al., 2013; Ovie e Eze,
2013). De acordo com Riche (2014), estudos sobre exigéncia por aminodcidos para peixes
devem atentar, primeiramente, a uma dieta teste que apresente o mesmo desempenho
observado em dietas praticas para a espécie, e que sirva como padrao para a determinagao de
AA. Esse autor, desenvolvendo uma dieta teste semipurificada para a determinacio de
exigéncia por aminodcidos para Trachinotus carolinus, obteve bons resultados usando 200
g/kg de caseina na dieta, suplementada com aminodcidos livres, para compor o perfil corporal

da espécie. Entretanto, o uso de dietas purificadas e semipurificadas proporcionam, para
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algumas espécies, um menor ganho em peso, principalmente relacionados ao uso de
aminodcidos livres e a baixa palatabilidade dos ingredientes utilizados nas dietas (Bureau e
Encarnagao 2006; NRC, 2011).

O pacu, uma espécie onivora com caracteristicas morfométricas e ecolégicas similares
ao tambaqui, quando alimentado com dieta semipurificada apresentou taxa de crescimento
especifico de 2,54 a 2,81% (Bicudo et al., 2009), superior ao observado no presente estudo.
Por outro lado, o onivoro jundid alimentado com dieta purificada com 18% de aminodacidos
livres apresentou baixo ganho de peso e alta conversao alimentar (Montes-Girao e Fracalossi,
2006) semelhantes aos resultados obtidos neste estudo.

Acredita-se que a adicdo de aminodcidos na dieta tenha colaborado com o baixo ganho
de peso e a taxa de crescimento especifico. A utiliza¢do de aminodcidos cristalinos possui
limitagdes e uma delas esta relacionada com a rdpida absor¢ao dos aminoacidos pelo sistema
digestorio dos peixes, uma vez que sdo observadas altas concentragdes sanguineas logo apds a
alimentacgdo, sendo que o excesso € prontamente eliminado. No presente estudo, o uso de
aminodcidos livres correspondeu a 18% da dieta, estando dentro do recomendado pelo NRC
(2011), que é de, no maximo, 20% em dietas para peixes. Porém, alguns estudos indicam que
0 uso de aminodcidos livres como fonte de proteina na dieta ndo promove 0 mesmo
desempenho obtido com proteinas intactas (Cho et al., 1992; Wilson, 2002; Bureau e
Encarnacdo, 2006), corroborando com os resultados apresentados para o tambaqui. Alguns
fatores podem estar relacionados ao baixo desempenho apresentados para os juvenis do
tambaqui, tais como, uso de aminodcidos livres na dieta, baixa palatabilidade dos ingredientes
purificados, pH da dieta, frequéncia alimentar e antagonismo entre a lisina e a arginina
(Montes-Girao e Fracalossi, 2006; Bicudo et al., 2009; Furuya et al., 2012; Dairiki et al.,
2013; Ovie e Eze, 2013).

Alguns autores sugerem que o desbalanceamento da relag@o arginina:lisina pode afetar
o desempenho animal (Bomfim et al., 2010; Furuya et al., 2012; Dairiki et al., 2013). O
mesmo pode ser observado no estudo de Furuya et al. (2013) que utilizaram uma relagao
1,43:1 de arginina:lisina em dieta para a tilapia (O. niloticus) e observaram que essa relacao
influenciou a exigéncia de lisina em comparacao a estudos anteriores realizados com a mesma
espécie, sugerindo que essa relagdo pode afetar a necessidade nutricional do animal. No
presente estudo, a maior relac@o arginina:lisina foi de 1,45:1 e a menor de 0,65:1, porém, os
melhores valores dos parametros zootécnicos para o tambaqui foram observados com a

relacdo de 0,87:1, préximos aos valores (0,98:1 e 0,91:1) observados por Furuya et al. (2006)
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para o melhor ganho de peso com a tildpia. Na literatura, essa relacio arginina:lisina apresenta
grande variagdo em diferentes estudos para algumas espécies, com diferentes resultados de
exigéncia nutricional (Montes-Girao e Fracalossi, 2006; Bicudo et al., 2009; Abimorad et al.,
2010; Bomfim et al., 2010; Gridale-Helland et al., 2011; Ovie e Eze, 2013). A deficiéncia ou
excesso em qualquer um dos aminoécidos essenciais pode limitar a sintese de proteina e,
consequentemente, reduzir o ganho de peso, podendo causar um desequilibrio na relagdo entre
0s mesmos, causando sintomas metabdlicos de toxicidade, antagonismo ou
desbalanceamento, além de afetar a taxa de ingestdo, o transporte de nutrientes e o
catabolismo (Cowey, 1994; Portz e Furuya 2011).

A taxa de crescimento especifico (TCE) € um bom indicador de aproveitamento da
dieta e expressa o incremento de peso corporal. A TCE encontrada para o tambaqui
apresentou valores médios de 1,13% ao dia. Valores similares foram encontrados por Pereira-
Junior et al. (2013) avaliando a substituicao de milho por farinha de mandioca para o
tambaqui com valores de 1,5 a 2% ao dia e por Dairiki et al. (2013b) avaliando diferentes
niveis de inclusdo de feijao-caupi em dietas praticas para juvenis de tambaqui, nos quais
foram observadas taxas de 1,0 a 1,2% ao dia. Ferreira et al. (1991), estudando o desempenho
do tambaqui em viveiros com estufa e viveiros convencionais, na fase de recria, obtiveram
indices de crescimento especifico de 1,95% ao dia com uso de dietas com 27,5% PB. Em
geral, nesta fase de desenvolvimento, o tambaqui apresenta crescimento acentuado com 0 uso
de ragdes praticas e em sistemas de cultivo como viveiros e tanques-rede. Gomes et al. (2004)
e Brandao et al. (2004) obtiveram taxas de crescimento especifico, cerca de 9,27% ao dia,
para tambaquis cultivados em tanques-redes com diferentes densidades de estocagem. Gomes
et al. (2006), avaliando o cultivo de tambaqui em tanques-rede com diferentes densidades,
obtiveram desempenho superior no segundo més, proximo a 3% ao dia, reduzindo no decorrer
do tempo de cultivo. Desempenhos satisfatérios também foram descritos por outros autores
com diferentes objetivos, dietas e sistemas de cultivo (Vidal-Junior et al., 1998; Chagas e Val,
2003; Izel e Melo, 2004; Chagas et al., 2006; Cunha e Santos-Jr, 2009; Mendonca et al.,
2009). Entretanto, Ituassu et al. (2004), avaliando o desempenho do tambaqui, sob privacao
alimentar com rag¢do comercial de 36% de proteina bruta e individuos com peso médio de 76
g, encontraram taxa de crescimento mais baixa, 0,90% e 0,97% ao dia, com individuos sem
restri¢do e com 14 dias de restricdo alimentar respectivamente.

No presente estudo, as dietas com niveis crescentes de lisina ndo influenciaram os

parametros zootécnicos avaliados, que permitisse estimar a exigéncia de lisina, por intermédio
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da curva dose-resposta. Porém, notadamente, o desempenho zootécnico do tambaqui foi
abaixo do esperado com o uso de dietas semipurificadas para a espécie. Uma forma de
corroborar dados de desempenho zootécnico em peixes alimentados com dietas deficientes de
um determinado nutriente € avaliar as condicoes fisioldgicas deste para melhor compreender
os efeitos da dieta no bem estar e saide do animal (Affonso et al., 2002; Tavares dias e
Moraes, 2004; Affonso et al., 2007; Bicudo et al., 2009).

Os parametros fisiolégicos Ht, RBC e [Hb], avaliados para o tambaqui, apresentaram
diferencas significativas (p<0,05), porém, quando submetidos a anélise de regressao,
apresentaram efeito ctubico sobre os niveis de lisina na dieta, ndo apresentado um padrao
especifico. Esses parametros estdo relacionados a capacidade de transporte do oxigénio do
sangue e, sob condi¢des de estresse, sofrem alteragdes que podem levar a um quadro de
anemia nos peixes, ou uma hemodiluicdo ou hemoconcentracao do sangue (Tavares-Dias,
2004; Affonso et al., 2012). Os valores desses parametros observados para o tambaqui sdo
similares ou abaixo dos encontrados em varios estudos com a espécie sob o uso de quimio e
fitoterapicos, densidades de estocagem, componente na dieta e sistemas de cultivo, entre
outros. (Affonso et al., 2002; Affonso et al., 2003; Chagas et al., 2003; Aride et al., 2007;
Minchan et al., 2007; Santos et al., 2010b; Inoue et al., 2011; Padua et al., 2012; Padua et al.,
2013; Santos et al., 2013). Tavares-Dias e Sandrin, (1998) encontraram valores superiores
para RBC 2,8 x 106/p1, hematdcrito 41,6%, e taxa de hemoglobina 11,3g/100ml com
individuos com peso acima de 500 gramas. J4 Chagas et al. (2006) obtiveram valores
superiores para Ht e RBC e inferiores para [Hb] com animais de 37 g submetidos a banhos
terapéuticos com mebendazol. Affonso et al. (2006), estudando duas densidades para o
tambaqui, encontraram valores superiores para Ht e RBC e valores similares para [Hb] com
peixes de 5 a 350 g, mostrando uma elevacao na porcentagem de Ht nos 3 primeiros meses do
experimento. Inoue ef al. (2011), avaliando resposta metabdlicas do tambaqui submetidos a
banhos anestésicos com eugenol, mostraram valores superiores de Ht (24-33%) e RBC (3,2-
4,1 milhdes/uL) e valores similares para [Hb] (9,3-11,1g/dL) para O e 24 horas apds banho
anestésico. Minchan et al. (2007), avaliando o desempenho do tambaqui, com 69 a 81 g, em
diferentes densidades, encontraram o mesmo padrao nos valores de Ht, RBC e [Hb] obtidos
no presente estudo, com valores inferiores de [Hb]. Os valores observados de Ht, [Hb] e RBC,
no presente estudo, estdo proximos daqueles encontrados para o tambaqui exposto ao estresse
agudo, observado por Tavares-Dias et al. (2001). Alguns estudos apontam a influéncia da

lisina no hematdcrito, como descrito por Bicudo et al. (2009), que observaram valores
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elevados de Ht com o aumento do nivel de lisina em pacu (P. mesopotamicus), porém, 0s
valores obtidos para o tambaqui ndo indicam essa tendéncia. De acordo com Tavares Dias e
Moraes (2004), esses parametros sdo bons indicadores da capacidade de transporte de
oxigénio dos peixes, entretanto, provavelmente, as variagdes observadas no presente estudo
estejam relacionadas ao baixo consumo da dieta e a deficiéncia nutricional. E importante
ressaltar que os valores de hemoglobina, estiveram préximos aos valores observados em
outros estudos com a espécie, sugerindo que o tambaqui manteve sua capacidade de producao
de hemoglobina, mesmo com baixa producao de células vermelhas indicada pelos baixos
valores observados de Ht e RBC.

Os valores mais baixos de Ht, RBC e [Hb] influenciaram nos valores dos indices
hematimétricos, provavelmente o baixo consumo nas dietas tenha afetado esses parametros,
reduzindo a produgdo de células sanguineas. Os parametros, HCM e CHCM apresentaram
efeito cibico em relagc@o aos niveis de lisina na dieta, demonstrando uma tendéncia a
aumentar com niveis mais elevados de lisina. Os valores de VCM nao apresentaram
diferencas significativas (p>0,05), entretanto, os valores estdo dentro da faixa de variacao
verificados por Tavares-Dias e Sandrim, (1998), e acima daqueles descritos por Michan et al.
(2007) para esta espécie. Ja HCM e CHCM apresentaram valores superiores aos encontrados
nos estudos de Tavares-Dias e Sandrimn, (1998), Michan et al. (2007) e Inoue et al. (2011),
avaliando parametros fisiolégicos em diferentes situagdes. Os valores médios de HCM e
CHCM apresentaram tendéncia a aumentar a medida que ocorreu o aumento do nivel de lisina
na dieta, sendo os maiores valores observados para as dietas com maior nivel de lisina, ndo
sendo descrito esse comportamento na literatura. Em geral, os indices hematimétricos estdao
diretamente relacionados ao volume dos eritrécitos, bem com a quantidade de hemoglobina
no sangue, e, dessa forma, os valores encontrados no presente estudo demonstram que a dieta
semipurificada, na fase inicial do tambaqui, afetaram estes parametros hematol6gicos.

A literatura expressa uma grande variagcdo nos valores de parametros hematoldgicos
para o tambaqui, o que pode estar relacionada a variacdo quanto ao tamanho dos individuos,
tipo de experimento, andlises de laboratérios, idade, sexo, fatores genéticos e nutricionais
(Paiva e Godinho, 1988). Estes resultados indicam que a dieta semipurificada com niveis
crescentes de lisina afetou significativamente esses pardmetros, porém sem um padrdo
especifico com a dieta testada.

Outra forma para avaliar o bem estar animal € avaliando alguns parametros

plasmaéticos do sangue como glicose e cortisol, que sdo importantes indicadores de estresse
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em peixes (Barton, 2002; Inoue ef al., 2011). No presente estudo, os valores de glicose ndo
apresentaram diferencas (p>0,05) entre os tratamentos, sendo o maior indice glicémico (117,9
mg/dL) observado com a dieta 1,8% de lisina, préximo ao valor (116 mg/dL) encontrado por
Tavares-Dias et al. (2001) e Tavares-Dias e Sandrim (1998) para a mesma espécie. Os valores
observados por Minchan et al, (2007), avaliando diferentes densidades para o tambaqui,
também foram similares ao verificados neste estudo para glicose. Ja Inoue et al. (2011) e
Affonso et al. (2006) observaram hiperglicemia em tambaquis submetidos a fatores
estressantes, com o uso de eugenol e diferentes densidades de estocagem respectivamente,
como resposta as alteragdes impostas. Outros estudos observaram valores de glicose abaixo
dos obtidos no presente estudo, como descrito por Santos et al, (2010b), avaliando respostas
fisiolégicas do tambaqui submetidos a dietas suplementadas com castanha da Amazdnia,
Chagas et al. (2003) e Chagas et al. (2006), estudando respostas fisiolégicas de tambaqui
submetidos a inclusdo de vitamina C na dieta e a banhos terap€uticos respectivamente e
Gomes et al. (2006), estudando diferentes densidades de estocagem do tambaqui em tanques
redes. Estes resultados indicam que o nivel de estresse do animal, observado pelos valores de
glicose, corresponde a capacidade de adaptacdao do animal as condi¢des aplicadas nos
diferentes experimentos.

O cortisol, também conhecido como hormonio do estresse, em geral, esta relacionado
a exposi¢oes cronicas. Nesse estudo, os valores de cortisol plasmatico apresentaram tendéncia
a reduzir a medida que houve incremento de lisina na dieta, sendo os maiores valores
observados para as dietas 2 e 1 respectivamente (Figura 6). Esses valores estao dentro do
intervalo de variagdo observados por Tavares-Dias e Sandrim (1998) para o tambaqui, 38 a
257,5 ng/ml. Os trés primeiros niveis de lisina apresentaram os maiores valores de cortisol e
estdo proximos aos valores (182,1 e 333,8 ng/ml) observados por Tavares-Dias et al. (2001)
antes e apoOs estresse de captura e manejo respectivamente. Os resultados sugerem que os
menores niveis ou a deficiéncia em lisina influenciaram os valores de cortisol plasméticos nos
peixes indicando aumento do estresse para os menores niveis.

O aumento da proteina na carcaga com a inclusio dos niveis de lisina nao foi
observado para o tambaqui como observado por Furuya et al. (2006) para tilapia, Bicudo et
al. (2009) no pacu (P. mesopotamicus) e Prado, (2011) para o surubim (Pseudoplatystoma.
spp). O maior teor de proteina corporal foi observado para a dieta com 2,1% de lisina e o
menor teor observado para o menor nivel de lisina (Tabela 8). J4 o contetido de lipidios na

carcaca apresentou tendéncia a reduzir com o aumento do nivel de lisina na dieta, sendo o
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mesmo efeito observado por Davis et al. (1997), Berge et al. (1998) e Bicudo et al. (2009),
com truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), pacu (P. mesopotamicus) e salmao do atlantico
(Salmo salar) respectivamente. Entretanto, Ovie e Eze (2013), avaliando a exigéncia de lisina
para tilapia (O. niloticus), observaram o aumento de lipidios corporais com aumento de lisina
na dieta. Dairiki ef al. (2013) ndo observaram diferencgas significativas para a composi¢ao
corporal em juvenis de dourado (Salminus brasiliense) alimentados com niveis crescentes de
lisina. Alguns estudos relatam o aumento da proteina e uma reducgao de lipidios corporais em
dietas com niveis crescentes de lisina (Ruchimat et al., 1997; Zarate e Lovell 1997;
Rodehutscord et al., 2000; Mai et al., 2006; Bicudo et al., 2009). Porém, este padrdo nao foi
observado para o tambaqui. Os valores observados para o indice hepatossomdtico (Tabela 5),
apresentaram o mesmo efeito observado para lipidios, com tendéncia a reduzir com aumento
dos niveis de lisina, sendo corroborados pelos resultados observados por Bicudo et al. (2009)
para o pacu. Segundo Abimorad et al. (2010) uma dieta equilibrada em aminodcidos reduz o
seu catabolismo, consequentemente, aumenta a sintese de proteina e diminui o actimulo de
reservas de lipidios. Segundo estes autores, a reducao de lipidios pode estar relacionada a L-
carnitina, que é uma substancia sintetizada a partir da lisina e metionina, desempenhando um
papel importante na queima de gordura corporal. Corroboram com estes resultados os valores
de colesterol e triglicerideos obtidos do plasma sanguineo com maiores valores observados
para a dieta com menor nivel de lisina (Figuras 7 e 8), sugerindo que o menor nivel de lisina,
implica em maior acimulo de gordura corporal.

Mesmo nao havendo diferengas significativas entres os tratamentos sobre 0s
parametros de desempenho zootécnicos, a dieta com 1,8% de lisina, apresentou 0s maiores
valores entre os tratamentos para os parametros zootécnicos avaliados. De acordo com a NRC
(2011), o intervalo de exigéncias nutricionais de lisina para diferentes espécies varia entre 1,2
a 3,3% de lisina na dieta. Todavia, apenas com base na dieta de 1,8% e o perfil corporal do
tambaqui estimou-se a exigéncia de lisina para a espécie, utilizando os métodos propostos por
Arai, (1981) e Abimorad e Castellani (2011), nos quais foram obtidos os valores de 6,0 e
6,2% lisina na proteina (Tabela 9) respectivamente.

Oliveira et al. (2011), utilizando apenas o perfil corporal do tambaqui estudado por
Van Der Meer (1997) e a metodologia proposta por Meyer e Fracalossi, (2005), estimaram o
perfil de aminoacidos para o tambaqui e obtiveram 7,2% de lisina na proteina. Azevedo et al.
(2012), também utilizando apenas o perfil corporal da espécie e com base no conceito de

proteina ideal, estimaram a exigéncia de lisina para o tambaqui em 5,3% de lisina na proteina.
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Bicudo et al. (2009), utilizando modelo de regressdo segmentada, determinaram a exigéncia
para o pacu (P. mesopotamicus) em 1,4-1,5% de lisina na dieta ou 4,34-4,68% de lisina na
proteina. Abimorad et al. (2010) estimaram a exigéncia em 1,64% de lisina na dieta ou 7,3%
da proteina dietética para a mesma espécie, utilizando o mesmo modelo de regressao. Os
valores estimados por Bicudo et al. (2009) e Abimorad et al. (2010) estdo proximos aos
obtidos no presente estudo para tambaqui, levando em considera¢@o a proximidade
filogenética entre as duas espécies e os valores preconizados de exigéncia de lisina pela NRC,
(2011), entre 1,2 a 3,3% de lisina na dieta. Montes-Girao e Fracalossi (2006) estimaram a
exigéncia de lisina para o jundid (R. quelem) em 1,36% de lisina na dieta ou 4,5% da proteina
dietética. Bomfim et al. (2010) estimaram a exigéncia para tildpia do Nilo em 1,8% lisina na
dieta ou 6,18% de lisina na proteina, utilizando dieta suplementada com aminodcidos livres e
29,12% de proteina bruta. Dairiki et al. (2013) obtiveram a exigéncia de 5% de lisina na
proteina para dourado (S. brasilienses). Dairiki et al. (2007) estimaram a exigéncia de lisina
para o carnivoro “black bass” (Micropterus salmoides) em 1,69% de lisina na dieta ou 3,9%
da proteina e Furuya et al. (2013) determinaram a exigéncia de lisina digestivel para tilapia do
Nilo em 1,31% de lisina na dieta, mantendo constante a relacao arginina:lisina.

O perfil de aminodcidos essenciais estimados para o tambaqui (Figura 9) foi similar
aos observados para outras espécies, assim como para aquelas encontradas na literatura para o
tambaqui (Furuya et al., 2004; Montes-Girao e Fracalossi, 2006; Bicudo et al., 2009; Oliveira
etal.,2011; Azevedo et al., 2012). Porém, € necessario futuros estudos com a lisina e outros
aminodcidos para a consolidac¢do dos dados de exigéncia nutricional para o tambaqui.

De uma maneira geral, as estimativas de lisina, sugeridas neste estudo, estao de acordo
com os valores encontrados para diferentes espécies descritas na literatura, podendo ser
utilizadas como referéncia para novos estudos em nutri¢do do tambaqui. Porém, esse € um dos
primeiros estudos de exigéncia de aminodcido para o tambaqui com uso de dieta
semipurificada, sendo necessario aprofundar os conhecimentos sobre esse tema, considerando
diferentes dietas e niveis de lisina, para maior precisao nas informacdes sobre a demanda de
aminodcidos essenciais para o tambaqui. Segundo Fracalossi et al. (2011) é necessaria a
conduc¢do de mais de um experimento para a obten¢do da estimativa da exigé€ncia nutricional
e, em geral, as concentracdes testadas devem ultrapassar a por¢do ascendente da curva de

dose-resposta para garantir uma resposta maxima.
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Tabela 9. Exigéncia dos aminodcidos essenciais para o tambaqui, estimados pelos métodos propostos por Arai (1981) e Abimorad e Castellani
(2011), baseados no perfil de aminodcidos corporais do tambaqui e a exigéncia nutricional de outras espécies.

Composi¢do de AAE corporais

IExigéncia nutricional (%proteina)

Exigéncia do tambaqui
(% Proteina)

do Tambaqui Relagcao A/E Abimorad e Castellani
O. niloticus 1. punctatus C. Carpio  R. quelen P. mesopotamicus Arai, (1981) (2011)?

Arginina 7,36 4,2 43 4,3 4,7 4,01 5,2 5,34
Histidina 2,72 1,7 1,5 2,1 1,7 1,52 1,9 1,97
Isoleucina 3,60 3,1 2,6 2,5 4,7 2,49 2,5 2,61
Leucina 7,42 3.4 3,5 33 7,8 5,05 5,2 5,39
Lisina 8,54 5,1 5,1 5,7 4,5 5,67 6,0 6,20
Metionina 2,68 3,2 2,3 2,1 3,7 1,72 1,9 1,94
fenilalanina 3,86 5,5 5,3 4.4 5,3 4,57 2,7 2,80
Treonina 4,70 3,8 2,2 3,9 4,3 2,84 33 341
Triptofano 1,18 1,0 0,5 3,6 0,9 - 0,8 0,86
Valina 4,66 2,8 3,0 0,8 4,6 2,73 33 3,39
Soma AAE 46,72 33,8 30,3 32,7 42,2 30,6 32,8 33,9

1 Valores obtidos Abimorad e Castellani, (2011); Oliveira et al., 2011; Abimorad et al., (2010); Montes-Girao e Fracalossi (2006); NRC (1993).

2Adaptado de Meyer e Fracalossi (2005)
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Conclusao

Com os resultados obtidos neste estudo, nao foi possivel determinar a exigéncia de
lisina, pelo método dose-resposta, entre o intervalo de 0,9 a 2,4% de lisina na dieta com uso
de dieta semipurificada. As estimativas de lisina pelos métodos propostos utilizando o
conceito de proteina ideal foram similares aos observados para outras espécies. O tambaqui
apresentou baixo consumo alimentar com uso de dieta semipurificada. A dieta semipurificada,
com niveis crescentes de lisina, alterou os parametros hematoldgicos, porém estes nao
apresentaram um padrao especifico relacionado com a lisina. O acimulo de lipidios corporais
observados para os menores niveis de lisina, sugerem uma relagao entre a lisina e lipidios,
provavelmente, relacionados a produgdo de L-carnitina, responsavel pela queima de gordura
nos tecidos. Este estudo servird como referéncia para a adequacgao e formulacdo de uma dieta
capaz de proporcionar melhor desempenho e que permita a determinagao de exigéncias

nutricionais de aminodcidos para o tambaqui.
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