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RESUMO

Com o aumento na demanda por pescados e a diminuicdo na oferta oriunda da
pesca extrativa, a aquicultura passa a ter um papel fundamental na producédo de
alimentos, e para seu crescimento tem se buscado a otimizagdo dos processos
produtivos com o uso racional e sustentavel dos recursos naturais. Um dos
principais custos envolvidos no sistema de producdo é o da racédo utilizada, que é
justificado pelo elevado valor das fontes proteicas necessarias para a formulacdo. O
alimento fornecido além de promover o crescimento dos animais através do ganho
de peso, também deve nutrir o sistema de defesa, e assim 0s peixes possam resistir
ao estresse ocasionado nos sistemas de cultivo. Considerado um aditivo natural, a
microalga Arthrospira platensis pode ser utilizada na suplementacdo das racoes,
devido as suas propriedades e elevado teor proteico, alcancando até 70% de seu
peso seco e possuindo consideravel teor de aminoacidos. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar a eficiéncia da suplementacédo alimentar com farinha seca da
Arthrospira platensis com diferentes niveis em racfes utilizadas na alevinagem do
hibrido tambatinga (Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus), por meio
do desempenho zootécnico, parametros hematologicos, composi¢cao centesimal dos
filés e racdes, coloracdo da nadadeira dos peixes e afericdo dos parametros de
qualidade da agua. O cultivo experimental teve duracao de 64 dias correspondente a
fase de alevinagem. Os alevinos, com peso inicial de 3,56 + 0,02 g, receberam
racbes com dois niveis de suplementacdo (20 e 40%) e um controle (racao
comercial). Durante o experimento foram realizados o acompanhamento do
desempenho zootécnico, parametros de qualidade de agua, e ao final, foi coletado o
sangue para determinacdo dos parametros hematoldgicos, analise da coloracdo da
nadadeira anal e composicao centesimal dos filés. Dos parametros de qualidade da
agua, os que se encontraram acima dos limites seguros foram a amonia total (NH3),
nitrito (NO3), e nitrato (NO3’), aumentando conforme o maior nivel de suplementacéo,
e fosfato (PO,*) no tratamento com 20%, porém n&o ocasionaram mortalidades,
onde a sobrevivéncia foi de 100%. Os melhores resultados zootécnicos de peso
final, ganho peso, bem como conversao alimentar e eficiéncia alimentar foram
obtidos nos tratamentos de 20 e 40%. Na coloragéao, os melhores resultados foram

no tratamento com 20% que apresentou coloracdo bem acentuada no vermelho. Os



parametros hematoldgicos foram superiores nos tratamentos 20 e 40% em relacéo a
dieta controle, com destaque para o numero total de eritrécitos, hematdcrito,
concentracdo de hemoglobina, leucdécitos totais e proteina plasmatica total, sendo
mais elevado conforme o maior nivel de suplementacdo. Os maiores teores de
proteina bruta (PB) nos filés foram encontrados nos tratamentos que receberam a
suplementacao (20 e 40%). O nivel mais indicado para a suplementacdo em dietas
de alevinos de tambatinga foi de 20% de farinha de A. platensis, pois maximiza os
beneficios em relacdo ao desempenho zootécnico, a composicéo proteica do filé, a
coloracdo e ao sistema imunoldgico, concomitantemente a minimizagéo dos custos e

manutencao da boa qualidade de 4gua.

Palavras-chave: Nutricdo. Desempenho. Hematologia.



ABSTRACT

With the increase in demand for fish and the decrease in supply coming from the
extractive fisheries, aquaculture now has a key role in food production, and its growth
has been sought to optimize production processes with the rational and sustainable
use of resources natural. One of the main costs involved in the production system is
used in feed, which is justified by the high value of protein sources needed for the
formulation. The food provided and to promote animal growth through weight gain,
should also nourish the defense system, and so the fish can withstand the stress
caused in cropping systems. Considered a natural additive, seaweed Arthrospira
platensis can be used to supplement the rations due to their properties and high
protein content, reaching up to 70% of its dry weight and possessing considerable
amino acid content. This study aimed to evaluate the efficiency of dietary
supplementation with dry flour A. platensis with different levels in diets used in the
nursery hybrid tambatinga (Colossoma macropomum x Piaractus brachypomus),
through the growth performance, haematological parameters, chemical composition
of fillets and feed, coloring fin fish and measurement of water quality parameters. The
experimental cultivation lasted 64 days corresponding to the nursery phase. The fry,
with initial weight of 3.56 + 0.02 g, were fed a diet supplemented with two levels (20
and 40%) and a control (commercial feed). During the experiment were performed to
monitor the growth performance, water quality parameters, and the end, blood was
collected for determination of hematological, coloring analysis of the anal fin and
chemical composition of the fillets. Water quality parameters those that are above
safe limits are the total ammonia (NHj3), Nitrite (NO3’), Nitrate (NOj3), increasing as
the higher level of supplementation and phosphate (PO,%) in the treatment with 20%,
but They did not cause mortality, where survival was 100%. The zootechnical results
final weight, weight gain and feed conversion and feed efficiency were obtained in
the treatments of 20 and 40%. In color, the best results were in treatment with 20%,
which showed very marked in red color. Hematological parameters were higher in
treatments 20 and 40% compared to the control diet, with emphasis on the total
number of red blood cells, hematocrit, hemoglobin, white blood cell count and total

plasma protein and is higher as the highest level of supplementation. The highest



crude protein (CP) in fillets were found in the treatments that receiv

supplementation (20 and 40%). The preferred level for supplementation of diets
tambatinga fry was 20% A. platensis flour therefore maximizes the benefits outlined
above in relation to production performance, the protein composition of the fillet, the
coloring and the immune system, concurrently minimizing costs and maintaining

good water quality.

Keywords: Nutrition. Performance. Hematology.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é uma das atividades de producdo que apresenta um
crescimento mundial acelerado, isso se da em decorréncia da escassez de
alimentos oriundos dos ambientes naturais. Conforme Natori et al. (2011), a
demanda crescente por quantidade e qualidade de alimentos vem impulsionando o
desenvolvimento da aquicultura, uma vez que sua simples captura na natureza,
depara-se com sinais evidentes de esgotamento do estoque dos recursos aquaticos,
que pode ser comprovado pelas elevadas taxas de crescimento em sua oferta

mundial.

O Brasil apresenta condicbes favoraveis para a pratica das diversas
modalidades da aquicultura, entre elas a piscicultura, que em termos de producéo
brasileira, corresponde com mais de 85% do total produzido no Brasil. Outra
importante vantagem do Pais reside na riqueza de espécies nativas com alto

potencial para o cultivo.

A producéo de espécies nativas o tambaqui (Colossoma macropomum) e
seus hibridos, vem apresentando um grande crescimento nos ultimos anos segundo
as estatisticas da producdo de pescado no Brasil, divulgadas pelo Ministério da
Pesca e Aquicultura, referentes a producéo de 2011, ja atingindo a segunda espécie
de peixe mais cultivada (BRASIL, 2013). Merece destaque também o pacu
(Piaractus mesopotamicus), o hibrido tambacu (Colossoma macropomum X
Piaractus mesopotamicus) e o tambatinga (Colossoma macropomum x Piaractus

brachypomus), oriundos de espécies nativas.

E de fundamental importancia o desenvolvimento de pesquisas voltadas
para o aperfeicoamento dos processos produtivos dessas espécies, tornando a
atividade mais competitiva e atraente economicamente, através de melhores
resultados zootécnicos, como crescimento, sobrevivéncia e qualidade do produto ao

final do cultivo.

Sistemas mais eficientes e sustentaveis estdo sendo desenvolvidos
baseados em rigorosos controles de sanidade, diagnosticos de doencas, meios
modernos de reproducdo, cruzamento seletivo, reutilizagdo da agua, racdes

eficientes e um melhor controle de residuos. Todas essas tecnologias otimizam a
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producdo, proporcionando maiores e mais consistentes niveis de produtividade e

crescimento mais rapido e uniforme.

Ao longo dos anos, a aquicultura teve uma evolucdo nos sistemas de
cultivo a partir do extensivo e semi-intensivo para o intensivo, neste sistema, 0s
peixes sdo submetidos a varios estresses simultaneamente e s8o expostos a
potenciais agentes patogénicos (PRIYADARSHINI et al., 2012).

De acordo Renu et al. (2011), a aquicultura é utilizada para produzir um
grande numero de peixes saudaveis por meios que sao biologicamente e
economicamente eficientes, entretanto organismos patdgenos estdo presentes nos
ambientes aquaticos, entdo peixes com resisténcia reforcada a doencas, seriam
excelentes candidatos para a o cultivo. A vacinacdo € um tratamento profilactico
eficaz para doencas infecciosas em cultura de peixes, mas pode ser muito cara e
estressante para os animais (LABH; SHAKYA, 2014).

Nos ultimos anos, o0 aumento da preocupacao dos consumidores com 0s
residuos de antibioticos, hormonios, promotores de crescimento e o perigo do
desenvolvimento de estirpes resistentes aos antibiéticos, conduziu a utilizacdo de
imunoestimulantes na aquicultura (KRISHNAVENI; PALANIVELU; VELAVAN, 2013),
uma vez que oferecem uma alternativa para as drogas e quimicos, que sao

atualmente utilizados na piscicultura para controlar doencas (RENU et al., 2011).

Caracteristicas hematolégicas sdo parametros essenciais para a
avaliacdo da saude e estado fisiolégico dos animais, refletem a capacidade de
resposta fisiolégica de um animal para o seu ambiente interno, que incluem

alimentacédo e digestao (ETIM et al., 2013).

Os estudos sobre o quadro hematologico de peixes brasileiros em
condicBes de cultivo tém aumentado nas ultimas décadas, ja que as informacdes
que os componentes sanguineos oferecem, podem ser utilizadas para avaliar o
estado fisiologico de peixes e por esta razdo necessitam de mais informacdes
(SILVA; LIMA; BLANCO, 2012).

Segundo Abdulrahman (2014), para ser uma alternativa viavel, um
ingrediente deve possuir certas propriedades como grande disponibilidade e um
preco competitivo, além do facil manuseio, transporte e armazenamento. Varios

materiais tém sido testados como fontes de proteinas alternativas, tais como o0s
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subprodutos animais, proteinas de células Unicas, incluindo microalgas e proteina de

célula unica bacteriana.

A microalga azul Arthrospira platensis é rica em proteinas e vitaminas, e
pode ser usada para melhorar a capacidade da imunidade dos animais que a
consomem, e também aumentar a capacidade de absorver os nutrientes (PROMYA,;
CHITMANAT, 2011). Para Ibrahem, Mohamed e Ibrahim (2013), a otimizacdo da
forma seca da concentragdo de A. platensis inteira na dieta para peixes ainda €&
questionavel, em relacdo a sua concentracdo 6tima necessaria para alcancar 0s
seus efeitos desejados sobre o desempenho de crescimento, a utilizagdo do

alimento, respostas imune e resisténcia dos peixes as infec¢des.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia da
suplementacdo alimentar com farinha seca da Arthrospira platensis com diferentes
niveis em racdes utilizadas na alevinagem do hibrido tambatinga (Colossoma
macropomum X Piaractus brachypomus), por meio do desempenho zootécnico,
parametros hematolégicos, composicao centesimal dos filés e racdes, coloracdo da

nadadeira dos peixes e afericdo dos parametros de qualidade da agua.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aquicultura e nutricao

A exploracdo indiscriminada do estoque pesqueiro natural, a crescente
diferenca entre a quantidade de pescado capturado e a demanda de consumo,
tornou a aquicultura um das alternativas mais vidveis no mundo na producdo de
alimento com alto valor proteico (CAMARGO; POUEY, 2005). E considerada uma
importante industria em muitos paises, e vai continuar a crescer, uma vez que a
demanda por produtos da pesca aumenta e a oferta de fontes naturais diminui
(GATLIN, 2010). O aumento da produc¢éo na aquicultura pode ser obtido por meio do
aumento das é&reas cultivadas ou com intensificagdo da producdo (IBRAHEM;
MOHAMED; IBRAHIM, 2013).

A piscicultura é um setor industrial que cresceu extremamente rapido na
tltima década e, melhorar o desempenho dos animais cultivados e a resisténcia a
doencas sao grandes desafios enfrentados pelos produtores (DELHI et al., 2014).
Procura-se criar sistemas equilibrados para a sustentabilidade ambiental
(biomitigacao), a estabilidade econdémica (diversificacdo de produtos e reducao de

riscos) e aceitabilidade social (melhores praticas de gestdo) (RENU et al., 2011).

Para o crescimento maximo, a nutricdo de peixes tem que ser adaptada a
espécie e a fase de desenvolvimento, uma vez que a alimentacao dos peixes, € um
dos mais altos custos de operacdo em uma producéo aquicola, é necessaria para
maximizar a taxa de conversao alimentar e usar ingredientes alimentares de facil
aquisicao e preco, finalmente, o objetivo deve ser o de aperfeicoar a composi¢cao
nutricional do peixe para consumo, uma vez que 0S peixes representam a principal
fonte de acidos graxos 6mega-3 de cadeia longa (w-3) na dieta humana (WATTERS
et al., 2012).

Segundo Logato (2011), em relacdo aos inUmeros aspectos inerentes a
producado de peixes, aqueles envolvidos com a alimentacdo vém amplamente sendo
discutidos, principalmente por representar cerca de 60% dos custos de produgdo em

sistema intensivo. Semelhante a outros animais, 0s peixes necessitam de proteinas,
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carboidratos, minerais e vitaminas para a obtencdo de um crescimento rapido e

adequado.

O novo conceito de balanceamento de racdes considera que, além de
nutrir o animal visando o maximo desempenho, € necessario ativar, ainda, seu
sistema de defesa, que além de possibilitar as respostas zootécnicas almejadas e a
saude dos peixes, permite que se obtenha maior resisténcia organica para superar a
acao de agentes estressores, componentes inevitaveis sob condi¢des intensivas de
cultivo (SIGNOR et al., 2010).

O estado nutricional é considerado um dos fatores importantes que
determinam a capacidade dos peixes em resistir a ocorréncia de doencas. Os surtos
comumente ocorrem quando os animais estdo estressados devido a uma variedade
de fatores, incluindo a méa nutricdo, portanto, a necessidade de dietas adequadas
para melhorar a saude e prevenir doengcas dos animais aquaticos de cultivo é

amplamente reconhecida (LALL, 2000).

2.2 Producdao de espécies nativas e hibridos

Embora a tilapia (Oreochromis niloticus) seja a espécie dominante nos
sistemas de cultivo, a criagdo de peixes nativos vem crescendo significativamente na
aguicultura nacional, destacando-se, no caso dos peixes redondos, o tambaqui
(Colossoma macropomum) e pacu (Piaractus mesopotamicus); dos surubins, como o
pintado (Pseudoplastytoma corruscans e P. fasciatum); dos jundids (Rhamdia
guelen, Rhamdia sp. e Rhamdia voulezi) (BOSCOLO et al., 2011). O pacu, o
tambaqui, a pirapitinga (Piaractus brachypomum), e alguns hibridos entre estas
espécies, sdo os peixes redondos de importancia para a piscicultura comercial no
Brasil, com rapido crescimento, podendo atingir entre 1,0 e 1,5 kg de peso no
primeiro ano de cultivo. O habito alimentar diversificado, rusticidade sob condi¢bes
de cultivo, e a carne de boa qualidade contribuiram para uma rapida popularizagédo
do cultivo desses peixes (KUBITZA, 2004).

Seguindo o padrdo observado nos anos anteriores, a maior parcela da
producdo aquicola é oriunda da aquicultura continental, na qual se destaca a

piscicultura continental, representando 86,6% da produgé&o total nacional no ano de
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2011. A tildpia (O.niloticus) e o tambaqui (C. macropomum) foram as espécies mais
cultivadas, contudo, também merecem destaque a producdo de pacu (P.
mesopotamicus), e dos hibridos de espécies nativas, o tambacu (C. macropomum x
P. mesopotamicus) e o tambatinga (C. macropomum x P. brachypomus) (BRASIL,
2013).

De acordo com Kubitza et al. (2012), a producédo aquicola nordestina esta
praticamente concentrada na tilapia criada em tanques rede nos acudes do Ceara e
nos reservatorios do Rio Sao Francisco em areas da Bahia, Pernambuco e Alagoas
e no camardo marinho (litoral do Rio Grande do Norte, Ceara e Bahia), ha uma
producdo expressiva de peixes redondos apenas no Maranhdo, Piaui, Sergipe e
Bahia.

O tambatinga resulta do cruzamento de fémeas de tambaqui e machos de
pirapitinga. O primeiro registro de uso deste hibrido em aquicultura foi feito por
Darmont e Salaya (1984) na Venezuela (KUBITZA, 2004). O Tambaqui € uma
espécie de aguas essencialmente tropicais, distribuido por toda a bacia do rio
Amazonas, e por se tratar de um peixe onivoro, quando criado na natureza se
alimenta de frutas, sementes e zooplancton, filtrado através das branquias,
possuindo um alto potencial produtivo devido apresentar boa aceitacdo de racao
artificial, crescimento rapido e resisténcia ao manuseio (SOUZA et al., 2012). A
pirapitinga € a Unica espécie do género Piaractus encontrada na Bacia Amazénica,
podendo alcancar até 20 quilos de peso, e é considerado o terceiro maior peixe de
escamas da Amazonia. Em virtude de apresentar um crescimento um pouco mais
lento do que o tambaqui, o cultivo comercial da pirapitinga ndo se tornou tdo popular
no Brasil, no entanto, este peixe tem sido utilizado em cruzamentos para a obtencao

de hibridos com o pacu (patinga) e com o tambaqui (tambatinga) (KUBITZA, 2004).

A expanséo e a consolidacao das cadeias de producao e comercializagao
das espécies nativas, que ja provaram seu valor e potencial, ainda dependem de um
enorme esforco de todos os atores envolvidos. E preciso que as agdes saiam das
cabecas e do papel e se concretizem, seja por parte do setor publico que
regulamenta, fiscaliza e incentiva, ou por parte dos produtores e indastrias, que sao

as locomotivas do setor (ONO, 2013).
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2.3 Sanidade e imunoestimulantes

Os peixes vivem em um ambiente aquatico com diversos agentes
ambientais estressores que desafiam continuamente a fisiologia dos animais, e em
condigcbes de aquicultura intensiva, s@o predispostos ao estresse e posterior
infeccdo por patégenos (RENU et al., 2011).

Devido a pratica de cultivos intensivos para o0 aumento da producado, o
surgimento e medidas de controle de doencas continuam representando uma séria
de ameacas para a industria aquicola (HAGHIGHI; ROHANI, 2013). As doencas
infecciosas sdo um grande problema na aquicultura, provocando elevadas perdas de
peixes nas unidades de producdo (PRATHEEPA; SUKUMARAN, 2014).

O uso de produtos quimicos para controlar as populacdes bacterianas ou
parasitarias, traz muitas desvantagens como a bioacumulacdo, contaminacdo em
humanos e poluicdo ambiental. Da mesma forma, o uso generalizado de antibioticos
leva ao desenvolvimento de bactérias resistentes aos antibidticos, imunossupressao

e desestabilizacéo de populacdes bacterianas (MAQSOOD et al., 2011).

Conforme Labh e Shakya (2014), o tratamento com antibidticos nao €&
bem sucedido e sustentavel, devido ao aumento da resisténcia aos mesmos pelas
bactérias. Além disso, podem ser observados efeitos negativos sobre a microflora de
juvenis ou de peixes adultos, a acumulacdo de residuos de antibidticos em tecidos

de peixes e no meio ambiente causando problemas de salde humana e animal.

As abordagens preventivas para manter a boa saude dos peixes nos
cultivos, reforcando o seu mecanismo de defesa é cada vez cada vez mais
importante na aquicultura (PRIYADARSHINI et al., 2012). Nos ultimos anos, cada
vez mais tem sido dada atencdo ao desenvolvimento de imunoestimulantes, tanto
para peixes e outros animais, e essa estimulacdo do sistema imunitario pode
proteger o0s peixes contra diversas doencas infecciosas (PRATHEEPA,
SUKUMARAN, 2014).

Por definicdo, imunoestimulante € um produto quimico, droga, estressor
Ou acado que aumenta a resposta imune inata ou ndo especifica por meio da
interacdo direta com células do sistema, ativando-os (MAQSOQOD et al., 2011). De

acordo com Krishnaveni, Palanivelu e Velavan (2013), sdo substancias que podem
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aumentar os mecanismos de defesa ndo especificos, bem como a resposta imune
especifica, se o tratamento é seguido por infeccdo ou vacinagdo. Reforcam o
sistema imunitario inato, impedindo assim doencas infecciosas (RAGAP; KHALIL;
MUTAWIE, 2012).

A utilizacdo na agua ou alimentacdo € considerada como uma alternativa
moderna e promissora aos antibidticos e vacinas usados como medida profilactica
na aquicultura intensiva (HAGHIGHI; ROHANI, 2013). Existem muitos trabalhos
sobre imunoestimulantes ndo especificos para peixes, sugerindo que o método tem
um potencial consideravel para reduzir as perdas na aquicultura, tanto durante a

fase larval como em outras fases de crescimento (HAGHIGHI; ROHANI, 2013).

Os efeitos biolégicos dos imunoestimulantes sdo altamente dependentes
dos receptores das células alvo reconhecendo-as como potenciais moléculas de alto
risco e desencadeamento caminhos de defesa (PRIYADARSHINI et al.,, 2012).
Ativam véarios componentes do sistema imunoldgico, tais como fagdcitos, células
natural killers (NK), linfécitos T, linfécitos B e lisozima (RENU et al., 2011).

A selecdo de imunoestimulantes adequados com uma capacidade para
aumentar a protecdo em peixes apresenta uma tarefa dificil e, em sentido estrito,

nao ha tais grandes esforcos de investigacdes especificas (MAQSOOD et al., 2011).

2.4 Hematologia

Hematologia € o estudo da fisiologia e morfologia do sangue (ETIM et al.,
2013). Para Ranzani-Paiva et al. (2013) é o estudo do sangue ou a soma de
conhecimentos sobre o sangue, grande parte destas informacdes consiste em
medidas de valores dos parametros hematoldégicos em condicdes normais e

anormais.

Avaliacdo hematologica pode ser considerada como uma ferramenta de
diagnostico pratico (YASINI et al., 2012). Por ser uma ferramenta auxiliar, as
alteracbes dos padrdes hematologicos de referéncias, bem como os distirbios

morfologicos de células do sangue, podem ser utilizadas para auxiliar diagnostico e
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realizar prognosticos de peixes aos diferentes desafios do ambiente ou devido a
presenca de agentes infecciosos (SILVA; LIMA; BLANCO, 2012).

O conhecimento das caracteristicas hematolégicas € uma importante
ferramenta que pode ser utilizada como um indice sensivel e eficaz para monitorar
as alterac0es fisioldgicas e patologicas em peixes (SATHEESHKUMAR et al., 2011).
A aplicacdo da hematologia em pesquisa com animais € bem aceita e considerada
um procedimento de rotina em métodos de diagndstico (SERIANI et al., 2011). O
monitoramento do estado de salude dos peixes € imprescindivel para o0 manejo

sanitario da producao, seja de grande ou pequeno porte (ISHIKAWA et al., 2010).

Os dois tipos de sistema imunitario sdo o0 sistema imunitario inato ou
sistema imune nado especifico, e o0 sistema imunitario adquirido ou sistema imunitario
adaptativo. O sistema imunolégico luta continuamente contra patdégenos e da
protecdo adequada para o corpo. O sistema imunitdrio de um peixe envolve
diferentes células e 6rgaos, existindo diversos fatores intrisicos como saude e idade,
e fatores extrinsecos, como a temperatura ou alteracbes nos parametros abidticos
gque afetam a resposta imunolégica dos animais (LABH; SHAKYA, 2014). A
imunidade n&o especifica € um mecanismo de defesa fundamental no peixe, além
disso, ela desempenha um papel chave na resposta imunitaria adquirida e a

homeostase através de um sistema de proteinas receptoras (URIBE et al., 2011).

O sistema imune dos organismos aquaticos, tais como peixes, €
continuamente afetado por mudancas periddicas ou inesperadas do seu meio
ambiente. SituacOes ambientais adversas podem de forma aguda ou cronica afetar a
saude desses animais, alterando alguns dos seus parametros bioquimicos e
suprimindo as respostas imunes inatas e adaptativas (KRISHNAVENI;
PALANIVELU; VELAVAN, 2013).

O conhecimento a cerca dos constituintes sanguineos, bem como de suas
caracteristicas, ¢ de fundamental importadncia para a diagnose diferencial de
doencas, além de capacitar a identificacdo das células presentes no organismo
adulto saudavel (SOUSA et al., 2013).

Conforme Ranzani-Paiva et al. (2013), o sangue € um tecido conectivo de
propriedades especiais, sua matriz extracelular € liquida (plasma), composta por

90% de agua, 7% de proteinas (globulinas e albumina), e o restante, de solutos
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variados (eletrélitos, como ions carbonato, cloro, sédio, potéssio, calcio, fosfatos)
além disso, € composto por metabdlitos, horménios e enzimas. O sangue banha
todos os tecidos organicos, exceto o epitelial e o cartilaginoso, devido a essa
condicao fisiolégica, seu estudo torna-se estratégico para avaliacdo do estado de
saude dos peixes (ISHIKAWA et al., 2010).

A porcao figurada é composta por eritrcitos, leucdcitos e trombdcitos
cuja origem, desenvolvimento e funcéo, principalmente dos leucocitos, ndo sao
conhecidas por completo nos peixes (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

Morfologicamente os eritrocitos maduros de peixes variam de ovais a
elipsoidal com nucleo central. O nucleo pode ocupar até um quarto do volume da
célula e o eixo longitudinal do ndcleo é paralelo ao da célula, exceto em algumas
espécies, que possuem nucleo redondo (SILVA; LIMA; BLANCO, 2012).

As células do sistema imunol6gico s@o os leucécitos ou glébulos brancos
(LABH; SHAKYA, 2014). Os neutrdfilos, eosindfilos, baséfilos, mondcitos e linfocitos
sao leucadcitos usualmente observados na circulagcdo sanguinea dos peixes (SOUSA
et al., 2013).

Os peixes possuem populacdes de linfécitos que sdo analogas as células
T, células B, células citotoxicas (semelhantes as células assassinas naturais),

macrofagos e leucdcitos polimorfonucleares (URIBE et al., 2011).

Os trombdcitos, células responsaveis pelo processo de coagulacéo
sanguinea, sdo bastante abundantes, perdendo em quantidade apenas para 0s
eritrocitos (SOUSA et al., 2013).

Segundo Silva; Lima; Blanco (2012), alteracdes na contagem relativa de
células sanguineas de defesa organica pode indicar a ocorréncia de processos
infecciosos, igualmente ao que acontecem com os mamiferos, 0s peixes portadores
de infeccdo apresentam neutrofilia com linfopenia relativa, podendo também ser
possivel a mobilizacdo dos trombdcitos de seus compartimentos de reserva para

contribuir com os mecanismos de defesa organica.
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2.5 Arthrospira platensis

A utilizacdo de proteinas de origem celular, presente em fungos,
bactérias, leveduras e microalgas, estdo presentes ha milhares de anos pela
populacdo no mundo, principalmente sob a forma de medicamentos (MOREIRA et
al., 2013).

As microalgas como uma fonte de proteina de origem celular tém certas
vantagens sobre a utilizagdo de outros microrganismos, devido ao seu rapido
crescimento e a quantidade e a qualidade da proteina. Entre as microalgas, o
género Arthrospira, uma alga filamentosa verde-azulada de agua doce, contém
cerca de 60 a 70% de proteinas, vitaminas, minerais e 0s acidos graxos essenciais
tais como o acido palmitico, linolénico e acido linoleico, recomendados pela
Organizagcédo das Nacdes Unidas para Alimentacao e Agricultura (FAO) (MOREIRA
et al., 2013; DELHI, 2014). A utilizacdo de espécies de microalgas como uma fonte
convencional de alimentos e proteinas vem crescendo ao longo dos anos

(ABDULRAHMAN, 2014).

Spirulina e Arthrospira sdo dois géneros separados e compostos por
cerca de quinze espécies, no entanto, a nomenclatura recente considera a espécie
Spirulina platensis como Arthrospira platensis (EL-SHEEKH et al., 2014,
ALGAEBASE, 2016).

Declarada como "o melhor para o amanh&", a A. platensis esta ganhando
popularidade nos ultimos anos como um suplemento alimentar, e a sua capacidade
tem sido reconhecida, para produzir novos produtos naturais estruturalmente e
biologicamente ativos (ABDULRAHMAN, 2014).

Entre as proteinas presentes na A. platensis, encontramos as
ficobiliproteinas, que sado pigmentos fotossintéticos acessorios, que transferem
energia de forma extremamente eficiente na fotossintese para a clorofila a. E uma
proteina hidrofilica, brilhante, colorida e estavel, e sédo classificadas em trés grupos
principais dependendo da cor inerente e propriedades de absorbancia: ficocianina

(azul), aloficocianina (verde azulado) e ficoeritrina (vermelho) (KAMBLE et al., 2013).

A A. platensis é considerada um suplemento nutricional que tem varios

beneficios de salde para os seres humanos, assim como para animais, possuindo



27

beneficios econdmicos (KRISHNAVENI; PALANIVELU; VELAVAN, 2013). Pode ser
um adequado suplemento alimentar na alimentacdo de trutas, robalos, carpas, tilapia
vermelha, camardo e moluscos, pois se verificou que a alga, além de ser uma fonte
alternativa de proteinas, também pode ser usada para melhorar a coloracéo, o sabor
e qualidade da carne (TONGSIRI; MANG-AMPHAN; PEERAPORNPISAL, 2010).

A administracdo de A. platensis via oral, a uma dose de 10 mg peixe™
para a tilapia (O.niloticus), conduz a melhores atividades bactericidas do soro, a
atividade fagocitica e da lisozima, aumentando os anticorpos especificos contra
diferentes antigénios, e maximiza a sobrevivéncia em desafios contra a infeccdo por
Aeromonas hydrophila (RAGAP; KHALIL; MUTAWIE, 2012).

De acordo com lbrahem, Mohamed e Ibrahim (2013), a concentracdo
6tima A. platensis seca na dieta pratica para O. niloticus é de 10 g kg™, melhoram
positivamente as condigdes de saude dos peixes além de reforcar a imunidade néao

especifica, bem como a sua resisténcia ao desafio com Pseudomonas fluorescens.

2.6 Composicao bioquimica do filé de pescado

O peixe € um dos alimentos mais importantes na dieta dos humanos
devido a alta qualidade da proteina do pescado e da grande quantidade de
nutrientes, além de excelente digestibilidade (VIANA et al., 2013). O consumo

regular de pescado apresenta diversos beneficios.

Em comparagdo com a carne vermelha, a carne de peixe é facilmente
digerivel, pois contém fibras musculares longas, além disso, o consumo de peixe
tem sido associado a beneficios para a saude, tais como reducdo do risco de
doenca cardiaca coronéria (PIRESTANI et al., 2009).

A composicéo quimica da carne de pescado é afetada por um namero de
fatores, tais como: espécie, sexo, idade, estacdo do ano, bem como pelas condi¢des
ambientais, método de cultivo e tipo de alimentagdo (HADJINIKOLOVA; NIKOLOVA,
STOEVA, 2008).

De acordo com Ogawa e Maia (1999), o filé de pescado pode conter de
60 a 85% de umidade, aproximadamente 20% de proteinas, de 1 a 2% de cinzas, de
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0,3 a 1,0% de carboidratos e de 0,6 a 36% de lipidios, onde os lipidios apresentam
uma maior variacdo em funcéo do tipo de musculo, do sexo, da idade, da época do

ano, do habitat e da dieta.

O conhecimento sobre a composi¢cado quimica das espécies de peixes tem
importancia fundamental na aplicacdo de diferentes processos tecnoldgicos (DINIZ
et al., 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultivo Indoor (LCI) do Centro
de Biotecnologia Aplicado a Aquicultura (CEBIAQUA) do Departamento de
Engenharia de Pesca do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Ceara-UFC.

3.1 Aquisicao dos peixes

Os alevinos do hibrido tambatinga (Colossoma macropomum X Piaractus
brachypomus) com peso médio de 0,5 + 0,01 gramas foram adquiridos de uma
piscicultura comercial em Tutdia-MA, e transportados em sacos plasticos com

capacidade para 20 L, contendo 10 L de agua com adic&do de oxigénio puro.

No laboratdrio os alevinos foram transferidos para duas caixas de 500 L,
com fornecimento de oxigénio, e permaneceram durante uma semana para
aclimatacdo as condicbes do laboratério, sendo alimentados quatro vezes ao dia
com racdo comercial de 40% de proteina bruta (PB). ApGs esse periodo os alevinos
foram transferidos para o tanque de manutencdo, com volume de 2.000 L (2,0 m3),
com aeracao constante e alimentados trés vezes ao dia com racdo comercial de
40% de proteina bruta (PB), durante 30 dias, periodo em que 0s peixes atingiram o

peso ideal para serem utilizados no cultivo experimental (3,56 + 0,02 gramas).

3.2 Delineamento experimental

Foram utilizadas nove (9) caixas retangulares (56 x 36 x 32) com volume
atil de 60 L (Figura 1), com fornecimento de oxigénio por meio de um compressor de
ar, distribuido com mangueiras de aeracéo e pedras porosas, em um delineamento
experimental totalmente ao acaso, sendo dois tratamentos (T-01 e T-02) e um
controle (C) com trés repeticbes cada. Nos tratamentos T-01 e T-02 os peixes foram
alimentados com uma racdo comercial com 28% de proteina bruta (PB)

suplementada com 20% e 40% de farinha de Arthrospira platensis respectivamente,
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e no controle foi utilizada uma ra¢éo comercial com 28% de proteina bruta (PB) sem

a suplementagéo.

Figura 1 - Estruturas de cultivo do tambatinga.

Fonte: Autor.

A densidade foi de oito peixes por caixa (133,0 peixes/ms3; fase ),
totalizando 72 peixes, com peso médio inicial de 3,56 + 0,02 g e comprimento 5,78 +
0,06 cm, alimentados trés vezes ao dia (08h00min; 12h00min; 16h00min), com taxa
de arracoamento de 10% do peso vivo (biomassa). O experimento teve duracdo de
oito semanas (64 dias), correspondente a fase de crescimento | para peixes
redondos (FARIA et al., 2012).

3.3 Manejo experimental

Semanalmente foi realizada a biometria para acompanhamento do
desenvolvimento zootécnico e ajuste de racédo, onde os peixes de cada caixa foram
pesados em balanca digital e medidos individualmente com um paquimetro. Como
se trata de uma espécie bem ativa, para facilitar o processo, foi necessario o uso do
anestésico eugenol, diluido em alcool 96° PA, tendo como base as indicacdes na

literatura: para a fase inicial foi determinado o valor de 0,5 mL L™ para peixes até 10
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gramas; 0,6 mL L™ para peixes até 20 gramas; 0,7 mL L™ para peixes até 30
gramas; 0,8 mL L™ para peixes até 40 gramas e 0,9 mL L™ para peixes até 50

gramas.

Diariamente pela manha foi realizada a sifonagem e troca de agua das
estruturas de cultivo, em torno de 50% do volume de cada caixa (dgua de
abastecimento com 0,26 de salinidade e pH 8,0), e depois da terceira alimentacao
era feita a sifonagem dos restos de racdo e a reposicdo da agua perdida nesse

processo.

3.4 Biomassa de Arthrospira platensis

A farinha de A. platensis foi obtida do cultivo em tanques de recirculacao
em ambiente externo na Estacdo de Aquicultura Prof. Raimundo Saraiva da Costa
do Departamento de Engenharia de Pesca (Figura 2). O processo de obtencédo da
biomassa foi realizado com a filtragem do material em tela de 60 pum, posteriormente
submetido a lavagem com agua para retirada do sal e finalmente seco em estufa a
60 °C. A biomassa seca de A. platensis foi entéo triturada em liquidificador industrial

obtendo assim a farinha para utilizagdo na suplementacao das ragoes.

Figura 2 - Sistema de cultivo externo em recirculacao da Arthrospira platensis.

Fonte: Autor.
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3.5 Preparo das rac¢des

Para a suplementacdo das racdes testes e racdo controle foi utilizada
uma racdo comercial, com a seguinte composicéo: 120 g kg™ umidade; 280 g kg™
(28%) proteina bruta; 35 g kg™ extrato etéreo; 125 g kg™ matéria mineral; 120 g kg™
fibra bruta; 35 g kg™ célcio; 6000 mg kg™ fésforo.

Para o preparo, a racao foi triturada em liquidificador industrial e
peneirada, sendo entdo misturada a farinha de A. platensis, tendo como aglutinante
a gelatina em po incolor e sem sabor (5%), diluida em 500 mL de &gua morna e
adicionada aos ingredientes secos. O material foi homogeneizado até formar uma
pasta e em seguida para formacdo dos péletes, a massa foi passada em um
espremedor. Apds esse procedimento os péletes foram colocados em bandejas e
levados para estufa a 60 °C por 36 horas, sendo entéo triturados de acordo com o
tamanho adequado para a fase do animal, e armazenadas em recipientes plasticos

no freezer a -20 °C até o momento do uso.

3.6 Parametros de qualidade de agua

Os parametros de qualidade de &gua foram analisados semanalmente. O
oxigénio dissolvido (mg L™) foi verificado com uma Sonda HANNA (HI9146) e a
temperatura com uma Sonda HANNA (HI9828). Esses dois parametros foram
analisados diretamente nas estruturas de cultivo. O pH foi determinado em pHmetro
de bancada. As concentracdes de N-aménia total (mg L™), N-nitrito (mg L™),
N-nitrato (mg L™) e fésforo reativo (mg L™) foram determinadas com auxilio de um
espectrofotometro modelo DR 2700 (HACH), seguindo os protocolos e reagentes

especificos constantes no manual de instru¢des do equipamento.

3.7 Parametros de desempenho zootécnicos

Com os dados obtidos na biometria semanal de peso e comprimento
foram determinados 0s seguintes parametros zootécnicos: Sobrevivéncia-S (%);
Ganho de Peso-GP (g); Ganho de Peso Diario-GPD (g); Ganho de Biomassa (Q);
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Produtividade (kg m™); Crescimento Médio-CM (cm); Crescimento Médio Diério-
CMD (cm); Taxa de Crescimento Especifico-TCE (%); Conversao Alimentar
Aparente-CAA; Eficiéncia Alimentar-EA (%); indice de Eficiéncia Proteica-IEP (%);

de acordo com as equacdes abaixo:

100
S(%) = Nf * NI 1)

Onde:

S = taxa de sobrevivéncia (%);
Nf = nimero final de peixes;
Ni = numero inicial de peixes.

GP(g) = PMf — PMi 2)

Onde:

GB = ganho de peso (9);
PMf = peso médio final (g);
PMi = peso médio inicial (g).

GPD (g) = = (3)

Onde:

GPD = ganho de peso médio diario (g dia™).
GP = ganho de peso (g).

T = tempo de cultivo (dias).

GB (g) = Bf — Bi @)

Onde:

GB = ganho de biomassa (Q).
Bf = biomassa final (g);

Bi = biomassa inicial (g).

CM (cm) = CMf — CMi (5)

Onde:

CM = crescimento médio (cm);

CMf = crescimento médio final (cm);
CMi = crescimento médio inicial (cm).



CMD (cm) = =
Onde:
CMD = crescimento médio diario (cm dia™);
CM = ganho de peso (cm);
T = tempo de cultivo (dias).

Ln Pf-Ln Pi
—=x* 100

TCE (%) =
Onde:
TCE = taxa de crescimento especifico (%);
Ln = logaritmo neperiano €;
Pf = peso médio final (g);
Pi = peso médio inicial (g);
T = tempo de experimento (d).

CAA =&
GB
Onde:
CAA = conversdo alimentar aparente (g de racdo g de peixe™);
QR = quantidade de racdo consumida (Q).
GB = ganho de biomassa (Q).
EA (%) = GP * %’
Onde:
EA = Eficiéncia Alimentar (%);
GP = ganho de peso (9);
QR = quantidade de racdo consumida (Q).
IEP = ==
QR
Onde:
IEP = indice de eficiéncia proteica;
GP = ganho de peso (9);
QR = quantidade de racdo consumida (Q).

3.8 Composicao centesimal daracéo e do filé

34

(6)

()

8

9)

(10)

Para a analise da composigdo centesimal foram filetados quatro peixes de

cada tratamento com comprimento de 13,39 cm e peso médio de 35,50 g, os filés
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embalados a vacuo e armazenados a -18 °C até o dia da analise. Foram utilizadas
25 g de cada amostra. As analises foram realizadas no Laboratério de Tecnologia do
Pescado — LATEPE, do Departamento de Engenharia de Pesca.

3.8.1 Umidade

As amostras foram homogeneizadas, e 2,0 gramas de cada amostra
foram depositados em cadinhos previamente secos em estufa a 105 °C por 24

horas, até atingir um peso constante, e a umidade calculada segundo a equacéo:

_ V2-vi1

U=
V2-Vo

x 100 (11)

Onde:

U = umidade;

Vo = peso do cadinho seco;

V2 = peso do cadinho com amostra;

V1 = peso do cadinho ¢/ amostra ap0s secagem.

3.8.2 Lipidios

A determinacéo de lipidios foi realizada segundo a metodologia proposta
por Soxhlet (AOAC, 2000), com a utilizacdo da acetona como solvente extrator. Os
baldes de Soxhlet foram secos na estufa a 100-105 °C durante uma hora e em
seguida foram pesados. Foram entdo adicionados 3,0 gramas da amostra em
cartucho e colocados no extrator de Soxhlet, com adicionado de acetona nos balbes
(100 mL) e ap6s extracado por 2 horas (90 °C), os baldes foram pesados e a

determinacao do teor de lipidios calculado segundo a equacéao:

peso baldo com gordura—peso balio vazio seco

Lipidios Totais = x 100 (12)

peso da amostra
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3.8.3 Cinzas

O célculo do teor de cinzas foi realizado conforme AOAC (2000), onde 2,0
g de cada amostra foram colocados em cadinhos previamente secos e postos no
forno mufla até a total incineracdo das amostras a 550°C. O teor de cinzas nas

amostras foi calculado segundo a equacéo:

_ V1-Vo
C= o= X100 (13)
Onde:

Vo = peso do cadinho;
V1 = peso do cadinho + cinza,;
V2 = peso do cadinho + amostra.

3.8.4 Proteina

O teor de proteina bruta foi calculado a partir do método de Kjeldahl
segundo a AOAC (2000) o qual se baseia na determinacdo do nitrogénio total da
amostra que € convertido a proteina total multiplicando-se o valor encontrado pelo
fator 6,25. Em papel vegetal foi pesado 0,2 gramas da amostra macerada,
passadas para um baldo de Kjeldahl e acrescentado 2,0 g de catalisador e 4 mL de
H,SO, concentrado. Os baldes foram colocados no digestor de Kjeldahl e aquecidos
brandamente no inicio (150 °C) e depois mais energicamente (350 °C) até o final da
digestdo (desaparecimento da cor escura). Em seguida as amostram foram levadas
para o destilador de Kjeldahl, sendo neutralizadas com NaOH a 50% (10 mL). As
amostras oriundas da destilacdo foram recebidas em erlenmeyer com 10 mL de
solucéo de H3BO3 a 2%, contendo 3 gotas do indicador misto (verde de bromocresol
e vermelho de metila). As amostras foram finalmente tituladas com HCI 0,02N ou

0,04N e realizado o calculo segundo a equacéao:

(Vol da Amostra—Vol do Branco)x 0,014 x 0,04 N HCLxX F
Peso da Amostra

% N total = x 100 (14)

Onde:
% Pt = % Nt x 6,25.
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3.9 Andlise da coloracdo da nadadeira anal

A andlise da coloracdo da nadadeira anal das amostras foi realizada por
meio de fotografias tiradas a 30 cm acima das amostras, de acordo com o protocolo
descrito por Tlusty e Hyland (2005), com o auxilio de uma camera Nikon Coolpix
P510 digital com velocidade do obturador de 10 e abertura F16. As fotos foram
realizadas em dois peixes de cada caixa, totalizando seis peixes por tratamento e as
imagens foram analisadas com o software gratuito Adobe Photoshop® CS2 (versao
4.1).

A partir das fotografias digitais individuais, mensurou-se a coloragdo da
nadadeira anal dos peixes utilizando-se os sistemas de coordenadas Hunter
(L*a*b*), onde o L* representa brilho (-100, preto e +100, branco), a* (-100, verde e
+100 vermelho) e b* (-100, azul e +100, amarelo). As fotografias inicialmente
passaram por equilibrio de cores, usando o software, usando se os comandos no
menu [Imagem]-[Ajustar]- [Niveis Automaticos] (REZENDE, 2006). As fotos foram
abertas no modo Lab, selecionando o ponto da nadadeira a ser analisado, e

anotando os valores correspondentes a cada variavel (L*a*b*).

3.10 Parametros hematolégicos

Para a colheita e eutanasia dos peixes ao final do experimento foram
empregadas as préaticas recomendadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), de acordo com as Diretrizes de Pratica de
Eutanasia do CONCEA (2013). O procedimento foi realizado através da anestesia
cirirgica para a colheita do sangue e para a eutanasia o meétodo fisico do
resfriamento, uma vez que os peixes sacrificados foram armazenados em freezer a

-18 °C para posteriores analises de composi¢cao bioquimica do filé.

3.10.1 Colheita de sangue

Para colheita de sangue dos peixes, o0s mesmos foram previamente

anestesiados a fim de mitigar o estresse, através do uso do anestésico eugenol
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diluido em &lcool 96° PA, na concentracdo 0,9 mL L™ de &gua. Para prevenir a
coagulacao do sangue foi utilizada uma solucédo de heparina liquida (heparina 5.000
Ul mL=1,0 mL em 50,0 mL de solucao salina 0,65%).

Foi realizada a colheita de sangue de quatro (4) peixes por cada caixa,
sendo doze (12) por tratamento e um total trinta e seis (36) peixes. Entre os métodos
existentes para colheita de sangue, foi escolhido o corte do pedunculo caudal,
método indicado para peixes pequenos (RANZANI-PAIVA et al., 2013). Com o
auxilio de um bisturi fez se o corte logo depois da nadadeira adiposa, seccionando o
pedunculo caudal e o sangue coletado com uma pipeta semiautomética de 100 pL,
com as ponteiras contendo o anticoagulante (heparina). Cerca de 0,3 mL de sangue
foi transferido para microtubos tipo Eppendorf (2,0 mL) e submetido as analises

hematoldgicas.

3.10.2 Confeccédo das extensdes sanguineas

Apos a colheita de sangue, foram confeccionadas as extensfes
sanguineas, utilizando uma gota de sangue sem anticoagulante em uma lamina de

vidro e posteriormente realizada a coloracao pandética.

3.10.3 Eritrograma

O eritrograma foi determinado através da contagem de eritrOcitos
(10° x pL ), determinacdo do hematécrito (%) e da taxa de hemoglobina (g dL™),
dos indices hematimétricos VCM (volume corpuscular médio-fL) HCM (hemoglobina
corpuscular média-pg) e CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular
média-g dL™).

3.10.3.1 Contagem total de eritrécitos (células x 10° puL™)

Os meétodos para contagem global das ceélulas sanguineas consistem
geralmente em diluir o sangue, em propor¢édo conhecida, com um liquido diluidor, e

um dos mais utilizados na contagem total de eritrocitos é o liquido de Hayem, que
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permite a conservacdo das células em estudo. A contagem de eritrocitos
(células x 10° pL™?) foi quantificada em um modelo hematocitdtmetro Neubauer de
acordo com Stoskopf (1993) descrita em (RANZANI- PAIVA et al.,, 2013). Com 20
uL de sangue diluido em 4 mL de liquido de Hayem (1:200), os eritrécitos foram
contados através da utilizacdo de um microscopio com aumento de 400x, nos
quadros marcados “H” na figura relativa ao reticulo de Neubauer, ou seja, 1/5 de

mm?>.

N° de eritrécitos contados x 10.000 = no total de células/uL de sangue. (15)

3.10.3.2 Hematocrito (%)

A técnica utilizada foi validada por Goldenfarb et al. (1971), com auxilio de
microcapilares de vidro e preenchido com 2/3 de seu volume total com sangue
homogeneizado, tendo uma das extremidades vedadas com parafina, sendo entdo
centrifugados a 10.000 rpm (7.280xg), durante 5 minutos. A leitura das camadas

separadas com régua especifica para determinacdo do volume de eritrécitos.

3.10.3.3 Dosagem da taxa de hemoglobina (g dL™)

A determinacdo da taxa de hemoglobina foi realizada por
espectrofotometria segundo o método cianometahemoglobina descrito por Collier
(1944). Em um tubo de ensaio foram adicionados 5 mL de solucdo de Drabkin e em
seguida 20 uL de sangue homogeneizado e levados para leitura da absorbancia a

540nm, usando a solucéo de Drabkin como branco.
Hemoglobina (g dL™) = Absorbancia da amostra x Fator de calibrac&o (16)

Onde:

Fator de calibracdo = concentracdo do padrdo (g dL™) / absorbancia do
padrao (nm).
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3.10.3.4 indices hematimétricos

indices hematoldgicos ou hematimétricos foram determinados a partir da
contagem global dos eritrocitos, taxa de hemoglobina e determinacdo do

hematocrito, de acordo com Wintrobe (1934).

Volume corpuscular médio (VCM)

O volume médio dos eritrocitos, expresso em fentolitros (fL), foi
determinado conforme equacéo abaixo e representa o quociente de um determinado

volume de eritrgcitos pelo nimero de células contidas no mesmo volume.

Htx 10
Eritrécitos
Onde:
Ht = Hematocrito (%).

VCM (fL) = (17)

Hemoglobina corpuscular média (HCM)

Esse parametro representa o quociente de contetdo de hemoglobina em
um determinado volume de eritrécitos pelo n° de células contidas no mesmo volume

foi calculado segundo a equacéo abaixo, sendo expresso em picogramas (pg).

Hbx 10
Eritrécitos

HCM (pg) = (18)

Onde:
Hb = concentracéo de hemoglobina (g dL™).

Concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM)

A percentagem de hemoglobina em 100 mL de eritrécitos foi determinada

segundo a férmula abaixo:

Hb x 100
Ht

CHCM (g dL) = (19)

Onde:
Ht = hematécrito (%);
Hb = concentrac&o de hemoglobina (g dL™).
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3.10.4 Proteina plasmatica total (PPT)

A Proteina plasmética total foi determinada quando da centrifugacédo do
sangue para analise do hematocrito, onde foram retirados 20 uL de plasma do

capilar centrifugado.

As amostras foram diluidas em 1 mL do reagente biureto e foram levadas
ao espectrofotdbmetro para leitura a 545nm, previamente zerado com agua destilada.
Foi utilizado como padréo a solucdo de biureto na concentracdo de 4gdL' e a PPT

calculada segundo a equacao:

PPT (g dL™) = Absorbancia da amostra x Fator de calibracdo (20)
Onde:
Fator de calibracdo = concentracdo do padrdo (g dL™) / absorbancia do
padréo.

3.10.5 Leucograma

O leucograma que corresponde a contagem global e especifica dos
leucécitos, representados pela leucometria e pelo estudo quantitativo e qualitativo
dos globulos brancos, foi obtido conforme metodologia abaixo.

3.10.5.1 Contagem total de leucécitos (células x 10* uL™)

A contagem de leucdcitos totais foi determinada pelo modelo
hematocitometro de Neubauer segundo Stoskopf (1993), descrita por (RANZANI-
PAIVA et al., 2013). Cerca de 20 uL de sangue foram diluidos em 400 uL de liquido
de Tuerck (1:20) e levados ao microscépio com aumento de 400x, para contagem de
todos os leucdcitos presentes nos quadros marcados “L” na figura relativa de

Neubauer correspondendo a 4 mm?.

N° total de leucdcitos x 50 = n° total de leucécitos/mm? (ou microlitro-pL). (21)
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3.10.5.2 Contagem diferencial de leucdcitos

A contagem diferencial de leucocitos do sangue como indicador de
imunidade foi descrita por Dacie e Lewis (1984). Para isso foi feito a coloragdo com
0 corante panotico rapido, onde os esfregacos ja confeccionados no momento da
colheita de sangue foram corados e deixados a temperatura ambiente para a
secagem, sendo depois protegidos com papel filtro e armazenados em recipientes
apropriados até o momento das contagens.

Para diferenciacdo os esfregacos foram observados em um microscopio
(aumento de 400x), identificando cada célula (linfécitos; neutrofilos; mondcitos;
eosindfilos) sendo entdo realizada a contagem de 100 leucdcitos para o célculo
percentual de cada uma das células analisadas.

3.11 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software BioEstat 5.0. (2012),
cujos dados de parametros de desempenho zootécnicos, qualidade de &gua,
coloracdo, composicao centesimal do filé e racdo e dos parametros hematolégicos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) simples (p<0,05), com
determinacdes das médias + desvio padrdo (SD) para as trés repeticdes, e as

médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao centesimal das ragdes

Os valores médios da composicdo centesimal das racées suplementadas
com a farinha de Arthrospira platensis e da dieta controle utilizadas no experimento
estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo centesimal das ragOes utilizadas no cultivo de alevinos de

tambatinga alimentados com diferentes concentracbes de Arthrospira platensis
suplementadas em ragdo comercial (controle).

. TRATAMENTO
PARAMETRO
Controle T-01 (20%) T-02 (40%)
Umidade (%) 6,16 + 1,542 5,75+ 0,222 5,80 + 0,202
Cinzas (%) 10,45 + 1,402 10,72 + 0,212 9,49 + 0,042
Lipidios (%) 3,52 + 0,062 4,12 +0,06° 4,58 +0,12°
Proteina Bruta (%) 28,11 + 0,372 32,59 +0,97° 39,03 + 0,44°

Os valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Fonte: Autor.

As médias de umidade e cinzas ndo apresentaram diferenca estatistica
entre os tratamentos. O percentual de cinzas representa a matéria mineral, que
normalmente contém minerais, tais como calcio, fésforo, potassio e magnésio, e o
teor considerado normal de cinzas nas racdes para peixes varia de 7 a 12%,
enquanto que para a umidade o desejavel é que os valores estejam em torno de
13%, o que é indicado para que as racdes possam ser armazenadas a temperaturas
ambientes (CHAPMAN; MILES, 2009).

O teor de lipidios das ragBes que receberam suplementacdo com
Arthrospira platensis apresentou um incremento de 17,04% no T-01 (20% de A.
platensis) e 30,11% no T-02 (40% de A. platensis) em relagcdo a ragdo controle,
apresentando diferenca estatistica significativa entre os tratamentos (p<0,05). Os
lipidios sdo combustiveis metabdlicos que podem ser utilizados para obtencdo de

energia pelos organismos aquaticos, com nivel 6timo variando em funcéo de fatores
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como o0 ambiente, habito alimentar, temperatura e fase de desenvolvimento
(GARCIA et al., 2012).

Nos dultimos anos, em virtude do aumento continuo no preco dos
ingredientes, alguns fabricantes passaram a recomendar o uso de racbes com
reduzidos niveis de proteina (entre 22 e 24%) para peixes redondos e outras
espécies de peixes onivoros. Com essas racdes mais baratas, vém a promessa e a
expectativa de reduzir o custo de producdo. Contudo, isso ndo ocorre em virtude do
baixo teor proteico penalizar demasiadamente o0 crescimento e a conversao
alimentar (KUBITZA, 2004).

Houve diferenca significativa nos valores de proteina bruta (PB) nas
racfes experimentais (p<0,05), em decorréncia dos niveis de suplementacao com A.
platensis na racdo controle que apresentou 28,11 + 0,37% de PB, a racédo do T-01
(20% de A. platensis) apresentou 32,59 = 0,97% de PB, um acréscimo de 15,93%.
Ja a racdo do T-02 (40% de A. platensis) alcancou 39,03 = 0,44% de PB, um
aumento de 38,84% na dieta. Esse incremento se deve a fonte utlizada na
suplementacao ser altamente proteica, devido a adicdo da farinha de A. platensis
que continha 54,25% de PB, 5,54% de umidade, 12,75% de cinzas e 3,20% de
lipidios (ALBUQUERQUE, 2015).

Niveis excessivos de proteina na dieta ndo sao economicamente e
ambientalmente saudaveis, uma vez que a proteina € o componente alimentar mais

caro e seu excesso aumenta a excrecao de residuos nitrogenados (GATLIN, 2010).

4.2 Qualidade de agua

Os valores médios obtidos durante o cultivo experimental estdo
detalhados na Tabela 2. Oxigénio dissolvido, temperatura e pH ndo apresentaram
diferencas estatistica significativas entre os tratamentos (p>0,05) e com valores
dentro da faixa ideal para a espécie cultivada. Os valores de amonia total (NHs)
também ndo apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos (p>0,05),
apresentando valores mais elevados conforme maior suplementacédo na dieta, no T-01
(20% de A. platensis) e T-02 (40% de A. platensis).
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Tabela 2 - Parametros de qualidade da agua do cultivo de alevinos de tambatinga
alimentados com diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas
em racdo comercial (controle).

A TRATAMENTO
PARAMETRO
Controle T-01 (20%) T-02 (40%)

Oxigénio dissolvido 4,80 + 0,522 4,75 + 0,56° 4,62 + 0,47°
(mg L™)

Temperatura (°C) 26,46 + 0,382 26,48 +0,332 26,60 + 0,362
pH 8,35 + 0,15° 8,36 + 0,23? 8,36 + 0,262
Amonia-NH; (mg L) 2,67 + 1,952 2,91 + 2518 3,08 + 3,352
Nitrito-NO,™ (mg L) 0,07 + 0,562 1,66 + 2,80% 3,88 + 3,29°
Nitrato-NO3™ (mg L) 2,38 + 2,582 3,58 + 2,57% 7,65 + 5,39°
Fosfato-PO,* (mg L™) 0,93 + 1,132 1,95 + 1,892 1,14 + 0,682

Os valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Fonte: Autor.

Todos os organismos vivos tém limites tolerdveis de parametros de
qualidade da agua em que possuem melhor desempenho, 0s quais sé&o
caracterizados pela quantidade adequada de oxigénio, temperatura, transparéncia,
niveis limitados de metabolitos e outros fatores ambientais essenciais para a
sobrevivéncia e crescimento dos peixes (BHATNAGAR; DEVI, 2013).

Os valores ideais de oxigénio dissolvido devem estar acima de 4,0 mg L™,
e niveis inferiores a esse deixam o0s peixes estressados, tendo sua alimentacao e
crescimento prejudicados (LIMA et al., 2013).

Para a criagdo de peixes tropicais nativos da Bacia do Pantanal, Bacia do
Séo Francisco e Bacia Amazonica a faixa de temperatura ideal de cultivo varia entre
26 e 30 °C (MORAES, 2012). Segundo Sé& (2012), a faixa ideal de pH para um
desenvolvimento adequado, permitindo que 0s peixes possam expressar todo

potencial genético para crescimento e reproducéo, varia de 6,5 a 9,0.

Na piscicultura intensiva, a principal fonte de compostos nitrogenados
incorporados a agua € a alimentacéo (PEREIRA; MERCANTE, 2005). Os valores de

amonia total (NH3) ficaram acima dos valores considerados seguros para o cultivo de
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peixes, sendo ligeiramente mais elevados nos tratamentos com suplementagéao de

Arthrospira platensis na racao.

Contudo, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, podendo
ser justificado pelo processo de suplementacdo da racdo ndo ser industrial e pelo
processo de lixiviagdo da ragdo em contato com a agua, ocorre uma rapida liberacao
dos pigmentos da microalga (fontes de nitrogénio), que contribuiu para o aumento

dessa concentracao.

A exposicao continua dos peixes a concentracdes de amdnia tdéxica acima
de 0,02 mg L™ pode causar irritacéo e inflacdo das branquias, atraso no crescimento
e maior susceptibilidade ao manuseio e a doencas, acima de 0,05 mg L™ pode
ocasionar mortalidade (KUBITZA, 2013). Apesar dos valores elevados, ndo houve
mortalidade durante o periodo de cultivo, tal fato pode ser atribuido aos valores de
temperatura em torno de 26 °C e pH na faixa de 8,3 conforme observado na
Tabela 2 estdo dentro do limite ideal, uma vez que a forma toxica é dependente
desses parametros. Assim, quanto mais elevado for o pH e temperatura, maior sera
a porcentagem da amonia total presente como NHj;, forma nao ionizada, que € a
forma mais toxica (PEREIRA; MERCANTE, 2005).

Quando essa concentracdo supera 0,5 mg L™ é indicado realizar a troca
de 4gua e aumentar a aeracdo, que também reduz essa quantidade pelo processo
de nitrificacdo e movimentacéo da agua (SA, 2012). Diariamente foi realizada a troca

de 50% do volume de agua das estruturas de cultivo pela manha.

Os valores de nitrito e nitrato foram mais elevados nos tratamentos que
receberam a suplementacédo, apresentando diferenca significativa (p<0,05) entre o
tratamento T-02 com 40% de A. platensis e o controle, ficando acima do limite
seguro. Entretanto, a &agua de abastecimento utilizada nas trocas diarias
apresentava salinidade de 0,26, evitando problemas relacionados ao nitrito. Os ions
cloreto, quando presentes em quantidades adequadas na agua, se associam aos
receptores de nitrito nas células das branquias dos peixes, impedindo a absorgéo
deste composto toxico (KUBITZA, 2007).

O ortofosfato (ou fosforo reativo) ndo apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos (p>0,05), sendo ligeiramente mais elevado no tratamento com

20% de A. platensis. Todavia, ultrapassaram os limites recomendados pelo
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Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), onde de acordo com a resolucao
N° 357/2005 estabelece o limite maximo de 0,03 mg L' de fésforo reativo para
ambientes lénticos e 0,05 mg L™ para ambientes intermediarios, com tempo de
residéncia de agua de 2 - 40 dias, tornando-se necessario o tratamento do efluente

antes da descarga ou reutilizagcdo (BRASIL, 2005).

4.3 Desempenho zootécnico

A suplementagdo alimentar com A. platensis teve efeito positivo no
desempenho zootécnico dos alevinos de tambatinga. O peso médio final (g peixe™)
foi mais elevado nos tratamentos que receberam suplementacdo, apresentando
diferenca significativa (p<0,05) entre o tratamento T-02 (40% de A. platensis) e o
controle. Ja o tratamento T-01 (20% de A. platensis), apesar de ligeiramente maior
gue o controle, ndo apresentou diferenca estatistica, 0 mesmo ocorrendo entre o
T-01 e T-02, conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Desempenho zootécnico de alevinos de tambatinga alimentados com

diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas em racéo
comercial (controle).

~ TRATAMENTO
PARAMETRO
Controle T-01 (20%) T-02 (40%)
Peso médio final (g peixe™) 31,84 +8,24% 3592+10,08® 38,83+6,76"
Ganho em peso (g peixe™) 28,01 £6,912 32,37 £4,068 35,27 £ 3,132
Ganho em peso diario (g dia™) 0,44 + 0,112 0,51 + 0,062 0,56 + 0,052
Crescimento final (cm) 13,12 + 1,112 13,45 + 0,592 13,60 + 0,512

Crescimento médio
(cm semana™)

Crescimento diario (cm dia™) 0,11 + 0,022 0,12 + 0,012 0,12 + 0,012
TCE (% dia™) 3,43 + 0,242 3,67 + 0,262 3,79 £ 0,222

7,27 +£1,112 7,75+ 0,592 7,80 £ 0,512

Os valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Fonte: Autor.
Os resultados de ganho em peso (g peixe™) e ganho em peso diario

(g dia™®) foram mais elevados conforme o nivel de suplementacéo na dieta. No T-01
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(20% de A. platensis) houve 15% de ganho em peso com relacdo ao controle, ja no
T-02 (40% de A. platensis) ganho de 25,91%, no entanto, ndo apresentaram
diferenga estatistica. De acordo com os resultados observa se o potencial da A.
platensis como suplemento para incorporacdo na dieta de peixes, através de um

melhor desenvolvimento dos animais com maior ganho de peso.

O crescimento em comprimento total, comprimento médio semanal e
diario ndo apresentaram diferencas estatistica significativas entre os tratamentos
(p>0,05). A taxa de crescimento especifico - TCE (% dia™) é uma relacdo entre o
peso final com o peso inicial e o tempo de cultivo, expresso em porcentagem,
podendo ser influenciada pela fase, densidade de estocagem e manejo alimentar
(GRANADO, 2000). O crescimento da espécie no experimento apresentou valores
superiores nos tratamentos com suplementacdo de A. platensis, porém nao houve

diferenca estatistica significativa.

Durante o cultivo ndo ocorreu mortalidade em nenhum dos tratamentos,
apresentando ao final uma sobrevivéncia de 100%. A Tabela 4 mostra que, apesar
das dietas com suplementacdo terem elevado os valores dos compostos
nitrogenados, nao foram suficiente para causarem estresse ao ponto de chegar a
mortalidades.

Tabela 4 - Sobrevivéncia e desempenho produtivo de alevinos de tambatinga

alimentados com diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas
em racdo comercial (controle).

R TRATAMENTO
PARAMETRO
Controle T-01 (20%) T-02 (40%)
Sobrevivéncia (%) 100° 100° 1002
Biomassa Final (g) 244,19 + 68,322 287,31 + 31,292 310,64 + 23,26

Ganho em Biomassa (g) 216,70 + 65,322 258,96 + 32,472 282,16 + 25,052
Produtividade (kg m™) 4,21 + 1,382 4,80 + 0,522 5,20 + 0,382

Iindice de Eficiéncia

: 0,32 + 0,042 0,39 + 0,03%° 0,40 +0,02°
Proteica

Os valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Fonte: Autor.
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Os valores de biomassa final (g), ganho em biomassa (g) e produtividade
(kg m™) foram maiores nos tratamentos que receberam suplementacdo, com um
aumento no ganho de biomassa de 19,50% no T-01 (20% de A. platensis) e 30,20%
no T-02 (40% de A. platensis) em relacdo ao controle.

Houve diferenca estatistica (p<0,05) no indice de eficiéncia proteica entre
o tratamento T-02 (40% de A. platensis) e o controle, o tratamento T-01 (20% de A.
platensis) ndo apresentou diferenga estatistica entre o controle e também com o
T-02 (40% de A. platensis). O indice de eficiéncia proteica (IEP) relaciona ganho em
peso com consumo de proteina na dieta (ARBELAEZ-ROJAS; FRACALOSSI; FIM,
2002).

Os valores de CAA (g g*) apresentaram diferencas estatistica (p<0,05)
entre os tratamentos que receberam suplementacdo e o controle, Grafico 1, com
valores de 3,18 + 0,29 no controle, 2,54 + 0,15 no T-01 (20% de A. platensis) e
2,49 £ 0,12 no T-02 (40% de A. platensis), o que mostra a eficiéncia na conversao
alimentar das dietas que receberam A. platensis comparadas ao controle. A
conversdo alimentar aparente (CAA) corresponde ao consumo de racdao do animal
em um periodo de tempo/ganho de peso.

Gréfico 1 - Conversado alimentar aparente de alevinos de tambatinga alimentados

com diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas em racéo
comercial (controle).
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Fonte: Autor.
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Estes resultados ainda s&o considerados elevados, uma vez que o valor
ideal para o cultivo de peixes encontra se na faixa de 0,9-1,5:1, no entanto para
espécies de peixes nativos redondos, ainda €& observada a dificuldade em
formulacbes de racbes que diminuam esse valor. Segundo Kubitza (2004), a
conversao alimentar para o tambaqui e seus hibridos com rac¢des contendo 28% de
PB é de 3,7, e se a racao for suplementada com vitamina C, o valor cai para
1,76:1,0. De acordo com trabalhos realizados por Faria et al. (2012) os autores
sugerem como valor satisfatorio para peixes redondos cultivados em tanques o valor
de 1,65:1,0.

Nos valores médios de eficiéncia alimentar (%) houve diferenca estatistica
entre o tratamento T-02 (40% de A. platensis) e controle (p<0,05), enquanto que
entre o T-01 (20% de A. platensis) e o controle e também com T-02 ndo ocorreu
diferenca significativa, Grafico 2.

Gréfico 2 - Eficiéncia alimentar de alevinos de tambatinga alimentados com

diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas em racédo
comercial (controle).
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Fonte: Autor.

Eficiéncia alimentar (%) é o ganho de peso meédio por peixe no
tratamento/consumo médio de ragcédo por individuo. Claramente é a eficiéncia dos

animais em converter a racdo consumida em peso vivo. Os valores foram de



51

32,60 + 4,0% no controle, 39,50 + 2,40% no T-01 e no T-02 40,22 + 1,88%, com
aumento de 23,37% entre o T-02 e o controle.

De acordo com Kubitza (2012), se o produtor trabalhar em todas as fases
em busca de eficiéncia alimentar podera ter uma reducdo muito significativa no custo
total de producdo e outro beneficio de uma alimentacdo eficiente € o melhor
aproveitamento da proteina (nitrogénio) da racao.

Em pesquisa sobre os efeitos da suplementacdo com A. platensis no
crescimento de alevinos de catfish (Clarias gariepinus), os resultados mostraram que
a dieta contendo 5% kg de racdo apresentou crescimento favoravel (ganho em
peso, taxa de crescimento especifica) quando comparado com o0s alevinos que

receberam 3% kg’ de suplementac&o e o controle (PROMYA; CHITMANAT, 2011).

No estudo sobre o efeito da substituicAo da farinha de peixe na
alimentacao da tilapia vermelha por A. platensis sobre o crescimento e composicao
de carcaca, os resultados mostraram que o desempenho de crescimento (peso final,
ganho em peso, ganho em peso diario e taxa de crescimento especifico) aumentou
com o aumento da substituicdo até 75%, podendo ser ocasionado devido a melhoria

do consumo de ragéo e a digestibilidade dos nutrientes (EL-SHEEKH et al., 2014).

4.4 Composicao centesimal dos filés

As médias da composicdo centesimal encontrada nos filés de tambatinga
encontram se na Tabela 5. O teor de umidade do filé apresentou valores dentro do
encontrado em pescados que varia de 60 a 85% (OGAWA; MAIA, 1999). Houve
diferenca estatistica entre os tratamentos T-02 (40% de A. platensis) e o controle

(p<0,05), onde o percentual de umidade do T-02 foi menor em relagdo ao mesmo.

N&o houve diferenca estatistica nos valores de cinzas e lipidios entre os
tratamentos. Os valores de lipidios apresentaram percentuais considerados baixos,

portanto uma vantagem para o consumo e processamento do filé dessa espécie.
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Tabela 5 - Composi¢ao centesimal dos filés de alevinos de tambatinga alimentados
com diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas em racéo
comercial (controle).

A TRATAMENTO
PARAMETRO
Controle T-01 (20%) T-02 (40%)
Umidade (%) 80,76 + 0,492 80,53 + 0,04% 79,96 + 0,14°
Cinzas (%) 1,16 + 0,052 1,12 + 0,42 1,16 + 0,202
Lipidios (%) 2,81 + 0,242 2,10 +0,162 2,24 + 0,662
Proteina Bruta (%) 15,39 +0,242 16,03 +0,20" 17,00 + 0,25°¢

Os valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes nha mesma linha representam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Fonte: Autor.

Conhecer a composi¢do centesimal ou a composi¢cdo quimica de um
alimento é um fator essencial para tomadas de decisdes de carater dietario (LIMA;
MUJICA; LIMA, 2012).

De acordo com Lima, Mujica e Lima (2012), a preocupacdo em consumir
alimentos mais saudaveis, que apresentem baixos teores de gordura, livres de
colesterol e produzidos sem o uso de produtos quimicos, tem contribuido para um
incremento na demanda do consumo de pescado. Baixos valores de extrato etéreo
sdo desejaveis, uma vez que elevados teores na carcaca pioram as caracteristicas
organolépticas da carne (PONTES et al,. 2010).

Os valores médios de proteina no filé indicam que o aumento de proteina
da dieta foi utilizado para a deposicdo de proteina corporal e ndo como fonte
energética para deposicdo de gordura. Houve diferenca estatistica entre os
tratamentos (p<0,05), onde o percentual foi maior conforme mais elevado nivel de
suplementacdo na dieta com A. platensis, tendo um incremento de 4,15% no
T-01 (20% de A. platensis) e 10.46% do T-02 (40% de A. platensis) em relacédo ao

tratamento controle.

A substituicdo da farinha de peixe pela farinha de A. platensis na dieta de
Pangasianodon gigas em diferentes concentracdes (0, 5, 10 e 100%) mostrou
incremento de proteina na carcaca do peixe conforme aumentou a suplementacéo,
com valores de 20.71 + 1.02, 20.82 + 0.20 e 21.54 £ 0.72%, respectivamente, em
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relacdo ao controle que foi de 18.81 + 0.33%, tendo como melhor resultado a
substituicdo de 10% (TONGSIRI; MANG-AMPHAN; PEERAPORNPISAL, 2010).

4.5 Andlise da Coloracéao da nadadeira anal

Os resultados de coloracdo no sistema de coordenadas Hunter (L*a*b*)
da nadadeira anal conforme destacado na Figura 3, apresentaram diferenca

estatistica entre os tratamentos (p<0,05) Tabela 6.

Tabela 6 - Valores médios dos indices de coloracdo da nadadeira anal em
coordenadas Hunter (L*a*b*) obtidos em fotografias digitais pelo software Adobe
PhotoShop CS2®, de alevinos de tambatinga alimentados com diferentes
concentracbes de Arthrospira platensis suplementadas em racdo comercial
(controle).

X TRATAMENTO
PARAMETRO
Controle T-01 (20%) T-02 (40%)
L* 26,18 + 2,932 15,00 + 1,90° 8,50 + 0,55°
a* 38,67 + 7,602 30,50 + 4,642 17,33 +3,27°
b* 34,00 + 2,032 17,33 +3,82° 6,17 + 1,47°

Os valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Fonte: Autor.

A coordenada L*, que representa o brilho, apresentou diferenca estatistica
entre os tratamentos (p<0,05), com valores maiores no controle e diminuindo

conforme a aumento no nivel de suplementagéo com A. platensis.

Valores mais proximos do zero indicam coloracdo mais escura (0, preto e
+100, branco). A coordenada a* apresenta a variacdo da coloracdo entre verde e
vermelho (-100, verde e +100, vermelho), cujos resultados mostraram que houve
diferenca estatistica (p<0,05) entre o controle e tratamento T-01 (20% de A.
platensis) com o tratamento T-02 (40% de A. platensis). No controle e no T-01 os
valores foram mais elevados, indicando coloracéo para o vermelho, ja no T-02 (com

valor menor) a coloracgao tem dire¢ao para o vermelho escuro e verde.
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Houve diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05) nos valores
obtidos com a coordenada b* (-100, azul e +100, amarelo). O tratamento T-02 (40%
de A. platensis) apresentou menor valor entre os tratamentos, mostrando uma
coloracdo mais escura no sentido do tom azulado, o T-01 (20% de A. platensis)
apresentou valor e coloragdo no vermelho intenso, ja o controle o valor maior indica

direcdo mais para o amarelo com menor intensidade.

A coloracdo da nadadeira anal na espécie apresentou coloragcéo laranja
no grupo de peixes do tratamento controle, como pode ser observado na Figura 3 e
vermelho acentuado no T-01 (20% de A. platensis) e vermelho escuro no T-02 (40%
de A. platensis), o que mostra a intensificacdo da coloracdo da nadadeira anal
influenciada pelos carotendides presentes no suplemento utilizado, uma

caracteristica importante para a comercializacdo de espécies de peixes.

Os pigmentos presentes em plantas, algas e microorganismos s&o
responsaveis pelo amplo espectro de cores nos peixes, e como nao podem ser
sintetizados por eles, uma fonte externa que contenha esses pigmentos deve ser
incorporada nas dietas artificiais, que € um pré-requisito essencial para a qualidade,
como também para buscar precos mais elevados no mercado comercial (GARCIA-
CHAVARRIA; LARA-FLORES, 2013).

Os carotendides sdo um grupo de mais de 600 pigmentos naturais
lipossolUveis que sao sintetizados principalmente pelo fitoplancton, algas e plantas
(EZHI; NARAYANAN, 2013). A utilizacdo da A. platensis como fonte de pigmento
carotendides para gouramis azul (Trichogaster trichopterus Pallas) em concentracéo
de 4,0 g kg™ na dieta foi eficaz na pigmentacdo da espécie (ALAGAPPAN; SINHA,
2004).

Em trabalho realizado por Teimouri, Amirkolaie e Yeganeh (2013), sobre
os efeitos da A. platensis como suplemento alimentar de refeicdo sobre o
desempenho de crescimento e pigmentacdo da Truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), os resultados demonstraram o potencial em induzir a pigmentacéo da pele
e filé do peixe, o que poderia afetar a qualidade no mercado e aceitabilidade,
indicando que, com 0 aumento nos niveis de suplementacdo em relagcédo ao controle,
os valores das coordenadas a* b* aumentam, apontando os niveis ideais entre 7,5 e
10,0 % na dieta.
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Figura 3 - Fotografias dos espécimes utilizadas para andlise da coloracdo da
nadadeira de alevinos de tambatinga alimentados com diferentes concentracdes de
Arthrospira platensis suplementadas em racao comercial (controle).

(A) Controle.

(B) 20% de A. platensis

(C) 40% de A. platensis

Fonte: Autor.
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4.6 Parametros hematoldgicos

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos tém sido reconhecidos como
ferramentas valiosas para monitorar a salde dos peixes, maturacdo e
monitoramento das alteracbes ambientais como a qualidade da agua, do solo
(SATHEESHKUMAR et al., 2011).

4.6.1 Eritrograma

Na contagem total de eritrocitos houve diferenca significativa entre os
tratamentos (p<0,05), apresentando aumento conforme maior nivel de
suplementacdo na dieta com A. platensis. A contagem total de eritrocitos no
tratamento controle foi de 1,02 + 0,26 x10° L™, no T-01 (20% de A. platensis) foi de
1,34 + 0,20 x10° pL™* e no T-02 (40% de A. platensis) de 1,89 + 0,40 x10° pL™,
Grafico 3. Os eritrocitos sdo as células dominantes na circulagdo sanguinea da
grande maioria das espécies de peixes (VAZQUEZ; GUERRERO, 2007).

Gréfico 3 - Numero de eritrocitos totais de alevinos de tambatinga alimentados com

diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas em racéo
comercial (controle).
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Fonte: Autor.



57

O numero de eritrécitos totais nos tratamentos T-01 (20% de A. platensis)
e T-02 (40% de A. platensis) de suplementacdo foram 31,37% e 85,29%
respectivamente, mais elevados em relacdo ao tratamento controle. A contagem de
glébulos vermelhos € quase sempre parte da analise e este teste pode ajudar a
diagnosticar anemias e outras condicbes que afetam as células vermelhas do
sangue (BUNN, 2011).

Conforme ilustrado no Grafico 4, os valores de hematocrito foram maiores
com maior suplementacdo de A. platensis na dieta, onde ocorreram diferenca
estatistica significativa (p<0,05) entre o tratamento T-02 (40% de A. platensis) em
relacdo ao tratamento controle. Reflete a propor¢do de eritr6citos no sangue em
relacdo a quantidade de leucocitos, trombdcitos e plasma sanguineo, e se
caracterizando por ser um dos parametros hematoldgicos mais confiaveis, devido a
pouca variabilidade e baixa margem de erros durante a sua determinacdo
(RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Grafico 4 - Hematocrito em alevinos de tambatinga alimentados com diferentes
concentracbes de Arthrospira platensis suplementadas em racdo comercial
(controle).
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Fonte: Autor.

Os valores foram de 27,24 + 5,52% para o controle, de 31,81 + 3,10% no
TO-1 (20% de A. platensis) e 35,05 £+ 5,83% para o T-02 (40% de A. platensis).
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Resultados semelhantes foram obtidos por Ibrahem, Mohamed e Ibrahim (2013) que
observaram o aumento do hematdcrito (%) conforme aumentou o nivel de

A. platensis na dieta da tilapia do nilo (Oreochromis niloticus).

Ocorreu diferenca estatistica significativa na concentracdo de
hemoglobina entre os tratamentos que receberam suplementacao e o controle, entre
o T-01 (20% de A. platensis) e o controle (p<0,05) e entre o T-02 (40% de A.

platensis) e o controle (p<0,05) conforme pode ser observado no Grafico 5.

Entre os tratamentos que receberam suplementacdo nao foi observado
diferenca estatistica significativa, sendo os valores de 9,42 + 1,52 g dL™ no T-01
(20% de A. platensis) e 10,12 + 1,48 g dL™ no T-02 (40% de A. platensis) ja o
controle o valor foi de 7,51 + 2,47 g dL™.
Grafico 5 - Concentrac6es de hemoglobina em alevinos de tambatinga alimentados

com diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas em racéo
comercial (controle).
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Fonte: Autor.

A hemoglobina no sangue transporta oxigénio dos Orgaos respiratorios
(pulmdes ou das guelras) para o resto do corpo, isto é, os tecidos, liberando o
oxigénio para queimar nutrientes e fornecer energia para as fun¢des do organismo
além de recolher o produto resultante dioxido de carbono para trazé-lo de volta para

0s Orgdos respiratorios e ser dispensados do organismo (ETIM et al., 2013). A
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reducdo da hemoglobina pode significar menor capacidade de transporte de gases
no interior do corpo (ARAUJO et al., 2011).

O volume corpuscular médio (VCM) mede o tamanho das hemacias
sendo utilizado para diagnosticar a ocorréncia de anemias. Os resultados obtidos
nos tratamentos estdo apresentados no Gréfico 6. Os valores mostraram-se mais
elevados no controle e 0 T-01 (20% de A. platensis), ocorrendo diferenca estatistica
(p<0,05) entre esses tratamentos e o T-02, isso foi devido ao fato do T-02 (40% de
A. platensis) apresentar nimero mais elevado de eritrocitos, variavel utilizada na
determinacdo do célculo do VCM. No controle o valor foi de 274,77 + 51,40 fL,
241,80 + 35,96 fL no T-01 (20% de A. platensis) e no T-02 (40% de A. platensis)
obteve-se 191,77 £ 43,52 fL.

Grafico 6 - Volume corpuscular médio em alevinos de tambatinga alimentados com

diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas em racéo
comercial (controle).
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Fonte: Autor.

N&o foram observadas diferencas estatistica significativa nos valores de
hemoglobina corpuscular média (HCM) como pode ser observado no Grafico 7. Os
valores foram de 75,24 + 28,72 pg no controle, 72,12 + 16,47 pg no T-01 (20% de A.
platensis) e no T-02 (40% de A. platensis) o valor foi de 56,35 + 16,53 pg.


http://www.infoescola.com/sangue/hemacias/
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Gréfico 7 - Hemoglobina corpuscular média em alevinos de tambatinga alimentados
com diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas em racéo
comercial (controle).
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Fonte: Autor.

Gréfico 8 - Concentracdo de hemoglobina corpuscular média em alevinos de
tambatinga alimentados com diferentes concentracbes de Arthrospira platensis
suplementadas em ragcdo comercial (controle).

w b
o O
1 )

N W
o N
1 1
—o
[«3)

N
S
1

C - Controle
T-01 - 20% de A. platensis

=
N O
1 1

T-02 - 40% de A. platensis

Valores Médios (g.dL?)
N
o] o
1 1

IS
1

o

C T-01 T-02
Tratamentos

Fonte: Autor.
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Também ndo ocorreram diferencas estatistica significativa na
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), Grafico 8. Os valores
foram de 27,41 + 7,88 g dL™* no controle, 29,85 + 5,39 g dL™ no T-01 (20% de
A. platensis) e 29,16 + 4,83 g dL™ no T-02 (40% de A. platensis).

Os valores meédios dos indices hematimétricos, como descrito na
literatura, podem variar por meio da concentragdo de hemoglobina, hematocrito e
namero de eritrocitos. Estas variacbes podem ser decorrentes do estresse do animal
provocado por variacbes no ambiente de cultivo ou dietas com formulacdes
inadequadas a espécie (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

O hematdcrito, a concentracdo de hemoglobina e a contagem total do
namero hemacias podem ser indicadores da capacidade de transporte de oxigénio
dos peixes, relacionando-se, dessa forma, a concentracédo de oxigénio disponivel no
habitat de origem do animal (SILVA; LIMA; BLANCO, 2012).

Tanto os glébulos vermelhos, como a hemoglobina e o0s indices
hematimétricos sdo usados para ajudar a diagnosticar a causa da anemia, uma
condicdo em que ha muito poucas células vermelhas do sangue, sendo definida com
base no volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM)
(ETIM et al., 2013).

Nos valores de proteina plasmatica total houve diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos que receberam suplementacdo e o controle, como
mostra o Grafico 9. Ocorreu diferenca estatistica (p<0,05) entre o T-01 (20% de A.
platensis) e T-02 (40% de A. platensis) em relacdo ao controle, com resultados de
3,00 + 0,31 g dL™* no controle, 3,39 + 0,36 g dL™ no T-01 (20% de A. platensis) e
3,70 + 0,27 g dL™ no T-02 (40% de A. platensis).

A determinacdo da concentracdo de proteina total em acompanhamento
ao hemograma se torna Util para o diagnéstico de anemias e refere se a todas as
proteinas do plasma, compostas pela albumina e pelas globulinas. Conforme
observado no Gréafico 9, pode se notar a eficiéncia da A. platensis, gerando

beneficios aos animais que consome dietas com essa suplementacao.
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Gréfico 9 - Proteina plasmética total de alevinos de tambatinga alimentados com
diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas em racédo
comercial
(controle).
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Fonte: Autor.

4.6.2 Leucograma

Os valores foram mais elevados foram observados com o aumento do
nivel de suplementacdo com A. platensis na dieta, apresentando diferenca
estatistica significativa entre o T-02 (40% de A. platensis) em relacdo ao controle
(p<0,05) e em relagéo ao T-01 (20% de A. platensis) de acordo com o Grafico 10. Os
resultados da contagem total foram de 2,15 * 0,34 x10* pL™ para o controle,
2,69 + 0,68 x10* uL™* no T-01 (20% de A. platensis) e no T-02 (40% de A. platensis)
3,71 + 1,41 x10* pL™, um aumento de 72% do T-02 em relacdo ao controle. O
leucograma corresponde a determinacdo e a avaliagdo da série de células brancas

do sangue, os leucécitos, também chamadas de glébulos brancos.

O aumento de leucdcitos pode ser observado no inicio de um estresse na
maioria das espécies de peixes, sendo considerado como uma tentativa de
recuperar a homeostase em desequilibrio, enquanto que o decréscimo pode ser
atribuido pelo enfraquecimento do sistema imunologico (SILVA; LIMA; BLANCO,
2012).
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Gréfico 10 - Numero de leucdcitos totais de alevinos de tambatinga alimentados com
diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas em racédo
comercial (controle).
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Fonte: Autor.

A A. platensis suplementada na dieta da carpa comum (Cyprinus carpio),
por exemplo, melhorou o sistema imunoldgico ativado as fungfes dos leucécitos, tais
como fagocitose e producao de superdxido e producao de citocinas (WATANUKI et
al., 2006).

Em estudo feito por EI-Sheekh et al. (2014), com a substituicdo da farinha
de peixe na alimentacao da tilapia vermelha por A. platensis, os peixes alimentados
com dietas suplementadas exibiram maiores numeros na contagem total de
eritrocitos e leucocitos, em comparacdo com 0s peixes alimentados com a dieta

controle.

A Tabela 7 mostra a contagem diferencial de leucécitos, onde o
percentual de linfécitos apresentou diferencga estatistica significativa (p<0,05) entre o
T-02 (40% de A. platensis) e controle, com valores mais elevados no tratamento que
recebeu 40% de suplementagdo. A contagem maior de neutrofilos ocorreu no
controle, onde apresentou diferenca significativa (p<0,05) em relagédo ao T-01 (20%
de A. platensis) e T-02 (40% de A. platensis). O maior percentual de mondcitos se

deu no T-02, apresentando diferenca estatistica (p<0,05) em relagédo ao controle. Ja
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0 numero de eosindfilos ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos.
Tabela 7 - Contagem diferencial de leucdcitos de alevinos de tambatinga

alimentados com diferentes concentracdes de Arthrospira platensis suplementadas
em racdo comercial (controle).

A TRATAMENTO
PARAMETRO —
Controle T-01 (20%) T-02 (40%)  Referéncia!
Linfocitos (%) 67,67+4,292 71,7545,94% 74,25+7,02° 50,5
Neutréfilos (%) 28,75+4,292 22,67+4,25° 18,67+4,40° 45,0
Monécitos (%) 1,83+0,942 3,25+2,01% 3,50+1,73" 3,0
Eosindfilos (%) 1,75+1,542 2,83+2,372 3,58+2,942 1,5

Os valores representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Valores normais para um peixe considerado saudavel de acordo com Ranzani-Paiva et al. (2013).

Fonte: Autor.

Como pode ser observado, houve uma relagéo inversa no percentual de
linfécitos e neutrdfilos nos tratamentos que receberam a suplementacdo. Isso foi
devido a influéncia da A. platensis no sistema imune, uma vez que o ndmero de
neutréfilos quando elevado é sinal de estresse no ambiente de cultivo e assim o

organismo ja se prepara para realizar suas defesas.

Conforme Ranzani-Paiva et al. (2013), os neutrofilos sdo as principais
células responséaveis pela defesa do organismo contra infeccbes bacterianas,

realizando a fagocitose destes agentes.

Os linfocitos atuam no organismo animal como uma das principais
estruturas de defesa, interagindo em um complexo de células e moléculas
especificas, que tem por funcéo reconhecer agentes agressores, defender, manter a
integridade e a homeostasia (equilibrio) do organismo (NETO et al., 2009). A
reducdo do numero de linfocitos pode ser indicio de efeito estressante aos peixes
cultivados (FUJIMOTO et al., 2007).

Os mondcitos atuam na reacdo inflamatdria e resposta imunolégica nas
quais ocorre a fagocitose, sendo de extrema importancia aos mecanismos de defesa
do hospedeiro (SILVA; LIMA; BLANCO, 2012). De acordo com Thrall et al. (2007),
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também possuem habilidade citotéxica ndo-especificas, apresentando um aumento
da atividade fagocitica de antigenos bacterianos ou induzida pela liberacdo de
fatores ativadores de macrofagos através da inoculacdo dos patdégenos mortos ou

de seus produtos.

Os eosindfilos apresentam percentual pequeno na circulagdo sanguinea
de peixes em geral, participam no sistema imune na eliminacdo de parasitas
multicelulares e certas infec¢cdes (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

A suplementacdo alimentar com A. platensis melhorou os parametros
hematolégicos do catfish (Clarias gariepinus) com valores de 1,25, 2,5 e 5,0 g de
A. platensis kg’ da dieta, tendo os melhores resultados com o valor de 5,0 g,
mostrando a eficiéncia como imunoestimulante e assim grande potencial de uso na
alimentacéo de peixes (SAYED; FAWZY, 2014).

Dietas com A. platensis influenciaram positivamente o desempenho de
crescimento e eficiéncia alimentar de Cyprinus carpio, bem como a resisténcia a
infecgdo com Aeromonas hydrophila (BAl; REDDY; KALARANI, 2014).

A eficiéncia da A. platensis estd na sua capacidade de melhorar o
crescimento, sobrevivéncia e funcdo imunolégica ndo especifica contra patégenos
em peixes, bem como na sua acao quimioprotetora (IBRAHEM; MOHAMED;
IBRAHIM, 2013).

As morfologias das células sanguineas dos peixes apresentam ampla
variacdo quando comparadas com outras espécies animais, e até mesmo dentro de
um grupo de peixes, ocorrendo varia¢cdes, em numeros e formas. Na Figura 4 estédo
ilustrados os tipos de células encontradas nas andlises hematolégicas do

tambatinga.

Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam que as células
predominantes na circulacdo sanguineas dos peixes foram os eritrocitos, variando
morfologicamente de ovais a elipsoidal com nucleo central (A). Os linfocitos
apresentaram-se predominantemente arredondados, de tamanho variado, com o
citoplasma basofilico e sem granulagfes visiveis (B). Os neutrofilos mostraram-se
arredondados com nudcleo em forma de bastonete e cromatina nuclear pouco

compactada sem nucléolo visivel (C).
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Figura 4 - Morfologia dos leucdcitos obtidos na contagem diferencial de leucocitos de
alevinos de tambatinga alimentados com diferentes concentracfes de Arthrospira
platensis suplementadas em racdo comercial (controle).

(A) Eritrécitos; (B) Linfécitos; (C) Neutrdfilos; (D) Mondcito; (E) Eosindfilo;

(F) Agregacao de trombdocitos.

Fonte: Autor.

Foram encontrados mondcitos como células grandes de forma esférica,
ocasionalmente arredondada, ou apresentando-se irregulares ou polimorfismo. Seu
nacleo foi caracterizado por ser pequeno, excéntrico, com cromatina densa e nao
sendo observada a presenca de nucléolo (D). J& os eosinodfilos encontrados foram
relativamente pequenos, variando de acordo com a quantidade e o tamanho de
granulos no citoplasma (E). Os trombécitos foram caracterizados como células
elipticas com nucleo fusiforme e com intensa vacuolizacéao (F).

Peixes com em estagio de anemia apresentam uma quantidade elevada
de células em diversos estagios de desenvolvimento (eritroblastos) (SATAKE et al.,
2009).
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De acordo com a morfologia das células pode se constatar que
apresentavam formas normais para peixes teledsteos descritas por
Tavares-Dias et al. (1999); Fujimoto et al. (2007); Ranzani-Paiva et al. (2013);
SOUSA et al. (2013).
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5 CONCLUSAO

Em sua maioria, os parametros de qualidade de 4gua estiveram dentro da
faixa ideal para a espécie. Apesar dos compostos nitrogenados terem apresentado
concentracbes mais elevadas nos tratamentos que receberam suplementacéo, nao

ocasionaram mortalidades.

Os indices de desempenho zootécnico foram ligeiramente maiores
conforme o aumento no nivel de suplementacéo, com valores significativos no ganho

em peso, conversao alimentar aparente e eficiéncia alimentar.

A farinha de Arthrospira platensis mostrou-se eficaz no enriquecimento
das ra¢cbes, aumentando o percentual de proteina bruta das dietas, melhorando o
desenvolvimento dos animais. Também foi efetiva no aumento da composicao
proteica dos filés dos peixes que receberam suplementacdes, sendo ideal para
aumentar as taxas de proteina e manter o percentual de gordura em quantidades

ideais para o consumo humano.

Na coloracéo, essa suplementacao teve efeito significativo no incremento
da cor caracteristica da nadadeira, onde os animais do tratamento T-01 (20% de A.
platensis) apresentaram coloracdo bem acentuada no vermelho, tornando o peixe
mais competitivo e atraente ao mercado consumidor, isso devido aos pigmentos

carotendides encontrados na A. platensis.

Os parametros hematologicos foram superiores nos tratamentos que
receberem a suplementacdo em relacdo a dieta controle, com destaque para o
namero total de eritrécitos, hematdcrito, concentracdo de hemoglobina, leucécitos
totais e proteina plasmatica total, onde um aumento nesses parametros indica uma

melhoria no sistema imunolégico dos peixes.

Conforme a pesquisa realizada, o nivel mais indicado para a
suplementacdo em dietas de alevinos de tambatinga foi de 20% de farinha de A.
platensis, pois maximiza os beneficios anteriormente expostos em relagdo ao
desempenho zootécnico, a composi¢cdo proteica do filé, & coloracdo e ao sistema
imunoldgico, concomitantemente & minimizacdo dos custos e manutencdo da boa

qualidade de agua.
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