ENRIQUECIMENTO DE ARTEMIAS COM
ACIDOS GRAXOS PARA ESTUDOS DE
SUPLEMENTACAO EM LARVAS DE PEIXE

FELIPE GUEDES DE ARAUJO

2007



FELIPE GUEDES DE ARAUJO

ENRIQUECIMENTO DE ARTEMIAS COM ACIDOS GRAXOS PARA
ESTUDOS DE SUPLEMENTACAO EM LARVAS DE PEIXE

Dissertacdo apresentada & Universidade Federal de
Lavras como parte das exigéncias do curso de
Mestrado em Zootecnia, area de concentracdo em
Nutricdo de Monogastricos para a obtencdo do
titulo de “Mestre”.

Orientadora
Profa. Dra. Priscila Vieira Rosa Logato

LAVRAS
MINAS GERAIS
2007



Ficha Catalografica Preparada pela Divisao de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Araujo, Felipe Guedes

Enriquecimento de artémias com acidos graxos para estudos de

suplementacdo em larvas de peixe / Felipe Guedes Aratjo. -- Lavras : UFLA,
2007.

93 p. : il.

Orientador: Priscila Vieira Rosa Logato.
Dissertacdo (Mestrado) — UFLA.
Bibliografia.

1. Curimba. 2. Enriquecimento. 3. Artémias. 4. DHA. 5. Araquidénico. I.
Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD-639.375




FELIPE GUEDES DE ARAUJO

ENRIQUECIMENTO DE ARTEMIAS COM ACIDOS GRAXOS PARA
ESTUDOS DE SUPLEMENTACAO EM LARVAS DE PEIXE

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras como parte das exigéncias do Curso de
Mestrado em zootecnia, area de concentragdo em
nutri¢do de monogastricos para a obtencao do titulo
de “Mestre”.

APROVADA em 6 de margo de 2007
Prof. Dr. Rilke Tadeu Fonseca de Freitas UFLA
Prof. Dr. Luiz David Solis Murgas UFLA

Prof. Dr. Henrique César Pereira Figueiredo UFLA

Prof. Dr. Mario César Guerreiro UFLA

Profa. Dra. Priscila Viera Rosa Logato
UFLA
(Orientadora)

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL
2007



"Ousar € perder o equilibrio momentaneamente.

Nao ousar ¢ perder-se"

Soren Kierkegaard,



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha familia, por ter me apoiado e por ter

compreendido minha auséncia.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Lavras e ao Departamento de Zootecnia, que
me acolheram, durante a graduacdo e mestrado, por todo suporte e apoio
concedidos.

A professora Priscila Viera Rosa Logato a minha mais profunda
gratiddo, pela confianca, amizade e constante incentivo.

Aos meus co-orientadores, professores Rilke Tadeu Fonseca de Freitas,
Luis David Solis Murgas, pelas sugestdes, pela amizade e pela orientagdo no
trabalho.

Ao professor Mario César Guerreiro, pela orientagdo e auxilio nas
analises cromatograficas e pelo exemplo de dedicagao.

Ao professor Henrique César Pereira, pelas sugestdes e apoio.

Ao funcionario do DQI Hederson Garcia, pela amizade e pela ajuda nas
analises cromatograficas.

Aos funcionarios do Setor de Piscicultura Eleci Pereira e José Roberto
dos Santos, pelo apoio ¢ amizade.

Aos colegas Daniel Okamura e Ulisses Simon da Silveira, pela valiosa
ajuda durante o projeto nos momentos de maior dificuldade e pela amizade.

Aos colegas do Naqua, em especial a Paula Perez Ribeiro, pela ajuda na
pesagem das larvas.

Aos funciondrios da Cemig, por ter nos recebido de forma tdo
hospitaleira e fraterna.

A minha namorada, Sabrina, pelo companheirismo, compreensdo e
dedicagdo incondicionais.

A Capes, pelo suporte financeiro.

Ao IEF, pelo financiamento do projeto.



A Martek biosciences, pela doacdo dos dleos e a DMS, pela doagdo da
vitamina E.
Agradeco a todos que, de alguma forma, contribuiram para a minha

formacao e para a realizagdo deste trabalho



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS . ...ttt i
LISTA DE QUADROS ...ttt sttt s ii
LISTA DE TABELAS ...ttt il
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt v
1 INTRODUGAO ...ttt 1
2 OBIETIVOS ..ottt sttt 3
2.1 ODJELIVO ZEIAL ..evvieiiieeieciiesiieieete e ste ettt ste e estesaesteesteesseesseessesssessaassaensens 3
2.2 ODbjetiVos €SPECITICOS ...eevrruirrieriieriieie ettt ete et e st e e eneesneeseeas 3
3 REFERENCIAL TEORICO ........osiviiriimriinneneeneeeesesessessssessesseesssesssssesens 4
3.1 Os lipideos e sua importancia na nutrigdo dos PeIXes........ccoververererererveruenn 4
3.2 O acido araquidonico e a sintese de eicosanoides..........ccccveeeveereeerneenveennne. 11
3.3 Caracteristicas das 1arvas de PeiXe.......ccceevurreriieriiieeiiieniienieeree e e 13
3.4 O uso de alimentos vivos na larvicultura...........cccecceeeeniiiiiiinienieceeee, 15
3.5 ATEEIMIA .ttt ettt sttt et sttt et saaes 17
3.6 Enriquecimento de art@mia..........cceecuerueeriieriieieeienieieesieereeeeseeseeeseeeneesenas 19
3.7 A CUTIMDA ..ottt ettt e 21
4 MATERIAL E METODOS .......comsiuimriimreiiseessessssssssessssssssessesessesssenes 23
AT LOCAL it 23
4.2 LarVICUITULA. ...c.eeeiiiieieee ettt sttt et see e 23
4.3 Dietas EXPETIMENTAIS ...cveereteeeerreeieerieerreesteeereeesseesseessseessseesseeesseessseesseennns 24
4.4 Enriquecimento de art€émia com as diferentes emulsdes experimentais....... 26
4.5 Varidveis analisadas.........cocceevviiiiiiiniiniiiiiiee e 27
4.5.1 Desenvolvimento 1arval ...........coocoviiiiiiiiiiniinicce e 27
4.5.2 Analises Cromato@rafiCas........cceccverierieeiieeciieieeiesieeieereeeeeeesteeseeaeenne e 28
4.6 ANALiSe ESTAtISTICA «..eouveuveniiriiriiieeiieiteere ettt 29

5 RESULTADOS E DISCUSSAO.........oooiiririeeeeeeeseeesserieseeee s 30



5.1 CondigOes EXPETIMENLALS .......eevrrererrerreerreereesreeaesseesseesseesseesesseesseesseessensns 30

5.2 Analise das emulsdes eXPerimentais. .........ecveeververreereesieesreeieseeseeseeeeennees 30
5.3 Analise das artémias enriquecidas ..........ccereerueereeieniere e 31
5.4 Analise das larvas de Curimba............cccuverieeriieiieeiie e 36
5.5 Avaliagdo do desempenho das larvas de curimba...........ccceeeeveerieeciienneennne. 44
6 CONSIDERACOES FINAIS ...ttt 52
7 CONCLUSOES ...ttt st 54
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coivuriieeineeinsesseiisessseesseeennnes 55

ANEXOS .o 64



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 Elongacao e dessaturacdo dos 4cidos linolénico e linoléico ..............



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 Diferentes acidos graxos e suas classificagdes
QUADRO 2 Composi¢do aminoacidica de nduplios de artémia (mg/g de
0100115 11 F: ) OO U PP 18
QUADRO 3 Variabilidade e amplitude do teor (%) de C20:5n-3 em artémias de

QIfETENLES OTTZENS ..e.uvieiuiieeiieeiieeie ettt eeiteeeteetee et e ebeeebeessbeesseeesateesaeeenseeensaeenns 19

i



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 Composigao das sete diferentes emulsoes experimentais por 100g do
PTOAULO ...ttt ettt ettt et e et e e et e e ete e e taeebeeesteeensaesnseeensaessseessseessseesssenns 26
TABELA 2 Teor (%) dos principais acidos graxos da fracdo lipidica das
EMUISOES EXPETIMENTALS ..evveeeriererieririerreerieesreetieeseteesseeesreeeseesseessseessseessseenses 31
TABELA 3 Teor de alguns acidos graxos (%) na fracdo lipidica de artémias
enriquecidas com as diferentes emulsdes experimentais e nauplios recém
ECLOAIAOS ..t e 33
TABELA 4 Relagdes entre alguns acidos graxos das artémias enriquecidas.....35
TABELA 5 Teor de alguns acidos graxos na fragao lipidica de larvas de

Prochilodus lineatus, alimentadas com artémia enriquecida, com

diferentes emulsoes, ao oitavo dia de experimento (coleta intermediaria)

TABELA 6 Teor de alguns acidos graxos na fracdo lipidica de larvas de
Prochilodus lineatus alimentadas com artémia enriquecida com
diferentes emulsdes ao décimo sexto dia de experimento (coleta final)..39
TABELA 7 Teor de alguns acidos graxos na fragao lipidica de larvas de
Prochilodus lineatus, em trés diferentes fases do experimento ............... 41
TABELA 8 Relagdes entre alguns &cidos graxos de interesse das larvas de
curimba ao 16° dia (coleta final) ............cceeeviieiiiiiiiccee e, 43
TABELA 9 Comprimento padrdo médio (mm) das larvas de curimba nas fases
inicial (1° dia), intermediaria (8° dia) e final (16° dia).......ccccecveevvrecvenirenrennne. 48
TABELA 10 Peso médio (matéria natural) das larvas de curimba nas
fases intermediaria (8° dia) e final (16° dia) ..........cceevvveevieecieeieeinee, 49
TABELA 11 Distribui¢do percentual das larvas, ao 16°dia de

experimento, em trés diferentes fases do desenvolvimento larval........... 50

111



TABELA 12 Sobrevivéncia final das larvas submetidas aos diferentes

18 2 1710 01=) 0 110 JUUUURR PO PO PP TR PPPRPI 51

v



ARA
EPA
DHA
SAFA
MUFA
PUFA
HUFA

C.P.
COX
PGI,
PG
HPETE
LT

FID

LISTA DE ABREVIATURAS

Acido araquidénico

Acido eicosapentaenoico
Acido docosaexaendico
Saturated fatty acid
Monounsaturated fatty acid
Polyunsaturated fatty acid
Highly unsaturated fatty acid

Comprimento padrao
Ciclooxigenase
Prostaciclina I,

Prostaglandina

C20:4n-6

C20:5n-3

C22:6n-3

Acidos graxos saturados
Acidos graxos monoinsaturados
Acidos graxos poliinsaturados
Acidos graxos altamente

insaturados

Acido hidroperoxieicosatetraenoico

Leucotrieno

Flame Ionisation Detector

Detector de ionizacdo de chama



RESUMO

ARAUJO, Felipe Guedes. Enriquecimento de artémias com Acidos graxos
para estudos de suplementacio em larvas de peixe. 2007. 93 p. Dissertagdo
(Mestrado em Zootecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Foram estudadas no presente trabalho, as alteracdes no perfil lipidico de Artemia
salina ap6s 16 horas de enriquecimento com emulsdes contendo variadas
concentragoes dos acidos docosaexaenodico (DHA) e araquiddnico (ARA) e os
efeitos do fornecimento do alimento enriquecido sobre o perfil lipidico,
desempenho e sobrevivéncia de larvas de curimba (Prochilodus lineatus), uma
espécie onivora tropical de agua doce. O experimento foi executado na Estagdo
Ambiental de Volta Grande da CEMIG, em conceicdo das Alagoas, MG. Foram
elaboradas sete emulsdes experimentais contendo dois niveis de araquidénico:
Tl = 22,7% e T2 = 41,58% (% nos lipideos totais); dois niveis de
docosaexaenoico: T5= 21,7% e T6 = 39,41%, duas combinagées de ARA e
DHA sendo: T3 = 3:1 ARA/DHA (31,30% ARA; 10,07% DHA) e T4 = 1:3
ARA/DHA (12,95% ARA 30,18% DHA) e um controle a base de 6leo de oliva:
T7 = 68,65% de oléico. Houve alteragdes significativas no perfil lipidico das
artémias apo6s o enriquecimento (Tukey p<0,05). A concentragdo de DHA
variou de 0,04% (% nos lipideos totais) até 6,64% nas artémias dos tratamentos
T7 e T6, respectivamente e de 0,43% até 8,60% de ARA nos tratamentos T7 e
T2, respectivamente. A presenga de DHA nas emulsdes parece ter favorecido a
incorporacdo de ARA nas artémias indicando um sinergismo entre estes acidos.
O perfil lipidico das larvas variou em conformidade com a dieta oferecida
(Tukey p<0,05), tanto na coleta intermediaria (8° dia de execucdo do
experimento) quanto na coleta final (16°dia). O desempenho das larvas foi
alterado de forma significativa pelos tratamentos. Na coleta final, o
comprimento padrdo das larvas foi maior (p = 0,0636 Tukey) nos tratamentos T4
(9,36+0,34mm) e T5 (9,27+£0,23mm). O peso (matéria natural) das larvas teve
diferenca significativa apenas na amostragem intermediaria, onde o T3, T4, TS e
T7 se destacaram dos demais por terem gerado as larvas mais pesadas (p<0,05).
A sobrevivéncia ndo foi alterada pelas dietas (p<0,05). Na coleta final, pode-se
constatar um melhor desenvolvimento (p = 0,0793) das larvas que receberam os
tratamentos T5 e T4 que continham maior nimero de larvas em estagio de pos-
flexao (18,13% e 18,24%, respectivamente). Com o presente trabalho conclui-se
que: embora a curimba seja uma espécie tropical de agua doce, as sua larvas t€m
seu desempenho e desenvolvimento influenciados pelo fornecimento de artémia
enriquecida com DHA e ARA, sendo os resultados mais positivos obtidos com
os tratamentos T4 e T5.

Comité Orientador: Priscila Vieira Rosa Logato - UFLA (Orientadora), Luis
David Solis Murgas - UFLA; Rilke Tadeu Fonseca de Freitas — UFLA

vi



ABSTRACT

ARAUJO, Felipe Guedes. Artemia enrichment with fatty acids for
supplementation studies in fish larvae. 2007. 93 p. Dissertation (Master
program in animal science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.

This work aimed to evaluate the alterations in Artemia salina lipid profile, after
enrichment (16 hours) with experimental emulsions containing different
concentrations of docosahexaenoic (DHA) and arachidonic acids (ARA), and the
effects on growth, survival and fatty acids profile of curimba (Prochilodus
lineatus) larvae, an omnivorous fresh water specie, fed on the enriched artemia.
The experiment took place at the CEMIG’s “Estagdo Ambiental de Volta Grade”
(MG, Brazil). Seven different experimental emulsions were elaborated with two
levels of ARA: T1 =22.7 % and T2 = 41,58 % (% in total lipids); two levels of
DHA: T5=21.7 % and T6 = 39.41%; two combinations of ARA and DHA: T3 =
3:1 ARA/DHA (31.30% ARA; 10,07% DHA) and T4 = 1:3 ARA/DHA (12.95%
ARA; 30.18% DHA) and a control treatment prepared with olive oil: T7 =
68,65% oleic acid. The fatty acid profile of the artemia was significantly
modified by the enrichment in all treatments (Tukey p<0,05). The DHA
concentration varied from 0,04% (percentage in total lipids) to 6,64% in the
artemias treated with T7 and T6, respectively and the ARA concentration varied
from 0,43% to 8,60% in the treatments T7 and T2, respectively. The DHA
presence in the emulsions seems to had improved the ARA assimilation by the
artemia nauplii indicating a synergism between those two acids. The lipid
composition of the larvae varied according with the diet (Tukey, P<0,05) in both
sampling periods (8™ and 16™ day from the beginning of the feeding trail) the
larval performance was influenced by the diets. At the end of the experiment
(16" day) the standard length was significantly bigger (p = 0,0636) in treatment
T4 (9.36+0.34mm) and T5 (9.27+0.23mm). The larva weight (wet matter) only
differ between treatments in the intermediary sampling (8" day) where the T3,
T4, T5 and T7 produced heavier larvae than the other treatments. The survival
was not influenced by the diets (Tukey p<0,05). At the end of the experiment,
the number of larvae from the treatment T5 e T4 in the post-flexion stage was
bigger than in the other ones (p = 0.0793) showing that the larval development
was also influenced by the diet. Although curimba is a fresh water specie, the
use of HUFA enriched artémia can influence larvae growth and development.
The best results were achieved with the treatments T4 and T5.

Guiding committee: Priscila Vieira Rosa Logato-UFLA (Advisor), Luis David
Solis Murgas-UFLA; Rilke Tadeu Fonseca de Freitas-UFLA
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1 INTRODUCAO

Durante décadas, os pesquisadores buscam superar os obstiaculos da
nutri¢do inicial das larvas de peixes, de forma a viabilizar a produgdo em escala
comercial. A produgdo de organismos aquaticos cresce de forma acentuada a
cada ano e o cultivo das espécies de adgua doce tem ganho mais espago. O
crescente investimento em pesquisa destinado as espécies de agua doce tem
contribuido para o crescimento do setor. No Brasil, os nimeros ainda sdo
modestos mas, ao olharmos os resultados sob o prisma do potencial hidrico,
torna-se claro que é questdo de tempo para que o pais ocupe seu lugar junto aos
grandes produtores mundiais. Existem diversas espécies aptas para exploracio
comercial, basta que sejam desenvolvidas tecnologias para viabilizar uma
producao sustentavel.

De forma geral, os estudos sobre a utilizagdo de alimentos artificiais nas
primeiras fases do desenvolvimento das espécies reofilicas ndo tém apresentado
bons resultados, mesmo que o alimento tenha a composi¢do e a granulometria
compativeis com a capacidade de ingestdo das larvas. Muitos aspectos
relacionados a alimentagdo inicial das espécies tropicais continuam incognitos.

O perfil de acidos graxos dos alimentos hd décadas tem ocupado lugar
de destaque nos estudos de nutricdo de larvas de peixe. As espécies marinhas
cuja suplementagdo com EPA, DHA e ARA se faz condigdo irrevogavel no
cultivo intensivo, tétm dominado grande parte das pesquisas. O mercado, na
tentativa de absorver as novas tecnologias, tem desenvolvido produtos cada vez
mais sofisticados, para aumentar o valor nutricional dos alimentos disponiveis.

Os acidos graxos sdo substancias complexas, em termos de atuagdo
metabolica. Seus efeitos atingem o sistema imunologico, afetam o crescimento
celular, interferem em mecanismos de resposta ao estresse ¢ desempenham uma

série de outros efeitos fisiologicos de grande relevancia para a satide animal.



As larvas de peixe das espécies tropicais apresentam, de forma geral,
uma taxa de crescimento bastante acelerada, que for¢a os mecanismos
fisiologicos ao limite. Estudos que auxiliem na compreensdo da atuagdo dos
acidos graxos nesta fase do desenvolvimento podem contribuir para o

desenvolvimento da aqiiicultura de agua doce.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do fornecimento de Artemia salina enriquecida
com DHA e ARA sobre o perfil lipidico, desempenho e
sobrevivéncia de larvas de curimba, Prochilodus lineatus, uma

espécie onivora tropical.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver uma emulsdo estavel, de simples produgdo, capaz  de
imprimir diferentes padrdes lipidicos aos nduplio de Artemia salina
por meio de enriquecimento direto.

Analisar as alteragdes no perfil lipidico das artémias enriquecidas
Observar como cada um dos diferentes padrdes lipidicos criados nas
artémias influencia o comprimento padrdo, peso, sobrevivéncia,

desenvolvimento e o perfil lipidico das larvas de curimba.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Os lipideos e sua importincia na nutri¢ao dos peixes

Os lipideos sdo biomoléculas que exibem grande variedade estrutural.
Moléculas distintas, como as gorduras e oOleos, fosfolipidios, esterdides e
carotendides, que diferem grandemente tanto em suas estruturas como em suas
fungdes, sdo agrupadas em um mesmo grande grupo, sob a designacdo de
lipideos. Esta classe heterogénea apresenta, como ponto comum, uma baixa
solubilidade em meio polar. E possivel dividi-los em lipideos polares, compostos
principalmente pelos fosfolipidios e em apolares, onde os triacilglicerois,
principal constituinte dos 6leos e gorduras, representam a classe mais expressiva
(Leninger, 1995; Tocher, 2003).

Os triacilglicer6is sao constituidos de trés moléculas de acidos graxos,
esterificadas aos grupos hidroxila do glicerol. Quando esterificadas, estas
terminagdes sao nomeadas snl/, sn2 e sn3. Os 6leos e gorduras, compostos mais
ricos em energia de todas as classes de nutrientes, sdo importantes fontes de
energia metabolica (ATP) (Horton, 2002). Segundo Richards et al. (2002a,b),
durante exercicios moderados, os principais substratos utilizados para gerar
energia na musculatura vermelha de truta arco-ires sdo os carboidratos e os
lipideos e, apds exercicios exaustivos, as reservas de energia dos musculos
brancos sdo recuperadas, principalmente por meio de oxidacao lipidica.

Os lipidios sdo também componentes essenciais das membranas das
células, servem como transportadores para vitaminas lipossoluveis e sdo fontes
de acidos graxos essenciais (Horton 2002; Leninger, 1995; Sargent et al., 1999;
Tamaru et al., 1999).

Constituidos de uma cadeia alquil terminada em carboxila, os acidos
graxos conferem diferentes propriedades e fungdes aos lipideos e podem ser,

primariamente, classificados com base em seu grau de insaturag¢@o e no tamanho



de sua cadeia. As variadas conformagdes estruturais sob as quais os acidos
graxos aparecem na natureza podem ser contempladas pela formula X:Yn-Z, em
que X representa o numero de atomos de carbonos, Y refere-se ao nimero de
duplas ligagdes, e Z revela a posicao da primeira dupla ligagdo, contada a partir
da extremidade metilica.

Os 4cidos graxos insaturados, que possuem uma dupla ligagdo no
carbono 3, contado a partir da extremidade metilica, sdo classificados como
acidos graxos da série dmega-3 (n-3). Se a dupla ligacdo estiver no sexto
carbono, o acido recebe a denominacdo 6mega-6 (Horton, 2002; McKee &
McKee, 2003). Alguns exemplos de acidos graxos e suas classificacdes podem
ser encontrados no Quadro 1.

De maneira geral, as duplas ligacdes sdo introduzidas nos acidos graxos
de 16 ou 18 carbonos. Portanto, um acido graxo insaturado pode ser produzido a
partir de um 4cido graxo saturado, introduzindo-se duplas ligagdes por
intermédio de enzimas especificas denominadas dessaturases. A posicao da
insaturac@o ¢ determinada pelo tipo de dessaturase, que possui uma distribuicdo
bastante diferenciada entre vegetais superiores, inferiores ¢ animais (Brett &
Miiller-Navarra, 1997). Por exemplo, a A-9 dessaturase estd presente somente
nos animais, a A-6 dessaturase podes ser encontrada em animais e vegetais
inferiores e a A-15 dessaturase faz parte somente das algas e plantas com
clorofila (Motta, 2005).

As terminologias mais difundidas, no campo da aqiliicultura, para
classificar os acidos graxos quanto ao seu grau de insaturacao, sao: SAFA
(saturated fatty acid) para os acidos saturados; MUFA (monounsaturated
fatty acid), para os &cidos com uma dupla ligacdo e PUFA
(poliunsaturated fatty acid) para acidos com mais de uma insaturagao ou

HUFA (highly unsaturated fatty acid), caso se faca referencia aos acidos

insaturados com 20 ou mais carbonos (Brett & Miiller-Navarra, 1997).



QUADRO 1 Diferentes acidos graxos e suas classificagdes

Tipo de

Nome sistematico Nome comum ligagio Familia -
Butanoico Butirico 4:0

Hexandico Caproico 6:0

Octandico Caprilico 8:0

Decandico Céprico 10:0

Dodecandico Laurico 12:0
Tetradecanodico Miristico 14:0
Hexadecanoico Palmitico 16:0
Octadecandico Esteérico 18:0

Eicosanoico Araquidico 20:0
9-tetradecenoico Miristoleico 14:1 ®-5
9-hexadecendico Palmitoleico 16:1 -7
9-octadecenodico Oléico 18:1 ®-9
9,12-octadecadiendico Linoléico 18:2 -6
6,9,12-octadecatriendico v-linolénico 18:3 -6
9,12,15-octadecatriendico a-linolénico 18:3 ®-3
5,8,11,14-eicosatetrandico Araquidonico (ARA) 20:4 -6
5,8,11,14,17-eicosapentandico EPA 20:5 ®-3
4,7,10,13,16,19 docosahexanoico DHA 22:6 -3

Fonte: adaptado de Leninger (1995)

As terminologias mais difundidas, no campo da aqiicultura, para

classificar os acidos graxos quanto ao seu grau de insaturagdo, sao: SAFA

(saturated fatty acid) para os acidos saturados; MUFA (monounsaturated fatty

acid), para os acidos com uma dupla ligacdo e PUFA (poliunsaturated fatty

acid) para 4cidos com mais de uma insaturacdo ou HUFA (highly unsaturated

fatty acid), caso se faca referéncia aos dcidos insaturados com 20 ou mais

carbonos (Brett & Miiller-Navarra, 1997).




Acidos graxos essenciais sdo aqueles que ndo podem ser biossintetizados
ou ndo podem ser produzidos em quantidade adequada pelos animais para a
correta manutengdo de seus processos fisiologicos. Como os outros animais, 0s
peixes ndo sdo capazes de formar os acidos linoléico e linolénico a partir do
acido oléico, devido a auséncia das enzimas Al12 e Al5 dessaturase. Logo, os
acidos graxos de 18C, das séries ®-3 e -6, em principio, sdo obtidos a partir
dos vegetais (Rainuzzo et al., 1997). Alguns autores consideram trés os acidos
graxos essenciais: EPA, DHA e araquidonico. Ndo ha indicios, em peixes, de
que os acidos graxos linoléico e linolénico possuam fungdes fisiologicas
especificas que ndo seja a producgdo dos acidos graxos essenciais que derivam
deles (Tocher & Dick, 2000). O araquiddnico ¢ o linol€ico possuem, em comum,
uma dupla ligacdo situada entre os carbonos 6 ¢ 7 (w-6), o que possibilita ao
araquidonico ser sintetizado a partir do linoléico, mas ndo o contrario (Lee,
2001; Lovell, 1998).

Os efeitos dos HUFA sobre o desenvolvimento e a fisiologia das larvas
sdo bastante variados e nem sempre estdo relacionados ao desempenho. Koven
et al. (2001) estudaram os efeitos do fornecimento de alimentos vivos
enriquecidos com ARA em larvas de Sparus aurata sobre o estresse ¢ relataram
efeitos distintos de sobrevivéncia nas larvas para diferentes tipos de estressor. Os
autores constataram que o araquidonico aumentou a sobrevivéncia das larvas
submetidas ao estresse agudo da transferéncia de tanque, no entanto, quando o
estressor foi a flutuacdo diaria de salinidade, a mortalidade aumentou. Os acidos
graxos parecem atuar também na formagdo das larvas. Gapasin & Duray (2001)
verificaram que larvas tratadas com artémia enriquecida com DHA
apresentavam, significativamente, menos deformidade opercular.

Em um estudo sobre a agdo dos acidos graxos da dieta na fisiologia

cardiovascular e respiratoria dos peixes, McKenzie (2001) obteve indicios



interessantes da atuacdo benéfica dos HUFA sobre capacidade dos esturjdes
tolerarem a hipoxia.

Copeman et al. (2002), em um experimento com larvas yellowtail (S.
quinqueradiata), constataram que, dentre os diferentes tratamentos de rotiferos
enriquecidos, o que continha a maior dose de DHA teve resultado melhor que os
demais. Os tratamentos foram: DHA (43% dos lipideos totais), DHA+EPA
(37,4% e 1422% respectivamente), DHA+ARA (36,0% e 8,9%,
respectivamente). Bransden et al. (2005) também puderam observar que o
desempenho se correlacionava positivamente com o teor de DHA em larvas de
Latris lineata que recebiam dietas de artémia enriquecida contendo niveis fixos
de ARA e crescentes de DHA.

As deficiéncias nutricionais nos primeiros estagios de vida podem causar
sintomas menos 6bvios. Em experimentos com Solea solea, a tolerancia a baixas
temperaturas no estadgio juvenil mostrou estar relacionada a dieta recebida
durante o estagio larval. Os peixes que receberam artémia enriquecida tiveram
resultados melhores que os que receberam art€émia ndo enriquecida (Howell,
1994, citado por Stottrup, 2000).

De acordo com Peck (1994a,b), os lipideos da dieta sdo distribuidos pelo
organismo nao apenas como reserva energética no tecido adiposo, mas também
participando da estrutura das membranas celulares. Dessa maneira, eles
garantem o pool de substrato para o metabolismo de eicosandides. As
propriedades bioquimicas unicas dos acidos graxos também permitem que eles
atuem nos processos de sinalizagdo em membrana, de forma diferenciada.
Essencialmente, todas as propriedades funcionais dos lipideos tém alguma
implicacdo vital para a manutengdo de uma resposta imune adequada. Os
lipideos modulam a resposta imune, alterando a fluidez da membrana,
produzindo perdxidos de lipideos, regulando a sintese de metabdlitos de

eicosandides e interagindo diretamente no processo de ativagao celular.



A influéncia do EPA e do DHA, na consisténcia ¢ na permeabilidade das
membranas, ¢ de extrema importancia para a iniciagdo e propagacdo dos
impulsos elétricos nos neurénios. O EPA e, principalmente, o DHA sio vitais
para o funcionamento do aparelho visual e neural e para o desenvolvimento do
cérebro dos peixes (Mourete et al., 1991; Bell et al., 1995, citados por Cho et al.,
2001).

Uma distingdo é comumente feita, entre as espécies de agua doce e as
espécies de agua salgada, quanto a sua habilidade de converter o 4cido linoléico
em araquidonico (ARA) e o a-linolénico nos HUFA eicosapentaenodico (EPA) e
docosaexaendico (DHA) (Bell & Sargent, 2003; Sargent et al., 1997; Tocher et
al., 2003). Espécies marinhas, como o Scophthalmus maximus e o Sparus
aurata, possuem baixa atividade das enzimas C18-C20 elongase e A-5
dessaturase, respectivamente, impedindo que consigam realizar tal conversdo e,
portanto, os peixes marinhos dependem completamente da dieta para suprir a
demanda do organismo de EPA, DHA e ARA (Sargent et al., 1999; Tocher et
al., 2003).

Nas espécies de agua doce, o figado é responsavel por grande parte da
producdo de EPA, DHA ¢ ARA. A maioria das reagdes acontece na fracdo
microssomal e as mesmas enzimas que atuam na série ®-3 atuam também na -
6. Originalmente, assumia-se que a inser¢do da ultima dupla ligacdo A-4 no
22:6n-3 ocorria por dessaturagdo A-4 direta de seu precursor imediato 22:5n-3.

Entretanto, recentemente, demonstrou-se que o processo ocorria de
forma diferente (Sprecher, 2000). O 22:5n-3 sofre elongacao, se transformando
em 24:5n-3 que, por sua vez, ¢ convertido, por dessaturacdo A-6, em 24:6n-3.
Por meio de reagdes de encurtamento de cadeia nos peroxissomas, o 24:6n-3 é
convertido em 22:6n-3. Este encurtamento de cadeia € a Unica reagdo que ocorre
no espago extra-microssom al (Bell et al., 2003; Luthria et al., 1996; Sprecher,

2000; Tocher et al., 2003). Estas transformagdes estdo esquematizas na Figura 1.
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FIGURA 1 Elongagao e dessaturacao dos acidos linolénico e linoléico
Fonte: adaptado de Tocher, 2003.

E mais provavel que a dependéncia das espécies de agua salgada de
moléculas prontas dos acidos graxos ARA, EPA e DHA reflita mais uma
pressdo evolutiva do perfil lipidico dos alimentos naturais disponiveis, do que a
origem marinha ou dulcicola das espécies por si s6. A baixa atividade de
elongase e dessaturase das espécies marinhas estudadas até entdo,
aparentemente, existe como conseqiiéncia da alta prevaléncia destes HUFA no
seu alimento natural. Isso reflete o fato de que 20:5n-3 e 22:6n-3 sdo muito
abundantes no ambiente marinho, originalmente em diatomaceas e algas
flageladas, respectivamente, que sdo a base da cadeia alimentar. Os acidos sdo
transmitidos intactos, via zooplancton, para os peixes. Enquanto o ambiente
marinho ostenta teores elevadissimos de HUFA, o alimento natural disponivel

para os peixes de agua doce, particularmente as presas invertebradas, ndo reune
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quantidades adequadas destes acidos. No entanto, ha prevaléncia marcante dos
precursores de 18 carbonos, 18:2n-6 e 18:3n-3. Apesar de os peixes de agua
doce terem evoluido a partir das espécies marinhas, eles precisaram desenvolver
0s mecanismos enzimaticos necessarios para realizar a conversdo do linoléico
em araquidonico e do linolénico em EPA e DHA, para conseguirem se manter
no ambiente de dgua doce (Brett & Miiller-Navarra, 1997; Tocher, 2003).
Segundo Brett & Miiller-Navarra (1997), apesar das exigéncias das
espécies de agua doce poderem ser supridas com os acidos linoléico e linolénico,
¢ possivel que as formas larvais, devido a sua elevada taxa de crescimento
somatico, apresentem melhor desempenho, quando suplementadas com os
acidos ARA, EPA e DHA. Tocher & Dick (2000), em seus estudos com linhas
de células de carpa in vitro, observaram que, em meio deficiente em acidos
graxos essenciais, a suplementa¢do com PUFA 18C néo era capaz de estimular o
crescimento celular. No entanto, ao adicionar HUFA ao meio, o crescimento era

estimulado.

3.2 O acido araquidonico e a sintese de eicosanoides

Quando comparado ao DHA e ao EPA, o 4cido araquidonico participa
de uma, relativamente, pequena porcentagem na formacdo dos lipideos nos
tecidos dos peixes. Porém, os peixes, principalmente os marinhos, necessitam
deste acido na dieta. A contribuicdo do ARA para a integridade estrutural das
membranas ¢ limitada, No entanto, sua importdncia como precursor de
eicosanoides, potentes substancias com agao fisioldgica, é bastante pesquisada e
difundida. Os eicosandides sdo substdncias semelhantes a horménios com
atuacdo autocrina (Bell & Sargent, 2003; Bransden et al., 2004).

O termo eicosandides evoluiu para denotar uma abrangente familia de
compostos oxigenados oriundos de acidos graxos HUFA de 20 carbonos

contendo de trés a cinco cis-duplas ligacdes (20:3N-6, 20:4N-6 e 20:5N-3). A
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familia eicosanoides pode ser dividida em trés classes, que incluem os
prostandides (prostaglandinas e tromboxanos), que s@o gerados pela via da
cicloxigenase; os leucotrienos e certos di e tri hidroxidcidos, que sdo formados
via lipoxigenase, e os epoxidos, que sdo oriundos da via do citocromo P-450
epoxigenase. Estes acidos de 20C, geralmente, se encontram esterificados na
posicdo sn-2 do glicerol dos fosfolipidios de membrana. O processo de liberacao
destes acidos pode acontecer de duas formas distintas. Uma envolve a
fosfolipase A2 e outra, que ocorre em duas etapas, envolve a fosfolipase C ¢ a
diacilglicerol lipase ou fosfolipase D (Calder, 2006; Luo, 2006; Smith, 1989).

Existem duas varia¢des de ciclooxigenase (COX): A COX-1, que ocorre
na maioria das células, e a COX-2, que ¢ induzida em células inflamatorias. As
COXs atuam sobre o araquidonato, produzindo endoperéxidos ciclicos. Estes
podem dar origem a diferentes prostanoides: PGI, (prostaciclina I,) TXA,
(tromboxano A,), PGE, (prostaglandina E,), PGF,, (prostaglandina F,,) e PGD,
(prostaglandina D,). A 5-lipoxigenase atua sobre o araquidonato, produzindo 5-
HPETE (4&cido hidroperoxieicosatetraenoico), que ¢ convertido em leucotrieno
LTA, por uma desidrase. O LTA4 pode ser convertido para LTB, ou numa série
de cistenil-leucotrienos, LTC4 LTD, e LTE4, que possuem aminoacidos
incorporados em sua estrutura (Barsh, 2001; Smith, 1989).

Por meio de rotas metabdlicas semelhantes as percorridas pelo
araquidonato, o acido eicosapentaendico pode gerar as séries 3 de prostanodides
(PGI3, TXA3, TXB3, PGD3, PGE3, PGF3) e 5 de leucotrienos (LTAS, LTBS,
LTCS, LTDS, LTES) que, em tese, possuem as mesmas fungdes que os
produzidos pelo C20:4n-6, porém, os primeiros produzem efeitos muito mais
brandos. Esta diferenca entre a bio-poténcia dos eicosanoides permite que a
atuagdo destas substancias seja regulada pela razio ARA/EPA nas membranas

celulares (Barsh, 2001; Rubin & Laposata, 1992; Smith, 1989).
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De acordo com Sargent et al. (1999a), os requerimentos dos acidos EPA,
DHA e ARA ndo devem ser considerados individualmente ¢ também nio deve
se deixar de levar em conta o balango entre os acidos poliinsaturados,
monoinsaturados e saturados, e suas relativas propor¢des nos fosfolipideos e
triacilglicerdis da dieta. Os autores afirmam, ainda, que a importancia de um
correto balanceamento entre os 4cidos graxo reside, principalmente, nas
complexas relagdes de competicdo que existem entre eles, por exemplo: o 18:2n-
6, 0 18:3n-3 e 0 24:5n-3 competem pela A-6 dessaturase; o 18:3n-6 e o 18:4n-3
competem pelo mesmo complexo elongase. O 20:4n-6 e o 20:5n-3 competem
pela mesmas ciclooxigenase e lipoxigenases na producdo de eicosanoides; o
22:6n-3 compete como 20:5n-3 pelas mesmas acilases e transacilases para
esterificacdo nos fosfolipidios (Luo, 2006; Rubin & Laposata, 1992; Tocher,
2003; Tocher & Dick, 1999).

3.3 Caracteristicas das larvas de peixe

As larvas de peixes sdo consideradas os menores vertebrados autdnomos
com capacidade de alimentacdo ativa. O potencial de producdo das larvas de
peixe ¢ enorme. Algumas espécies, como o turbot, a anchova e o herring, por
exemplo, podem aumentar sua massa corporal inicial em 100 vezes, nas
primeiras semanas de vida. O custo de deposi¢do de constituintes dos tecidos,
como proteinas, lipideos, carboidratos e acidos nucléicos, ¢ bastante alto e
representa um gasto adicional de cerca de 40% do contetido energético de cada
um (Osse et al., 1997; Pedersen, 1997).

Ao eclodir, o sistema digestorio das larvas apresenta-se como um tubo
reto, fechado em sua por¢do cranial e histologicamente indiferenciado. Este
permanece relativamente inalterado da abertura da boca até a completa absor¢ao
do vitelo, quando passa a ser dividido em buco-faringe, intestino anterior,

intestino médio e posterior. No término do periodo larval ocorre o
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desenvolvimento de um estdmago com glandulas gastricas e cecos piloricos. O
figado e o pancreas ja estdo formados no momento da eclosdo, mas s6 se tornam
funcionais no inicio da alimentacdo exdégena. No momento em que se dé o inicio
da alimentagdo, o sistema digestivo ainda ndo ¢ totalmente funcional. Antes da
formacdao do esfincter pilorico, a valvula intestino-retal constitui a unica
constri¢do ao longo do trato digestivo.

Até que ocorra a formacao do estdbmago, a digestdo ocorre no intestino
da larva, em pH alcalino. A funcdo proteolitica é realizada por uma enzima
semelhante a tripsina. A atividade das enzimas pancredtica e intestinal, no
momento da primeira alimentagdo, ainda ¢ baixa. Na maioria das espécies, nao
ha atividade de enzimas semelhantes a pepsina antes da formagao das glandulas
gastricas (Cahu & Zambonino Infante, 2001; Wallford & Lam, 1993;
Zambonino Infante & Cahu, 2001).

A divisdo da ontogenia dos peixes, em intervalos determinados, ¢
bastante conveniente, pois tal divisdo facilita a comparagdo entre resultados
independentes, por pesquisadores de localidades distintas.

A terminologia utilizada para descrever as diferentes fases do
desenvolvimento larval dos peixes ¢ bastante variada. Segundo Snayder & Muth
(2004), as que sdo mais utilizadas para fins descritivos derivam das definidas por
Hardy (1974), que divide desenvolvimento dos peixes em larval vitelino, larva,
pré-juvenil e juvenil; a proposta por Ahlstrom (1976), em que a divisdo ¢é feita
em pré-flexdo, flexao e pds-flexdo, baseado na observacdo da notocorda e a de
Snayder (1976), que divide o desenvolvimento em protolarva, mesolarva e
metalarva. O fato de essas terminologias ndo serem competitivas torna possivel
que seja adotado, simultaneamente, mais de um tipo de classificacdo. Nakatani
et al. (2001), para descrever o desenvolvimento das espécies de agua doce,

utilizam uma adaptagdo que combina diferentes sistemas. As larvas sdo
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classificadas em quatro estagios, seguindo, basicamente, a seqiiéncia de

desenvolvimento da nadadeira caudal e seus elementos de suporte:

larval vitelino: estagio de desenvolvimento compreendido entre a
eclosio e a completa absorgio do saco vitelinico. E onde,
geralmente, se da o inicio da alimentagdo exdgena. As larvas de
algumas espécies podem eclodir com boca e anus ndo funcionais e
com os olhos despigmentados. As nadadeiras apresentam-se
indiferenciadas neste estagio;

pré-flexdo: estigio de desenvolvimento que se estende desde a
completa absor¢do do saco vitelinico ate o inicio da flexdo da
notocorda. Os primeiros raios da nadadeira caudal comecam a se
formar;

flexao: estagio que se caracteriza pela flexdo da notocorda, com o
desenvolvimento dos elementos de suporte da nadadeira caudal, até
a completa flexdo da mesma, aparecimento do botdo da nadadeira
pélvica e inicio da segmentacdo dos raios das nadadeiras dorsal e
anal;

pos flexdo: estagio de desenvolvimento que se caracteriza pela
completa flexdo da notocorda, aparecimento da nadadeira pélvica e
inicio de segmentacdo dos raios das nadadeiras dorsal e anal, até a
completa formag¢do dos raios da nadadeira peitoral, absor¢do da

nadadeira embrionaria e aparecimento das escamas;

3.4 O uso de alimentos vivos na larvicultura

Em aqiiicultura, considera-se alimento vivo o grupo de organismos

componentes do plancton (fitoplancton e zooplancton), que constituem a base

dos ecossistemas aquaticos. Independentemente dos habitos alimentares dos
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peixes na fase adulta, o zooplancton exerce um papel de extrema importancia
para a aqiiicultura. O inicio da alimentacdo exdgena das larvas altriciais esta
fortemente vinculado ao consumo de organismos planctdnicos (Fernando, 1994;
Lavens & Sorgeloos, 1998; Lazzaro, 1987). Os sistemas intensivos de produ¢ao
aqiiicola empregam, com maior freqiiéncia, a artémia salina e o rotifero
brachionus como os primeiros alimentos das larvas. Nos sistemas extensivos,
geralmente se utiliza o plancton nativo, favorecendo o aumento de sua biomassa
com a adubagdo dos viveiros (Guevara, 2003; Sipatuba-Tavares & Rocha, 2003).

As larvas de algumas espécies, como a curimba, eclodem em um estagio
de desenvolvimento inacabado. O estabelecimento da alimentagdo exdgena é
concorrente com o desenvolvimento do trato digestivo, assim como dos 6rgaos e
sistemas criticos para o sucesso da alimentagdo, como a Vvisdo e o
desenvolvimento motor. Por estes e outros fatores, o alimento deve ser
quantitativa e qualitativamente adequado e o tamanho da particula alimentar
deve ser compativel com o da abertura bucal da larva (Jomori 2001; Stottrup
2000; Zambonino Infante & Caho, 2001).

Diversas tentativas de se substituir o alimento vivo por dietas inertes na
alimentagdo das larvas ja foram feitas. A tecnologia que vem sendo aplicada no
desenvolvimento de microdietas tem progredido bastante nos ultimos anos,
porém, de maneira geral, os resultados obtidos ainda sdo inferiores aos obtidos
com o fornecimento de presas vivas (Berlli, 2002; Blair, 2003; Lavens &
Sorgeloos, 1996; Zambonino Infante & Caho, 2001).

A superioridade do alimento vivo, em relagdo as dietas inertes, como
primeiro item alimentar, pode estar relacionada a presencga de algumas enzimas
na propria presa que, ao serem ingeridas, colaborariam com o processo digestivo
(kolkoviski, 2001; Langdon, 2003; Robin & Vicent, 2003; Teshima et al., 2000).
Segundo Kurokawa et al. (1998) e Sipauba-Tavares & Rocha (2003), as pods-

larvas autricias utilizam enzimas da presa ingerida, facilitando seu processo de
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digestdo, sendo dependentes das mesmas para desenvolver seu proprio sistema
digestorio.

Kubitza (1997 e 1998) sugere que as enzimas proteoliticas do
zooplancton sejam liberadas pela acdo fisica das pds-larvas durante a captura e a
ingestdo dos mesmos. Estas enzimas exdgenas desencadeariam a hidrolise das
moléculas complexas do préprio zooplancton ingerido, estimulando a secregdo
de enzimas enddgenas pelo trato digestivo das pds-larvas.

Segundo Person-Le Ruyet et al. (1993), os produtos da autolise da
presa podem estimular a secrecdo de tripsinogénio e ou ativar zimogénios no
pancreas das pos-larvas. Kolkovski (2001) relatou que, além de contribuir com
enzimas exogenas, os alimentos vivos podem estimular a producdo de
neuropeptideos intestinais, com os quais se promove a digestdo. Ao comparar
larvas seabream (Sparus aurata), alimentadas com nduplios de artémia, com
larvas submetidas a dieta inerte, os autores observaram um acréscimo na
concentragdo de bombesina de cerca de 300% no grupo tratado com artémia. A
bombesina é um tetradecapeptideo produzido pelos enterdcitos dos peixes, que
se assemelha ao GRP (gastrin releasing peptide) produzido pelos mamiferos. A
bombesina possui acdo estimulante sobre o musculo do estdmago e sobre o
peristaltismo, sua ag¢do causa um aumento na eficiéncia do processo digestivo

(Lin et al., 2000; Volkoff et al., 2005).

3.5 Artémia

A artémia é um pequeno crustaceo filtrador da classe Brachiopoda, sub-
ordem Anostraca e familia Artemiidae, proprio de habitats aquaticos de elevada
salinidade (Sorgeloos et al., 2001).

Com o crescente desenvolvimento da aqiiicultura, a utilizagdo do
camardo de salmoura, artémia, como dieta inicial, tornou-se globalmente

difundida. Apesar da artémia ndo fazer parte da dieta natural das espécies
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tropicais de agua doce cultivadas, sua escolha torna-se justificavel pela

facilidade de uso e seu bom valor nutricional (Arana, 1999; Lavens & Sorgeloos,

2000). No Quadro 2, pode-se observar a composicdo de aminodcidos nos

nauplios de artémia.

QUADRO 2 Composi¢do aminoacidica de nauplios de artémia (mg/g de

proteina)
Origem
Aminodcidos (mg/g) Macau. Brasil Great Salt Lake, San Pablo Bay,
’ UT-USA CA-USA
Acido aspartico 110 113 141
Treonina 52 48 60
Serina 45 54 77
Acido glutimico 131 135 102
Prolina 57 59 49
Glicina 60 60 74
Alanina 46 49 42
Valina 53 52 55
Metionina 22 37 26
Isoleucina 56 68 54
Leucina 89 100 84
Tirosina 105 66 77
Fenilalanina 51 85 104
Histidina 49 27 35
Lisina 117 93 87
Arginina 115 97 98

Fonte: Adaptado de Lavens & Sorgeloos (1996)

Os cistos de artémia consistem na forma dormente dos embrides,

encapsulados por uma carapaca composta por trés camadas. Em condi¢des




adequadas de salinidade, temperatura, luminosidade e aeragdo, os embrides saem
do seu envoltdrio e eclodem em nauplios (Lim et al., 2002). Os cistos dormentes
de art€mia podem ser armazenados, por longos periodos, sem maiores
dificuldades e podem ser utilizados como alimento 24 horas ap6s sua incubagao
e, caso seja feito o desencapsulamento com hipoclorito, este tempo pode ser
reduzido ainda mais. A utilizagdo da art€mia ¢ mais conveniente ¢ menos
laboriosa que a de qualquer outro alimento vivo disponivel atualmente para a
alimentacg@o de larvas de peixe e crustaceos (Lavens & Sorgeloos, 1996).

A composi¢do e a concentracdo de acidos graxos destes organismos
variam fortemente, de acordo com o alimento disponivel no meio de cultivo e
com a localizagdo geografica de origem (Stottrup, 2000). O Quadro3 Ilustra a

variabilidade nos teores de EPA de artémias de diferentes procedéncias.

QUADRO 3 Variabilidade e amplitude do teor (%) de C20:5n-3 em artémias de
diferentes origens.

Origem 20:5n-3 (%) C.V. (%)
San Francisco Bay, CA-USA 0,3-13,3 78,6
Great Salt Lake (sul), UT-USA 2,7-3,6 11,8
Great Salt Lake (norte), UT-USA 0,3-0,4 21,2
Lago Chaplin, Canada 5,2-9,5 18,3
Macau, Brasil 3,5-10,6 432
Bohai Bay, PR China 1,3-15,4 50,5

Fonte: Adaptado de Lavens & Sorgeloos, 1996.

3.6 Enriquecimento de artémia

No final dos anos 1960 e inicio dos 70, diversos autores relataram
insucesso na larvicultura das espécies marinhas quando faziam uso da artémia.
No inicio, as suspeitas recairam sobre possiveis contaminagdes com metais
pesados e organoclorados. Um estudo comparativo com oito variedades distintas

de artémias, utilizando como predador teste o Pseudopleuronectes americanus,
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confirmou que o problema era de ordem nutricional. Os resultados de outras
pesquisas mostraram que o fator que afetava de forma tdo marcante o
desempenho e a sobrevivéncia das larvas, era a grande varia¢ao no teor de acido
eicosapentaendico entre as artémia de diferentes procedéncias (Sorgeloos,
2001).

No inicio do desenvolvimento (instar I), os nduplios ndo se alimentam,
possuem boca e anus fechados e dependem, exclusivamente, de suas reservas
energéticas para se manterem. De cinco a oito horas apods a eclos@o, o nauplio
muda para o instar II de desenvolvimento onde o trato digestivo ja possui
maturidade suficiente para o inicio da alimentagdo exdgena. O nauplio passa,
entdo, a ser um consumidor ndo seletivo, capaz de filtrar particulas de 1 a 50
micras dispersas em seu meio (Lavens & Sorgeloos 1996). Tirando-se proveito
das primitivas caracteristicas de alimentagdo das artémias, ¢ possivel manipular
o valor nutricional e contornar a natural deficiéncia em n-3-HUFA (DHA, EPA)
dos nauplios (Sorgeloos, 2001).

Este método de bioencapsulamento, também chamado de
enriquecimento, é extensivamente aplicado na larvicultura das espécies de peixe
e crustaceos cultivadas para aumentar o valor nutricional das artémias (Coutteau
& Sorgeloos, 1997). Aplicando-se métodos simples, pode-se, facilmente,
incorporar substancias lipofilicas como vitaminas e acidos graxos essenciais a
artémia (Lavens & Sorgeloos 1996; Sorgeloos, 2001).

Pesquisadores de diversas nacionalidades desenvolveram, nas ultimas
décadas, produtos e protocolos de enriquecimento bastante variados, utilizando
microalgas, compostos microencapsulados, leveduras, emulsdes e concentrados
auto-emulsificantes, de forma isolada ou combinados. Os mais elevados niveis
de enriquecimento, no entanto, sfo atingidos com emulsdes concentradas

(Sorgeloos, 2001).
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Watanabe (1988) comenta que, para aumentar o valor nutricional de
alimentos vivos, existem métodos diretos e indiretos. Nos métodos diretos, os
lipidios sdo fornecidos para os organismos sob a forma de emulsdo, formada
pela fonte lipidica homogeneizada com a agua e algum emulsificante. Nos
métodos indiretos, os organismos sdo alimentados, geralmente, com leveduras,
que foram cultivadas em meio contendo lipidios.

A escolha da duragdo do enriquecimento deve ter como base a
preservagdo da viabilidade da emulsdo durante o procedimento, o
desenvolvimento dos nduplios e fatores de ordem pratica. Periodos muito longos
sob aeracdo vigorosa, iluminagdo e as temperaturas em torno de 27°C
normalmente adotadas, favorecem a oxidagdo dos HUFA presentes nas
emulsdes. McEvoy et al. (1995) constataram redugoes significativas nos teores
iniciais de EPA (18%) e DHA (20%), em uma emulsdo a base de 6leo de atum,
apdés 18 horas de enriquecimento. Segundo os autores, ndo seria indicado

ultrapassar este limite de tempo.

3.7 A curimba

A curimba, ou curimbata (Prochilodus lineatus), pertence a ordem
Characiformes e a familia Prochilodontidae. Os peixes do género Prochilodus
estdo entre as espécies de dgua doce mais abundantes e amplamente dispersas
dos rios da América do Sul. Tratam-se de peixes migratorios, detritivoros e de
grande importancia para as comunidades que vivem da pesca. Estes peixes,
durante seu ciclo reprodutivo, migram centenas de quilémetros ao longo dos
rios, a partir de seus campos de alimentacdo, nas planicies inundadas e lagoas
marginais, para as regides de desova nas cabeceiras. As espécies do género
Prochilodus apresentam elevada fecundidade e desovam no canal principal dos
rios. O periodo reprodutivo estende-se de novembro a fevereiro. Os ovos

fertilizados sdo levados, junto com a agua, para as planicies alagadas, onde o
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alimento para as larvas pode ser encontrado em abundancia. O habito alimentar
detritivoro faz dos Prochilodus elementos dominantes na estrutura das
comunidades da ictiofauna tropical (Carolsfeld, 2003; Sivasundar et al., 2001).

Na bacia do rio Parana, o P. lineatus representa de 50% a 90% da
biomassa nas regides mais a jusante do rio e nas lagoas marginais. Segundo
Sivasundar et al. (2001), existem trés diferentes espécies do género Prochilodus
na bacia do rio Sdo Francisco, sendo P. /ineatus uma delas.

A espécie era identificada, na bacia do alto Parana, como Prochilodus
scrofa Steindachner, 1881. Em 1990, Castro incluiu a espécie na sinonimia de P.
lineatus. O corpo dos adultos é moderadamente alto, comprido e com a maior
altura na origem da nadadeira dorsal. A distingdo entre fémeas e machos ¢
bastante dificil, pois ndo ha dimorfismo sexual aparente. A boca terminal,
apresenta labios carnosos, moderadamente desenvolvidos, formando um disco
oral quando protraidos (CEMIG/CETEC, 2000; Furuya, 2001). E um peixe
iliofago, que prefere ambientes 16ticos. Os dentes funcionais se distribuem em
duas fileiras em cada maxila. A rusticidade da espécie e a relativa facilidade com
que se induz a reprodugdo tornam o cultivo da curimba bastante atrativo.

As larvas do P. lineatus eclodem 16 horas apos a fecundagédo (25,9°C),
medindo cerca de 3,50 mm de comprimento padrdo (CP). O saco vitelinico é
relativamente grande e os olhos sd3o pouco pigmentados. Nao apresentam
pigmentacdo aparente no corpo no inicio de seu desenvolvimento. O
aparecimento do botdo da nadadeira peitoral ocorre com cerca de 4,73 mm de
CP. A absorc¢ao completa do saco vitelinico ocorre com cerca de 5,9 mm de CP.
As larvas sdo autriciais, de habito onivoro e, na natureza, os organismos do
zooplancton e fitoplancton nativos constituem a base de sua dieta (Nakatani,

2001).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local

O experimento foi executado em fevereiro de 2006, na Estacdo
Ambiental de Volta Grande, da Companhia Energética de Minas Gerais
(Cemig), Localizada no municipio de Conceicdo das Alagoas, na regido do
Triangulo Mineiro. A temperatura ambiente durante o periodo experimental

oscilou de 21,22 + 0,97°C (minima) a 31,04 £ 2,67°C (maxima).

4.2 Larvicultura

Reprodutores de curimba (Prochilodus lineatus), provenientes do
proprio plantel da estagdo, foram submetidos a reprodugdo induzida, com
aplicacdo de extrato bruto de hipofise de carpa. Apds a fecundagao, os embrides
foram transferidos para duas incubadoras cilindro-conicas com 200 litros de
capacidade, sob fluxo de dgua constante, a 28°C, até a eclosao.

Apds eclodirem, as larvas de curimba passaram por um processo de
contagem e separagdo. Durante este processo, a oxigenacdo da agua nos baldes
que recebiam as larvas contadas era mantida por borbulhamento de ar
comprimido através de pedras porosas. Apds a contagem, as larvas foram
transferidas para 35 caixas de fibra de vidro cilindricas, com 100 litros de
capacidade, montadas em um sistema aberto de abastecimento (sem
recirculacdo), onde foram mantidas durante todo periodo experimental. Nas
primeiras 24 horas ap6s a eclosdo, nao foi fornecido nenhum tipo de alimento.

Cada caixa comportou um volume util de 60 litros, que foi mantido
constante com o auxilio de tubos e conexdes de PVC (didmetro: 1 polegada).
Para evitar a fuga das larvas, uma tela de 100 micras foi adaptada ao redor do
sistema de escoamento. Cada caixa recebeu as larvas na densidade de 8,3 larvas

por litro, totalizando 500 larvas/caixa.
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A renovacdo de agua continua assegurou a adequagdo de pardmetros
como pH, DO, (oxigénio dissolvido) e teor de amdnia. A forma circular das
unidades de larvicultura e o tipo de abastecimento adotado permitiram um fluxo
de dgua homogéneo ao longo da caixa, sem zonas de estagnacdo. O fluxo de
entrada da agua, perpendicular ao raio da circunferéncia e o dreno posicionado
no centro possibilitaram a eliminacdo de parte dos detritos de forma passiva. As
particulas que se sedimentavam no fundo das caixas eram eliminadas por
intermédio de um sifdo. Para que os teores de oxigenacdo da agua fossem
mantidos elevados, o fornecimento de agua foi feito por pequenos furos
distribuidos de forma simétrica ao longo do tubo de abastecimento. A vazdo
média de abastecimento foi ajustada de forma a permitir uma renovagdo
completa do volume til das caixas a cada 30 minutos.

A temperatura e o teor de oxigénio dissolvido da agua das caixas foram
registrados diariamente, antes do fornecimento da alimentacdo, por meio de um
oximetro digital portatil. O pH foi determinado toda manha, durante o periodo
experimental, utilizando-se um peagametro digital.

Para evitar que o zooplancton nativo do reservatorio fosse levado para
dentro das unidades experimentais, juntamente com a agua do abastecimento,
foram instaladas redes de 100 micras na entrada de agua, em todas unidades

experimentais. Estas redes foram limpas diariamente.

4.3 Dietas experimentais

As larvas de curimba receberam alimentagdo trés vezes ao dia, nos
horéarios de 8:00, 16:00 e 00:00. O fotoperiodo, mantido em fun¢do do horario de
trabalho, foi de 19 horas de luz e 5 horas de escuro. As dietas experimentais
foram compostas por nauplios de art€mia enriquecidos com diferentes emulsdes.

Foram testadas sete formulagdes lipidicas no enriquecimento, cada qual com
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cinco repeti¢des, num delineamento inteiramente casualizado (DIC), totalizando
35 parcelas.

Trés diferentes 6leos foram utilizados para compor sete emulsdes
experimentais distintas: um 6leo rico em 4cido docosaexaendico (DHASCO™
Martek biosciences, USA) extraido das algas Crypthecodinium cohnii e
Schizochytrium, um 6leo rico em ARA (ARASCO®™ Martek biosciences, USA),
obtido a partir do fungo Mortierella alpina, que naturalmente produz altos teores
deste acido graxo, e um terceiro, rico em acido oléico (6leo de oliva). Foram
adicionados 0,5% de a-tocoferol (DSM Produtos Nutricionais, Brasil) a todas as
emulsdes, para tentar minimizar os efeitos nocivos de uma possivel peroxidagdo
dos acidos graxos insaturados. A composicao das referidas emulsdes encontra-se
naTabela 1.

As emulsdes foram confeccionadas por duas vezes durante o
experimento. Dessa forma, o tempo maximo transcorrido da fabricacdo até a
utilizacao foi de 8 dias. Uma vez elaboradas, as emulsées foram acondicionadas
em frascos ambar e refrigeradas a -2°C.

As emulsdes foram feitas com auxilio de um agitador magnético com
chapa aquecedora, cuja temperatura foi ajustada para 40°C, durante todo o
processo. Uma balanga de precisdo (0,1mg) foi utilizada para a dosagem
gravimétrica dos ingredientes. Primeiramente, foi feito o aquecimento da lecitina
de soja, logo em seguida, o 6leo foi adicionado lenta e fracionadamente. Apds a
adicdo do ¢6leo, o o-tocoferol foi introduzido ¢ a mistura foi mantida sob
agitacdo constante por 10 minutos. Apds este periodo, foi adicionada agua
destilada a 40°C. Depois de atingir um aspecto homogéneo, a mistura foi, entdo,

processada por 10 minutos em liquidificador e depois refrigerada.
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TABELA 1 Composigao das sete diferentes emulsoes experimentais por 100g do
produto

. T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7
Ingredientes
(g/100g) ARA ARA ARA/ ARA/ DHA DHA Oléico

0,5 1,0 DHA 3:1 DHA 1:3 0,5 1,0

DHASCO" 0 0 10,87 32,63 21,75 43,5 0
ARASCO® 21,75 435 32,63 10,87 0 0 0
Oleo de oliva 21,75 0 0 0 21,75 0 43,5
Lecitina 5 5 5 5 5 5 5
a-tocoferol* 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
H,O 51 51 51 51 51 51 51

4.4 Enriquecimento de artémia com as diferentes emulsdes experimentais

Os cistos de Artémia salina (INVE corporation, Bélgica) foram
eclodidos em incubadoras de fibra de vidro cilindro-conicas com 100 litros de
capacidade. Uma lampada incandescente de 100 W foi adaptada a 15 cm da
abertura superior das incubadoras, para fornecer luminosidade. A oxigenacao foi
obtida pelo borbulhamento de ar comprimido através de pedras porosas. A
salinidade adotada foi 35 ppm e a temperatura, mantida com auxilio de
termostato, foi de 28°C. O tempo médio estimado para que se completasse a
eclosdo dos cistos foi 24 horas. Por razdes de ordem pratica, manejo de eclosdo
foi realizado duas vezes por dia (as 8 horas e 00:00 horas), apesar de serem trés
os turnos de alimentagdo e de enriquecimento. Com excecdo do turno da tarde
(16:00), quando se utilizavam nauplios com oito horas de vida, o enriquecimento
era realizado com nauplios recém-eclodidos. A quantidade de cistos incubados
no manejo das 8 horas era suficiente para que, no dia seguinte (24 horas apds a
incubagdo), se obtivesse o nimero de nduplios necessario para realizar um
enriquecimento as 8 horas e um outro, as 16 horas. Em anexo, encontra-se
representado, sob a forma de esquema, todo este procedimento.

Para o processo de enriquecimento, os nauplios obtidos foram separados

das cascas e cistos ndo eclodidos e distribuidos em sete garrafas plasticas de 5
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litros de capacidade, com volume util de 3,6 litros. A densidade nas garrafas foi
ajustada para 50 nauplios/mL, totalizando 180.000 nauplios/ml. A concentragao
dos nauplios foi estimada volumetricamente e, depois, ajustada, caso fosse
necessario. A cada garrafa era destinado um tratamento. O enriquecimento foi
feito por meio da adi¢do de 1,22g/l das emulsdes experimentais na agua dos
recipientes de enriquecimento. A salinidade, a temperatura, a luminosidade e a
aeracdo foram mantidas em condi¢des semelhantes as adotadas para a eclosdo. A
duracdo do enriquecimento foi estipulada em 16 horas, segundo a metodologia
utilizada por Bransden et al. (2005).

Foram fornecidos, em cada um dos trés turnos de alimentagdo, 0,6
nauplios de artémia enriquecida por litro, totalizando 36.000 nauplios por caixa.
As artémias foram enxaguadas cuidadosamente em malha de 100um, visando

retirar o excesso da emulsdo antes, de fornecé-las as larvas.

4.5 Variaveis analisadas
4.5.1 Desenvolvimento larval

Para acompanhar o desenvolvimento dos peixes, foram estudados: o
peso das larvas, o comprimento e o estado geral dos animais (deformidades,
lesoes, etc.). As amostragens foram feitas no 1°, 8° e 16° dias de execugdo do
experimento. A amostra inicial, correspondente ao 1° dia, foi composta de um
unico grupo de 60 larvas, coletadas imediatamente antes do inicio do
experimento. A coleta intermedidria, realizada no oitavo dia, reuniu 30 larvas de
cada caixa e a coleta final, realizada no 16° dia, foi composta por 200 larvas de
cada uma das 35 caixas. Todas as larvas coletadas para o acompanhamento do
desenvolvimento foram fixadas em solugdo de formol a 10%.

O comprimento padrio das larvas (CP), medido a partir da ponta do
focinho até a inser¢do da nadadeira caudal, foi individualmente mensurado em

cada uma das trés amostragens, utilizando-se para este fim uma lente de
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aumento ¢ um paquimetro digital. Para determinar o peso, as larvas foram
agrupadas em cinco grupos de seis individuos na fase intermediaria (n=30) e 40
individuos na amostra final (n=200). Antes da pesagem, o excesso de umidade
foi eliminado com papel absorvente. As pesagens foram feitas em balanca

analitica de 0,1mg de precisao.

4.5.2 Analises cromatogrificas

Para as andlises cromatograficas também foram realizadas trés
amostragens. Foi coletado um grupo de 30 larvas no primeiro dia, antes do
fornecimento das dietas experimentais; dois grupos de 15 larvas de cada caixa
no 8° dia e um grupo de 30 larvas para cada caixa no 16° dia. As larvas
coletadas foram sacrificadas, por choque térmico em agua com gelo e
imediatamente transferidas para tubos Eppendorf e refrigeradas a -20°C para
posteriores analises.

Para avaliar a efetividade do enriquecimento, foram analisados os perfis
de acidos graxos das pos-larvas e das artémias enriquecidas. Os ésteres metilicos
dos acidos graxos (FAMEs) foram obtidos segundo metodologia adaptada de
Hartman & Lago (1973), citados por Guevara (2003). O protocolo de extragdo
dos lipideos e o de esterificacdo encontram-se em anexo.

As andlises cromatograficas foram realizadas na Central de Analise e
Prospeccao Quimica DQI/UFLA, utilizando-se um cromatografo gasoso
CP3800, Varian, equipado com detector de ionizagdo em chama (FID) e coluna
capilar de silica fundida DB-WAX (30m x 0,25mm x 0,25 mm) J&W Scientific,
USA. Os dados foram coletados e trabalhados com auxilio da Work Station
Varian Star. A temperatura inicial da coluna foi mantida constante por 4
minutos, a 75°C. Apos este intervalo, a temperatura foi elevada de 75°C para

235°C a uma razao de 10°C por minuto. O gés de arraste utilizado foi nitrogénio
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a 2,0 mL . min”', a temperatura do detector FID foi ajustada em 280°C ¢ a do

injetor em 250°C. Adotou-se o modo de injegdo “splitless”.

4.6 Analise estatistica
O experimento foi executado seguindo o delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Foram testados sete tratamentos com cinco repetigdes,

totalizando 35 parcelas. O modelo estatistico adotado foi o seguinte:

Yij = p+ Ti + eij

Em que,

[I322 N

, ha repeticdo “j”;

13342
1

Yij = valor da observacgao que recebeu o tratamento
pn =média geral do experimento;
Ti = efeito do tratamento i; comi=1, 2, ..., 7;

Eij = efeito do erro experimental associado a cada parcela.

As eventuais diferengas entre os valores dos parametros estudados
foram avaliadas por andlise de variancia (ANAVA) de cada tomada de amostra.
Os testes de Tukey ou de Scott-Knott, para comparagdes multiplas de médias
foram utilizados para distinguir os tratamentos. As pressuposi¢des da ANAVA
foram validadas pelo teste de Shapiro-Wilk, para determinar se os residuos
possuem distribuicdo normal. O nivel de significancia adotado foi P<0,05
(exceto para a variavel peso final p<0,07 e para fases de desenvolvimento p<
0,08). As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Sisvar

(Ferreira, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Condicdes experimentais

As condi¢bes climaticas locais e as caracteristicas do abastecimento
permitiram que a temperatura da agua no laboratorio tivesse uma variacao
pequena, apesar da auséncia de controladores termostaticos de aquecimento. A
captacdo, por ndo ser feita superficialmente, favoreceu uma menor oscilagdo de
temperatura. O fato de o lago da represa abrigar um enorme volume de agua,
também contribuiu para a estabilidade térmica. A média geral da temperatura foi
26,842,8° C. A amplitude térmica diaria da agua ndo ultrapassou 4°C. Os niveis
de oxigénio foram mantidos relativamente constantes em 5,6+0,98 mg/L. O pH

da 4dgua se manteve em 7,1 = 0,3.

5.2 Andlise das emulsdes experimentais

As emulsdes experimentais apresentaram composicao de acidos graxos
compativeis com a de seus ingredientes, refletindo a participagdo de cada 6leo
na mistura, como mostrado na Tabela 2. Os resultados das analises
cromatograficas das emulsdes guardaram uma proporcionalidade compativel
com o laudo apresentado pela Martek Biosciences para os 6leos ARASCO e
DHASCO (anexo). Copeman et al. (2002), trabalhando com emulsodes a base dos
mesmos 0Oleos, obtiveram teores dos acidos graxos semelhantes aos do presente
trabalho. Na emulsdo que os autores elaboraram com 100% de DHASCO, o
nivel de DHA foi de 43%, refletindo a concentracao do acido no 6leo que, no

lote utilizado, foi de 49% DHA.
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TABELA 2 Teor (%) dos principais acidos graxos da fragcdo lipidica das
emulsdes experimentais.

T1 T2 T3 T4 TS T6 T7
Acidos graxos (%) ARA  ARA  ARA/ ARA/ DHA DHA .

0.5 1.0 DHA DHA 0.5 1.0 Oléico

3:1 1:3

C14:0 (Miristico) 0,41 0,81 3,06 8,23 5,34 11,10 0,13
C14:1 (Miristoléico) n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* 0,05 0,09 n.d.*
C16:0 (Palmitico) 1421 1345 12,96 12,27 10,83 11,89 13,75
C16:1 (Palmitoléico) n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* 1.21 n.d* n.d.*
C18:0 (Estedrico) 1590 9,46 8,82 3,47 3,28 0,29 3,61
C18:1N-9 (Oléico) 32,80 14,02 15,01 22,43 47,13 29,07 68,65
C18:2N-6 (Linoléico) 7,89 10,38 10,56 6,83 7,61 6,12 9,74
C18:3N-6 (y-linolénico) 1,50 3,16 2,45 0,97 n.d.* n.d.* n.d.*
C18:3N-3 (a-linolénico) 1,09 0,33 0,85 0,58 1,07 0,54 1,36
C20:4N-6 (4R4) 22,74 41,58 31,30 12,95 n.d.* n.d.* n.d.*
C22:6N-3 (DHA) nd* nd* 10,07 30,18 21,79 39,41 n.d.*
DHA/ARA** - - 0,32 2,33 - - -

*“n.d.” ndo detectado (abaixo do limite de detecgdo da técnica empregada)
** Calculado somente para as emulsdes em que ambos os acidos foram
detectados.

5.3 Analise das artémias enriquecidas

As diferentes emulsdes foram capazes de produzir artémias com perfis
lipidicos distintos, atendendo aos objetivos do enriquecimento. O teor de ARA
de cada emulsdo refletiu-se nas artémias (p<0,05). As que receberam o
tratamento T2, que continha maior concentracdo de ARA, apresentaram maior
teor deste acido, 8,60%=x1,04. A segunda maior concentracdo de ARA foi do T3,
que recebeu uma emulsdo que continha 75% de ARASCO (na porcentagem total
de 6leos que compdem a emulsdo), seguida pelo T1 que apresentou 5,56 £1,66
de ARA, como mostrado na Tabela 3. Os acidos da familia N-6 ndo sdo os

principais constituintes das artémias e seus contetidos se mantém relativamente
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constantes entre os tratamentos que ndo incluem o araquidonico (Zhukova et al.,
1998).

Os niveis de DHA nas artémias acompanharam os das emulsdes
experimentais (p<0,05), tendo o maior teor sido observado no T6 (6,64 % +0,13),
tratamento no qual as artémias receberam a emulsdo que continha maior
participacdo deste acido em sua composi¢cdo. O segundo em concentracdo de
DHA foi o tratamento T4 (5,61 +0,09), que foi seguido pelo T5 (2,88 +£0,08),e
T3 (1,74 £0,08), que também refletiram o teor de DHA das emulsdes que
receberam durante o enriquecimento.

Apesar de nenhuma das emulsdes experimentais conterem EPA (acido
eicosapentaenoico), o teor deste acido nas artémias parece ter, de certa forma,
acompanhado o aumento dos niveis de DHA nas mesmas, tendo o maior teor
sido observado nas art€émias do tratamento T6 (p<0,05). Navarro et al. (1999),
utilizando DHA marcado, puderam demonstrar claramente que ocorria uma
retroconversdo metabodlica de parte do DHA em EPA nas artémias. No estudo
em questdo, os autores, apoés um enriquecimento de 24 horas, recuperaram 20%
do material marcado com is6topo radioativo como acido eicosapentaendico e
cerca de 67% como DHA. A taxa de conver¢do de 1 DHA para 0,3 EPA,
relatada na pesquisa Navarro et al. (1999), foi ligeiramente maior do que a
encontrada por Han et al. (2001), em que a razdo de conversdo foi de IDHA

para 0,22 EPA.
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TABELA 3 Teor de alguns acidos graxos (%) na fragdo lipidica de art€émias enriquecidas com as diferentes emulsdes
experimentais e nauplios recém-eclodidos

- Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7
Acidos i blio

Graxos ARA 0.5 ARA 1,0 ARA3/‘ PHA ARAl/-gl,)HA DHA 0.5 DHA 1,0 Oléico
Cl6:0 978 10,1540,12ab 10,86+048a 1032+0,05ab 1044%0,18ab 10,15=026ab 10,58+ 0,26 ab 10,54 + 0,49 ab
(Palmitico)

CI80  964d 1294150 1406+095abc 1535+0,53ab 1336£0,13bc 1570+£0,61a 1027£047d 527+025¢
(Estearico)

(COlfé:ilcl;;g 19,64b 18,69+ 1,20bc 13,81+2,25de 11,57£049¢ 14,73+0,29d 16,36+0,63 cd 18,68+ 1,18 bc 34,45+0,62a
CI®2-6 5 04 7574037c  7,77£027bc  9,69+00la 7.60+0,12¢ 7,75£0,17bc 7,59+058¢c 8,66%0,67b
(Linoléico)

CI83n-3 oy c6a 22.844020b 23,07£0,05b 2272+£0,03b 1739+026¢ 2335£095b 2260081 b 22,1220 31b
(linolénico)

C20:4n-6

R 052d 556+1,66bc 860+1,04a 743+£009ab 533+003c 063+022d 041+0,04d 043+0,06d
?E2}())/:3n-3 03¢ 200+0,13¢c  1,99+0,11c  226+005bc 243+001b 230£0,09b 2,81+0,03a 1,53+0,20d
?1321%1::)11-3 003¢  013+003c 023£008c 1,74£008d 561£009b 288=008c 664=0,13a 0,0420,03¢

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05)



O maior teor de acido oléico foi encontrado no T7 (34,45% +0,62) onde
as artémias receberam a emulsdo que continha maior concentragdo de dleo de
oliva.

De forma geral, o enriquecimento das artémias produziu perfis lipidicos
que refletiram os das emulsdes utilizadas no enriquecimento, principalmente
com relacdo aos 4dcidos DHA e ARA. Os valores apresentados para os acidos
graxos estudados aproximam-se dos encontrados por Cho et al. (2001), exceto
para o EPA, para o qual os autores encontraram valores entre 0,34 e 0,47. Os
teores dos acidos graxos nas artémias variam fortemente segundo uma série de
fatores que incluem cepa, local de procedéncia, condi¢cdes do enriquecimento
(estagio inicial de desenvolvimento do nauplio, tempo, dose e tipo de emulsdo,
etc.), dentre outras (Han et al., 2000). Harel et al. (2002), em um estudo de
enriquecimento, puderam observar valores de EPA variando de 3,7%, para um
tratamento com 6leo de oliva, até 9,3% para um preparado comercial para uso
em aqiiicultura, o DHA-selco.

A auséncia de tratamentos com os acidos linolénico (C18:3n-3) e
linoléico (C18:2n-6) no enriquecimento foi, de certa maneira, contornado pelos
elevados teores destes acidos naturalmente encontrados nas artémias,
principalmente do C18:3n-3, que pdde ser encontrado em niveis em torno de
22%.

A maior relacdo n-3/n-6 nas art€mias enriquecidas foi encontrada nas
que receberam o tratamento T6 (3,64% =+ 0,29) e a menor foi encontrada nas

artémias que receberam o T2 (1,38% = 0,12) (Tabela 4).
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TABELA 4 Relagdes entre alguns acidos graxos das artémias enriquecidas

Relagdes e T1 T2 T3 T4 T5 To6 T7
grupos de acidos
graxos ARA 0,5 ARA 1o ARADHA - ARMDHA - pyags DHA 1,0 Oléico
X N-3 2497+0,05d 2529+0,10d 26,72+0,08¢c 2543+0,17d 28,53+0,85b 32,05+0,87a 23,69+0,44¢
T N-6 14,66+ 148¢c 1842+152a 19.08+0,10a 1427+0,17b 925+004c 883+053c 9,70+ 0,68 c
N-3/N-6 1,71+£0,17d 1,38+ 0,12 ¢ 1,40+ 0,00 e 1,78 £0,01 d 3,00+0,10b 3,64+0,29a 2,45+0,13 ¢
Mono-Insatur. 22,71+£092b 18,11 +2,50¢c 15,58+0,52d 18,28=+0,36¢ 20,79+0,72b 23,14+1,35b 38,67+0,83a
Saturados 23,86+140b 2584+127a 2687+047a 2757+0,39a 27,28+093a 23,60+0,40b 16,46=+0,70c
ARA/EPA 2,75+0,62b 4,34+ 0,66 a 3,29+0,04 b 2,19+0,01 ¢ 0,27 +0,09d 0,15+0,01d 0,28 £0,05d
DHA/EPA 0,06£0,0le 012+004d 077+002¢c 231+004a 125+0,03b 236+0,07a 0,03+0,02e
DHA/ARA 0,02£0,00c 003+00lc 023£000c 105£002¢c 508+210b 1619+191a 0,09 0.,07c

Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha néo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). “X N-3” refere-se a
soma das porcentagens de C18:3n-3; C20:5n-3 e C22:6n-3. “XZ N-6” refere-se a soma de C18:2n-6; C18:3n-6; C20:3n-6 e
C20:4n-6. “N-3/N-6" refere-se a razdo entre £ N-3 e £ N-6 “Mono-Insatur” refere-se a soma de C14:1; C16:1; C18:1n-9
e C20:1. “Saturados” refere-se a soma de C14:0; C16:0; C18:0 e C20:0.



As relagdes entre os dcidos DHA/ARA, nas artémias enriquecidas com
os tratamentos T3 e T4, foram menores do que nas emulsdes utilizadas. No T3, a
relacdo foi 0,23 nas artémias e 0,32 na emulsdo. No T4, a emulsdo apresentou
uma relagio DHA/ARA de 2,33 e o perfil lipidico gerado na artémia apresentou
uma relagdo de 1,05. Estas alteracdes nas relagdes se devem ao fato de que o
acido araquiddnico se mantém relativamente estavel no metabolismo da artémia,
enquanto que o DHA ¢ ativamente catabolizado (Han et al., 2000). Em um
experimento sobre enriquecimento, Han et al. (2001) observaram que a relagdo
DHA/ARA foi convertida de 4,7 e 2,3, na emulsdo, para 2,1 e 14,
respectivamente, nos nauplios. Os autores também observaram, neste estudo,
que a presenga de ARA em combinagdo com 50% DHA parece ter melhorado a
incorporacdo de ARA em relagdo a emulsdes elaboradas com ARA e oléico.
Essa pode ser a razdo pela qual o tratamento T4, cuja emulsdo continha 12,95%
de ARA e 30,18% de DHA, tenha incorporado, aparentemente, a mesma
quantidade de ARA que o tratamento T1, que continha quase o dobro (22,74%)
de ARA.

5.4 Analise das larvas de curimba

Os dados da cromatografia das larvas coletadas na amostragem
intermediaria mostram que oito dias foram suficientes para produzir variagdes
significativas nos teores de alguns acidos graxos (Tabela 5). As larvas, de
maneira geral, variaram seu perfil lipidico de acordo com o encontrado nas
artémias que lhe foram fornecidas, atestando a viabilidade do enriquecimento.
Os niveis de DHA mais altos foram encontrados nos tratamentos T6, T5 ¢ T4
(9,98%+1,48, 8,58%=0,7 e 8,29% 0,65, respectivamente), que receberam

artémia contendo os niveis mais altos deste acido.
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TABELA 5 Teor de alguns acidos graxos na fragdo lipidica de larvas de Prochilodus lineatus alimentadas com artémia
enriquecida, com diferentes emulsdes, ao oitavo dia de experimento (coleta intermediaria)

. T1 T2 T3 T4 TS T6 T7
Acidos
G %
raxos (%) RA 05 ARA 1,0 ARA; ?HA ARAl/. ?HA DHA 0.5 DHA 1,0 Oléico
CI60 5070+ 188a 1997+063a 18,65+10la 1965+072a 1918+042a 1897+1.77a 19,02+088a
(Palmitico)
CI80 14431 044ab 1480-016ab 1509+050a 1435+023ab 1428+023ab 14,02+082b 14,30 0,62 ab
(Estedrico)
C(lofjellif 1975+138a 17,78+034c 18,17+088bc 19.63+084ab 1972+058ab 1846+029abc 19,80 £ 0,59 a
CIBIN-6 4 34.030b 3,97+013¢c 397+020c 455+007b  442+011b 420£020bc  5,12+0l14a
(Linoléico)
CIB3N-3 5 40 067ab  531£065ab  5.019:030b  612+015a  6,12+029a  595+033ab 5,87 +0.12ab
(linolénico)
Cz(ﬁ}ﬁﬂ‘6 801+044c 1093:040a 10,07+£027b 577+022d  4,68+030e  446+070e  4,64=019¢
C?g}fz% 223:026b  1.85+0.18b  2,10£029b  3,08+033a  357+020a  330:026a 327+015a
C?gﬁfv‘3 5534167d  5.86+042d 664+104bcd 829+065abc 858+077ab  998+1d48a 623 +029cd

Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).



Nas larvas dos tratamentos nos quais as art€mias foram enriquecidas
com emulsdes que continham DHA, puderam ser observados teores de EPA
(acido eicosapentaendico) mais elevados do que para as larvas que receberam
artémias tratadas com as demais emulsoes.

As concentracdes de araquidonico nas larvas com oito dias de
alimentagdo experimental tiveram uma relagdo com os perfis de acidos graxos
das artémias ainda mais clara, refletindo um aumento de ARA (C20:4n-6) a
medida que se aumentou o nivel deste acido no enriquecimento. O tratamento
T2, em que a fragdo 6leo da emulsdo foi 100% constituida por ARASCO e se
produziram os maiores niveis de ARA nas artémias, obteve-se os mais elevados
teores deste acido nas larvas (10,93% +0,40). No T3, obteve-se o segundo valor
mais alto, 10,07% + 0,27; no T1, encontrou-se o terceiro maior valor (8,01%
+0,44) e no T4, o quarto (5,77%=0,22). Para os demais tratamentos, ndo houve
alteracdes significativas nos valores de araquidénico (ARA).

As larvas coletadas no final do experimento (16° dia de alimentagdo)
apresentaram variagdes semelhantes as encontradas na amostragem
intermediaria (oitavo dia), em funcdo das diferentes dietas experimentais (Tabela
6). O éacido docosaexaendico esteve presente em maior concentragdo nos
tratamentos a base de DHASCO, tendo o T6, juntamente com o TS5 e T4, obtido
os niveis mais elevados (8,26 %=1,41; 8,52% =+0,21; 9,07% =+1,33,
respectivamente). Os demais tratamentos ndo se diferenciaram de forma
significativa (p< 0,05). No T6, assim como na coleta intermediaria, pode ser

observado o nivel mais elevado de acido eicosapentaenoico.
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TABELA 6 Teor de alguns 4cidos graxos na fragdo lipidica de larvas de Prochilodus lineatus alimentadas com artémia
enriquecida com diferentes emulsdes ao décimo sexto dia de experimento (coleta final).

Acidos TI ™ T3 T4 Ts T6 7
0,
Graxos (%) ARA 0,5 ARA 1,0 ARA/DHA3:1 ARA/DHA 1:3 DHAO0,5 DHA 1,0 Oléico
C16:0 1450+393a 1488+321a 1430+375a 12,09+158a 11352067a 11,53+048a 1423+249a
(Palmitico)
C18:0 141920762 14,68+127a 1462+202a 1307+£094a 12,75:083a 1127+187a 1496+191a
(Estedrico)
C(loijellif 12,743,522 14,17+284a 1224+329a 1097+139a 10,54+124a 11,69+084a 1507+201a
CIB2N6 4 03:021¢cd 3,5120,16d 3,66-021cd 550£095a 493+036ab 447+026bc 524+037 ab
(Linoléico)
CI8N-3 4 35.000a 442+076a 418+10la  380+£021a 3,624020a 3,65:052a 485:048a
(Linolénico)
Cz(ggzﬁ 90.102044c 1297+104a 11,064082b 7.54+023d 5574052e 624+043e 525+0.10¢
Cz(g}fz'3 3,59£094b 323:131bc  1,67£037¢  237£055bc 231£026bc 491=1,13a 340+037b
C?gf[z'3 6.002080c 603+05lc 696+082bc 826+14lab 852+021ab 9.07+133a 5.83+087c

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha sdo estatisticamente semelhantes, pelo teste de Tukey (p<0,05)



Assim como na coleta intermediaria, o efeito das artémias enriquecidas
sobre o perfil lipidico das larvas foi mais claro para o 4cido araquidénico. Os
quatro niveis de inclusdo de ARASCO nas emulsdes, 25% 50% 75% e 100%,
referentes aos tratamentos T4, T1, T3, e T2 respectivamente, foram capazes de
gerar teores crescentes significativamente distintos de ARA nas larvas.

Houve alteragdes significativas no perfil lipidico das larvas dentro de
cada tratamento, em funcdo do momento de coleta das amostras (Tabela 7).

Pode ser observada, na coleta final, uma redugdo significativa (p<0,05)
no teor de C16:0 e C18:1n-9, em relagdo a coleta intermedidria e ou inicial, na
maioria dos tratamentos. Esta reducdo estd, provavelmente, associada ao jejum
de 24 horas a que os animais foram submetidos antes da coleta final. Segundo
Tocher (2003), os acidos C16:0 e C18:1n-9 sdo pesadamente catabolizados para
geracdo de energia durante o desenvolvimento dos peixes. A concentragdo de
C18:2n-6 foi maior na coleta final, para todos os tratamentos, exceto para o T2.
O C18:3n-3 reduziu em relagdo a coleta intermediaria, porém, se manteve mais
elevado que na inicial em todos os tratamentos. A reducdo na coleta final
também pode estar associada ao jejum. Pode ocorrer a oxidagdo do C18:3n-3
nos tecidos para a producdo de energia, limitando sua disponibilidade para a
elongacao ¢ a dessaturacdo em C20 e C22- HUFAs (Ruyter et al., 2000).

O 4acido araquidonico, nos tratamentos T2 ¢ T3, mostrou um progressivo
acumulo com o passar do tempo, tendo os niveis observados na coleta final se
sobressaido em relagdo aos encontrados na intermediaria e inicial. No T1, houve
uma queda nos teores de C20:4n-6 da coleta inicial para a coleta intermediaria.
Na coleta final, a concentragdao deste acido retornou aos valores encontrados na
inicial. Nos demais tratamentos, também houve, no final, uma recuperacdo em
relagdo a coleta intermediaria, porém, ao contrario do que ocorreu no T1, estes

valores ndo alcangaram os niveis iniciais deste acido.
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TABELA 7 Teor de alguns acidos graxos na fragdo lipidica de larvas de Prochilodus lineatus, em trés diferentes fases do

experimento.
TRAT C16:0 C18:0 C18:IN-9 C18:2N-6 C18:3N-3 C20:4N-6 C20:5N-3 C22:6N-3
FASE Palmitico Estearico Oléico Linoléico Linolénico ARA EPA DHA
INICIAL* 18,45 b 13,90 a 14,34 b 2,79b 2,25¢ 9,47 a 0,25 ¢ 7,96 a
T1 20,70 14,43 19,75 4,34 5,48 8,01 2,23 5,53
INTER. +1,68a +0,39a +124a +0,27a +0,60 a +040b +0.24b +1,50b
T1 14,50 14,19 12,74 4,03 4,35 9,10 3,19 6,00
FINAL +351¢ +0,68 a +3,15¢ +0,19a +0,80b +0,40a +041a +0,72b
INICIAL* 18,45b 13,90 a 14,34 b 2,79 ¢ 2,25¢ 9,47 ¢ 0,25b 7,96 a
T2 19,97 14,80 17,78 3,97 5,31 10,93 1,85 5,86
INTER. +0,56a +0,14a +031a +0,11a +0,58 a +0,36b +0,16a +0,37b
T2 14,88 14,68 14,17 3,51 4,42 12,97 2,42 6,03
FINAL +2.87 ¢ +1,14a +2.54b +0,14b +0,68 b +093a +0,33a +0,46 b
INICIAL* 18,45a 13,90 a 14,34 b 2,79 b 2,25¢ 9,47b 0,25b 7,96 a
T3 18,65 15,09 18,17 3,97 5,19 10,07 2,10 6,64
INTER. +0,90 a +045a +0,79 a +0,18a +0,27a +0,24b +0,26 a +0,93b
T3 14,30 14,62 12,24 3,66 4,18 11,16 1,67 6,96
FINAL +335b +1,81a +294b +0,19a +0,90b +0,73 a +033a +0,73 ab

Continua...
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TABELA 7 Continuagao

TRAT

EASE C16:0 C18:0 CI8:IN-9  CI82N-6  CI8:3N-3  (20:4N-6  C20:5N-3  (C22:6N-3
INICIAL* 18,45 a 13,90 a 14,34 b 2,79 ¢ 225¢ 947a 0,25b 7,96 a
T4 19,65 14,35 19,63 4,55 6,12 5,77 3,08 8,29
INTER. +0,65a +0,20 a +0,75a +0,06 b +0,14a +0,19 ¢ +0,29 a +0,58 a
T4 12,09 13,07 10,97 5,50 3,80 7,54 2,82 8,26
FINAL +1,42b +£0,84a +125¢ +0,85a +0,19b £0,20 b £0,61a +126a
INICIAL* 18,45 a 13,90 ab 1434 b 2,79 ¢ 225¢ 947a 0,25¢ 7,96 a
TS5 19,18 14,28 19,72 4,42 6,12 4,68 3,57 8,58
INTER. +0,37a +0,20 a +0,52a £0,10 b +0,26 a +0,27 ¢ +0,18a +0,69 a
TS 11,35 12,75 10,54 4,93 3,62 5,57 2,73 8,52
FINAL +0,60 b +0,75b £111¢ +0,33a £0,18 b +0,46 b +0,69 b +0,19a
INICIAL* 18,45 a 13,90 a 14,34b 2,79b 2,25¢ 947a 0,25¢ 7,96b
T6 18,97 14,02 18,46 420 5,95 4,46 3,30 9,98
INTER. +1,58a +0,73 a 0,26 a +0,18a £0,30a +0,62 ¢ +0,23 b £1,33a
T6 11,53 1127 11,69 4,47 3,65 6,24 491 9,07
FINAL +0,43b +1,68b £0,75 ¢ 0,24 a +0,46 b +0,38 b +1,01 a +1,19 ab
INICIAL* 18,45 a 13,90 a 1434 b 2,79b 225¢ 947a 0,25b 7,96 a
T7 19,02 14,30 19,80 5,12 5,87 4,64 3,27 6,23
INTER. +0,79 a +0,56 a +0,53 a +0,13a £0,10a +0,17b +0,14 a +0,26 b
T7 14,23 14,96 15,07 5,24 4,85 5,25 3,40 5,83
FINAL +223b +1,71a +1,80 b +0,33a 0,43 b +0,09 b +0,33 a +0,78 b

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna do mesmo tratamento, sdo estatisticamente semelhantes,
pelo teste de Tukey (p<0,05)
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TABELA 8 Relagdes entre alguns acidos graxos de interesse das larvas de curimba ao 16° dia (coleta final)

T1 T2 T3 T4 TS T6 7
Relagdes entre
acidos
graxos ARA 0,5 ARA 1,0 ARA;, ?HA ARAl/ ?HA DHA 0,5 DHA 1,0 Oléico
EPA/ARA  035+0,05d  0,19+0,02e  0,15+002e  037£009d  050£016c  078+0,13a  0,65+0,06b
N-3/N6 094£009¢  0,72+004f  079+008f  108£006d  130£013b  152£012a 1,18£0,08¢
ARA203  1346+192a  1645+229a  1538+283a 1582+1,65a 1039+053b 1661£945a 646+038c
DHA/EPA  191+£039d  2,53+£035¢  425+050a  3,11+117b  328+071b  187+0,17d 1,7140,13d
DHA/ARA  066=0,06c  047+0,02d  0,62+004c  109+015b  154+011a  145£0,3a 1,11£0,15b
I8:3N-3EPA  139+036c  183£0,15b  250£0,16a  142+£040c  139+032¢  0,76+012d  143£003¢
I82N-6/ARA  044+004d  027+001f  033£00le  073+0,Ilc  089+004b  072+003c  1,00%0,06a

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).



O acido eicosapentaendico parece ter aumentado em concentragdo para
todos os tratamentos com o passar do tempo, ou seja, a coleta inicial apresentou
valores inferiores aos das coletas intermediaria e final, exceto para o tratamento
T5, no qual a coleta inicial sobressaiu-se a intermedidria que, por sua vez, foi
superada pela final.

O 4cido docosaexaendico teve valores, na coleta final, iguais ou
superiores aos iniciais em todos os tratamentos, exceto no T7, onde ocorreu uma

reducdo na concentragdo deste acido.

5.5 Avaliacido do desempenho das larvas de curimba

O comprimento padrdo (C.P.) das larvas, ao oitavo dia de alimentagao,
parece ter sido influenciado pelos tratamentos, como mostrado na Tabela 9. As
larvas que receberam art€mias enriquecidas com as emulsdes T1 e T6 tiveram
um desempenho significativamente inferior as demais. No T1, o C.P. foi de
7,33+0,25mm e, no T6, de 7,51+£0,55mm. Os maiores valores numéricos para o
comprimento padrio puderam ser observados nos tratamento T2
(7,9340,24mm), T3 (8,00+0,31mm), T4 (7,96+0,27mm), TS5 (8,00+0,18mm) e
T7 (7,74+£0,20mm). Aparentemente, ndo ha fatores em comum que possam
colocar o T1 e o T6 em igual situagdo de desvantagem, porém, existem fatores
distintos que, tomados separadamente, podem explicar o pior resultado destes
tratamentos. O teor de DHA encontrado nas larvas do tratamento T6 pode ter
sido excessivo para as larvas. A fracdo fosfolipidica poderia estar sendo ocupada
de sobremaneira pelos acidos DHA e EPA, uma vez que o 4acido
eicosapentaendico também se encontra em abundancia, prejudicando a produgao
de eicosandides oriundos do araquidonato. O C20:5n-3 compete com o C20:3n-6
e com o C18:2n-6 pela A-6 dessaturase na producdo de eicosanoides (Ghioni,
2002). Segundo Tocher (2000), as prostaglandinas oriundas do araquidonato

teriam um papel importantissimo no crescimento celular. Em experimentos in
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vitro, com células de carpa (Cyprinus carpio), a deficiéncia de araquidonico
seria responsavel por baixas taxas de crescimento celular, mesmo se tratando de
espécies tropicais com conhecida capacidade de transformagdo de acidos graxos
de 18C, em produtos 20 e 22C.

O fato de o tratamento T1 ter desempenho inferior ao T2 e T3 nao pode
ser explicado pela simples superioridade no teor de ARA dos tratamentos T2 e
T3, uma vez que, nos tratamentos em que ndo houve suplementacdo com
araquidonico, os resultados foram semelhantes ao T2. O efeito negativo sofrido
por este tratamento também ndo pode ser atribuido a presenga do 6leo de oliva,
pois, nos outros tratamentos em que se fez uso deste dleo, os resultados foram
bons. Seriam necessarias outras pesquisas para estudar de forma mais
aprofundada quais as causas do baixo desempenho observado no tratamento T1,
pois, no presente trabalho, ndo se obteve uma resposta conclusiva para esta
questao.

A relagdo entre acidos graxos n-3/n-6, comumente utilizada como tnico
pardmetro norteador do balanceamento lipidico de dietas para peixes de agua
doce, parece ndo ser valido para as fases iniciais do desenvolvimento da
curimba. As larvas do tratamento T1 foram alimentadas com artémias
enriquecidas que continham a mesma relagdo n-3/n-6 do que o alimento
destinado as larvas do T4, porém, as ultimas tiveram um desempenho
claramente superior.

Os resultados observados na coleta intermediaria para o comprimento
das larvas ndo se repetiram ao 16° dia, na coleta final. Os tratamentos T1 e T6 se
nivelaram aos demais, enquanto o T4 ¢ o T5 se sobressairam (p<0,07). Relatos
de efeitos positivos da inclusdo de acidos graxos HUFA na dieta de espécies
tropicais de agua doce sdo mais raros do que para os peixes de aguas salgadas,
talvez por se tratarem de efeitos mais sutis que, muitas vezes, se perdem na

variagdo natural de desempenho observada na larvicultura.
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A coleta final revela semelhancas interessantes entre os tratamentos T4 e
TS5, que podem ser a reposta para o desempenho superior observado nestes
tratamentos. As artémias enriquecidas dos tratamentos T4, T5 e T6 apresentam
relagdes entre DHA/EPA mais elevadas que os demais tratamentos (2,31; 1,25;
2,36, respectivamente). O resultado desta relagdo nas larvas foi T4 = 3,11; T5 =
3,28 e T6 =1,87 (Tabela 8). Como o DHA e o EPA disputam pelas mesmas
enzimas para realizar sua esterificacdo na estrutura dos fosfolipidios, ¢
extremamente importante que estes acidos estejam em equilibrio na alimentagdo
das larvas. O excesso de um deles ira, necessariamente, causar uma redugdo do
outro na fracdo fosfolipidica (Copeman et al., 2002; Sargent et al., 1999a,b). O
acido eicosapentaendico desempenha um papel central na modulagdo da
producdo de eicosanoides, gerando compostos biologicamente menos potentes.

O DHA ¢, naturalmente, achado em elevadas concentra¢des no tecido
neural. Acredita-se que ele desempenhe uma fungdo primordial nas membranas
especializadas deste tecido. Nos mamiferos, a deficiéncia de DHA provoca
perda da acuidade visual e redugdo de capacidade de aprendizado (Lauritzen et
al., 2001). Nas larvas de peixes, grande parte da massa corporal é formada pelo
tecido neural e pelos olhos, portanto, qualquer deficiéncia em DHA, durante o
desenvolvimento embriondrio e larval, tem severas conseqiiéncias para os
sofisticados habitos de predacdo das larvas. Com a visdo e o desenvolvimento
motor comprometidos, a capacidade de se alimentar e de fugir dos predadores ¢
prejudicada.

Ruyter et al. (2000), ao fornecerem uma dieta contendo 1% de DHA e
EPA para salmao-do-atlantico, observaram que os peixes detinham teores de
aproximadamente 30% de C22:6n-3 no figado e nos fosfolipidios do sangue,
enquanto que os juvenis, tratados com 1% de C18:3n-3 na dieta, tiveram apenas
26% de DHA nestes tecidos. A disponibilidade de C18:3n-3 nao implica em

incrementos satisfatorios nos teores de DHA, embora ocorra, sim, uma
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apreciavel elevagdo do EPA. Estes resultados indicam que a produgdo endogena
de DHA, nas fases iniciais do desenvolvimento, ndo sdo compativeis com as
necessidades das larvas. Por isso, a relagdo DHA/EPA ¢ tdo importante. Tanto o
C18:3n-3 como o C24:5n-3 sdo substratos para A-6 dessaturase. Como
resultado, o C18:3n-3 competitivamente deprime a conversao do EPA para
DHA. E provavel, portanto, que, mesmo com a habilidade inata de converter
EPA em DHA, esta conversdo ndo seja suficiente nas larvas alimentadas com
fontes ricas de acidos C18 (Sargent et al., 1997). A relacdo DHA /C18:3N-3 foi
mais alta nos tratamentos T4 (0,32), T5(0,12) e T6(0,29). E provavel que esta
relagdo tenha contribuido para o resultado encontrado. Chou & Shiau (1999)
puderam constatar maior ganho de peso (p<0,05) nos juvenis hibridos de tilapia
(O. niloticus X O aureus) tratados com 6leo de figado de bacalhau do que nos
que receberam oOleos vegetais. A tilapia, assim como o salmao e outras espécies
de agua doce, possuem comprovada atividade enzimdtica para clongar e
dessaturar os 4cidos de 18 carbonos.

O peso (matéria natural) das larvas teve diferenca significativa apenas na
amostragem intermedidria (Tabela 10), em que o T3, T4, T5 e T7 se destacaram
dos demais por terem gerado as larvas mais pesadas. Os tratamentos T3, T4 e T5
sdo os grupos que contém os teores de acidos graxos saturados mais elevados. O
T7 apresenta um teor bastante expressivo de oléico. O grupo que obteve maior
peso na coleta intermediaria foi o que, em tese, conteve maior disponibilidade de
energia. E possivel que a disponibilidade energética também tenha contribuido
para os resultados de comprimento final observados nos tratamentos T4 e T5.

Na coleta final nao foi possivel detectar diferencas de peso entre os
tratamentos, mas o tratamento T4 ¢ o T5 obtiveram maiores médias (ndo
significativo). Talvez o beneficio da energia mais prontamente disponivel nos
tratamentos que obtiveram o maior peso na coleta intermediaria ndo tenha sido

suficientemente vantajoso para manter o peso em superioridade até o final do
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experimento. O crescimento ndo se sustenta por muito tempo em um
desequilibrio de acidos graxos essenciais.

O peso natural talvez esteja mais sujeito a erros de afericdo, devido a
dificuldade de se padronizar a quantidade de agua aderida superficialmente nas
larvas. Uma secagem excessiva também induz a resultados equivocados, porque
as larvas perdem, com muita facilidade, a sua umidade interna caracteristica. Os
procedimentos de secagem do excesso de agua, por mais meticulosamente
executados que possam ser, ainda embutem um consideravel erro nos dados de
pesagem. Apesar das limitagdes da técnica adotada, o peso ndo contrariou os

resultados da medicao.

TABELA 9 Comprimento padrdao médio (mm) das larvas de curimba nas fases
inicial (1° dia), intermediaria (8° dia) e final (16° dia).

Fase de coleta

Tratamento

Inicial Intermedidria Final

(1°dia) (8° dia) ** (16°dia)y***
T1 (ARA 0,5) 5,63 +0,29 7,33+£0,25Db 8,76 £0,35b
T2 (ARA 1,0) 5,63 +0,29 7,93+0,24 a 8,88+0,17b
T3 (ARA/DHA 3:1) 5,63 £ 0,29 8,00+ 0,31a 9,07+ 0,47 b
T4 (ARA/DHA 1:3) 5,63 £ 0,29 7,96+ 0,27 a 9,36+0,34a
T5 (DHA 0,5) 5,63 £0,29 8,00+ 0,18 a 927+0,23 a
T6 (DHA 1,0) 5,63 +0,29 7,51+£0,55Db 8,83+£0,48b
T7 (Oléico) 5,63 £ 0,29 7,74+ 0,20 a 9,04+0,12b

** Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).
*#% Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p = 0,0636).

As relagdes entre peso e comprimento variam durante o

desenvolvimento larval e ¢ natural que diferengas entre o resultado da medigdo e

o da pesagem ocorram. Guevara (2003), ao trabalhar com alimentos vivos na
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larvicultura de curimba, obteve resultados positivos de crescimento
acompanhados de resultados negativos de ganho de peso. Fracalossi (1998)
afirma que, metabolicamente, os peixes nas fases iniciais do desenvolvimento
ddo prioridade ao crescimento em comprimento e, posteriormente, a0 aumento

de peso.

TABELA 10 Peso médio (matéria natural) das larvas de curimba nas fases
intermediaria (8° dia) e final (16° dia).

Fase de coleta

Tratamento
Intermediaria (8° dia) ** Final (16° dia)***

T1 (ARA 0,5) 3,36 £0,65b 9,74+2,04a
T2 (ARA 1,0) 3,96 0,49 b 10,44+ 1,02a
T3 (ARA/DHA 3:1) 445+0,71 a 11,81 +296 a
T4 (ARA/DHA 1:3) 426+0,85a 13,05+226a
T5 (DHA 0,5) 4,58 +0,74 a 13,02+224a
T6 (DHA 1,0) 3,77+ 1,10 b 10,25+2,73 a
T7 (Oléico) 5,09+0,53 a 11,45+149a

Me¢dias seguidas de letras iguais na mesma coluna nio diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Com base nos relatos de Nakatani et al (2001), foi feito um
acompanhamento do desenvolvimento larval, em que as larvas coletadas ao final
do experimento (n=200) foram divididas em trés grupos (pré-flexdo, flexdo e
pos-flexdo), conforme o estagio de desenvolvimento em que se encontravam. A
separacdo foi feita com base na amplitude de comprimento padrdao por classe
apresentada por estes autores. Na Tabela 11, pode-se observar esta distribuigao.

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos quanto ao nimero
de larvas que se encontravam nas fases de pré-flexdo e flexdo, porém, nos
tratamentos T4 e T5, ocorreu em maior freqiiéncia, a presenca de larvas em pos-

flexdo (p<0,08), podendo-se observar que 18,24% e 18,13% dos animais
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apresentavam, respectivamente, as caracteristicas necessarias para serem
enquadradas neste grupo. Os tratamentos T1, T2, T3, T6 e T7 (7,80%; 8,10%;
13,00%; 10,70% e 12,50%, respectivamente) ndo se distinguiram

significativamente.

TABELA 11 Distribuicdo percentual das larvas, ao 16°dia de experimento, em
trés diferentes fases do desenvolvimento larval

Fase do desenvolvimento larval

Tratamento
Pré-flexao Flexao Pos-flexdo

T1 (ARA 0,5) 420+6,29 a 88,00+4,57 a 7,80+£3,77b
T2 (ARA 1,0) 0,80+ 0,57 a 91,10+ 3,27 a 8,10+ 3,19b
T3 (ARA/DHA 3:1) 0,90 +1,24 a 86,10+7,97 a 13,00 £9,00 b
T4 (ARA/DHA 1:3) 0,24+ 0,33 a 81,52+£8,79 a 18,24 +£ 8,51 a
T5 (DHA 0,5) 0,88 +£0,96 a 81,00 £ 6,08 a 18,13+ 6,68 a
T6 (DHA 1,0) 3,70+ 4,01 a 85,60 £ 6,77 a 10,70+ 7,77 b
T7 (OLIVA) 2,00 £1,54 a 85,50 +4,77 a 12,50+3,82 b

Meédias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, sfo estatisticamente
semelhantes, pelo teste de Scott-knott (P<0,08%)

Bransden et al. (2005) puderam constatar os efeitos de variagcdes no
perfil lipidico sobre o desenvolvimento de latris lineata. Os autores observaram
que os animais que receberam niveis adequados de DHA entravam em
metamorfose mais cedo que os demais. A fase na qual se d4 a metamorfose da
larva ¢ bastante critica e a mortalidade se concentra em torno deste periodo.
Dhert et al. (1990) constataram que o seabass asiatico, suplementado com dietas
deficientes, ou ndo, em HUFA, ndo diferiam em crescimento ou em
sobrevivéncia até o momento da metamorfose (26-28dias). A partir desta fase,

os autores constataram mortalidade total do grupo tratado com dieta deficiente
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em n-3HUFA, enquanto o outro grupo, com dieta rica nestes acidos graxos,
completou com sucesso a metamorfose.

A sobrevivéncia final das larvas parece ndo ter sido influenciada pelo
tratamento a elas ministrado (Tabela 11). Os valores encontrados estdo de

acordo com os relatados para a espécie por Guevara (2003).

TABELA 12 Sobrevivéncia final das larvas submetidas aos diferentes
tratamentos

Tratamento Sobrevivéncia Média (%)
T1 (ARA 0,5) 92,40+231a
T2 (ARA 1,0) 9232+778a
T3 (ARA/DHA 3:1) 82,65+10,55a
T4 (ARA/DHA 1:3) 81,70+9,22 a
T5 (DHA 0,5) 86,21 +7,16 a
T6 (DHA 1,0) 86,22+ 434 a
T7 (OLIVA) 90,12 £12,65 a

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey (p < 0,05).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As variagdes de desempenho sdo conseqiiéncias de complexas interagoes
entre os acidos graxos e seus derivados metabdlicos. A simples prevaléncia de
um acido, tomada sozinha, ndo ¢ capaz de explicar as diferencas entre os
tratamentos. Nas Ultimas décadas, houve grandes esfor¢os de pesquisadores
devotados em desvendar o metabolismo dos 4cidos graxos nos peixes. Muitas
questdes foram esclarecidas, porém, ainda sdo muitas as lacunas a serem
preenchidas.

Houve interferéncia significativa da variagdo do perfil lipidico sobre o
crescimento e o desenvolvimento das larvas de curimba Prochilodus lineatus.
Esta interferéncia foi além da relagdo n-3/n-6 das dietas, comprovando que,
mesmo se tratando de uma espécie supostamente capaz de elongar e dessaturar
acidos graxos C18 em seus respectivos correspondentes C20 e C22, existe a
necessidade de um correto balanceamento dos acidos graxos essenciais para a
espécie. O presente trabalho ndo aponta qual ¢é esta relagdo, mas fornece alguns
indicios e tendéncias que podem ser uteis no planejamento de estudos mais
especificos. Os tratamentos T4 e T5, que obtiveram melhor desempenho,
poderiam ser utilizados como ponto de partida em tais pesquisas.

A literatura acerca do metabolismo dos lipideos na larvicultura apenas
recentemente voltou sua aten¢do para a importancia do acido araquidonico. Os
efeitos obtidos com sua suplementacdo sdo bastante diversificados. O estudo dos
seus efeitos na larvicultura das espécies tropicais ainda encontra-se em seus
primeiros passos.

Como sugestdo para futuras pesquisas, nao s6 com o Prochilodus
lineatus, como também com as outras espécies de nossa abundante ictiofauna,
seria bastante valioso que se fizesse um acompanhamento mais profundo da

produgdo de eicosandides, em func¢do do contetdo lipidico da dieta. Seria muito
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interessante também uma avaliagdo dos parametros de resposta ao estresse,

principalmente do cortisol.
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7 CONCLUSOES

As sete emulsdes foram igualmente capazes de produzir variagdes
significativas no perfil lipidico das art€émias por meio de um enriquecimento de
16 horas, comprovando a viabilidade das emulsdes e a adequacao da duracao do
processo de enriquecimento. Os resultados confirmam a capacidade das artémias
de catabolizar o DHA fornecido, aumentando os valores de EPA
proporcionalmente ao aumento de DHA na emulsdo. A presenga de DHA nas
emulsdes parece ter favorecido a incorporagdo de ARA nas art€mias indicando
um possivel sinergismo entre estes acidos.

O perfil lipidico das larvas de curimba foi alterado em fung¢éo das dietas,
refletindo os teores de DHA e ARA das artémias enriquecidas. O fornecimento
de artémias enriquecidas contendo 5,61% de DHA e 5,33% de ARA (T4) ou
2,88% de DHA (T5) foi superior as demais dietas testadas em promover o
desenvolvimento, proporcionando um maior nimero de larvas em poés-flexdo e,
também, um maior crescimento em comprimento padrdo apds 16 dias de
tratamento.

Ao contrario do que acontece na larvicultura das espécies marinhas, o
fornecimento de DHA e ARA por meio de alimento vivo enriquecido para
espécies de agua doce é pouco praticado, talvez por ndo apresentar efeitos tdo
marcantes como no primeiro grupo. Os resultados obtidos para as larvas de
curimba mostram que tal pratica ndo ¢ isenta de efeitos, e deve ser mais
estudada, principalmente nas espécies tropicais, em que a larvicultura ¢ mais

dificil.
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PROTOCOLO 1A Protocolo de extragao lipidica

o ®» 2 0 bW

10.

11.
12.

Pesar e macerar 0,011g de amostra liofilizada, em balanga de
precisao (0,1mg).

Adicionar 0,5ml de H20, 1,5ml de metanol, 0,8ml de cloroférmio e
transferir para o tubo de 10ml com tampa roscavel.

Agitar 30 segundos no vortex.

Colocar no banho ultrasénico, por 15 minutos, a 40°C.

Adicionar 0,7ml de cloroférmio e 0,7ml de H,O.

Agitar, por 30 segundos, no vortex.

Centrifugar, a 3.500 rpm, por 15 minutos.

Solucdo trifasica: descartar o sobrenadante (H,O + metanol).
Romper a massa de amostra com pipeta pasteur e pipetar, com
cuidado, a parte do cloroférmio.

Reservar o material coletado, protegendo da Iuz e do calor, para
posterior filtragem.

Repetir todo o processo com o resto de amostra que sobrou no tubo.
Filtrar o material com papel filtro apropriado para C.G e secar o

material com ar de nitrogénio.
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PROTOCOLO 2A Protocolo de esterificacdo

L >® =2

Adicionar 2 ml de NaOH 0,5M em metanol ao estrato de lipideos.
Colocar em banho fervente por 5 minutos (vedar a tampa do tubo
com fita teflon) e depois resfriar com agua gelada.

Adicionar 2,5 ml de reagente esterificante (10g de cloreto de
amdnio, 15ml H,SO,4, 300ml metanol).

Colocar em banho fervente por 5 minutos e, depois, resfriar com
agua gelada.

Adicionar 2ml de solug@o de NaCl saturada e agitar no vortex, por
10 segundos.

Adicionar 2,5ml de hexano e agitar, por 10 segundos, no vortex.
Centrifugar a 3.000rpm, por 10 minutos, para separacao;

Filtrar a mistura de hexano e lipideos, e transferir para frasco ambar.
Secar a mistura de hexano com acidos graxos esterificados em ar de

nitrogénio.

10. Adicionar 0,6ml de hexano no frasco.

11. Injetar 1pL no cromatografo e fazer a leitura.
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QUADRO 1B Quadro descritivo do manejo experimental de enriquecimento

Item DIA 1 DIA 2
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

INC.A 1 — F/1 ——

INC. B I . FA_
El-I I B B  osssml T
E2-1 I . B I
E3-1 I I il sl Pl B
E4-1 I I sl T ol T
E3-1 1 IR s T/ B
Be-l 1 s P s P s P
E7-1 I  consee B B
El-II I . e e el
E2-1l I el T/ B e UL
E3-I 1 IR B A
E4-II I s T e T ol
E5-II [ el P B R L —
E6-II I B e Tl
E7-11 I B | F/1 D — | F/l B

Barra de progresso: (inicio) 1 _ .cxmll F (fim)

El-1  enriquecimento de nduplios do tratamento 1 na bateria I

INC.A incubadora de eclosdo
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FIGURA 1C Representacdo esquematica do manejo experimental de enriquecimento

Tempo de enriquecimento:16 h
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FIGURA2 C Cobpia do laudo apresentado pela Martek para o “Arasco”
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FIGURA3 C Copia do laudo apresentado pela Martek para o “Dhasco”
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TABELA 1D Teor (%) na fracdo lipidica de alguns acidos graxos, omitidos na tabela de resultados, de artémias

enriquecidas com diferentes emulsdes, por 16 horas.

Acidos graxos Nauplios T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
C14:0 0,71lcd 0,56 £0,04 cd 0,67 +0,04cd 1,06£0,01c 3,46+0,08a 1,24+0,07c 2,65+0,63b 0,36+0,22d
Cl4:1 0,22a 0,15+0,03bc 0,17+0,03 ab 0,12+0,01 bc 0,03 +0,01d 0,15+0,04 bc 0,10+0,01 ¢ 0,14 +0,03 bc
Clé6:1 403a 3,08+0,12cd 3,24+0,11bc 3,07+0,04 cd 2,81+0,06d 3,43+0,09b 3,52+0,11b 3,22+0,21 be

C18:3N-6 097b 1,02+0,08b 1,32+0,13a 1,29+0,01a 0,88=+0,02bc 0,77 +£0,03¢c 0,74 +0,02¢ 0,46 0,04 d
C20:0 0,12a 0,20+0,17a 0,24+0,16a 0,15+0,01a 0,30+0,01a 0,20+0,14a 0,10+0,01 a 0,28 +0,07 a
C20:1 092a 0,79+40,18a 0,89+0,15a 0,82+0,00a 0,71+0,0la 0,85+0,09a 0,83+0,11a 0,86+0,07a
C20:2 0,19b 0,26+0,07ab 0,31+0,03a 0,31+0,0la 0,24+0,01 ab 0,22+0,02ab 0,21+0,03b 0,17+0,02b

C20:3N-6 0,13¢ 0,51+0,10ab 0,74+0,10a 0,68 +0,01 ab 0,46+0,01b 0,10+£0,01c 0,10+0,01c 0,15+0,20 ¢

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).



TABELA 2D Teor (%) na fracdo lipidica de alguns 4cidos graxos, omitidos na tabela de resultados, de larvas de curimba
alimentadas com artémia enriquecida com diferentes emulsdes, ao oitavo dia de experimento (coleta intermedidria)

Acidos

Graxos T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
C14:0 0,40+0,20 b 0,46+0,05 b 0,35+0,07b  0,56+0,13 ab  0,56+0,08 ab 0,69+0,07 a 0,45+0,05 b
Cl4:1 0,18+0,07 a 0,13+£0,03 a 0,12+0,03 a 0,17+0,03 a 0,16+£0,04 a 0,19+£0,08 a 0,13+0,02 a
Cleé:1 0,78+0,30 a 0,72+0,18 a 0,76+0,14 a 0,93+0,27 a 0,71+£0,04 a 1,20+0,45 a 0,94+0,09 a

C18:3N-6  0,83+0,12abc  0,77+0,02 abc ~ 0,73+0,09 bc  0,93+0,08 ab  0,62+0,03 ¢ 0,80+0,13 abc 1,07+£0,35 a
C20:0 0,48+0,05 a 0,41+0,03 a 0,50+0,12 a 0,39+£0,04 a 0,47+0,07 a 0,56+0,23 a 0,50+0,05 a
C20:1 0,70+0,08 b 0,74+0,03 b 0,77£0,05ab  0,69+0,02 b 0,74+0,02 b 0,89+0,14 a 0,76+0,06 ab
C20:2 0,46+0,07 a 0,50+0,02 a 0,53+0,05 a 0,45+0,03 a 0,50+0,02 a 0,60+0,17 a 0,56+0,05 a

C20:3N-6 1,02+0,07 a 1,08+0,06 a 1,02+0,07 a 0,85+0,05 a 0,93+0,02 a 1,02+0,31 a 1,06+0,06 a

Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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TABELA 3D Teor na fragao lipidica de alguns acidos graxos, omitidos na tabela de resultados, de larvas de curimba
alimentadas com artémia enriquecida com diferentes emulsdes, ao décimo sexto dia de experimento (coleta final)

‘éi;i‘(’)ss Tl T2 T3 T4 TS5 T6 T7
C14:0 1.0940.92a  0.35£0.09b  0.52+0.17ab  0.51£0.09ab  0.82£0.09ab  0.57+0.16ab  0.38+0.07 ab
Cl4:1 07140572  0.47£030a  0.57+0.60a  1.084024a  1.0740.09a  1.11£042a  0.67+046a
Cl6:1 1.9560.95a  1.46£0.90a  1.44+1.02a  223+021a  230£0.06a  239+0.57a  1.81+0.89a
CI83N-6  0.60£0.07a  0.60£0.12a  0.62+0.12a  0.25#0.11b  0.49+0.19ab  0.36+0.16ab  0.57+0.13a
€20:0 24841922  2.12+¢1.54a  2.08+22la  3.84+053a  4.14£037a  4.58+0.90a  2.26+1.57a
C20:1  0.45:0.07ab  0.58+0.18ab  0.47+0.32ab  0.80+0.07a  0.53+023ab  032+0.11b  0.32+0.11b
C20:22  0.42+0.04ab  0.33£0.09b  040+0.08ab  0.23+0.08ab  0.49+0.07a  0.40+0.11ab  0.49+0.04 ab
C20:3N-6  0.69+0.15ab  0.80£0.13a  0.75:0.1 7ab  0.4840.0b6  0.54+0.05ab  0.49+025b  0.81+0.06a

Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).



TABELA 4D Analises de variancia das relagdes de interesse entre acidos graxos
em Artémias

Variavel analisada: SOMA N-3

FV GL SQ QM Fc
TRAT 6 142,974077 23,829013 97,339
erro 14 3,427249 0,244803

Total corrigido 20 146,401326

oV () = 1,86

Média geral: 26,6709190 Nimero de observagdes: 21

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: SOMA N-6

FV GL SQ QM Fc
TRAT 6 334,770867 55,795145 74,326
erro 14 10,509474 0,750677

Total corrigido 20 345,280341

Vo) = 6,44

Média geral: 13,4579143 Nimero de observacgdes: 21

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: N-3/N-6

FV GL SQ QM Fc
TRAT 6 13,927353 2,321226 105,314
erro 14 0,308574 0,022041

Total corrigido 20 14,235927

cv %) = 6,73

Média geral: 2,2074714 Nimero de observacgdes: 21

Pr>Fc = 0,0000

Continua...
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TABELA 4D Continuagdo.

Variavel analisada: MONO. INSATURADOS

FVv GL SQ QM Fc
TRAT 6 1049,130176 174,855029 116,282
erro 14 21,051937 1,503710

Total corrigido 20 1070,182113

vV M) = 5,46

Média geral: 22,4694238 Numero de observacgdes: 21

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: SATURADOS

FvV GL SQ QM Fc
TRAT 6 271,236738 45,206123 58,210
erro 14 10,872545 0,776610

Total corrigido 20 282,109283

vV M) = 3,60

Média geral: 24,4963571 Numero de observacgdes: 21

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: ARA/EPA

FV GL SQ oM Fc
TRAT 6 51,066071 8,511012 71,561
erro 14 1,665067 0,118933

Total corrigido 20 52,731138

cv %) = 18,20

Média geral: 1,8952952 Nimero de observagdes: 21

Pr>Fc = 0,0000

Continua...
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TABELA 4D Continuagdo.

Variavel analisada: DHA/EPA

FVv GL SQ QM Fc
TRAT 6 18,855004 3,142501 2175,561
erro 14 0,020222 0,001444

Total corrigido 20 18,875226

vV M) = 3,86

Média geral: 0,9856952 Nimero de observacgbes: 21

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: EPA/18:3

FvV GL SQ QM Fc
TRAT 6 0,010369 0,001728 50,579
erro 14 0,000478 0,000034

Total corrigido 20 0,010847

vV M) = 5,80

Média geral: 0,1008381 Numero de observacgdes: 21

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: DHA/18:3

FV GL SQ QM Fc
TRAT 6 0,337095 0,056182  1640,249
erro 14 0,000480 0,000034

Total corrigido 20 0,337574

eV %) = 4,91

Média geral: 0,1191905 Nimero de observagdes: 21

Pr>Fc = 0,0000

Continua...
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TABELA 4D Continuagdo.

Variavel analisada: DHA/ARA

FVv GL SQ QM Fc
TRAT 6 646,782100 107,797017 93,779
erro 14 16,092701 1,149479

Total corrigido 20 662,874801

vV M) = 33,07

Média geral: 3,2418048 Nimero de observacgbes: 21

Pr>Fc = 0,0000
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TABELA 5D Analise de variancia do comprimento padrao final

Variavel analisada: C.P.(MM)

FV GL SQ QM Fc
TRAT 6 1,513329 0,252222 2,289
erro 28 3,085172 0,110185

Total corrigido 34 4,598501

cv ) = 3,68

Média geral: 9,0280000 Nimero de observagdes: 35

Pr>Fc = 0,0636

TABELA 6D Analise de variancia do comprimento padrao final

Variavel analisada: C.P.(MM)

FV GL SQ oM Fc
TRAT 6 2,041933 0,340322 3,597
erro 28 2,649105 0,094611

Total corrigido 34 4,691038

v () = 3,95

Média geral: 7,7917057 Nimero de observagdes: 35

Pr>Fc = 0,0091

TABELA 7D Analise de variancia do peso intermediario

variavel analisada: peso INTERMEDIARIO (mg)

FV GL SQ oM Fc
TRAT 6 9,776037 1,629340 2,913
erro 28 15,663905 0,559425

Total corrigido 34 25,439942

cvV %) = 17,74

Média geral: 4,2157343 Nimero de observagdes: 35

Pr>Fc = 0,0246
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TABELA 8D Analise de variancia do peso final

Variavel analisada: Peso FINAL(mg)

FVv GL SQ QM Fc
TRAT 6 58,098087 9,683014 1,904
erro 28 142,369005 5,084607

Total corrigido 34 200,467092

cvV %) = 19,58

Média geral: 11,5165971 Numero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,1152
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TABELA 9D Analises de variancia das fases de desenvolvimento

Variavel analisada: %PRE-Flexao

FV GL SQ QM Fc
TRAT 6 72,590400 12,098400 1,390
erro 28 243,721440 8,704337

Total corrigido 34 316,311840

cv ) = 162,46

Média geral: 1,8160000 Nimero de observagdes: 35

Pr>Fc = 0,2533

FV GL SQ oM Fc
TRAT 6 370,117897 61,686316 1,554
erro 28 1111,711520 39,703983

Total corrigido 34 1481,829417

Vv ) = 7,37

Média geral: 85,5462857 Nimero de observagdes: 35

Pr>Fc = 0,1977

FV GL SQ QM Fc
TRAT 6 547,030840 91,171807 2,146
erro 28 1189,539520 42,483554

Total corrigido 34 1736,570360

eV ™) = 51,57

Média geral: 12,6380000 Nimero de observagdes: 35

Pr>Fc = 0,0793
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TABELA 10D Analises de varidncia dos acidos graxos das larvas de curimba no
16° dia

Variavel analisada: C14:0

FV GL SQ oM Fc
TRAT 6 2,097596 0,349599 2,632
erro 28 3,719356 0,132834

Total corrigido 34 5,816951

cv %) = 60,13

Média geral: 0,6060943 Nimero de observagdes: 35

Pr>Fc = 0,0376

Variavel analisada: C14:1

FVv GL SQ QM Fc
TRAT 6 2,162403 0,360400 2,041
erro 28 4,944838 0,176601

Total corrigido 34 7,107241

cv %) = 51,76

Média geral: 0,8119743 Nimero de observagdes: 35

Pr>Fc = 0,0933

Variavel analisada: C16:0

FV GL SQ QM Fc
TRAT 6 71,070741 11,845124 1,687
erro 28 196,647713 7,023133

Total corrigido 34 267,718454

eV ) = 19,97

Média geral: 13,2700257 Nimero de observagdes: 35

Pr>Fc = 0,1613

Continua...
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TABELA 10D Continuagao.

Variavel analisada: C16:1

FVv GL SQ QM Fc
TRAT 6 4,562346 0,760391 1,358
erro 28 15,677034 0,559894

Total corrigido 34 20,239380

vV M) = 38,55

Média geral: 1,9411057 Numero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,2656

Variavel analisada: C18:0

FvV GL SQ QM Fc
TRAT 6 54,197894 9,032982 4,205
erro 28 60,152665 2,148309

Total corrigido 34 114,350559

eV ) = 10,74

Média geral: 13,6476857 Numero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,0039

Variavel analisada: C18:1N-9

FV GL SQ QM Fc
TRAT 6 81,589407 13,598234 2,407
erro 28 158,175701 5,649132

Total corrigido 34 239,765108

v () = 19,03

Média geral: 12,4889343 Nimero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,0530

Continua...
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TABELA 10D Continuagao.

Variavel analisada: C18:2N-6

FVv GL SQ QM Fc
TRAT 6 18,236896 3,039483 15,687
erro 28 5,425210 0,193758

Total corrigido 34 23,662106

vV M) = 9,83

Média geral: 4,4759200 Numero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: C18:3N-6

FvV GL SQ QM Fc
TRAT 6 0,624838 0,104140 5,752
erro 28 0,506970 0,018106

Total corrigido 34 1,131809

vV M) = 27,00

Média geral: 0,4983371 Numero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,0005

Variavel analisada: C18:3N-3

FV GL SQ oM Fc
TRAT 6 6,256335 1,042723 2,443
erro 28 11,950348 0,426798

Total corrigido 34 18,206683

cv %) = 15,85

Média geral: 4,1215971 Nimero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,0502

Continua...
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TABELA 10D Continuagao.

Variavel analisada: C20:0

FVv GL SQ QM Fc
TRAT 6 34,506765 5,751127 2,759
erro 28 58,357337 2,084191

Total corrigido 34 92,864102

vV M) = 47,04

Média geral: 3,0692514 Numero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,0310

Variavel analisada: C20:1

FvV GL SQ QM Fc
TRAT 6 0,830355 0,138393 4,391
erro 28 0,882570 0,031520

Total corrigido 34 1,712925

eV ) = 35,79

Média geral: 0,4960971 Numero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,0030

Variavel analisada: C20:2

FV GL SQ QM Fc
TRAT 6 0,111448 0,018575 3,022
erro 28 0,172123 0,006147

Total corrigido 34 0,283572

cv %) = 19,13

Média geral: 0,4099229 Nimero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,0209

Continua...
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TABELA 10D Continuagao.

Variavel analisada: C20:3N-6

FVv GL SQ QM Fc
TRAT 6 0,645342 0,107557 5,517
erro 28 0,545870 0,019495

Total corrigido 34 1,191212

cvV %) = 21,41

Média geral: 0,6522429 Numero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0.0007

Variavel analisada: C20:4N-6

FvV GL SQ QM Fc
TRAT 6 261,081360 43,513560 123,874
erro 28 9,835603 0,351272

Total corrigido 34 270,916964

eV ) = 7,17

Média geral: 8,2624429 Numero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: C20:5N-3

FV GL SQ oM Fc
TRAT 6 30,300023 5,050004 11,951
erro 28 11,831806 0,422565

Total corrigido 34 42,131829

cv %) = 21,53

Média geral: 3,0197429 Nimero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,0000

Continua...

86



TABELA 10D Continuagao.

Variavel analisada: C22:6N-3

FVv GL SQ QM Fc
TRAT 6 55,472043 9,245340 10,586
erro 28 24,454029 0,873358

Total corrigido 34 79,926072

vV M) = 12,91

Média geral: 7,2387257 Numero de observacgdes: 35

Pr>Fc = 0,0000
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TABELA 11D Anélises de varidncia dos 4acidos graxos nas artémias
enriquecidas

Variavel analisada: C14:0

FV GL SQ QM Fc
N1 7 26,163466 3,737638 63,963
erro 16 0,934952 0,058435

Total corrigido 23 27,098418

cv ) = 18,05

Média geral: 1,3392667 Nimero de observagdes: 24

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: Cl4:1

FV GL SQ oM Fc
N1 7 0,065573 0,009368 18,774
erro 16 0,007983 0,000499

Total corrigido 23 0,073556

cv %) = 16,43

Média geral: 0,1359917 NUumero de observagdes: 24

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: C16:0

FV GL SQ oM Fc
N1 7 2,289011 0,327002 3,765
erro 16 1,389593 0,086850

Total corrigido 23 3,678604

eV ) = 2,85

Média geral: 10,3523208 Nimero de observacgdes: 24

Pr>Fc = 0,0133

Continua...
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TABELA 11D Continuagao.

Variavel analisada: C16:1

FVv GL SQ QM Fc
N1 7 2,861107 0,408730 32,783
erro 16 0,199481 0,012468

Total corrigido 23 3,060588

vV M) = 3,38

Média geral: 3,2998292 Numero de observacgdes: 24

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: C18:0

FV GL SQ oM Fc
N1 7 256,844922 36,692132 71,183
erro 16 8,247440 0,515465

Total corrigido 23 265,092362

v (%) = 5,95

Média geral: 12,0748000 Nimero de observagdes: 24

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: C18:1N-9

FvV GL SQ QM Fc
7 1033,491418 147,641631 126,959
16 18,606563 1,162910
23 1052,097981
cv ) = 5,83
Média geral: 18,4923792 Nimero de observacgdes: 24
Pr>Fc = 0,0000

Continua...
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TABELA 11D Continuagao.

Variavel analisada: C18:2N-6

FVv GL SQ QM Fc
N1 7 30,541474 4,363068 33,855
erro 16 2,061976 0,128874

Total corrigido 23 32,603451

vV M) = 4,63

Média geral: 7,7523167 Numero de observacgdes: 24

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: C18:3N-6

FvV GL SQ QM Fc
N1 7 1,724531 0,246362 70,859
erro 16 0,055629 0,003477

Total corrigido 23 1,780160

eV ) = 6,34

Média geral: 0,9304375 Numero de observacgdes: 24

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: C18:3N-3

FV GL SQ QM Fc
N1 7 167,016230 23,859461 101,498
erro 16 3,761182 0,235074

Total corrigido 23 170,777412

eV %) = 2,13

Média geral: 22,7437667 Nimero de observacgdes: 24

Pr>Fc = 0,0000

Continua...
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TABELA 11D Continuagao.

Variavel analisada: C20:0

FVv GL SQ QM Fc
N1 7 0,116244 0,016606 1,688
erro 16 0,157368 0,009836

Total corrigido 23 0,273612

vV M) = 49,95

Média geral: 0,1985667 Numero de observacgdes: 24

Pr>Fc = 0,1823

Variavel analisada: C20:1

FvV GL SQ QM Fc
N1 7 0,087441 0,012492 1,253
erro 16 0,159558 0,009972

Total corrigido 23 0,246999

eV ) = 11,98

Média geral: 0,8337625 Numero de observacgdes: 24

Pr>Fc = 0,3326

Variavel analisada: C20:2

FV GL SQ QM Fc
N1 7 0,053446 0,007635 6,570
erro 16 0,018593 0,001162

Total corrigido 23 0,072039

cv %) = 14,33

Média geral: 0,2378292 Nimero de observacgdes: 24

Pr>Fc = 0,0009

Continuacdo...
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TABELA 11D Continuagao.

Variavel analisada: C20:3N-6

FVv GL SQ QM Fc
N1 7 1,539809 0,219973 29,390
erro 16 0,119755 0,007485

Total corrigido 23 1,659564

vV M) = 24,17

Média geral: 0,3579250 Numero de observacgdes: 24

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: C20:4N-6

FvV GL SQ QM Fc
N1 7 254,814870 36,402124 74,860
erro 16 7,780361 0,486273

Total corrigido 23 262,595231

vV M) = 19,30

Média geral: 3,6129708 Numero de observacgdes: 24

Pr>Fc = 0,0000

Variavel analisada: C20:5N-3

FV GL SQ oM Fc
N1 7 14,884644 2,126378 199,896
erro 16 0,170199 0,010637

Total corrigido 23 15,054843

v () = 5,36

Média geral: 1,9229500 Nimero de observacgdes: 24

Pr>Fc = 0,0000

Continua...
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TABELA 11D Continuagao.

Variavel analisada: C22:6N-3

FVv GL SQ QM Fc
N1 7 148,615650 21,230807 4175,993
erro 16 0,081344 0,005084

Total corrigido 23 148,696994

vV M) = 3,30

Média geral: 2,1634167 Numero de observacgdes: 24

Pr>Fc = 0,0000
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