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RESUMO

A piscicultura de corte é o ramo do agronegdcio que mais cresce no mundo, porém,
0s custos com a alimentacdo dos animais em cultivo sdo estimados entre 50 a 70%
do custo total da producdo, neste sentido a busca por ingredientes nutritivos e
viaveis a fim de reduzir o custo da racdo sem prejudicar o crescimento dos animais
tem sido alvo de inUmeras pesquisas. Algumas espécies de insetos vém sendo
testadas e mostraram potencial para utilizagdo em formulagbes de ragbes para
diversas espécies de peixes. Sendo assim o objetivo do presente trabalho foi avaliar
a inclusdo de diferentes niveis de proteina de farinha de larvas de Tenébrio molitor
em substituicdo da farinha de peixe no desempenho do zebrafish (Danio rerio). A
proteina da farinha de peixe foi substituida pela proteina da farinha de tenébrio nos
niveis de 25% e 50% na racao, tendo como base uma racdo controle com 0% de
substituicdo. Foram utilizadas 120 juvenis de zebrafish, distribuidas em um
delineamento experimental inteiramente casualizado com trés tratamentos e quatro
repeticbes. Os animais foram alimentados trés vezes ao dia as 09:00, 13:00 e 17:00
horas. A cada quinze dias, durante o periodo experimental foram realizadas
biometrias para o acompanhamento do desenvolvimento zootécnico. Todos 0s
tratamentos apresentaram sobrevivéncia de 100%. O tratamento com 50% de
substituicdo teve melhores resultados para peso, ganho de peso e taxa de
crescimento especifico (TCE) comparado com o controle. Conclui-se que a
substituicdo da proteina de farinha de peixe pela proteina da farinha de tenébrio em
50% melhora o desempenho zootécnico do zebrafish e pode ser utilizada como fonte

proteica.

Palavras-chave: nutricdo. peixes. ingredientes alternativos. fontes proteicas.



ABSTRACT

Fish farming is the fastest growing agribusiness sector in the world. However, the
costs of feeding the animals are estimated to be between 50 and 70% of the total
cost of production, in this sense the search for nutritious and viable ingredients in
order to lowering the cost of feed without harming the growth of animals has been the
subject of numerous researches. Some species of insects have been tested and
showed potential for use in formulations of diets for various species of fish.
Therefore, the objective of the present work was to evaluate the inclusion of different
protein levels of Tenébrio molitor larvae meal in replacement of fish meal in the
performance of zebrafish (Danio rerio). The fishmeal protein was replaced by the
protein of the flour of tenébrio in the levels of 25% and 50% in the ration, based on a
control ration with 0% of substitution. A total of 120 zebrafish juveniles were used,
distributed in a completely randomized experimental design with three treatments
and four replications. The animals were fed three times a day at 09:00, 13:00 and
17:00 hours. Every biweekly, biometrics were used during the experimental period to
monitor zootechnical development. All treatments presented survival of 100%. The
treatment with 50% substitution had better results for weight, weight gain and specific
growth rate (TBI) compared to control. It is concluded that the substitution of fishmeal
protein by 50% of the protein of the flour of tébrio improves the zootechnical

performance of zebrafish and can be used as protein source.

Keywords: nutrition. fish. alternative ingredients. source of protein.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aquicultura

A aquicultura visa o cultivo de organismos aquaticos e semiaquaticos, tais
como: peixes, moluscos, crustaceos, anfibios e animais silvestres (que tenham
alguma fase da vida em ambiente aquético), sendo de agua doce ou salgada
(SCHULTER; FILHO, 2017).

Essa atividade fragmenta-se em diversas modalidades, em que as principais
sao a piscicultura, carcinicultura, ranicultura e a malacocultura. A piscicultura, como
o braco principal da aquicultura, divide-se em duas categorias: cultivo para fins
ornamentais e o cultivo de organismos voltado para o consumo humano
(CARDOSO, 2011).

O Brasil tem se destacado como um dos maiores exportadores de peixes
ornamentais, ndo em quantidade e valor, mas em funcéo da grande diversidade de
espécies existentes no pais, existe cerca de 3.000 espécies de peixes tropicais de
agua doce que, de alguma forma, possuem um carater ornamental onde muitas das
espécies exportadas sdo capturadas diretamente na natureza (CARDOSO, 2011).

J& a piscicultura de corte desempenha um importante papel em relacdo a
crescente demanda por alimentos, proporcional ao crescimento da populacao
humana, pois € o ramo do agronegocio que mais cresce no mundo (SIDONIO et al.,
2015).

Dentro desse contexto, o Brasil vem mostrando um grande potencial de
producédo, chegando a alcancar 544.489,90 toneladas em 2011, crescendo 10% no
cultivo em 2016, um dos principais estados onde a atividade se destaca é o Parana,
sua producédo abastece a si mesmo e os estados vizinhos como Santa Catarina, Sao
Paulo e Rio de Janeiro (SEBRAE, 2015).

Ainda assim, a piscicultura possui um grande entrave quando se fala na
alimentacdo dos animais, pois esta é a area que mais encarece a atividade. Os
custos com alimentacao dos animais sao estimados entre 50 a 70% do custo total da
producdo (TAKASHI, 2005).

Por isso estudos nessa area nutricional tem sido alvo de inumeras
pesquisas, buscando por ingredientes nutritivos e viaveis a fim de baratear o custo

da racéo sem prejudicar o crescimento dos animais (NUNES, 2014).



1.2 Zebrafish (Danio rerio)

O zebrafish (Danio rerio), também conhecido popularmente como
paulistinha, esta dentro da familia dos ciprinideos situado na ordem cypriniformes,
que inclui cerca de 220 géneros e 2420 espécies, considerada a mais ampla familia
de peixes de dgua doce do mundo. A distribuicdo geografica desta familia € ampla, o
zebrafish, por exemplo, se distribui no continente asiatico: Paquistdo, india,
Bangladesh, Nepal e Myanmar, também podem ser encontrados em outros lugares
devido a introducéo inadequada da espécie (BAUMGARTNER et al., 2012). Esses
locais tém como caracteristicas de habitat: densa vegetacdo, baixo fluxo, agua
normalmente cristalina e pouco turva. Os padrées quimicos e fisicos de conforto
dessa espécie sdo definidos em: condutividade de 300 a 1500us, alcalinidade de 50
a 150mg/L, dureza de 75 a 100mg/L, pH de 7 a 8, amobnia 0,02mg/L, nitrato
1000mg/L, temperatura de 24°C a 28°C e oxigénio dissolvido no minimo 4mg/L
(DAMMSKI et al., 2011; FISH BASE).

Esse peixe tem um hébito alimentar onivoro alimentando-se de pequenos
crustaceos, larvas de insetos e pequenos vermes em seu ambiente natural. Em
cativeiro aceitam prontamente alimentos secos. O zebrafish possui algumas
caracteristicas que o torna desejavel para o cultivo, como uma alta taxa reprodutiva,
facil manutencéo e baixo custo para a criacdo (SILVEIRA et al., 2012).

Com todas essas caracteristicas, este pequeno representante da familia
Cyprinidae tornou-se uma alternativa ao uso de murinos e camundongos para
biotério, sendo um excelente modelo experimental para estudos comportamentais,
genéticos, toxicologicos, bem como para testar novos agentes terapéuticos e
aprofundar os conhecimentos das causas de doencas humanas (BALBITO et al,
2014; ELISEU, 2015; PILAR, 2014).

Para a piscicultura o zebrafish se encaixa perfeitamente como modelo
experimental, por ser um peixe modelo tendo seu genoma inteiramente sequenciado
facilitando o uso de novas tecnologias como plataforma de genotipagem,
sequenciamento de RNA e resposta do organismo a nutrientes, gerando resultados
gue podem ser estipulados para outras espécies de larga producéo, porém no Brasil
ainda nao existem laboratérios realizando um trabalho realmente competitivo nessa
area (SCHNEIDER, 2009; PILAR, 2014).



1.3 Tenébrio molitor

O Tenébrio molitor pertence ao reino: Animalia, filo dos Artrépodes, classe:
Insecta, superfamilia: Tenebrionoidea, género: Tenébrio, espécie: Tenébrio molitor
(SCHICKLER, 2008) (LINNAEUS, 1758)

Lima (1952) ressalta que o ciclo de vida do Tenébrio, assim como todos os
besouros, passa por uma metamorfose completa, passando pelos estagios de ovo,

larva, pupa (ou crisélida) e besouro (Figura 1).

Figura 1 — Fases de desenvolvimento do Tenébrio molitor.

Fonte: Arquivo pessoal: A figura mostra as fases de desenvolvimento do tenébrio (A - larva), (B, C, D,

E - inicio e fim da fase de pulpas) e (F, G — inicio e final da fase de besouro).

Logo apdés a eclosdo as larvas possuem de 2-3mm de comprimento
(SCHICKLER, 2008). Sédo de dificil visualizacdo a olho nu, tornando-se visiveis
apenas pelo movimento que realizam no substrato no centro da desova (BARBOSA,
2016). Soto (2003) afirma que quando adultas podem ter aproximadamente entre 2 a
3 cm de comprimento e 2 mm de espessura (Figura 2), também podem pesar até
0,3g.

Figura 2 — Fase larval.

Fonte: ExéticoPet, 2016/ Internet
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Possuem inicialmente cor amarelo claro, mas a medida que se desenvolvem
tornam-se marrons acinzentadas (SOTO, 2003). Essa fase larval é a mais indicada
para uso como alimento, por apresentar menor contetdo de quitina (casca), que
é indigestivel. Permanecem nessa fase por cerca de 90 dias (SCHICKLER, 2008;
SOTO, 2003).

Uma das caracteristicas do Tenébrio molitor € a capacidade de suportar
baixas temperaturas sendo capaz de sobreviver em temperaturas abaixo de 5°C
atrasando seu desenvolvimento. Essa € uma técnica muito util para criadores que
guerem impedir que as larvas se desenvolvam ou atrasar a transformacao de
larvas em pupas (SCHICKLER, 2008).

No Brasil € popular entre os criadores de pequenos mamiferos, aves, peixes,
répteis, anfibios e até mesmo plantas carnivoras, sendo comercializados em pet
shops e agropecuarias em todo o territorio nacional, ndo se tratando de uma espécie
ameacada e nem praga agricola (SOTO, 2003; SCHICKLER, 2008).

O valor nutritivo do inseto muda em relacdo ao estagio de vida sendo
indispensavel saber-se a composicao nutricional de cada fase do inseto que melhor
se adequa as exigéncias da espécie trabalhada. Porém, comumente sdo utilizadas
as larvas na formulacéo da farinha de tenébrio (FLT) (SCHICKLER, 2008).

1.4 Nutricéo

A produtividade animal depende, de maneira decisiva, do aproveitamento
dos nutrientes ingeridos através da alimentacdo, bem como da sanidade, manejo e
potencial genético dos animais. Obrigatoriamente devemos saber o0s principios
basicos que regem os mecanismos de interacdo entre os alimentos e 0s animais, as
fontes de alimentos disponiveis e suas combinagbes para o fornecimento dos
nutrientes aos animais (ALBERTINI et al., 2015).

Os nutrientes de cada alimento auxiliam na manutencao da vida e producéo,
0S mesmos Sao compostos quimicos ou grupos de compostos que, quando
ingeridos podem ser aproveitados no organismo animal, preenchendo alguma fragcéo
nutricional, isto €, sao utilizados na sintese de algum composto do organismo animal

ou queimados para a producédo de energia (SALES, 2003).



11

7

A necessidade nutricional é caracterizada pela quantidade de certos
nutrientes que um animal deve ingerir para alcancar determinados niveis de
producdo desejaveis. Cada espécie e fase de vida dos peixes tem uma exigéncia
nutricional diferente, por exemplo, larvas, juvenis e adultos necessitam de diferentes
niveis de proteina e energia em sua alimentacdo por estarem em diferentes
momentos na sua curva de crescimento (SASSI, 2016). A partir do reconhecimento
das necessidades nutricionais exigidas pelos animais € possivel determinar uma
estratégia nutricional a ser adotada para que se tenha uma boa producéo (BICUDO;
ABIMORAD, 2012).

Outro fator que interfere na nutricdo e na exigéncia nutricional em peixes séo
suas caracteristicas biologicas, como por exemplo, seu sistema fisiolégico e habito
alimentar. Os peixes sao animais pecilotérmicos, seu metabolismo é controlado pela
temperatura do meio em que vive, quanto menor for a temperatura, mais lento € seu
metabolismo e menor sdo suas atividades como o consumo e busca por alimento
(WATTS et al., 2016).

1.5 Fontes proteicas

Até poucas décadas atras, a pratica mais comum de aquicultura era a
criacdo extensiva, sem a adicdo de alimento suplementar, em que apenas a
producdo natural sustentava a baixa densidade de peixes, resultando também em
uma baixa producdo, porém, recentemente as técnicas modernas estimularam a
progressiva transformacdo das criacbes extensivas em semi-intensivas ou
intensivas, uma evolucado essencial para garantir a viabilizacdo econdmica das
criacoes (LIMA et al., 2016).

Mundialmente, a farinha de peixe é a fonte proteica de origem animal mais
utiizada para a producdo de racdo destinada aos animais. Para peixes, €
considerada uma fonte nutricional ideal para suprir as necessidades proteicas e
lipidicas, porém é um ingrediente relativamente caro e de fornecimento limitado, com
isso foi necessario iniciar a procura de outras fontes proteicas para a composi¢céo da
alimentacéo desses animais (TEIXEIRA et al., 2006; FERNANDEZ et al., 2001).

Muitos estudos vém sendo realizados com diversas fontes proteicas que

possam substituir a proteina da farinha de peixe, como farelo de soja, farelo de
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milho, sementes e folhas de leguminosas, farinha de sangue, glaten de milho,
farinha de girassol, coco, e insetos; na maioria dos casos, os resultados tém sido
satisfatorios, porém, em geral, a disponibilidade desses ingredientes em nosso
mercado € muito reduzida, ou apresentam preco muito elevado (GOLDIOLI et al.,
2000; LAZZARI et al., 2006).

Nos ultimos anos a inclusdo de farinha de inseto na ragdo dos animais tem
crescido, os insetos sdo animais que se desenvolvem e se reproduzem facilmente,
seus requerimentos para producao sao de baixo custo e espaco, aproveitando-se de
restos organicos e inorganicos para sua alimentacdo. Com a produgcdo em larga
escala e a inclusdo de insetos na racdo sera possivel baratear os custos da
producao na criacdo de peixes (TUBIN, 2017).

Insetos como larva de tenébrio (Tenébrio molitor), barata cinérea
(Nauphoeta cinérea), larva de mosca soldado (Hermatia illucens), larva de mosca
doméstica (Musca domestica) vem sendo testados como uma fonte alternativa de
proteina para peixes (VIELLA, 2018).

Neste contexto, Piccolo et al. (2017) utilizaram farinha de larva de tenébrio
em substituicdo a farinha de peixe para juvenis de dourada (Sparus aurata) e
verificaram que a substituicdo até 50% ndo altera o crescimento dessa espécie,
contudo, ja apresenta diminuicdo na digestibilidade aparente dos nutrientes com
nivel citado acima. Porém, com outra espécie, o Robalo (Dicentrarchus labrax)
Gasco et a. (2016) relatam que a substituicdo de até 25% da farinha de peixe pela
farinha de larvas de tnébrio ndo apresenta melhora nos parametros zootécnicos, no
entanto, os resultados sao inferiores quando a substituicdo foi de 50%, causando
diminuicao no crescimento.

Ao substituir a proteina da dieta pela proteina de tenébrio em 10%, 20% e
30%, Lira (2015) n&o encontrou diferenca significativa no desempenho de juvenis de
Tambaqui (Colossoma macropomum). JA com a truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) Gasco et al. (2014) afirmam que a substituicdo entre a farinha de peixe por
farinha de larva de tenébrio em até 50% néo afeta o crescimento.

Com esses relatos, pressupbe-se que para cada espécie o uso de insetos
como fonte proteica apresenta resposta diferente no crescimento, e assim o uso das
farinhas de inseto devem ser exploradas, visto as vantagens na producéo deste tipo

de fonte.



13

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a substituicdo de diferentes niveis da proteina da farinha de peixe
pela proteina da farinha de larvas de tenébrio no desenvolvimento zootécnico de

zebrafish da fase juvenil até a fase adulto.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o comprimento total, peso final, ganho em peso diario e taxa de
crescimento especifico de juvenis de zebrafish com diferentes niveis de substituicdo
da proteina da farinha de peixe pela proteina da farinha de tenébrio.



14

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e periodo do experimento

O experimento foi executado no Laboratorio experimental de piscicultura do
curso super de Tecnologia em Aquicultura da Universidade Federal do Pampa
campus Uruguaiana com duracdo de 60 dias iniciando-se no dia 25/07/2018 até
22/09/2018.

3.2 Preparo das racdes

As larvas vivas de tenébrio foram criadas no Laboratorio de Biodiversidade
da Universidade Federal do Pampa. As mesmas foram alimentadas com uma
mistura de farelo de milho e farelo soja durante dois meses. Para a hidratacdo das
larvas, pedacos de maca foram usados como fonte de umidade. Quando estas
atingiram uma meédia de 2,3cm, elas foram peneiradas, para serem retiradas do
substrato, e desidratadas em estufa a 55° C por 48 horas. Apés a desidratacdo as
larvas foram trituradas com um liquidificador e passaram por um processo de
remocao da gordura, o processo de remocao da gordura foi feito com hexano em
uma proporcao de 2L (litros) de reagente para 1kg (quilo) de larvas, o processo de
remocdo da gordura das larvas foi realizado devido a sua alta porcentagem de
gordura corporal o que impossibilita a moagem na granulometria requerida de 150
micras, ap6s 30 minutos da aplicacdo do reagente sobre as larvas era feito a
remocao do excesso de hexano, esse processo se repetiu por trés vezes, na ultima
vez o excesso foi removido resultando em um material de textura pastosa que foi
mantido em descanso dentro de uma bandeja de plastico por 24horas até total
evaporacao do hexano. Posteriormente, o material foi moido novamente e peneirado
na granulometria desejada (150 micras) para a obtencdo da farinha de larvas de
tenébrio (Figura 3). Os outros ingredientes utilizados para a formulagdo da racdo
como: farinha de peixe, concentrado proteico de soja, farelo de soja, farelo de arroz
desengordurado também passaram pelo processo de moagem e foram peneirados
na granulometria de 150 micras. Esta granulometria foi definida em relacdo ao

tamanho dos animais.
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Todos os ingredientes utilizados passaram por andalise bromatologica a fim
de saber corretamente seus niveis nutricionais (Tabela 1), para a melhor formulagao

das racdes de acordo com as exigéncias nutricionais da espécie.

Figura 3 — Processo para obtencéo da farinha de larvas de tenébrio

~ | g

Fonte: Arquivo pessoal: Larvas vivas de tenébrio (A), larvas desidratadas (B), processo de

desengorduracao (C,D), moagem (E) e produto final (farinha de tenébrio) (F).
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Tabela 1 — Analise bromatoldgica dos ingredientes.

Ingredientes PB (%) EE (%) MM-CZ (%) FDN (%) MS (%)
(granulometria 150 um)

Farinha de peixe 52,69 3,73 33,99 60,50 94,31
Farinha de larvas de 40,44 33,84 2,85 37,63 94,25
Tenébrio
Farinha de larvas de 60,63 1,42 4,28 37,06 87,17
Tenébrio
Desengordurado

Farelo de Arroz

Desengordurado 16,74 8,60 11,28 52,79 93,55

Farelo de Soja 47,39 1,55 5,95 48,27 94,20

Concentrado Proteico de 61,62 0,02 5,65 68,60 92,95
Soja

PB (proteina bruta), EE (extrato etéreo, gordura), MM-ZA (matéria mineral), FDN (fibra em detergente neutro),

MS (matéria seca).

ApoOs a etapa da analise bromatoldgica, foi realizada a formulagdo da racao
de cada tratamento a fim de saber a quantia ideal de cada ingrediente a ser utilizado
(Tabela 2).

A proteina da farinha de tenébrio foi sempre substituida em relacdo a
proteina da farinha de peixe, pois o foco era testar primariamente esses dois

ingredientes.
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Tabela 2 — Ragdes experimentais® (%) e composicdo centesimal das racdes.

Ingredientes T0% T25% T50%
Farinha de Peixe 50,00 37,50 25,00
Farinha de tenébrio desengordurado 0,00 11,46 23,00
Concentrado protéico de soja 26,38 25,43 24,67
Farelo de soja 12,62 13,00 13,00
Oleo de canola 4,00 4,00 4,00
Farelo de arroz desengordurado 3,00 4,61 6,33
Premix 3,00 3,00 3,00
Sal 1,00 1,00 1,00
Total 100,00 100,00 100,00
Composigéao calculada (%)

Proteina bruta 50,00 50,00 50,00
Energia Bruta (Kcal/kg) 4245,73 4139,29 4032,56
Gordura 5,93 5,86 5,80
Cinzas 19,47 16,33 12,92
Fibra bruta 2,02 2,11 2,20

T0: Tratamento com 0% de substituicdo de farinha de peixe por farinha de tenébrio desengordurada;
T25: Tratamento com 25% de substituicho de farinha de peixe por farinha de tenébrio
desengordurada; T50: Tratamento com 50% de substituicdo de farinha de peixe por farinha de
tenébrio desengordurada.

O preparo das rac0des foi realizado manualmente com a mistura de todos os
ingredientes umedecidos com agua em um recipiente até a completa
homogeneizacdo da massa. Apés este procedimento a massa foi processada para a
formacao dos pellets e seca em estufa por 24 horas a 50°C. Para a finalizagao, as
racoes ja peletizadas foram trituradas e peneiradas a uma granulometria de 150
micras (Figura 4). Gerando os tratamentos experimentais que consistiam em: T0%,
T25% e T50% de substituicdo da proteina da farinha de peixe por proteina da

farinha de larvas de tenébrio (Tabela 2).



18

Figura 4 — Preparo das racoes.

Fonte: Arquivo pessoal: Pesagem dos ingredientes (A) mistura (B), peletizacdo (C), secagem (D),

processo de peneiragem (E) e ragéo final (F).

3.3 Reproducdo e obtencéo das larvas de Zebrafish (Danio rerio)

No experimento foram utilizados 120 juvenis de zebrafish, provenientes da
reproducdo de 50 casais obtidos comercialmente. As larvas oriundas da reproducéo
foram mantidas, durante um més, em um aquario de 35 litros, sendo alimentadas a
partir do terceiro dia de vida com plancton e 100ml de bioflocos intercalados trés
vezes ao dia. No quinto dia iniciou-se a oferta de Artémia salina em substituicdo ao
plancton até o 25° dia de vida. ApGs este periodo foi iniciada a oferta de ragéo
floculada moida para o treinamento alimentar das larvas antes destas serem
transferidas para o sistema experimental.

Este tempo de permanéncia das larvas no laboratério o aquario em que as
mesmas foram mantidas foi sifonado uma vez ao dia as 18:00 horas para remogéao
de fezes e sobras de alimento, renovando-se 10% de agua. Os parametros fisicos e

quimicos como amoénia e nitrito foram analisados por kit colorimétrico diariamente
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assim como oxigénio dissolvido controlado por um oximetro e a temperatura mantida

a 28°C por termostato (Figura 5).

Figura 5 — Reproducao
| 7o

Fonte: Arquivo pessoal: Reprodutores (A, B) e larvas de Zebrafish (C).

3.4 Desenho experimental

Passados os 30 dias de permanéncia das larvas no laboratério as mesmas
ja podem ser consideradas juvenis. Os juvenis de zebrafish foram submetidos a
primeira biometria para a selecdo dos espécimes dentro da faixa de peso de
0,005mg a 0,010mg.

Os animais selecionados foram separados individualmente em copos
plasticos e posteriormente distribuidos no sistema experimental em um
delineamento inteiramente casualizado (DIC), o sistema experimental era composto
por trés tratamentos sendo que cada tratamento tinha quatro repeti¢cdes (Figura 6).

A densidade em cada unidade experimental foi de 10 juvenis de zebrafish,
esta densidade esta de acordo com a literatura para nao causar estresse aos

animais.



20

Figura 6 — Primeira biometria para selecéo dos animais de 0,005mg a 0,010mg.

Fonte: Arquivo pessoal.

As unidades experimentais compunham um sistema de recirculacdo de agua
com filtro biolégico, a agua era bombeada de uma caixa de 70 Litros para o sistema,
onde se encontrava as caixas divididas em seus respectivos tratamentos: T0%
tratamento controle farinha de larvas de tenébrio, T25% - substituicdo de 25% da
proteina da farinha de peixe na racdo pela proteina da farinha de larvas tenébrio e
T50% - substituicdo de 50% da proteina da farinha de peixe pela proteina da farinha
de larvas de tenébrio da racdo, em cada unidade experimental foi colocada uma

densidade de 10 larvas (Figura 7).

Figura 7 — Unidades experimentais.

Fonte: Arquivo pessoal.

A temperatura do sistema foi mantida com duas estufas e dois termostatos a

28°C e o fotoperiodo regulado por um timer de luz analdgico ligando as 06:00 da
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manhé e desligando as 20:00 da noite mantendo 14 horas de luz e 10 horas de

escuro.

3.5 Manejo experimental

O experimento foi mantido durante 60 dias, divididos em quatro periodos de
15 dias, e no final de cada periodo foi realizado biometrias. Durante as biometrias os
animais foram anestesiados com eugenol na concentracdo de 100mg/L até
perderem os movimentos natatérios para a pesagem e a medicdo do comprimento
total de cada animal para acompanhar o desempenho zootécnico (Figura 8).

A racdo de cada tratamento era fornecida trés vezes ao dia as 09:00, 13:00
e 17:00 horas a vontade. A cada alimentacdo era feito a remocdo da sobra
superficial da alimentacdo anterior, pois a mesma formava uma pelicula fina
prejudicando o acesso dos animais a racdo que era recém ofertada. Apos o ultimo
arracoamento diario, cada unidade experimental era sifonada para retirada de fezes
e restos de racdo e 4 4gua era reposta na mesma proporcao (Figura 9).

Figura 8 — Biometria.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 9 — Limpeza do circuito.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.6 Andlise dos parametros fisico — quimicos da agua

Os parametros fisicos e quimicos da agua foram analisados semanalmente
no laboratoério de analises de agua da Unipampa através das técnicas laboratoriais,
a fim de controlar e manter os padrdes de agua adequados para a espécie. A
condutividade elétrica (us/cm) foi medida através do condutivimetro, a turbidez
(NTU) analisado com o turbidimetro, o pH foi medido com um pHmetro de bancada,
a temperatura (°C) e oxigénio (mg/l) foram aferidos diariamente através do oximetro
portatil.

Para alcalinidade (mg/L de CaCOz3) e dureza (mg/L de CaCOg3) foi utilizado o
método de titulacdo. Na titulacdo da alcalinidade foi utilizado acido sulfarico (0,05M)
como titulante e como indicador o pH da amostra, transferindo 100ml da amostra de
agua para um becker. Apés o pH da amostra ser mensurado utilizou-se H,S04 0,05M
atée o pH chegar em 4, anotou-se o volume gasto do acido e foi feito o calculo
conforme descrito por Boyd (1992) para obtencgao do resultado.

J& para a dureza foi utilizado para a titulagdo &cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) e como indicador o negro de eriocromo, adicionando 25 ml da
amostra em um erlenmeyer de 250 ml, e 25 ml de agua destilada logo apoés pipetado
1ml de solucdo tampéo, e 1ml de solucéo inibidora Na2S e 5 gotas do indicador

negro de eriocromo. Imediatamente, essa solucdo foi titulada com EDTA, até a cor
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vermelha desaparecer. O volume gasto foi anotado e os valores de dureza foram
calculados conforme metodologia descrita por Adad (1982).

Os nutrientes inorganicos dissolvidos como nitrogénio amoniacal total, nitrito
e orto-fosfato foram determinados por espectrofotometria na faixa de luz visivel. O
nitrogénio amoniacal total (NH; e NHs+) foi determinado pelo método
absorciométrico, o qual é fundamentado pela rea¢éo do salicilato de sddio catalisada
pelo nitroprussiato de sédio com quantificacdo em 695 nm descrito por Solorzano
(1969) e adaptado por Baumgarten et al. (1996).

O nitrito (N-NO2) foi determinado baseado na reagdo com sulfanilamina e
n(1-naftil) etilenodiamina com quantificagdo em 420 nm. O orto-fosfato (P-PO43-) foi
determinado pelos métodos descritos por Aminot e Chaussepied (1983) e adaptados
por Baumgarten et al. (1996), sendo quantificado pelo método espectrofotométrico,
fundamentado na decomposi¢do acida da amostra e posterior tratamento com &cido

ascorbico, com quantificacdo em 880 nm.

3.7 Andlise estatistica

Os dados de crescimento foram submetidos a analise de uniformidade. Foi
realizada Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de médias pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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5 RESULTADOS

Os valores médios para as variaveis de qualidade de agua (Tabela 3)
analisadas durante o periodo experimental estdo de acordo com a faixa de conforto
para a espécie (DAMMSKI et al., 2011; FISH BASE). No entanto variaveis como
amonia e pH apresentaram variacfes durante o experimento, porém estes valores

nao foram significativos para apresentar danos aos animais.

Tabela 3 — Valores médios das analises de agua.

Analises Média + DP Faixa dg con_forto
Danio rerio
Condutividade (us/cm) 498,03 £77,44 300 a 1500 (us/cm)
Alcalinidade (mg/l) 101,38 £27,93 50 a 150 (mg/l)
Dureza (mg/l) 79,55 £30,43 75 a 100 (mg/l)
pH 8,43 +0,28 7a8
Amonia (mg/l) 0,0321 +0,04 0,02 (mg/l)
Nitrito (mg/l) 0,0141 +0,01 1000 (mg/l)
Oxigénio (mg/l) 7,73+0,36 4(mgll)
Temperatura (°C) 25,41+1,41 24 a 28 °C

DP (desvio padréo)

E possivel observar que houve crescimento ascendente pelos animais, o que
ja era esperado. Contudo, ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos nos
dados coletados nas biometrias. Apenas aos 45 dias experimentais verifica-se

comprimento significativamente superior do T50 para o TO (Figura 10).
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Figura 10 — Comprimento dos peixes ao longo dos dias experimentais.
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Letras diferentes nas barras dentro de dia apresentam diferenca estatistica por teste de Tukey
(P<0,05).

O peso dos animais ao longo do experimento demonstra que esse
parametro foi aumentando com o passar do tempo. A partir dos 45 dias
experimentais verifica-se diferenca significativa (P<0,05) para as médias de peso do
T50% em relacdo ao T0%. Permanecendo o mesmo comportamento na biometria
final (60 dias) (Figura 11).

Figura 11 — Peso dos peixes ao longo dos dias experimentais.
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Letras diferentes nas barras dentro de dia apresentam diferenca estatistica por teste de Tukey
(P<0,05).
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A taxa de crescimento especifico (TCE) diminuiu com o passar do tempo
experimental, ndo apresentando diferenca estatistica entre os tratamentos testados
dentro de cada periodo (dia). Contudo, quando analisado a TCE entre 0 e 60 dias
destaca-se maior valor para o tratamento T50 em relacdo ao tratamento TO
(Figural?2).

Figura 12 — Taxa de crescimento especifico (TCE) nos periodos experimentais.
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Letras diferentes nas barras dentro de periodo apresentam diferenca estatistica por teste de Tukey
(P<0,05).

Ao final do experimento, verificou-se que o comprimento dos animais nao
sofreu influéncia dos tratamentos testados. Entretanto, os parametros de peso
ganho de peso e taxa de crescimento especifico (TCE) dos animais obtiveram
diferenca significativa (P<0,01) entre os tratamentos. Esta diferenca mostrou que a
substituicdo de 50% da proteina da farinha de peixe pela proteina da farinha de
larvas de tenébrio apresentou melhores resultados em relacdo ao tratamento
controle, com 0% de substituicdo entre as proteinas (Tabela 4). A sobrevivéncia para

todos os tratamentos foi de 100%.
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Tabela 4 — Resultados* de crescimento de zebrafish alimentados com inclusdo de
tenébrio na racdo durante 60 dias.

Tratamentos

Variavel T0% T25% T50% P

Comprimento total (mm) 22,43x2,22 22,99+2,07 23,45+1,89 0,094

Peso (g) 0,124+0,04°  0,142+0,04*° 0,148+0,04*  *
Ganho em peso (g) 0,115+0,04" 0,133+0,04®° 0,140+0,04*  *
TCE (%/dia)? 4,41+0,14°  4,64+0,11%*  4,72+0,12° *

Peso (g) por peixe

Ganho em peso (g) por peixe

! Médiatdesvio padréao

®Taxa de crescimento especifico, por peixe

Letras diferentes na mesma linha demonstram diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05);
* P<0,01.

6 DISCUSSAO

Durante o periodo experimental de 60 dias, foi verificado que os peixes
tiveram crescimento considerado adequado para a espécie (ROBERT, 2016) (Figura
10 e Figura 11). Contudo, ndo apresentaram diferencas relevantes entre o0s
tratamentos nos periodos para a variavel de comprimento dos peixes (Figura 10).
Para os resultados de peso dos peixes, como demonstrado na Figura 11, detectou-
se efeito significativo entre os tratamentos a partir dos 45 dias, 0 que mostra que o
tempo de experimento deve ser dimensionado para promover desenvolvimento
animal que fidelize a resposta dos tratamentos (GUILLAUME.; CHOUBERT, 2001).
Essa metodologia deve ser revista para o zebrafish, pois grande parte das pesquisas
realizadas com essa espécie tem duracdo de 30 dias (VARGAS et al.,, 2018;
ZARANTONIELLO et al., 2018).

A taxa de crescimento especifico (TCE) dos peixes reduziu ao longo do
experimento, resultado esse que corrobora com a curva de crescimento da espécie,
ou seja, quanto mais velho o animal, menor sera sua TCE. Essa variavel nao
apresentou diferenca entre os tratamentos por periodo, no entanto, nos dados
acumulados de 0 a 60 dias foi detectada diferenca significativa (Figura 12)
reforgando os resultados de peso (Figura 11).
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O presente estudo € o primeiro a trabalhar com zebrafish desde sua fase
juvenil até sua fase adulta, observando que dietas com 50% de substituicdo da
farinha de peixe por farinha de larvas de tenébrio melhora o desempenho zootécnico
dos animais nas condi¢cdes experimentais deste trabalho, contudo, niveis mais
elevados devem ser testados, pois a farinha de larvas de tenébrio apresenta um
grande potencial para uso como fonte proteica alternativa.

Os melhores resultados encontrados no estudo para o desempenho
zootécnico para a farinha de larvas de tenébrio em relacdo a farinha de peixe podem
estar relacionados com a digestibilidade de ambas as farinhas utilizadas nas dietas
experimentais. Pois a digestibilidade dos ingredientes utilizados nas ra¢gdes depende
da sua composicéo, principalmente do teor de matéria mineral (cinzas), onde quanto
maior o teor de cinzas (CZ) menor sera a digestibilidade da matéria seca e
consequentemente da proteina (CARTAXO, 2015).

A farinha de peixe da dieta controle possui alto teor de cinzas (33,99%) em
comparacao a farinha de larvas de tenébrio (4,28%). Estes valores para a farinha de
larva de tenébrio sdo corroborados por Lira (2015), Tubin (2017), Gasco et al. (2016)
e Belforti et al. (2015) que encontraram 3,5%, 6,2%, 4,7% e 4,7% de cinzas,
respectivamente. Porém, os valores para cinzas encontrados pelos mesmos autores
em relagdo a farinha de peixe ndo correspondem ao encontrado no presente estudo,
gue se mostrou superior aos demais valores descritos na literatura. A causa,
segundo Zhou et al. (2004) é a composicdo da farinha, que possivelmente foi
produzida a partir de residuos de peixe, resultando em um alto teor de cinzas e
baixa digestibilidade.

O fato de desengordurar a farinha de larvas de tenébrio também pode ter
interferido positivamente nos resultados obtidos, pelo aumento da concentracéo
proteica do ingrediente (Tabela 1) e consequentemente em niveis de aminoécidos,
suprindo possiveis deficiéncias nutricionais. Da mesma forma, pela diminuicdo do
lipidio da racdo é possivel que tenha ocorrido ajuste energético, ja que a gordura €
uma fonte energética de rapida metabolizagcdo e interfere na saciedade e
consequentemente no consumo de alimento pelo peixe (LOSEKANN et al., 2008).

Além disto, o habito alimentar da espécie também pode ter influenciado nos
resultados encontrados no presente trabalho, pois esta caracteristica possui grande

influéncia na digestibilidade dos nutrientes.
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Boscolo et al. (2004) em estudo de comparacdo entre farinha de camardo
canela (Macrobrachium amazonicum), tilapia do nilo e corvina (Plagioscion
squamosissimus) na alimentacdo de tilapia encontrou valores de digestibilidade de
88,79%, 67,09% e 70,67% respectivamente e explica que tal fato pode ter sido
causado pelos valores de cinzas presente em cada farinha, onde o menor teor
encontrado foi na farinha de camaréo canela (14,26%) em comparacgéo as farinhas
de tilapia do nilo (30,13%) e corvina (30,89%). Resultado esse, que entra em
concordancia com os dados deste estudo, com melhor desempenho do T50.

A hipétese da influéncia do habito alimentar do zebrafish sobre os resultados
encontrados neste estudo estd de acordo com a teoria de Sanchez-Muros et al.
(2015), que acreditam que a causa para O menor crescimento em peixes
alimentados com a farinha de insetos pode estar relacionada ao teor de quitina na
dieta. Consequentemente um dos fatores para o melhor desempenho do zebrafish
com a incluséo de farinha de larvas de tenébrio estaria relacionado com o hébito
alimentar onivoro da espécie, que na forma selvagem alimenta-se de larvas de
pequenos insetos.

Para algumas espécies como a dourada (Sparus aurata) a inclusdo da
farinha de larvas de tenébrio em até 50% na racdo nao proporcionou diferenca nos
resultados de crescimento (PICCOLO et al.,, 2017). Resultados semelhantes aos
encontrados por Jabir et al. (2012) utilizando 0, 25, 50 e 100% de substituicdo da
farinha de peixe pela farinha de tenébrio gigante (Zophobas morio) para tilapia do
nilo (Oreochromis niloticus). J& para juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)
0s mesmos parametros de desempenho ndo obtiveram diferenga significativa entre
os tratamentos (0, 10, 20 e 30% de inclusédo da farinha de larvas de tenébrio) (LIRA,
2015). Portando, os resultados dos trabalhos citados ndo estdo em consonancia
com os resultados encontrados no presente estudo em que o alto nivel de incluséo
da farinha de larvas de tenébrio proporcionou ganho em crescimento nos peixes.

Foi possivel verificar que a inclusdo de 25 a 50% de farinha de larvas de
tenébrio ndo afeta negativamente o desempenho zootécnico do zebrafish. E a racéo
com 50% de farinha de larvas de tenébrio apresentou melhores resultados em
termos de peso, taxa de crescimento especifica e ganho em peso, em comparacao a

racao controle (0% de incluséo) (Tabela 4).
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7 CONCLUSAO

A substituicdo de 50% da proteina da farinha de peixe pela proteina da
farinha de larvas de tenébrio na alimentacdo de Zebrafish (Danio rerio) melhora os
parametros zootécnicos da espécie, evidenciando seu potencial uso para compor

dietas de peixes.
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