GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA E PESCA

AVALIACAO DO ENRIQUECIMENTO NUTRICIONAL DE Artemia sp. COM WHEY
PROTEIN ISOLADO PARA APLICACOES EM AQUICULTURA

Gabriela Toledo Nobrega
Orientador: Vander Bruno dos Santos

Coorientador: Eduardo Gomes Sanches

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-graduacao em Aquicultura e Pesca do Instituto
de Pesca - APTA - SAA, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Aquicultura

e Pesca.

SAO PAULO
ABRIL-2025



GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA E PESCA

AVALIACAO DO ENRIQUECIMENTO NUTRICIONAL DE Artemia sp. COM WHEY
PROTEIN ISOLADO PARA APLICACOES EM AQUICULTURA

Gabriela Toledo Nobrega
Orientador: Vander Bruno dos Santos

Coorientador: Eduardo Gomes Sanches

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-graduagdao em Aquicultura e Pesca do Instituto
de Pesca - APTA - SAA, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Aquicultura

e Pesca.

SAO PAULO
ABRIL-2025



GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA E PESCA

ENRIQUECIMENTO DE Artemia sp. COM WHEY PROTEIN ISOLADO: IMPACTOS
NA NUTRICAO E CRESCIMENTO DO ACARA-BANDEIRA

Gabriela Toledo Nobrega
Orientador: Vander Bruno dos Santos

Coorientador: Eduardo Gomes Sanches

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pés-graduagdo em Aquicultura e Pesca do Instituto
de Pesca - APTA - SAA, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Aquicultura

e Pesca.

SAO PAULO
ABRIL-2025



GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA E PESCA

CERTIFICADO DE APROVACAO
TITULO: AVALIACAO DO ENRIQUECIMENTO NUTRICIONAL DE Artemia
sp. COM WHEY PROTEIN ISOLADO PARA APLICACOES EM
AQUICULTURA
AUTOR: GABRIELA TOLEDO NOBREGA
ORIENTADOR: Vander Bruno dos Santos
CO-ORIENTADOR: Eduardo Gomes Sanches
Aprovado como parte das exigéncias para obtencao do titulo de MESTRE EM
AQUICULTURA/PESCA pela Comissao Examinadora:

/’..h/.,z"ﬁs;-

Prof(a). Dr(a) Vander Bruno dos Santos

(Presidente da Comissao Examinadora - PGAP-IP)

G

Prof(a). Dr(a) Renata Guimaraes Moreira Whitton

v’b CLAUDIA MARIS FERREIRA MOSTERIO
g 3 Datac 14/04/2025 15:40:38-0300

Verifique em https://validar it 2ov.be

Prof(a). Dr(a) Claudia Maris Ferreira Mosterio

Data da realizacao: 10 de Abril de 2025



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacéo (CIP)

Elaborada pelo Programa de P6s-graduagdo em Aquicultura e Pesca. Instituto de Pesca, Sdo Paulo

N355a Nobrega, Gabriela Toledo
Avaliacédo do enriquecimento proteico de artemia sp. com Whey protein isolado para aplicagdes

em aquicultura / Gabriela Toledo Nobrega — S&o Paulo, 2025

82f. ; fig 05. ; tab.03. graf. 4

Dissertacédo (mestrado) apresentada ao Programa de Pés-graduagdo em Aquicultura e Pesca do
Instituto de Pesca — APTA - Secretaria de Agricultura e Abastecimento.
Orientadora: Vander Bruno dos Santos

1. Agquicultura. 2.Suplementag&o nutricional. 3. Pesca ornamental. 4. Enriquecimento proteico
5.Hipertrofia muscular. 6. Qualidade da agua

I. Santos, Vander Bruno dos. II. Titulo.

CDD 574

Permitida a cépia parcial, desde que citada a fonte — O autor



AGRADECIMENTOS

A jornada do mestrado foi marcada por desafios, aprendizados e
transformagoes profundas. Neste caminho, tive a graga de contar com o apoio e
a presenca de pessoas e instituicdes que foram fundamentais para que este
trabalho se tornasse realidade. Agradeco primeiramente a Deus, pela forga,
sabedoria e serenidade nos momentos mais desafiadores. A minha familia, meu
alicerce, por todo amor, paciéncia e incentivo constante, mesmo nas fases em que
estive ausente fisicamente ou emocionalmente. O carinho de vocés foi

combustivel em todos os dias dificeis.

Aos meus orientadores, Dr. Vander Bruno dos Santos e Dr. Eduardo
Gomes Sanches, deixo minha sincera gratiddo pela orientacdo generosa, pela
confianca depositada em meu trabalho e pela dedicacdo em compartilhar seus
conhecimentos. Obrigada por acreditarem no meu potencial e por guiarem-me
com sensibilidade e rigor cientifico. Aos colegas do Instituto de Pesca -
especialmente do IP-Lisa - agradeco imensamente pelo companheirismo, pelo
apoio técnico e emocional, e pelas trocas enriquecedoras que tornaram o

ambiente de pesquisa mais leve e inspirador.

Vi



A Dr? Renata Guimaraes, do Instituto de Biociéncias, e & Dr? Erna Bach, do
laboratério multiusudrio, meu muito obrigada pelo auxilio nas andlises

laboratoriais e pela disposi¢do em contribuir com este projeto.

E ao CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico), registro minha gratiddo pelo apoio financeiro, por meio da
concessdo da bolsa (Processo n° 422390/2023-7), que foi essencial para a

viabilizagdo desta pesquisa.

Este trabalho é resultado de um esforco coletivo, e carrego comigo cada
gesto de apoio, incentivo e acolhimento que fizeram parte dessa caminhada. A
todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizagdo deste sonho, meu

mais sincero e emocionado muito obrigada.

Sumario
AGRADECIMENTOS ..ottt Vi
RESUMO ...t bbb ix
LNTRODUGAOD GERAL.........oouiieeeeeteieeeeee ettt ettt ettt s sttt st sttt es st et e s st et e e s seerenens 1
2.Revisa0o bibLIOGIAfiCa.......covuiviiiiiiiiiiiicc s 3
2.1 O papel dos aminoécidos e acidos graxos na nutricao de peixes..........c.cccovuvururnnene. 3
2.4 Nutricdo e crescimento muscular €m PEIXES.......cccovvvreiririeieiririieienreeeseeeereenes 6
OBJETIVO GERAL. ...ttt 8
Referéncia Bibliografica.........cccooviviiiiiiiiiiiiiiiiiiic i 9
CAPITULO Tttt 12
TINTRODUGCAO. ..ottt et eee st es et st s eeses e sesesessseeeeseseseessesseseenens 14
2. Materiais € Métodos.........cccciiiiiiiiiiiiiiiii s 15
2.1. Material Bioldgico e Condigdes de Cultivo.............cccccvvvviiiiniiiiniiiiiice 15
2.2 Analise da Composicao Nutricional Aminoécidos e Acidos Graxos..................... 17
2.3 Analise estatistiCa.........cccoouviiiiiiiiiiiiiiiii e 19
3. ReSUItAdOS ..o 19
3.1 Media e desvio padrao de Sobrevivéncia e crescimento entre os grupos de 12 e 24
ROTAS ... s 19
N I T ay b =T o OO 25
5. CONCIUSAOD ..ot 28



6. Agradecimentos ... 28

7. REFEIEIICIAS ..eeuvneieiteieetet ettt sb e e et ens 28
CAPITULO 2...ooooireveiimeseeeesseesseessseessssessss s sessss e essssse st 32
RESUINIO: ..ot 33
0 5 n o T L T~ o 2SR 34
2. Material € MELOA0S.......evuieiieiieiieiieereeeee et 36
2 @) o] 7= g Tar=To e (e F= Yo Lo - Tu SRS 36
2.2 Detalhamento da preparacdo experimental: tratamentos e condicdes iniciais.......... 37
2.2.2 Preparacdo do aquario € da 4gUa.........ccceevvvvrviinininiiinieicicccccc s 38
2.4 Analise biométrica do Acard-bandeira...........cccoeovrerireiinininenieeeee 45
2.5 Anélises Histolégicas do Crescimento Muscular do Acarad-Bandeira..................... 47
2.6 ANAliSe A0S A0S ...c.veuveuieiieiiciiriectere e 50

Os dados coletados foram organizados em planilhas do Microsoft Excel e
submetidos a andlise estatistica. Inicialmente, aplicou-se a ANOVA unidirecional
para comparar as varidveis de crescimento e peso entre os diferentes tratamentos,
adotando p < 0,05 como nivel de significancia. Em seguida, o teste de Tukey foi

utilizado para comparagdes multiplas entre 0s grupos..........ccccoeviiiiiiiiniinnnninnnnn, 50
B.RESUIAAOS ..o s 50
5. CONCIUSAOD ..o 61
6. Agradecimentos...........ccoccviiiiiiiiiiiiii e 62
8. REfEIENCIAS ....vvvvicicicicccc e 62
CONSIDERAGCOES FINALIS......ocvuuiumirreeeseesesiesssesssssssessssssssssssssssssssssesssssssssssssssssnnes 64

viii



RESUMO

Este estudo avaliou o impacto da suplementacdo de ““whey protein™ na
alimentacdo de Artemia sp. para o crescimento do Acara-bandeira (Pterophyllum
scalare). Utilizando diferentes concentrac6es de ~“whey protein”” (0,0g, 0,19, 0,59 e 1,09)
durante 60 dias, o experimento analisou sobrevivéncia, crescimento, composicdo
muscular, acidos graxos e aminoacidos. Os resultados mostraram que a suplementacéo de
““whey protein”“promoveu aumento significativo no crescimento morfométrico e na
densidade das fibras musculares, especialmente nos tratamentos com 0,1g e 0,5g, com
destaque para o tratamento 1,0g (137,78 fibras/mmg?). A analise de aminoacidos e acidos
graxos indicou melhorias nos compostos essenciais, como Lys, Val, Tyr e lle. Além disso,
a sobrevivéncia e o crescimento das artemia foram otimizados, com melhores resultados
no tratamento de 0,1g. Este trabalho destaca o potencial do ~“whey protein” como
suplemento funcional, com efeitos positivos no desenvolvimento de Pterophyllum

scalare e implicacdes para a producdo de peixes ornamentais mais saudaveis.

Palavras-chave: Aquicultura, Suplementacdo nutricional, Pesca ornamental,

Enriquecimento proteico, Hipertrofia muscular, Qualidade da agua.



ABSTRACT

This study evaluated the impact of whey protein supplementation in
Artemia sp. feeding on the growth of Pterophyllum scalare. Using different whey
protein concentrations (0.0g, 0.1g, 0.5g, and 1.0g) over 60 days, the experiment
analyzed survival, growth, muscle composition, amino acids, and fatty acids.
Results showed that whey protein supplementation significantly improved
morphometric growth and muscle fiber density, especially in treatments with
0.1g and 0.5g, with the 1.0g treatment showing the highest fiber density (137.78
tibers/mm?). Amino acid and fatty acid analysis indicated improvements in
essential compounds such as Lys, Val, Tyr, and Ile. Additionally, artemia
survival and growth were optimized, with the 0.1g treatment showing the best
results. This work highlights the potential of whey protein as a functional
supplement, with positive effects on Pterophyllum scalare development and

implications for healthier ornamental fish production.



Keywords: Aquaculture, Nutritional supplementation, Ornamental fish, Protein

enrichment, Muscle hypertrophy, Water quality.
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1.INTRODUGAO GERAL

A aquicultura ornamental tem apresentado crescimento significativo nos
altimos anos, impulsionada pelo aumento da demanda por peixes ornamentais
e pela valorizagao estética dos aqudrios domésticos. De acordo com relatério da
Verified Market Reports (2024), o mercado global de peixes ornamentais deve
atingir cifras bilionarias nos préximos anos, refletindo nao apenas o interesse
comercial, mas também a necessidade de avancos tecnolégicos na produgao

aquicola, especialmente no que tange a nutricao larval.

Nesse contexto, a producdo de peixes ornamentais em ambientes
laboratoriais tem ganhado destaque, tanto pelo seu valor econémico quanto pelo
potencial de reduzir a pressao sobre populagdes naturais. O Acard-bandeira
(Pterophyllum scalare Schutze, 1823), por exemplo, é amplamente cultivado
devido ao seu apelo estético, comportamento pacifico e alta capacidade
reprodutiva, tornando-se uma das espécies mais populares entre aquaristas
(Chapman, 2000; Luna & Gémez, 2005). No entanto, o sucesso da criagdo em
cativeiro depende de diversos fatores biol6gicos e ambientais, sendo a nutrigdo
um dos aspectos mais criticos, especialmente na fase larval, quando as exigéncias
nutricionais sdo elevadas para sustentar altas taxas de crescimento (Pereira et al.,

2016).

A Artemia salina destaca-se como um alimento vivo amplamente utilizado
na larvicultura, devido a sua facil manipulagdo nutricional. O enriquecimento
nutricional da artemia, especialmente com fontes lipidicas e proteicas, visa
atender as exigéncias especificas de peixes ornamentais durante suas fases
iniciais de desenvolvimento. Embora estudos demonstrem que estratégias de
enriquecimento lipidico podem melhorar seu valor nutricional (Lopalco et al.,
2019), compreender os mecanismos metabodlicos envolvidos na deposicao desses

nutrientes nos tecidos dos peixes é igualmente essencial.

Durante o processo de lipogénese de novo, os aminoécidos desempenham

um papel fundamental como precursores na sintese de acidos graxos.



Inicialmente, sao desaminados, formando intermedidrios como piruvato e acetil-
CoA, sendo este ultimo convertido em malonil-CoA pela acdo da acetil-CoA
carboxilase. A sintese de acidos graxos prossegue com a elongacdo promovida
pela enzima &cido graxo sintase, utilizando unidades de malonil-CoA como
substrato. Este processo ocorre predominantemente no figado e é intensificado
em situagdes de excesso de nutrientes, especialmente quando ha abundéncia de

aminodacidos e carboidratos na dieta (UNIPAR, 2023).

Além dos lipidios, o perfil de aminoéacidos essenciais (AAEs) é um fator
critico na formulagao de dietas para organismos aquéaticos. Segundo meta-analise
de Xing et al. (2023), ha consideravel variacdo nas exigéncias de AAEs entre
espécies de peixes e crusticeos, sendo lisina, metionina+cistina e
fenilalanina+tirosina alguns dos mais requeridos. Suprir adequadamente essas
exigéncias é essencial para promover crescimento eficiente e reduzir impactos

ambientais, como o excesso de excrecao de nitrogénio.

Adicionalmente, fatores ambientais desempenham papel determinante no
crescimento muscular de peixes tele6steos. Conforme Sdnchez Roncancio et al.
(2020), a miogénese é sensivel a varidveis como temperatura, oxigenagdo e
qualidade da 4gua, que influenciam diretamente os processos de hiperplasia e
hipertrofia muscular. Essas interacdes entre nutricao e ambiente sdao essenciais
para otimizar o desempenho zootécnico e a qualidade estética dos peixes
ornamentais, cujas caracteristicas morfologicas sdo altamente valorizadas

comercialmente.

Considerando a importancia da nutricdo na fase inicial do
desenvolvimento do Acara Bandeira e o potencial do enriquecimento da Artemia
sp. com ““whey protein ", este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos dessa
suplementagdo sobre o crescimento e desenvolvimento muscular da espécie. A
pesquisa serd conduzida em ambiente laboratorial, permitindo o controle de
varidveis ambientais e 0 monitoramento detalhado dos impactos dessa estratégia

nutricional na qualidade do alimento vivo e no desempenho dos peixes. O



desenvolvimento de dietas inovadoras e sustentaveis é essencial para otimizar a
produtividade da aquicultura ornamental e melhorar a qualidade dos peixes
cultivados, beneficiando tanto o setor produtivo quanto a conservagao de

espécies aquaticas em seus habitats naturais.

2.Revisao bibliografica
2.1 O papel dos aminoacidos e acidos graxos na nutricao de peixes

A formulagdo de dietas balanceadas para peixes exige o conhecimento
preciso das exigéncias nutricionais especificas das espécies, especialmente
durante os estagios iniciais de desenvolvimento. Entre os nutrientes essenciais,
os aminoécidos e os dcidos graxos se destacam por sua importancia na promogao
do crescimento, na eficiéncia alimentar e na sobrevivéncia dos peixes.

Os aminoacidos sao unidades estruturais das proteinas e exercem diversas
funcodes fisioldgicas, como a sintese de tecido muscular, a formacdo de enzimas e
hormonios, e a atuacdo no sistema imunolégico dos peixes. Sao classificados
como essenciais, quando ndo podem ser sintetizados pelo organismo, e ndo
essenciais, quando o organismo consegue produzi-los em quantidade suficiente
(Silva Liebl et al., 2021).

Estudos com peixes amazdnicos, como o tambaqui (Colossoma
macropomum), o pirarucu (Arapaima gigas) e o matrinxa (Brycon amazonicus),
destacam a lisina, a metionina e a treonina como aminoacidos de maior exigéncia
nutricional. A lisina, por exemplo, é fundamental para a deposicao proteica e a
producao de coldgeno e carnitina, além de contribuir para a conversao alimentar
e o rendimento de carcaga (Silva Liebl et al., 2021).

Em espécies marinhas como o cobia (Rachycentron canadum), observa-se
uma alta taxa de utilizacdo de aminodacidos, especialmente lisina, leucina e
fenilalanina, durante os estdgios embriondrio e larval. Esses aminodcidos sdao
mobilizados a partir do saco vitelino, sustentando o metabolismo e promovendo
o crescimento nas fases iniciais (Huang et al., 2022).

Os acidos graxos atuam como fonte de energia e componentes estruturais

das membranas celulares. Durante o desenvolvimento larval, os peixes



dependem fortemente dos lipidios armazenados no vitelo, com destaque para os
acidos graxos poli-insaturados da série n-3 (PUFAs), como o &cido docosa-
hexaenoico (DHA) e o acido eicosapentaenoico (EPA) (Huang et al., 2022).

No caso do cobia, a propor¢ao de DHA e EPA aumenta significativamente
ao longo do desenvolvimento larval, evidenciando sua importadncia para a
sobrevivéncia, o desenvolvimento neurolégico e a integridade das membranas
celulares. Por outro lado, os acidos graxos saturados diminuem com o tempo,
enquanto os PUFAs aumentam, indicando que a dieta ideal para larvas deve

mimetizar a composicao lipidica natural do vitelo (Huang et al., 2022).

2.2 Utilizacao de Artemia sp. como alimento vivo na larvicultura de peixes

A larvicultura é uma das fases mais criticas da piscicultura, especialmente
para espécies ornamentais, devido a imaturidade do sistema digestério das
larvas e a sua baixa capacidade de utilizar dietas inertes (Campelo et al., 2019).
Nesse contexto, o uso de alimento vivo como os nauplios de Artemia sp. torna-se
fundamental para garantir o crescimento, a sobrevivéncia e o desenvolvimento

adequado dos peixes.

Estudos com pés-larvas de acara-severo (Heros severus) demonstraram que
o fornecimento de nduplios de artemia por um periodo de 10 dias, seguido por
trés dias de transicdo alimentar com dieta inerte, promoveu os melhores indices
de desempenho produtivo, crescimento especifico e desenvolvimento
morfométrico (Campelo et al., 2019). A presenca de enzimas digestivas naturais
na artemia, bem como sua atratividade visual e quimica, contribui para uma
maior ingestao e digestibilidade por parte das larvas, facilitando a transicao para

dietas secas (Campelo et al., 2019).

Além disso, a artemia possui a vantagem de ter seu valor nutricional
modulado por meio da bioencapsulacdo. Um estudo realizado com tetras-serpa
(Hyphessobrycon eques) alimentados com artemia enriquecida com spirulina
demonstrou melhorias significativas na coloracdo e em parametros

imunolégicos, como a reducdo da atividade de protease, sugerindo aumento da



imunocompeténcia dos peixes (Wee et al., 2021). Os carotenoides presentes na
spirulina, por exemplo, sdo transferidos eficientemente para os peixes por meio
da artemia, favorecendo a pigmentacao e possivelmente a atratividade comercial

dos peixes ornamentais.

Portanto, a Artemia sp. destaca-se ndo apenas por sua alta digestibilidade
e valor nutricional durante os estagios iniciais de vida, mas também como veiculo
eficiente para suplementagdes funcionais, contribuindo para a satide, aparéncia

e desempenho dos peixes cultivados.

2.3 Biologia, comportamento e condi¢des ambientais de Pterophyllum scalare
O acara-bandeira (Pterophyllum scalare) é um peixe de agua doce
pertencente a familia Cichlidae, nativo da bacia Amazonica e amplamente
distribuido no Brasil, Peru, Colombia e Guianas. Reconhecido por sua beleza e
comportamento relativamente pacifico, tornou-se uma das espécies ornamentais

mais populares no mercado mundial (Takahashi et al., 2010).

Em termos de biologia reprodutiva, P. scalare apresenta elevada
fecundidade, com producao de até 1.082 ovos por fémea de 50g, e altas taxas de
sobrevivéncia embriondria, superiores a 96% em condigdes laboratoriais (Ortega-
Salas et al., 2009). O crescimento larval é influenciado significativamente pela
dieta, sendo os alimentos vivos, como nduplios de artemia e microcrustéaceos,
mais eficazes em promover maior crescimento e sobrevivéncia em comparagao

com dietas comerciais secas (Ortega-Salas et al., 2009; Takahashi et al., 2010).

O comportamento térmico de P. scalare também é bem caracterizado.
Estudos indicam que a faixa de temperatura preferida por juvenis e adultos esta
entre 29,0°C e 31,1°C, sendo esta compativel com condi¢des ideais para
metabolismo, crescimento e reproducdo (Pérez et al., 2003). O peixe demonstra
capacidade de termorregulacdo comportamental, migrando para faixas térmicas
favoraveis ao seu desempenho fisiol6gico. Ainda que tolerem temperaturas

criticas de até 42,1°C (em adultos), é recomendada a manutencao de cultivos em



ambientes com temperatura estavel, ndo excedendo 30°C, para evitar estresse

térmico (Pérez et al., 2003).

Além disso, P. scalare adapta-se bem a diferentes sistemas de producao em
cativeiro, incluindo sistemas fechados com controle ambiental. Pardmetros de
qualidade da agua, como pH entre 6,0 e 6,9 e temperatura entre 26,7°C e 29°C,
sdo ideais para o cultivo da espécie, embora possam tolerar variagdes moderadas
(Takahashi et al., 2010). O fornecimento de alimento adequado ao tamanho dos
peixes e a composicdo nutricional balanceada das dietas sdo fatores cruciais para
garantir o bem-estar e a wuniformidade do lote, aspecto valorizado

comercialmente (Takahashi et al., 2010).

2.4 Nutricao e crescimento muscular em peixes
O crescimento muscular dos peixes é determinado por dois principais

processos celulares: a hiperplasia, que consiste na formagdo de novas fibras
musculares, e a hipertrofia, caracterizada pelo aumento do didmetro das fibras ja
existentes. A prevaléncia de cada um desses processos depende da fase de
desenvolvimento do animal. Em espécies como o pirarucu (Arapaima gigas), de
grande porte e crescimento indeterminado, a hiperplasia predomina nas fases

iniciais, enquanto a hipertrofia se torna mais evidente na fase juvenil (Carani et

al., 2008).

A musculatura branca, responsavel por movimentos rapidos e intensos,
compde a maior parte da massa muscular dos peixes (cerca de 60%) e é a principal
area de estudo nos trabalhos sobre crescimento (Carani et al., 2008). Observou-se
que, em alevinos, predominam fibras de menor didmetro (<30 um), reflexo da
intensa atividade hiperplasica. Ja nos juvenis, ocorre o aumento do didmetro das
tibras (>30 pm), demonstrando o inicio da hipertrofia como mecanismo

dominante, embora ambas as vias ainda estejam ativas.

A nutricdo desempenha papel fundamental na estimulagdo da hiperplasia
durante a fase de poés-larvas e alevinos, impactando diretamente no potencial de

crescimento a longo prazo. Dietas ricas em proteina de alta digestibilidade,



aminodacidos essenciais e lipidios insaturados favorecem nao apenas a deposicao
de proteina muscular, mas também o desenvolvimento adequado dos tecidos

esqueléticos e o fortalecimento da imunidade (Castro, 2023).

No estagio de alimentagdo exdgena,que ocorre logo apés o esgotamento
do saco vitelinico, as larvas ainda apresentam sistema digestivo imaturo, sendo
essencial a oferta de alimentos de fécil digestdo e alta qualidade nutricional. A
falta de nutrientes adequados pode resultar em desenvolvimento muscular

limitado ou até atrofia (Castro, 2023).

A utilizacdo de dietas fareladas balanceadas tem se mostrado uma
alternativa viavel e eficaz em substituicao parcial aos alimentos vivos, com
vantagens como maior praticidade, menor risco sanitério e custo reduzido. Para
ser eficazes, essas ragdes devem ter tamanho de particula adequado a abertura
bucal dos peixes, alta atratividade sensorial e ingredientes altamente

biodisponiveis (Castro, 2023).

Estudos em diferentes espécies demonstram que a fase de poés-larva é
critica para a definicdo do potencial de crescimento. Por exemplo, em carpas e
pacus, dietas ricas e equilibradas proporcionaram maiores taxas de recrutamento
de fibras musculares (Alami-Durante et al., 1997; Leitao et al., 2009, apud Castro,
2023). Ja& dietas pobres em qualidade nutricional foram associadas a menor

crescimento e alteracOes estruturais.

Além disso, a suplementacdo com aditivos como aminodacidos essenciais
(ex: leucina, taurina), enzimas exégenas e prebioticos pode aumentar a eficiéncia
digestiva e o aproveitamento dos nutrientes, refletindo em maior deposicdo

muscular e menor mortalidade (Castro, 2023).

Portanto, a nutrigdo nas fases iniciais nao s6 influencia a sobrevivéncia e o
crescimento imediato, como também determina a qualidade do produto final,
com implicacdes diretas no rendimento de filé e desempenho zootécnico durante

todo o ciclo produtivo.



OBJETIVO GERAL
Analisar a qualidade nutricional da suplementacdo proteica com ““whey
protein”” isolado na Artemia sp. e o crescimento muscular do acara-bandeira

(Pterophyllum scalare)

OBJETIVOS ESPECIFICOS
J Determinar a concentracdo ideal de ““whey protein”" isolado para o
enriquecimento da Artemia sp.;
. Analisar os efeitos desse enriquecimento sobre a composigao dos perfis de

aminodacidos e &cidos graxos;

J Avaliar a sobrevivéncia da artemia sob diferentes concentragdes de ““whey
protein”” isolado;
. Investigar o crescimento dos peixes, incluindo peso, comprimento e

proporcdes corporais, por meio de analises biométricas;
J Identificar alteragdes morfologicas relacionadas a hipertrofia e hiperplasia

muscular.
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CAPITULO 1

AVALIACAO DO ENRIQUECIMENTO NUTRICIONAL DE Artemia sp. COM
WHEY PROTEIN ISOLADO PARA APLICACOES EM AQUICULTURA.

12



Resumo

A Artemia sp. é amplamente utilizada na aquicultura como alimento vivo devido

a sua capacidade de bioencapsular nutrientes essenciais. No entanto, sua
composicao natural apresenta baixos niveis de aminoacidos essenciais e acidos
graxos poli-insaturados (PUFAs), limitando seu valor nutricional. Este estudo
avaliou o enriquecimento nutricional da artemia com ““whey protein”" isolado,
investigando seus efeitos na composicdo bioquimica, no crescimento e na
sobrevivéncia dos nduplios, com o objetivo de aprimorar seu perfil nutricional.
Foram testadas quatro concentragdes de ““whey protein”” (0,0 g; 0,1 g; 0,5 g; e 1,0
g) em dois tempos de exposicao (12 e 24 horas), utilizando 500 nauplios por
tratamento. A concentragdo de 0,5 g por 24 horas proporcionou a maior taxa de
sobrevivéncia (58,80%) e crescimento médio (0,63 cm). A andlise bioquimica
demonstrou aumentos significativos nos niveis de aminoécidos essenciais, como
lisina (399,72 uM), tirosina (3.556,48 uM) e isoleucina (2.277,35 pM), além da
melhora no perfil lipidico, com elevacdo dos niveis de 4acidos graxos
monoinsaturados e poli-insaturados. Os resultados indicam que a adigdo de
“whey protein”” isolado diretamente na dgua é uma estratégia eficaz para
enriquecer Artemia sp., contribuindo para a produgao de alimento vivo de maior
qualidade na aquicultura.

Palavras-chave: bioencapsulacdo, perfil lipidico, aminodcidos essenciais,
crescimento, sobrevivéncia, nutricdo aquatica.
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1.INTRODUCAO

A Artemia sp.€ amplamente utilizada na larvicultura de peixes e
crustaceos devido a sua elevada digestibilidade, facilidade de cultivo em
laboratoério e excelente valor nutricional. E especialmente recomendada como
alimento inicial para larvas, contribuindo significativamente para o crescimento,
sobrevivéncia e resisténcia ao estresse em diversas espécies de peixes. Em estudo
com jundia (Rhamdia quelen), a alimentacdo com artemia por 15 dias resultou em
melhores indices de peso final, comprimento e sobrevivéncia das larvas,
destacando seu papel essencial nos estdgios iniciais da vida dos peixes (Diemer

et al., 2012).

A eficacia da artemia como alimento vivo esta diretamente relacionada a
sua capacidade de ser enriquecida com diferentes compostos, como probiéticos,
prebioticos, lipidios, vitaminas e proteinas. Essa caracteristica permite
potencializar seu valor nutricional por meio da bioencapsulacdo, especialmente
no que se refere ao fornecimento de aminoacidos essenciais e acidos graxos poli-
insaturados (PUFAs), fundamentais para o desenvolvimento muscular,
imunidade e integridade celular dos organismos aquéaticos. Estudos demonstram
que o enriquecimento da artemia com probiéticos e prebidticos aumentou
significativamente os teores de proteina (até 53,06%), lipidios (até 16,98%), além
de proporcionar maiores concentracdes de leucina, histidina, 4cido linoleico e

linolénico, em comparacdo ao controle (Hamsah et al., 2017).

Além de seu valor nutricional, a artemia também se destaca por suas
extraordindrias adaptagOes biolégicas. Trata-se de wum microcrustaceo
extremofilo, altamente especializado para sobreviver em ambientes hipersalinos,
considerados indéspitos para a maioria das espécies. Entre suas principais
adaptacbes estd um sistema de osmorregulacdo extremamente eficiente,
permitindo a sobrevivéncia em salinidades até 10 vezes maiores que a da agua
do mar. Diante de condi¢des ambientais adversas, como a seca de lagos sazonais,

as fémeas sdo capazes de alternar o modo reprodutivo, produzindo cistos
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altamente resistentes a dessecacdo e temperaturas extremas. Esses cistos
funcionam como bancos genéticos, preservando a viabilidade da espécie por

longos periodos (Gajardo & Beardmore, 2012).

Outros mecanismos fisiolégicos incluem a producdo de hemoglobinas
com diferentes afinidades por oxigénio, que facilitam a respiragdo em ambientes
com baixa concentragdo de oxigénio dissolvido, além da expressdo de proteinas
de choque térmico (Hsp70, p26), que protegem as estruturas celulares durante o
estado de dorméncia dos cistos (Gajardo & Beardmore, 2012). Essas adaptacoes
tornam a artemia um modelo ideal para estudos de estresse ambiental e evolugao

adaptativa, com relevancia tanto ecolégica quanto zootécnica (Roncancio et al.,

2020).

Diante desse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
eficdcia do enriquecimento nutricional da Artemia sp. com "whey protein" isolado,
investigando seus impactos sobre a composi¢do de aminoacidos do alimento vivo
e os beneficios resultantes para larvas de peixes e crustaceos. O desenvolvimento
de estratégias nutricionais inovadoras e sustentadveis é essencial para otimizar a
produtividade da aquicultura e reduzir a dependéncia de fontes tradicionais de
enriquecimento. Os resultados deste estudo poderdao subsidiar melhorias nos
protocolos de bioencapsulacdo, além de contribuir para o avanco do
conhecimento cientifico sobre a interagdo entre nutricdo e desempenho

zootécnico em sistemas de cultivo de organismos aquéticos.

2. Materiais e Métodos
2.1. Material Biol6gico e Condi¢des de Cultivo

Os cistos de Artemia sp. foram adquiridos da empresa Artémia Salina do
Rio Grande do Norte - Brasil e cultivados no Laboratério de Piscicultura Marinha
do Instituto de Pesca, em Ubatuba-SP. Para a eclosdo, preparou-se um recipiente
com 2 litros de 4gua salgada (salinidade 35, pH 8,3), proveniente da baia em
frente ao Instituto de Pesca. Os cistos de Artemia sp. foram incubados em solugao

sob aeragdo constante, com temperatura controlada por banho-maria e
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iluminacdo artificial durante 48 horas, seguindo protocolos estabelecidos na
literatura (Artemia salina Dorn, 2025; Protocols.io, 2025).Ap6s esse periodo, os
nduplios eclodidos foram filtrados e transferidos para um tanque de vinil com

capacidade de 2000 litros.

A estimativa da quantidade de nauplios foi baseada na taxa de eclosao dos
cistos de artemia, que varia entre 70% e 85%, dependendo das condicdes de
incubacao(Corréa et al.,, 2010; EMBRAPA, 2025). Considerando que foram
utilizados 3 g de cistos e que a taxa de eclosdo pode variar conforme a qualidade
dos cistos e os parametros ambientais, a producdao estimada foi de
aproximadamente 465.000 nduplios. Essa densidade segue os parametros
recomendados para larvicultura de organismos aquaticos, garantindo um

suprimento adequado de alimento vivo.

O cultivo foi realizado nas seguintes condi¢des: salinidade 35, pH 8,3,
temperatura media de 26°C e fotoperiodo de 13 horas de luz combinadas com 11
horas de escuriddo. Os organismos foram alimentados periodicamente com

fermento e espirulina por 15 dias, até atingirem tamanho visivel a olho nu.

Para avaliacdo do efeito do ““whey protein”” no enriquecimento nutricional
da Artemia sp., foram utilizados 16 recipientes de vidro, cada um com
capacidade para 2 litros, preenchidos com agua salgada contendo salinidade 35
e pH de 8,3. Cada recipiente recebeu uma etiqueta identificando o tratamento e
o tempo de exposicdo aplicados. O experimento consistiu em quatro tratamentos,
com trés ou quatro repetigdes cada: TC 0.0g sem adicdo de ““whey protein”’; T1
com 0,1 g de ““whey protein”’; T2 com 0,5 g de ““whey protein”’; e T3 com 1,0g de

“whey protein”.

Os nauplios de Artemia sp. foram previamente contados, sendo
transferidos 500 organismos para cada recipiente contendo a solucdo com o
suplemento. Para garantir a homogeneidade da solucdo nutritiva, o ““whey
protein”” foi dissolvido em agua salgada sob aeracdo continua. O processo de

enriquecimento foi realizado nos periodos de 12 e 24 horas. A salinidade e o pH
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da dgua foram mantidos em salinidade 35 e pHS8,3, respectivamente, utilizando
agua da bacia local. A temperatura foi controlada entre 24°C e 27°C, enquanto o
fotoperiodo foi ajustado para 13 horas de luz combinadas com 11 horas de
escuriddo, integrando iluminagdo natural e artificial. Além disso, a aeragao foi
mantida de forma continua para assegurar a oxigenacdo adequada e promover o
movimento dos organismos, criando condicdes ideais para o crescimento dos

nduplios e minimizando a variabilidade externa.

Ao final dos periodos experimentais, os nauplios foram contados
manualmente para calcular a taxa de sobrevivéncia. Aproximadamente 30
organismos de cada recipiente foram adicionados em uma placa de Petri
contendo graduacdo em mm, sendo obtidas fotografias. As imagens foram
analisadas no software LAS (Leica Application 3.7®), para analisar o
comprimento total de cada artemia. Todos os dados obtidos foram organizados
em planilhas do Microsoft Excel e posteriormente submetidos a analise estatistica
para verificar diferencas significativas entre os tratamentos, utilizando testes

estatisticos apropriados para comparativo entre médias.

2.2 Anilise da Composicio Nutricional Aminoacidos e Acidos Graxos
A composicdo nutricional da Artemia sp. foi avaliada por meio da anélise

de aminoacidos e &cidos graxos. Na determinagdo dos aminoécidos, os
organismos foram coletados, congelados e encaminhados ao Laboratério
Multiusuério do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Aquicultura do
Instituto de Pesca., As amostras foram descongeladas, lavadas para remocao do
excesso de sal, secas a 60°C por 48horas para as andlises.A composicao de
aminodacidos foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia HPLC,
conforme protocolo adaptado de (Castro et al. 2009). Em 20mg de amostra, foram
adicionados 5ml de dgua para trituracdo em Ultraturrax Dremel 3.000. Em 1ml
deste extrato foram adicionados 0,5ml de enzima quitinase. A solugdo enzimatica
foi preparada diluindo-se 1 mg da enzima em 1 ml de tampao acetato de sédio

0,05mol/L e pH 6. O extrato foi entao centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm.
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Utilizou-se HPLC equipado com detector UV-visivel (YL-9300; YL
Instrument, Anyang, Korea) e temperatura da coluna (YL_9100; YL Instrument,
Anyang, Korea). Os dados foram obtidos por meio de uma coluna de fase
reversa(LUNA 5u, RP-18, 250 cm x 4,6 mm; Phenomenex, Torrance, Ca, EUA), a
35°C. A separacao foi feita na seguinte fase moével: tampao acetato de sédio 10
mM em 4gua MilliQ (A) e acetonitrila (B): 0-1min (20% B); 1,01-1,5min (5% B);
1,51-8min (4% B). A taxa de fluxo foi mantida constante em 1 mL/min e os picos

foram detectados em 254nm e 340nm. O software utilizado foi o Clarity 8.1.

Aminoécidos como L-fenilalanina (Phe), L-tirosina (Tyr), L-valina (Val), L-
metionina (Met), L-isoleucina (Ile), L-alanina (Ala), acido L-aspartico (Asp), L-
leucina (Leu), L-lisina (Lys), L-glutamina (Glu), L-arginina (Arg), L-triptofano
(Trp), L-prolina (Pro), L-histidina (His), L-treonina (Thr), L-serina (Ser), L-
cisteina (Cys) foram adquiridos da Sigma-Aldrich-Merck para serem utilizados
como padrdes de referéncia nas andlises bioquimicas.A composicao de acidos
graxos foi realizada no Departamento de Fisiologia do Instituto de Biociéncias
da Universidade Sao Paulo - USP. A extracdo dos lipideos totais da amostra foi
realizada seguindo a metodologia de (Folch et al.,1972), utilizando uma mistura

de cloroférmio: metanol: d4gua (2:1:0,5).

Os extratos lipidicos foram metilados utilizando cloreto de acetila 5% de
HCI em metanol (Christie et al., 2003) e a composicao de AG foi analisada como
metil ésteres utilizando cromatégrafo a gas Scion, modelo 436-GC equipado com
um ionizador de chama (FID) e auto injetor. A coluna capilar utilizada para
separar os AGs foi a CPWax 52 CB, 0.25pm de espessura, 0.25mm de didmetro
interno e 30m de comprimento. Foi utilizado o seguinte programa de
temperatura: 170°C durante 1Iminuto, seguido de uma rampa de 2.5°C/min até
alcangar 240°C, e um tempo de espera final de Sminutos, totalizando 31minutos
de corrida. A temperatura foi de 250°C no injetor e 260°C no detector de ionizacao
de chama (FID). Foram utilizados os padroes de metil ésteres (FAME - Supelco,
37 comp.; Mixtures, Me95, Mel00, BR3 e BR4, Larodan) para identificar os AGs

com base no tempo de retengao.
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2.3 Analise estatistica
Os dados coletados foram organizados em planilhas do Microsoft Excel e

submetidos a andlise estatistica. Inicialmente, aplicou-se a ANOV A unidirecional
para comparar as taxas de sobrevivéncia e os parametros de crescimento entre os
diferentes tratamentos, adotando p < 0,05 como nivel de significincia. Em
seguida, o teste de Tukey foi utilizado para comparacdes multiplas entre os

grupos.

3. Resultados

3.1 Media e desvio padrao de Sobrevivéncia e crescimento entre os
grupos de 12 e 24 horas

Na tabela 1,0s resultados indicam que os tratamentos influenciam
significativamente a sobrevivéncia e o crescimento dos organismos ao longo de
12 e 24 horas. O tratamento com 0,10 g/L apresenta as maiores taxas de
sobrevivéncia apds 24 horas (62,45 + 12,02), seguido pelo tratamento com 0,50
g/L (58,80 £9,76), enquanto o tratamento com 1,00 g/L resulta nas menores taxas
de sobrevivéncia em ambos os tempos avaliados. Em relagdo ao crescimento, o
tratamento controle (0,0 g/L) apresenta o maior valor em 12 horas (0,56 £ 0,103),
porém, ap6s 24 horas, o maior crescimento é observado no tratamento com 0,10
g/L (0,52 £ 0,092). De maneira geral, os tratamentos com 0,10 g/L e 0,50 g/L
demonstram melhor desempenho em termos de sobrevivéncia e crescimento ao
longo do tempo experimental.

Tabela 1. Analise de sobrevivéncia e crescimento nas diferentes concentracoes
de enriquecimento na Artemia sp em 12 e 24h de incubacao

Concentracdo Sobrevivéncia Sobrevivéncia Crescimento Crescimento
g/L 12h 24h 12h 24h
0,0g 19.25+4.43 ab 4795+13.83ab 0.56+0.103aA  0.46+0.105 bB

0,10g 36.00+11.11a 6245+12.02a 0.47+0.094 cA 0.52+£0.092 aB

0,50g 41.75+1895a 5880+9.76a 0.52+0.103bA  0.48 £ 0.095 abB
1,00g 1750+£238b 2050+£2299b 0.50+0.115bcA  0.46 £ 0.094 bB

Meédias seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas

estatisticamente significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05). Médias
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seguidas de letras maitisculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre

os tempos de enriquecimento (12h e 24h).

3.2 Perfil nutricional de Artemia sp. Pos enriquecimento

3.2.1 Perfil nutricional de aminoacidos em Artemia sp.

A Tabela 2 apresenta os valores das concentracdes de aminoacidos
detectados na Artemia sp. apés o enriquecimento com diferentes concentracoes
de ““whey protein " por 12 e 24 horas. Embora ndo tenha sido possivel aplicar testes
estatisticos devido a auséncia de repetigdes experimentais, os dados obtidos
sugerem que a suplementacao esteve associada a concentra¢des mais elevadas de
diversos aminoacidos em comparacdo a Artemia sp. ndo suplementada (controle).

Lisina (Lys): Os niveis de lisina variaram de 22,06 uM no controle (0,0 g -
12 h) até 399,72 uM na concentracdo de 1,0 g - 24 h. Valores mais elevados foram
observados em todos os tratamentos suplementados.

Tirosina (Tyr): Observou-se maior concentracdo de tirosina nos
tratamentos com 0,5 g (3556,48 uM - 12 h) e 1,0 g (2743,9 uM - 24 h), em
comparacdo ao controle (271,75 uM - 12 h).

Valina (Val): A valina apresentou concentracdes mais altas nos grupos
com 0,5 g - 12 h (237,58 uyM) e 1,0 g - 12 h (226,83 uM), em relacdo ao controle
(113,3 pM - 12 h).

Isoleucina (Ile): Os valores oscilaram entre 1448,82 uM (controle - 12 h) e
2277,35 uM (1,0 g - 12 h), com tendéncia de maiores concentracdes nas artemias
suplementadas.

Cisteina (Cys): Os valores aumentaram progressivamente com a
suplementacao, com destaque para 43,2 uM (1,0 g - 24 h), frente a 17,56 uM no
controle (12 h).

Triptofano (Trp): As maiores concentragdes foram observadas nos
tratamentos suplementados, especialmente em 1,0 g - 12 h (786,91 nM),
comparado ao controle (220,78 nM - 12 h).

Fenilalanina (Phe): Comportamento mais variavel, com valores elevados
em 0,1 g-24h (2630,82nM) e 0,5 g - 12 h (2276,17 nM), mas com uma queda em
1,0 g - 24 h (664,08 nM).
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Tabela 2. Concentra¢ao de aminoacidos (AA) em artemias expostas a diferentes

concentragdes de ““whey protein” por 12 ou 24 horas

AA 0,0g 0,0g 01g 01g 0,5g 0,5g 1,0g 1,0g
12h 24h 12h 24h 12h 24h 12h 24h

Cys (uM) 1756 3242 2692 36.45 38.49 34.53 37.04 43.2
Lys (uM) 2206 246.08 23359 28226 341.08 33834 376.86 399.72
(uM) 1133 12096 117.14 153.51 237.58  162.86 226.83 214.36
Tyr (uM) 271.75 785.6 53451 911.39 311349 2694.94 3556.48 2743.9
Ile (uM) 1448.82 1606.57 1476.57 1630.07 2204.28 2199.27 2277.35 2087.45
Pro (uM) 43.18 6955 64.87 71.1 81.47 82.35 89.92 85.01
Trp nM) 220.78 433.66 397.14 477.65 49212 49212 78691 676.37
Phe (nM) 2283.24 1687.57 1890.41 2630.82 2068.37 2068.37 2276.17 664.08

Cisteina - Cys, Lisina - Lys, Valina - Val, Tirosina - Tyr, Isoleucina - Ile, Prolina - Pro, Triptofano
- Trp e Fenilalanina - Phe)
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Figura 1. Cromatogramas de HPLC representando a deteccdo de aminodcidos em Artemia salina
em diferentes tempos de exposigdo ao ““whey protein”’, Cisteina - Cys, Lisina - Lys, Valina - Val,
Tirosina - Tyr, Isoleucina - Ile, Prolina - Pro,Triptofano - Trp e Fenilalanina - Phe).

Os cromatogramas de HPLC obtidos demonstram a composicdo de

aminodcidos livres resultante da hidrélise enzimatica da Artemia sp. enriquecida

com “whey protein”’. Foram analisadas diferentes concentracdes enzimaticas

(0,0g/L,0,1g/L,0,5g/L e 1,0g/L) em dois tempos de hidrélise (12h e 24h).
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0,0g/L (12h e 24h): Como controle, este tratamento apresentou os menores
picos de aminoécidos, indicando baixa ou nenhuma degradacdo proteica
significativa. Pequenas quantidades de cisteina (Cys), lisina (Lys), valina (Val) e
tirosina (Tyr) foram detectadas, com um leve aumento na intensidade dos picos

ap0s 24h.

0,1g/L (12h e 24h): O aumento da concentragdo enzimaética resultou em
maior liberacdo de aminoacidos, com destaque para tirosina (Tyr), prolina (Pro)
e fenilalanina (Phe). A diferenca entre 12h e 24h foi sutil, sugerindo que a

hidrélise ocorreu majoritariamente nas primeiras 12h.

0,5g/L (12h e 24h): Neste tratamento, os picos de tirosina (Tyr)
aumentaram expressivamente, indicando que a degradagdo proteica foi
intensificada. Além disso, verificou-se maior concentragdo de triptofano (Trp) e
isoleucina (Ile), reforcando a efetividade do tratamento. A variagdo entre 12h e
24h foi minima, sugerindo um efeito mais acentuado nas primeiras horas da

hidroélise.

1,0g/L (12h e 24h): A maior concentragao enzimatica promoveu a liberacao
maxima de aminoacidos, evidenciada pelos picos intensificados de tirosina (Tyr),
lisina (Lys) e valina (Val). O tempo de retencdo dos aminoacidos manteve-se
constante, mas a intensidade dos picos em 1,0g foi significativamente superior
em relacdo aos demais tratamentos. Assim como nos outros tratamentos, a

diferenca entre 12h e 24h foi pequena.
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3.2.2 Perfil nutricional de acidos graxos em Artemia sp.

A Tabela 3 apresenta o perfil dos acidos graxos encontrados na Artemia sp.
apés o processo de enriquecimento com “‘whey protein” em diferentes
concentracdes e tempos. Assim como nos aminoécidos, ndo foi possivel realizar
testes estatisticos por falta de repeticdes; no entanto, os dados descritivos

sugerem variagdes nos perfis lipidicos entre os grupos.

SFA (acidos graxos saturados): O 4cido laurico (C12:0) apresentou maior
concentragdo na artemia controle (24,7 - 12 h), com valores decrescentes nos
grupos suplementados, especialmente em 1,0 g - 12 h (2,3). J4 o &cido estearico
(C18:0) mostrou-se mais elevado nas condi¢ées de 0,5 g -24 h (11,6) e 1,0 g - 24

h (8,9), frente ao controle.

MUFA (acidos graxos monoinsaturados): A concentracao de C18:1n7
aumentou progressivamente nas condigdes suplementadas, com valor maximo
em 0,5 g - 24 h (9,8). O C20:1n9 manteve-se em alta nos grupos suplementados,
com destaque para 0,5 g - 24 h (45,0), em comparagdo ao controle (28,4 - 12 h).

PUFA (acidos graxos poli-insaturados): O DHA (C22:6n3) foi mais
prevalente no controle (3,1 - 12 h) e apresentou valores mais baixos nos grupos
suplementados. Por outro lado, acidos como o C20:2n6 e C22:4n6 apresentaram
concentragdes elevadas nos tratamentos com 0,5 g e 1,0 g, atingindo 20,2 em 1,0
g - 12 h para o C20:2n6. O acido araquidonico (C20:4n6) foi detectado em niveis

discretos e semelhantes entre os grupos.
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Tabela 3. Perfil de acidos graxos (AG) em diferentes em artemias enriquecidas

com “whey protein”.

AG 0g Og 0,109 0,10 0,50 0,50 1,00 1,00
12h 24h 12h 24h 12h 24h 12h 24h
SFA

C12:0 24.7 12.6 5.9 5.7 3.6 5.1 2.3 3.8
C18:0 5.8 10.8 7.2 7.8 7.9 11.6 7.9 8.9
C20:0 5.7 10 7.1 6.9 6.7 8.3 6.9 6.9

C24:0 - 0.4 - - - - - -

MUFA
C18:1n9 0.5 0.8 0.7 0.6 0.7 0.8 0.7 0.7
C18:1n7 5 6.8 7.7 8.5 8.6 9.8 7.6 9.2
C20:1n9 28.4 445 39.3 36.5 38.6 45 39.6 39.3
PUFA

C18:3n3 10.2 7.1 3.9 3.7 2.3 2.2 1.6 15
C18:2n6 - - 0.6 1.2 05 0.8 0.4 0.6

C18:2n6t 0.3 0.6 - - - - - -
C18:3n6 1 1.8 1.6 2 1.5 4 14 1.7
C22:6n3 3.1 1 0.6 05 0.6 - 0.6 0.4
C20:2n6 8.4 2.8 125 12.5 18.1 10.1 20.2 19.2
C20:3n6 3.1 0.5 4.2 2.7 3.5 - 3.5 15
C20:4n6 0.7 - 0.8 1 0.7 - 1 0.7
C22:4n6 2.2 - 4 4.6 3.3 - 3.3 2.2

Os acidos graxos estdo agrupados em categorias: saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e
poliinsaturados (PUFA). Valores mais altos indicam maior reten¢do do &cido graxo na Artemia
sp. ao longo do tempo e do tratamento.

4. Discussao
Os resultados obtidos no presente estudo sobre a aplicagdo de Artemia sp.

(NN

enriquecida com ““whey protein”" isolado corroboram, em parte, com achados
anteriores sobre os efeitos do tempo de enriquecimento nutricional. Conforme
relatado por Maganhe & Sanches (2024), o periodo de 12 horas foi mais eficiente
para alterar a composicdo bioquimica da artemia, promovendo incremento nos
niveis de nutrientes essenciais. Contudo, os autores também indicam que a
extensdo do enriquecimento para 24 horas pode reduzir a quantidade de lipidios

armazenados, sugerindo a existéncia de um tempo 6timo para absorcao e

retencdo de nutrientes.

De forma semelhante, Joshua et al. (2022) destacam que o tempo ideal de
enriquecimento depende do tipo de nutriente utilizado. O periodo entre 12 e 24

horas é amplamente empregado para elevar os niveis de acidos graxos essenciais
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e outros componentes. Em seu estudo, a artemia enriquecida por 12 horas com
6leo de figado de bacalhau, acido ascérbico e gema de ovo apresentou
concentracdes mais elevadas de acidos graxos individuais, em comparacdo com
nduplios recém-eclodidos. A bioencapsulagdo por 24 horas com dietas comerciais
ricas em lipidios e proteinas também gerou variagcdes na composicdo lipidica

final.

No presente estudo, a suplementacdo com ““whey protein”” influenciou a
composicao lipidica da Artemia sp., promovendo alteracoes nos perfis de dcidos
graxos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e poli-insaturados (PUFA).
Em relagdo aos SFA, o acido estearico (C18:0) apresentou maior concentracao no
tratamento controle (0,0 g / 24h) com 10,8%, enquanto os tratamentos
enriquecidos apresentaram valores varidveis, como 11,6% (0,5 g / 24h) e 8,9% (1,0
g / 24h). Essa variacao pode estar associada ao redirecionamento metabélico dos
lipidios, implicando maior mobilizacao de triacilgliceréis (TAGs) para sustentar

o metabolismo.

Durante o processo de lipogénese de novo, os aminodacidos
desempenham um papel fundamental como precursores na sintese de acidos
graxos. Inicialmente, sdo desaminados, formando intermediarios como piruvato
e acetil-CoA, sendo este tiltimo convertido em malonil-CoA pela acdo da acetil-
CoA carboxilase. A sintese de acidos graxos prossegue com a elongacao
promovida pela enzima acido graxo sintase, utilizando unidades de malonil-CoA
como substrato. Este processo ocorre predominantemente no figado e é
intensificado em situacdes de excesso de nutrientes, especialmente quando ha

abundéncia de aminoacidos e carboidratos na dieta (UNIPAR, 2023).

No perfil de MUFA, o é&cido oleico (C18:1n9) apresentou valores
relativamente homogéneos entre os tratamentos, com destaque para os grupos
0,5 g / 24h e controle 0,0 g / 24h (ambos com 0,8%). J& o acido eicosendico
(C20:1n9) variou expressivamente, com o maior valor em 0,5 g / 24h (45%) e o

menor em 0,0 g / 12h (28,4%). Tal variacdo pode estar associada a taxa de
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incorporacdo e metabolizacdo de aminoacidos durante os diferentes tempos de

exposicao.

A andlise do aminograma revelou que a suplementacdo com “whey
protein”” resultou em concentragdes elevadas de aminoacidos essenciais. A lisina
atingiu 399,72 uM em 1,0 g / 24h, enquanto a tirosina e a isoleucina alcangaram
3556,48 pM e 2277,35 uM, respectivamente. Esses valores superam os reportados
por Sveshnikova et al. (2023) em cistos descapsulados de artemia, sugerindo que
a absorcdo de aminodcidos exodgenos altera significativamente o perfil

bioquimico do organismo.

A valina, essencial para sintese proteica e crescimento celular (Lehninger
et al., 2017), também apresentou aumento relevante, atingindo 237,58 uM em 0,5
g / 12h e 226,83 uM em 1,0 g / 12h. Comparado aos dados de Garcia-Ortega et
al. (2001), que descrevem concentracdes mais baixas, os resultados sugerem que

a adigao de ““whey protein”” favorece a retengdo desse aminoacido.

A fenilalanina variou entre 664,08 nM e 2630,82 nM, enquanto o triptofano
atingiu 786,91 nM. A literatura aponta deficiéncia natural desses aminoécidos na
artemia, reforcando o potencial da suplementacdo como forma de suprir tais

lacunas (Sveshnikova et al., 2023).

Com relacdo as taxas de sobrevivéncia, os melhores indices foram
registrados com 0,5 g de ““whey protein ~~, com 41,75 + 18,95% (12h) e 58,80 £ 9,76 %
(24h). O grupo 0,1 g também apresentou desempenho satisfatério. Ja os grupos
controle e 1,0 g apresentaram as menores taxas. Tais dados sugerem que
concentracdes intermedidrias de ““whey protein”” sdo mais adequadas para o

enriquecimento, evitando efeitos adversos associados ao excesso de proteina.

Dessa forma, a utilizacdo de ““whey protein”” como suplemento para o
enriquecimento de artemia representa uma alternativa nutricionalmente eficaz e
potencialmente sustentdvel para a aquicultura. Entretanto, ajustes na

concentracdo e no tempo de exposicdo sdo necessdrios para maximizar os
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beneficios, o que reforca a importancia de estudos adicionais com foco em

bioeficiéncia e retencao de nutrientes.

5. Conclusao

A exposicao de Artemia sp. ao ““whey protein”” isolado por 12 e 24 horas
demonstrou potencial para modificar favoravelmente seu perfil bioquimico,
promovendo alteracdes na composicdo de aminoacidos e lipidios. O
enriquecimento com esse suplemento proteico representa uma alternativa
promissora para aprimorar o valor nutricional da Artemia sp., tornando-a um
alimento vivo mais balanceado e funcional na aquicultura. A adogdo de
estratégias de suplementacdo como essa pode contribuir para a eficiéncia
alimentar e o desempenho zootécnico de organismos cultivados. Nesse contexto,
os resultados obtidos reforcam a relevancia de estudos futuros voltados a
otimizagao das concentracdes e tempos de enriquecimento, visando a aplicagao

prética dessa técnica em sistemas produtivos.
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CAPITULO 2

ENRIQUECIMENTO DE Artemia sp. COM WHEY PROTEIN ISOLADO:
IMPACTOS NA NUTRICAO E CRESCIMENTO DO ACARA-BANDEIRA
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Resumo:
Este estudo avaliou os efeitos da alimentacao com Artemia sp. enriquecida

com ““whey protein”” isolado sobre o crescimento e a morfologia muscular do
Acara-bandeira (Pterophyllum scalare). Os resultados demonstraram diferengas
estatisticamente significativas entre o grupo controle e o grupo experimental. Os
peixes alimentados com artemia enriquecida apresentaram maior comprimento
padrdo (23,61 + 0,99 mm) em comparacdo ao grupo controle (19,17 + 1,40 mm),
além de maior peso corporal (0,23 + 0,03 g contra 0,16 + 0,02 g), com p < 0,05.
Também foi observada hipertrofia muscular significativa nos peixes do grupo
tratado, com média da area muscular dorsal de 4,08 + 0,33 mm?, superior a do
grupo controle (3,05 £ 0,26 mm?), com p < 0,05. Os resultados indicam que a
suplementacdo com “‘whey protein”” isolado melhora significativamente o
desenvolvimento somatico e muscular dos peixes, sendo uma alternativa

promissora para a aquicultura ornamental.

Palavras-chave: Pterophyllum scalare, crescimento, ““whey protein” isolado,

artemia enriquecida, aquicultura ornamental, muasculo, suplementacdo proteica.
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1.Introducao

A produgao de peixes ornamentais em cativeiro no Brasil tem evoluido
gradualmente, impulsionada pela crescente demanda por espécies de alta
qualidade no mercado nacional e internacional. Apesar da grande diversidade
de espécies nativas e das condicdes climaticas favoraveis, o pais ainda explora
pouco seu potencial nesse setor. Um dos marcos histéricos da aquicultura
ornamental no Brasil foi a introducdo de espécies asiaticas por imigrantes
japoneses em 1926, seguido do crescimento da atividade comercial nas décadas
seguintes, especialmente na regido Sudeste. No entanto, o setor ainda enfrenta
entraves como a falta de regulamentagdes claras, baixa disponibilidade de linhas
de crédito especificas e caréncia de dados estatisticos atualizados. Mesmo assim,
o Brasil se destaca como um celeiro de espécies nativas valorizadas
internacionalmente, como o acaréd-disco (Symphysodon spp.) e o acard-bandeira
(Pterophyllum scalare), que possuem grande potencial para cultivo comercial em

sistemas controlados (Rezende & Fujimoto, 2021).

O Pterophyllum scalare, também conhecido como acara-bandeira, pertence
a familia Cichlidae e destaca-se no mercado de peixes ornamentais devido a sua
beleza e comportamento reprodutivo interessante. A espécie apresenta
dimorfismo sexual sutil, reproducado ovipara e cuidado parental biparental. Em
estudos reprodutivos realizados com a inducdo hormonal por Ovaprim (sGnRH
+ domperidona), observou-se resposta eficaz na dose de 0,35 mL/kg de peso
corporal, com elevadas taxas de fecundidade e fertilizacdo, além de tempo de

resposta reduzido (Paul et al., 2023).

Para o cultivo eficiente do Pterophyllum scalare, é essencial manter
condi¢des ambientais estaveis e adequadas. Os parametros fisico-quimicos ideais
incluem temperatura em torno de 27 °C, pH entre 6,8 e 7,0, e oxigénio dissolvido
entre 7,7 e 8,0 mg/L. A manutencdo do fotoperiodo natural e o uso de sistemas

de aeracao continua contribuem significativamente para o bem-estar dos peixes.
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Além disso, praticas como a limpeza regular dos tanques e o controle da
densidade populacional sao fundamentais para evitar o estresse e a proliferacao

de doengas (Paul et al., 2023).

A nutricdo do Acara-bandeira deve ser ajustada conforme as fases do seu
desenvolvimento e seu habito alimentar onivoro. Durante a fase reprodutiva, a
alimentacdo com Artemia sp. e ragdes comerciais especificas para ciclideos
mostra-se eficaz. A formulacdo das racdes deve considerar a inclusdao de
aminoacidos essenciais, como lisina, metionina e treonina, que participam

diretamente na sintese proteica e no crescimento muscular (Liebl et al., 2021).

Além dos aminoacidos, os 4acidos graxos poliinsaturados das séries
Omega-3 e 6mega-6 sdo fundamentais. Embora peixes de dgua doce, como o
Acaréa-bandeira, apresentem maior capacidade de elongar e dessaturar acidos
graxos de cadeia curta, a inclusdo de fontes lipidicas como 6leo de linhaga e
canola tem sido estudada como alternativa sustentavel ao 6leo de peixe marinho.
Essa estratégia visa melhorar o perfil lipidico do peixe e, a0 mesmo tempo,
contribuir para a satide humana com produtos finais mais nutritivos (Souza et

al., 2007).

A qualidade das ragdes wutilizadas influencia diretamente a
digestibilidade, a palatabilidade e a estabilidade na dgua. Ragdes extrusadas, por
exemplo, sdo preferidas por apresentarem boa flutuabilidade, maior
digestibilidade e menor perda de nutrientes por lixiviacdo, o que contribui para

a eficiéncia do cultivo (Rodrigues et al., 2014).

A hipoétese deste estudo é que a Artemia sp. enriquecida com ““whey
protein”"isolado, em diferentes concentragdes, apresenta potencial para promover
melhorias significativas no crescimento muscular do acara-bandeira
(Pterophyllum scalare), sendo possivel identificar uma concentragdo ideal que
maximize o desempenho produtivo da espécie em cativeiro. Ao buscar
compreender o impacto dessa suplementacdo na espécie, o projeto contribui para

o desenvolvimento de préticas nutricionais mais eficazes e sustentaveis na
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aquicultura ornamental, com potencial para melhorar a qualidade e o

desempenho produtivo dos peixes cultivados em ambiente controlado.

2. Material e métodos

2.1 Obtencao de dados
O experimento foi conduzido no Nucleo Regional de Pesquisa do Litoral

Norte do Instituto de Pesca, no Laboratoério de Piscicultura Marinha, localizado
em Ubatuba, Sdo Paulo. A manutencdo dos exemplares e todas as praticas
experimentais foram realizadas com a devida aprovacio do Comité de Etica no
Uso de Animais do Instituto de Pesca, sob o nimero de controle CEUA-IP

022/24.

Foram coletados dados biométricos de 400 exemplares de acara-bandeira
(Pterophyllum scalare), todos nascidos e criados na prépria instituicdo até a
tinalizacdo do projeto. Esses animais foram submetidos a analise histolégica com

o objetivo de validar a metodologia proposta.

A reprodugdo dos animais foi realizada por meio da formacdo de trés
casais de acara-bandeira (Pterophyllum scalare, Schultze, 1823), mantidos em
aquarios de 60 x 30 x 45 cm, com capacidade para 80 litros. Os reprodutores
foram alimentados duas vezes ao dia com nauplios de Artemia sp. e ragao
comercial, de modo a garantir um aporte nutricional adequado ao sucesso da
reproducdo e ao cuidado parental. Os casais foram mantidos em aquérios
individuais, equipados com sistema de suporte a vida dimensionado para
assegurar condi¢des ideais de manutencao da espécie. Os parametros ambientais
foram monitorados regularmente, com pH entre 6,0 e 6,5 e temperatura variando
entre 25 °C e 27 °C. O sistema contava com filtragem mecanica e trocas parciais

de 20% do volume de dgua a cada 15 dias.

O experimento principal foi conduzido com os 400 exemplares juvenis de
acara-bandeira, distribuidos em 16 aquarios de vidro com dimensdes de 40 x 40
x 40 cm, cada um com capacidade para 42 litros. Inicialmente, cada aquario

recebeu 20 individuos, o que resultou em uma densidade de estocagem de 0,625
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peixe/L. No entanto, em funcao do indice de mortalidade observado durante o
periodo de aclimatacado, a densidade foi ajustada para cinco peixes por aqudrio

no inicio do experimento.

Parte dos animais foi anestesiada com uma solugao composta por 1,5 mL
de 4gua e 0,15 mL de eugenol puro (totalizando 1,65 mL), sendo posteriormente
eutanasiada. Apds o procedimento, os peixes foram fotografados e fixados em

solugao tampao de formol a 10% para andlise histolégica da musculatura dorsal.

Os aquarios foram devidamente etiquetados e organizados aleatoriamente
por meio do delineamento inteiramente ao acaso, compondo quatro grupos
experimentais com quatro repeticdes cada. Os tratamentos consistiram na
aplicacao de diferentes concentracdes de ““whey protein”” na alimentacdo das
Artemia sp. utilizadas como dieta para os peixes: TC (controle, 0,0 g), T1 (0,1 g),
T2 (0,5 g) e T3 (1,0 g) por aquario. O objetivo foi avaliar os efeitos da
suplementacao proteica sobre o crescimento muscular dos animais mantidos em

ambiente controlado.

2.2 Detalhamento da preparacao experimental: tratamentos e condi¢des
iniciais

2.2.1 Reproducao do acara-bandeira

A reproducdo das matrizes de Acara-bandeira (Pterophyllum scalare) foi
iniciada com a formacdo de casais em um ambiente especialmente projetado para
atender as exigéncias bioldgicas da espécie. Foram utilizados 12 exemplares
alocados em um tanque de 200 litros (100 x 40 x 50 cm), equipado com sistema
de suporte a vida que incluia dois filtros de esponja para garantir filtracdo
mecanica e biologica. Os parametros fisico-quimicos da 4agua foram
cuidadosamente monitorados e ajustados semanalmente, mantendo-se o pH
entre 6,0 e 6,5 e a temperatura entre 25 °C e 27 °C. Trocas parciais de 20% da dgua
eram realizadas a cada 15 dias, e a alimentacdo dos peixes consistia em racao

comercial de alta qualidade, oferecida duas vezes ao dia, complementada com
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nduplios de Artemia sp. e artemia adulta para garantir um suporte nutricional

adequado a reprodugao.

Durante a formacdo de casais, os acaras-bandeiras exibiram
comportamentos sociais caracteristicos, como interacdes de dominancia e a
escolha de parceiros especificos. A presenca de esconderijos, superficies
adequadas para a desova (como pedras e folhas grandes) e a estabilidade dos
parametros ambientais foram fatores determinantes para o sucesso reprodutivo.
Destacaram-se comportamentos como a defesa territorial, intensificagdo da
coloragdo dos machos - sinalizando prontidao reprodutiva - e a natagdo
sincronizada dos casais, o que reforcava o vinculo entre os parceiros e facilitava
a escolha do local ideal para a desova. Apds a formacdo dos casais, os peixes
foram realocados individualmente, um casal por aquario, para reduzir a
competicdo, minimizar o estresse e melhorar as condigdes para o comportamento
reprodutivo. A alimentacdo foi intensificada, com oferta de Artemia sp. em
diferentes estagios duas vezes ao dia, estimulando a desova e contribuindo para

a qualidade dos ovos.

Cerca de 25 dias ap6s a formagdo dos casais, foi observada a desova sobre
superficies planas, seguida por um comportamento biparental essencial para o
sucesso da reprodugdo. Os pais defenderam ativamente o territério, protegendo
0s ovos contra ameacas externas. Apds a eclosdo, os alevinos permaneceram
aderidos ao substrato sob constante vigilancia dos progenitores. No quinto dia,
os filhotes se tornaram livres-nadantes, sendo guiados pelos pais para areas
seguras. Durante essa fase inicial, a alimentagdo com nauplios de Artemia sp. foi
mantida, assegurando o desenvolvimento adequado e o suprimento das

necessidades nutricionais dos alevinos.

2.2.2 Preparacdo do aquario e da agua
Ao inicio do protocolo de experimentagdo, foi realizada a preparagao do
aquério onde o experimento seria conduzido. Foram dispostos 16 aquarios de

40x40x40 cm com volume de 42 L cada, abastecidos com 4gua corrente, que
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passou por um processo de maturagdo. Essa etapa é essencial para permitir a
dissipacdo de cloro em sistemas que utilizam agua tratada, ajustar naturalmente
o pH e a temperatura, e para o desenvolvimento de coldnias de bactérias
benéficas como Nitrosomonas e Nitrobacter. Estas bactérias sao responsaveis por
converter amoOnia em nitrito e depois em nitrato, reduzindo compostos toxicos
na dgua e contribuindo para a qualidade ambiental. Durante o periodo de 15 dias,
o processo de maturacdo contou com aeragdo constante, o que foi fundamental
para a satide dos peixes e para o crescimento das bactérias nitrificantes. Apds
esse periodo, foi instalado um filtro de esponja, que proporcionou a filtracao

mecanica e biolégica do sistema.

Além disso, para enriquecer a qualidade da agua, foram coletadas folhas
de amendoeira Terminalia catappa e colocadas dentro dos aquarios. As folhas de
amendoeira desempenham um papel importante na liberagdo de taninos,
compostos fendlicos que ajudam a reduzir o pH da agua, tornando-a
ligeiramente acida, o que é ttil para manter a 4gua em faixas de pH mais baixas,
ideal para espécies ornamentais. Além disso, os taninos possuem propriedades
antimicrobianas e antifingicas, ajudando a prevenir infec¢cdes causadas por
bactérias e fungos nos peixes. Essas propriedades também atuam como

antioxidantes, o que pode reduzir o estresse oxidativo nos organismos aquaticos.

A qualidade da agua foi monitorada utilizando o peixe espadinha
vermelho Xiphophorus helleri como organismo-teste. Essa espécie é amplamente
reconhecida pela sua sensibilidade a varia¢des nos parametros fisico-quimicos da
agua, sendo uma ferramenta eficiente para o monitoramento da qualidade
ambiental dos sistemas experimentais. A selecdo dos aqudarios experimentais
foram feitos apartir do método de selecdo por randomizagdo,esse processo
assegura que os tratamentos sejam alocados aleatoriamente aos tanques, sem
qualquer influéncia de fatores externos, permitindo uma avaliacdo mais precisa
dos efeitos dos tratamentos sobre os organismos. As distribui¢des dos tanques

ficaram com as seguintes identificagdes:

TC- Tratamento com 0.0g de “*Whey protein ™
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T1- Tratamento com 0.1g de “*Whey protein”
T2- Tratamento com 0.5g de ““Whey protein ™
T3- Tratamento com 1.0g de ““Whey protein ™

A randomizagao foi realizada utilizando um sistema de sorteio, no qual os
tanques foram numerados e os tratamentos atribuidos de maneira aleatoria a
cada tanque. Esse processo teve como objetivo garantir que todos os tanques
tivessem a mesma probabilidade de receber qualquer um dos tratamentos,
assegurando que os resultados do experimento fossem livres de viés e
influenciados apenas pelas varidveis experimentais. Para evitar interferéncias
externas, todos os aquarios foram configurados com parametros ambientais
uniformes, incluindo pH, temperatura, oxigénio dissolvido e taxa de troca parcial
de dgua (TPA). Esses parametros foram rigorosamente monitorados ao longo do
experimento: o pH foi aferido com medidor digital semanalmente; a temperatura
da agua foi mantida constante com auxilio de termostatos, sendo verificada
diariamente com termometro de precisdo; os niveis de oxigénio dissolvido foram
medidos duas vezes por semana com oximetro digital; e a TPA foi padronizada
em 20% a cada 15 dias. Com esse controle rigoroso, garantiu-se a estabilidade do
ambiente experimental, permitindo que quaisquer diferencas observadas entre

os grupos fossem atribuidas exclusivamente aos tratamentos aplicados.

2.2.3 Aclimatacao dos peixes na unidade experimental

Ap6s o periodo de preparacdao do aqudrio e da dgua, os peixes foram
transferidos para a unidade experimental. Durante essa transferéncia, foi
realizado um controle térmico, com a finalidade de permitir que a temperatura
48 da agua se ajustasse naturalmente, o que ajudou a reduzir o impacto da
mudanca do ambiente e minimizar o estresse dos animais, evitando o choque
térmico e a mortalidade. A transferéncia dos alevinos foi realizada com o
esgotamento parcial da agua, retirando as matrizes e realizando a coleta dos
alevinos por meio de um tubo flexivel, que direcionou os individuos para um
tanque de PVC com a prépria dgua do sistema de origem. Os alevinos de Acara-

Bandeira foram distribuidos de forma aleatéria nas unidades experimentais,
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garantindo que nao houvesse viés na composicao dos tratamentos. Isso foi feito

para intensificar o objetivo da pesquisa, que é identificar diferencas nos

tratamentos sem levar em conta caracteristicas individuais dos alevinos.

Para garantir o sucesso do delineamento experimental, foi adotada a
estratégia de compensacdo de mortalidade, prevista desde a submissao ao
Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA). Embora o delineamento
experimental tenha sido padronizado para a utilizacdo de 320 exemplares, foi
aprovada a utilizagdo de até 400 peixes, prevendo perdas ao longo do
experimento. Dessa forma, ao inicio do ensaio, foram inseridos 25 peixes por
unidade experimental, sendo que o ntimero final necessério era de 20 individuos
por unidade. Essa abordagem visou compensar eventuais perdas relacionadas ao
estresse de manejo, mortalidade durante o periodo de aclimatacdo e outras
intercorréncias, assegurando que, mesmo com essas perdas, o numero de
organismos em cada unidade experimental estivesse de acordo com o

delineamento estabelecido.

Além disso, para evitar que diferencas individuais entre os peixes ou
variagdes ambientais interferissem nos resultados, foram implementados
rigorosos processos de padronizagdo e controle experimental. Todos os peixes
passaram por um periodo de aclimatagao sob condi¢des ambientais controladas
e uniformes. A distribuicdo dos animais nos tratamentos foi realizada de forma
aleatéria, garantindo homogeneidade inicial entre os grupos experimentais. O
experimento foi conduzido com réplicas para cada tratamento, o que permitiu
diluir possiveis efeitos de variagdes individuais ou ambientais, fortalecendo a

confiabilidade e a robustez dos dados obtidos.
2.3 Enriquecimento de Artemia sp. para dieta de acara-bandeira

O enriquecimento de Artemia sp., utilizado como alimento vivo, foi
implementado como método para avaliar o impacto do “whey protein”” no
crescimento muscular do acara-bandeira (Pterophyllum scalare,Schutze 1823). A

escolha deste organismo baseia-se em sua elevada biodisponibilidade de

41



nutrientes e eficiéncia como veiculo para a entrega de suplementos proteicos aos
peixes. Essa abordagem permite a introducédo direta do ““whey protein " na dieta
experimental, assegurando que as concentracOes testadas sejam efetivamente
assimiladas pelos individuos. Essa etapa experimental é fundamental para
conectar as intervenc¢des nutricionais aos desfechos analisados, viabilizando a
mensuracdo da eficicia da suplementagdo proteica por meio de andlises
biométricas peso, comprimento e morfometria e histologicas hipertrofia e
hiperplasia das fibras musculares. O enriquecimento da artemia com ““whey
protein”” garante uniformidade na oferta de nutrientes aos grupos experimentais,
permitindo uma avaliacdo precisa das respostas fisiolégicas relacionadas ao

crescimento e desenvolvimento muscular.

Foi estipulado que os alevinos de Acara-bandeira seriam alimentados com
organismos vivos do género Artemia sp., enriquecidos com diferentes dosagens
de ““whey protein”” proteina do soro do leite. O objetivo foi avaliar os efeitos de
diferentes concentragdes do suplemento, permitindo a observagdo das
peculiaridades de cada tratamento, conforme demonstrado na Figura 1.A oferta
desses organismos ocorreu duas vezes ao dia, as 8:00 e 14:00h, ao longo de um
periodo experimental de 60 dias. A quantidade fornecida foi de 200 Artemia sp.
por aquario, medida com o auxilio de um recipiente padronizado para garantir a

uniformidade da alimentagao entre os tratamentos.

TC-0.0g Sem Enriquecimento: A artemia é um alimento vivo amplamente
utilizado para peixes ornamentais devido ao seu perfil de nutrientes, contendo
aminoécidos essenciais e alguns 4dcidos graxos. No entanto, sem enriquecimento,
a artemia pode ter niveis limitados de certos &cidos graxos poli-insaturados
(PUFAs) e outros nutrientes necessarios para otimizar o crescimento e a
reproducdo, este tratamento serve como controle para comparar os efeitos do

“whey protein”” como suplementagado proteica adicional.

T1-0.1g de “"Whey Protein”: Uma dose baixa de ““whey protein”" (0,1g)
adicionada a dieta visa fornecer proteinas de alta qualidade com um perfil

completo de aminoécidos essenciais. O ““whey protein "~ é rapidamente digerido e
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absorvido, fornecendo aminoédcidos para sintese proteica e auxiliando no
crescimento e na manutencdo de tecidos. Esta pequena quantidade pode
beneficiar o metabolismo proteico, oferecendo uma base para observar possiveis

efeitos positivos sem causar sobrecarga no metabolismo do peixe.

T2-0,5g de ““Whey Protein”: Um nivel intermediario de suplementacdo
com 0,5g de ““whey protein”” busca avaliar se doses maiores podem resultar em
um crescimento mais acentuado, sustentando a hipertrofia e a hiperplasia dos
tecidos musculares. Esta quantidade pode aumentar a sintese proteica e melhorar
a resisténcia e o desenvolvimento muscular dos alevinos, proporcionando

nutrientes adicionais que a artemia isoladamente pode ndo oferecer.

T3-1,0g de ““Whey Protein”: A dose mais alta (1,0g) explora o limite
superior da suplementagdo para entender se ha beneficios adicionais no
crescimento ou se surgem efeitos negativos, como acimulo excessivo de residuos
nitrogenados devido ao metabolismo da proteina. Estudos mostram que altos
niveis de proteina podem favorecer o crescimento muscular, mas também podem
exigir um sistema de excregdo mais eficiente para evitar o acaimulo de amoénia na
agua (Luo et al.,2014). Esse tratamento ajuda a definir a dosagem méxima de

proteina que o acard-bandeira consegue utilizar efetivamente.
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Figura 1. Metodologia ilustrativa referente ao enriquecimento de Artemia sp.para alimento dos

peixes

As Artemias sp. utilizadas no experimento com o intuito de minimizar
contaminagdo por patégenos, fizemos a aquisicdo de cistos da empresa Artemia
Salina Rio Grande do Norte, foram eclodidas apdés a incubacdao de 48h e
transferidas para tanques, com agua marinha proveniente da baia frente ao
Ntcleo de Pesquisa e Desenvolvimento do Litoral Norte, Instituto de Pesca em
Ubatuba-Sp, com salinidade 35, temperatura 27°C e pH 8,3. todos os tanques
utilizados para o cultivo desses crustaceos foram mantidos em ambiente externo,
com fotoperiodo natural 13C:11E e protegidos da luz solar direta por areas de
sombra, observamos o crescimento destes animais, realizamos coletas e foi
novamente filtrada com a malha de 200 pm e lavada em dgua doce corrente,

enriquecidas por 24h nas diferentes dosagens estipuladas.

2.3.1 Andlise da eficicia do enriquecimento protéico com whey protein
isolado no acara-bandeira durante periodo experimental.

A efic4cia da suplementacdo com ““whey protein”” é avaliada por meio de
analises biométricas e histoldgicas realizadas ao longo do experimento. Os dados
biométricos, incluindo massa corporal, comprimento padrao, comprimento total
e proporgdes corporais como altura da cabeca e altura caudal, sdo coletados em
intervalos regulares nos dias 0, 20, 40 e 60. Para garantir a maxima precisao das
medigdes, sao utilizados instrumentos calibrados, como uma balanca de precisao
para aferigdo da massa corporal e o software LAS (Leica Application 3.7®) para

andlises morfométricas dos peixes.

Os dados biométricos sdao analisados estatisticamente por meio de testes
de variancia (ANOVA), com o objetivo de comparar os diferentes tratamentos
em relacdo ao ganho de massa corporal e ao crescimento linear. Quando
identificadas diferengas significativas, aplica-se o teste post-hoc de Tukey para
determinar quais tratamentos apresentam os melhores resultados em relacdo ao

grupo controle e entre si. Considera-se o tratamento eficaz quando os peixes
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suplementados demonstram ganhos significativos em massa corporal e

comprimento em comparacdo ao grupo controle.

As andlises histologicas sdo realizadas para investigar as alteracGes
estruturais nas fibras musculares do Acara-bandeira. Sao avaliados o didmetro
das fibras musculares, a densidade de fibras (ntimero de fibras por mm?) e a
proporcdo entre hipertrofia (aumento do tamanho das fibras) e hiperplasia
(aumento do ntimero de fibras). Os cortes histolégicos sao preparados com resina
Historesin e analisados em microscépio acoplado a um sistema de captura de
imagens. As imagens obtidas sdo processadas por meio do software Leica,
permitindo medicdes detalhadas e precisas. Os dados gerados sao submetidos a
anélises estatisticas, utilizando ANOVA e medidas descritivas como média e
desvio-padrao, a fim de identificar diferencas significativas entre os tratamentos.
Além disso, realiza-se a correlagdo entre os resultados biométricos e histolégicos,
verificando se o crescimento observado nos peixes esté relacionado a alteragdes

estruturais no tecido muscular.

Os resultados biométricos e histologicos sdo integrados para validar a
eficacia da suplementacdo com ““whey protein””. O ganho de massa corporal é
analisado em conjunto com as alteracdes nas fibras musculares, identificando se
o crescimento observado é acompanhado por mudangas estruturais consistentes,
como o aumento na densidade ou no diametro das fibras. Essa abordagem
possibilita compreender, de forma abrangente, o impacto da suplementacao com
“whey protein”” no crescimento e desenvolvimento muscular do Acara-bandeira,

reforcando a validade dos tratamentos aplicados.
2.4 Analise biométrica do Acara-bandeira

Para garantir a precisdo dos dados coletados e minimizar o impacto no
bem-estar dos animais, foi estabelecida uma metodologia criteriosa para a
realizagdo das andlises biométricas. O delineamento experimental adotado

buscou equilibrar a coleta de informacdes relevantes, sem comprometer a satude
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dos organismos experimentais, assegurando a integridade dos dados obtidos ao

longo do estudo.

Cada aquario experimental (com volume de 40L) foi inicialmente povoado
com 25 individuos de Acara-bandeira. Para a anélise biométrica, quatro peixes
foram coletados em intervalos pré-determinados, nos dias 0, 20, 40 e 60 do
experimento. Ao final do estudo, a amostragem totalizou um conjunto
representativo de individuos, permitindo uma avaliacdo detalhada da influéncia

dos diferentes tratamentos nutricionais.

A escolha da eutandsia dos peixes amostrados foi baseada em critérios
éticos e metodologicos, considerando a alta sensibilidade da espécie as variagdes
nos parametros fisico-quimicos da dgua. Essa abordagem evitou possiveis efeitos
adversos no restante do plantel, como o comprometimento da satde dos
individuos remanescentes devido a presenca de residuos anestésicos na agua.
Dessa forma, a pratica adotada seguiu as diretrizes de bem-estar animal em
pesquisas cientificas, minimizando o sofrimento e garantindo a validade dos

resultados obtidos.

As analises biométricas incluiram a coleta dos seguintes pardmetros

morfométricos, conforme demonstrado na Figura 2.
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Figura 2: Esquema das medi¢6es morfométricas e locais de amostragem muscular no Pterophyllum
scalare. A esquerda, representacdo das medidas biométricas: CC (comprimento da cabeca), CP
(comprimento padrdo), CT (comprimento do tronco), AC1 (altura da cabeca) e AC2 (altura

caudal). A direita, indicacao da regido de coleta muscular: MD (mtsculo dorsal).

Amostras da regido da nadadeira dorsal (MD) foram coletadas para
analises histologicas, permitindo a investigacdo de alteracdes estruturais
associadas ao crescimento muscular e ao desenvolvimento dos peixes sob
diferentes condigdes nutricionais. Os dados coletados foram registrados e
analisados por meio de ferramentas de estatistica descritiva e inferencial,
garantindo uma avaliacdo precisa dos efeitos do enriquecimento proteico sobre

o desenvolvimento morfolégico da espécie.
2.5 Analises Histolégicas do Crescimento Muscular do Acara-Bandeira

Para avaliar os efeitos do enriquecimento proteico na morfologia muscular
de acara-bandeira (Pterophyllum scalare,Schutzel823), foram realizadas andlises
histologicas detalhadas das fibras musculares dorsais. O processamento
histologico foi conduzido utilizando o sistema Historesin (Leica Biosystem), uma
resina plastica de alta penetracdo, ideal para cortes ultrafinos e preservacao
estrutural das amostras bioldgicas. A escolha desse método visou proporcionar
maior precisdo na andlise histol6gica, permitindo a identificagdo de padrdes de
hipertrofia (aumento do tamanho das fibras) e hiperplasia (aumento do ntimero

de fibras).

O tecido muscular foi coletado da regido dorsal dos peixes e
imediatamente fixado em formaldeido neutro tamponado a 10%, garantindo a
preservacdo da integridade celular e prevenindo a degradacdo das fibras
musculares. Em seguida, as amostras passaram por um processo de desidratagao
progressiva, utilizando concentracdes crescentes de etanol 70% a 90%,

permitindo a remocao gradual da 4gua e facilitando a infiltragdo da resina.

Ap6s a desidratacdo completa, os tecidos foram imersos na solugdo

Historesin, assegurando a penetracdo da resina nos espacos intracelulares e
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garantindo a preservacdo das estruturas musculares. Posteriormente, ocorreu a
polimerizagao da resina, formando blocos s6lidos que possibilitaram a obtencdo
de cortes ultrafinos. Esses cortes, com espessura entre 2 e 4 um, foram obtidos
com o uso de um micrétomo de precisdo, foram montados em laminas
histolégicas e submetidos a coloragdo com hematoxilina-eosina HE e azul de
toluidina, permitindo a visualizagdo detalhada das fibras musculares e a

diferenciacdo das estruturas celulares.

A analise microscopica foi realizada com um microscépio Leica, acoplado
a um sistema de captura de imagens. As imagens obtidas foram processadas e
analisadas por meio do software LAS (Leica Application 3.7®), permitindo a
quantificacdo do didmetro das fibras musculares, da densidade de fibras e dos
padrdes de crescimento muscular. Para cada peixe dos diferentes tratamentos,
foram contadas 100 fibras musculares, assegurando uma amostragem
representativa e permitindo uma andlise detalhada das varia¢Oes estruturais

entre os grupos experimentais.

Os achados histolégicos foram correlacionados com os dados biométricos
coletados ao longo do experimento, possibilitando a avaliagdo dos efeitos da
suplementagao proteica sobre a estrutura muscular dos peixes. Essa abordagem
permitiu identificar possiveis mudancas no crescimento muscular, evidenciando
se 0 aumento no peso e no comprimento dos animais esteve acompanhado por

modifica¢Oes estruturais nas fibras musculares.
2.5.1 Analise das fibras musculares hipertrofia e hiperplasia

Para a avaliagao histolégica do tecido muscular do Acara-bandeira, foram
realizadas andlises em cortes transversais da musculatura dorsal corados e
observados em microscépio 6ptico. A imagem representada na Figura 3-A ilustra
o procedimento utilizado para a contagem da densidade de fibras musculares.
Uma é&rea padronizada foi delimitada (com 52.760,560 um?), e dentro dessa regido
foram contadas todas as fibras presentes, permitindo a obtengao da densidade de

fibras por unidade de area (ntmero de fibras/mm?). Essa andlise tem como
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objetivo avaliar a ocorréncia de hiperplasia, caracterizada pelo aumento no

nuimero de fibras musculares em resposta a suplementagdo com ““whey protein .

Paralelamente, foi realizada a mensuracao das areas das fibras musculares
individuais, como ilustrado na Figura 3-B. Para isso, fibras selecionadas foram
contornadas manualmente e suas respectivas areas calculadas em micrometros
quadrados (um?), utilizando o software de andlise de imagem Leica. Esses valores
foram posteriormente utilizados para o calculo dos diametros das fibras,
servindo como pardmetro para a andlise de hipertrofia muscular, ou seja, o
aumento do tamanho das fibras. Ambas as abordagens - densidade e
area/didmetro - foram integradas para determinar os efeitos da suplementagao
proteica no desenvolvimento muscular dos peixes, associando crescimento

estrutural com desempenho biométrico.

Figura 3. Imagens da seccdo transversal da musculatura dorsal de acara-bandeira. A)
Determinagdo da quantidade de fibras musculares presentes em uma determinada area. B)
Determinagao das dreas das fibras musculares para posterior calculo dos didmetros.
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2.6 Analise dos dados

Os dados coletados foram organizados em planilhas do Microsoft Excel e
submetidos a andlise estatistica. Inicialmente, aplicou-se a ANOVA unidirecional
para comparar as variaveis de crescimento e peso entre os diferentes tratamentos,
adotando p < 0,05 como nivel de significancia. Em seguida, o teste de Tukey foi

utilizado para comparacoes multiplas entre os grupos.

3.Resultados

A tabela 1, ao inicio do experimento (Tempo 0), ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos experimentais para a maioria das
varidveis morfométricas analisadas, como comprimento total (CT), comprimento
padrao (CP), altura corporal 1 (AC1), altura corporal 2 (AC2) e peso (p > 0,05).
Apenas a circunferéncia corporal (CC) apresentou diferenca estatistica entre os
grupos (p = 0,02), com destaque para o grupo T2, que exibiu valor médio superior
(0,53 £ 0,06 cm) em relagao ao grupo T3 (0,44 £ 0,01 cm). Esses resultados indicam
que os peixes iniciaram o experimento com caracteristicas morfométricas
relativamente homogéneas, com excecao da variavel CC
Tabela 1. Valores médios (+ desvio padrado) das varidveis morfométricas dos
peixes Acard-bandeira (Pterophyllum scalare) no dia inicial de experimento

submetidos a diferentes tratamentos com suplementagdo .

Variavel TC T1 T2 T3 P>
CT(cm) 1.76+0.15  1.92+0.28  1.58+0.08 1.50+0.09 0.35
CP(cm) 1.40+0.13  1.36+0.18  1.28+0.06 1.160.10 0.21
CC(cm)  0.53+£0.05b 0.53+0.06a 0.51+0.05cb  0.44+0.01bc 0.02
ACl(cm) 0.7320.10  0.71+0.12  0.63%0.07 0.560.02 0.17
AC2(cm)  0.21+£0.03  0.22+0.03  0.20+0.02 0.18+0.00 0.29
Peso (g) 0.06+£0.00  0.08+0.00  0.08+0.00 0.07+0.00 1

TC - controle (0,0 g de ““whey protein”"); T1 - 0,1 g de ““whey protein”’; T2 - 0,5 g de ““whey protein”’;
T3 - 1,0 g de “whey protein””. CT - comprimento total; CP - comprimento padrdo; CC -
comprimento da cabeca; AC1 e AC2 - alturas corporais; P - valor de significAncia. Médias
seguidas por letras diferentes na linha diferem estatisticamente entre si (p < 0,05). Médias

expressas como valor médio + desvio padrao
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Ap6s 20 dias de experimento, observou-se que o comprimento da cabega
(CC) foi a tinica varidvel morfométrica que apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos (p = 0,01). O grupo T2 apresentou o maior valor
médio (0,85 + 0,05 cm), significativamente superior ao grupo TC (0,69 + 0,04 cm).
As demais varidveis — comprimento total (CT), comprimento padrdo (CP),
altura corporal 1 (AC1), altura corporal 2 (AC2) e peso — ndo diferiram
estatisticamente entre os grupos (p > 0,05). Essas informagdes estdo apresentadas

na Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios (+ desvio padrdo) das varidveis morfométricas dos
peixes Acara-bandeira (Pterophyllum scalare) apds 20 dias de experimento,

submetidos a diferentes tratamentos com suplementagao

Variavel TC T1 T2 T3 P

CT(ecm)  233+026  235:036  298+029  235:054  0.08
CP(cm)  176+023  1.80+027 2194028  181+038  0.16
CC(ecm)  0.69+0.04b  0.68+0.06ab  0.85:0.05a  0.73+0.09ab  0.01
ACl(cm)  0.894#0.15  1.05#018 1294015  1.10+0.30 0.1
AC2(cm) 3104047  318+0.82  414+054 324128 031
Peso(g)  046+0.05  044+011 0524010  038+0.07  0.18

TC - controle (0,0 g de ““whey protein”"); T1 - 0,1 g de ““whey protein”"; T2 - 0,5 g de ““whey protein”’;
T3 - 1,0 g de “whey protein””. CT - comprimento total; CP - comprimento padrdo; CC -
comprimento da cabeca; AC1 e AC2 - alturas corporais; P - valor de significAncia. Médias
seguidas por letras diferentes na linha diferem estatisticamente entre si (p < 0,05). Médias

expressas como valor médio + desvio padrao

Aos 40 dias de experimento, observou-se diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos para todas as varidveis morfométricas, exceto
para o peso (p = 0,13). O grupo controle (TC) apresentou os menores valores
médios em todas as varidveis, enquanto os grupos suplementados (T1, T2 e T3)

demonstraram crescimento significativamente superior (Tabela 3).
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O grupo T2 obteve o maior valor médio de comprimento total (CT: 5,59 +
0,55 cm) e comprimento padriao (CP: 4,11 £ 040 cm), ndo diferindo
significativamente de T1 e T3. O comprimento da cabeca (CC) também foi maior
nos grupos tratados, com destaque para T3 (1,68 + 0,21 cm). A altura corporal 1
(AC1) apresentou diferenca marcante, com T3 atingindo o maior valor médio
(7,77 £ 1,01 cm), significativamente superior aos demais grupos (p < 0,001). A

altura corporal 2 (AC2) seguiu a mesma tendéncia, com T2 apresentando o maior

valor (7,77 £ 2,95 cm), estatisticamente superior ao grupo controle.

Tabela 3. Valores médios (+ desvio padrdo) das varidveis morfométricas dos
peixes Acara-bandeira (Pterophyllum scalare) apdés 40 dias de experimento,

submetidos a diferentes tratamentos com suplementagao

Variavel TC T1 T2 T3 P
CT(cm) 2.76x042b  4.86t+0.72a  5.59+0.55a  5.41+1.23a 0.0013
CP(cm) 2.14+0.34b  3.73£0.53a  4.11+0.40a  4.16+0.87a 0.0012
CC(cm) 0.83+0.14b  1.49+0.11a  1.60£0.09a  1.68+0.21a 0.0001
ACl(cm) 1.07£0.19c  1.90+0.35bc  2.41+0.29b  7.77+1.01a 0
AC2(cm)  3.10+0.64b  6.60+1.01a  7.77#2.95a  7.44+2.95a 0.0062
Peso (g) 0.87+0.19 1.41+0.51 1.19+0.46 1.54+0.46 0.13

TC - controle (0,0 g de ““whey protein”"); T1 - 0,1 g de ““whey protein”"; T2 - 0,5 g de ““whey protein”’;
T3 - 1,0 g de “whey protein””. CT - comprimento total; CP - comprimento padrdo; CC -
comprimento da cabeca; AC1 e AC2 - alturas corporais; P - valor de significAncia. Médias
seguidas por letras diferentes na linha diferem estatisticamente entre si (p < 0,05). Médias

expressas como valor médio + desvio padrao

Aos 60 dias experimentais, todas as varidveis morfométricas analisadas
apresentaram diferencgas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p <
0,05), indicando efeito da suplementagdo na resposta de crescimento dos peixes
(Tabela 4).

O grupo T1 destacou-se com os maiores valores médios de comprimento

total (CT: 5,59 £ 0,50 cm), comprimento padrao (CP: 4,11 + 0,40 cm), comprimento
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da cabeca (CC: 1,60 + 0,04 cm), altura corporal 1 (AC1: 2,41 + 0,26 cm) e altura
corporal 2 (AC2: 7,77 + 1,17 cm), sendo significativamente superior aos demais
grupos. O grupo T2 apresentou resultados intermedidrios, com desempenho
superior ao controle (TC) nas varidveis CP, CC, AC1, AC2 e peso. Ja o grupo T3,
apesar de apresentar o maior peso médio (2,91 + 0,56 g), teve os menores valores
de crescimento linear e corporal em todas as demais varidveis.

Esses resultados indicam que o tratamento T1 proporcionou o melhor
desempenho morfométrico geral dos peixes, enquanto o T3, embora tenha
gerado maior acimulo de peso, apresentou menor desenvolvimento corporal
proporcional, sugerindo possivel deposicdo de massa ndo relacionada ao

crescimento estrutural.

Tabela 4. Valores médios (+ desvio padrao) das varidveis morfométricas dos
peixes acara-bandeira (Pterophyllum scalare) apdés 60 dias de experimento,
submetidos a diferentes tratamentos com suplementagao

Variavel TC T1 T2 T3 P>
CT (cm) 3.14+0.25bc  5.59+0.50a  3.48+0.12b 2.3240.12c 0
CP (cm) 2.45+0.13bc  4.11+0.40a  2.68+0.17b 1.83+0.17¢ 0
CC(cm) 0.9740.10bc 1.60£0.04a  0.99+0.11b 0.7240.11c 0.0001
ACI (cm) 1.2840.17bc  2.41+0.26a  1.59+0.17b 0.95+0.17¢ 0
AC2 (cm) 3.71+0.43bc  7.77+1.17a  4.68+0.55b 2.76+0.55¢ 0
Peso (g)  1.19+0.51c 1.56+0.60bc  1.88+0.56b  2.91+0.56a 0.0046

TC - controle (0,0 g de ““whey protein”"); T1 - 0,1 g de ““whey protein”’; T2 - 0,5 g de ““whey protein”’;
T3 - 1,0 g de “whey protein”. CT - comprimento total; CP - comprimento padrdo; CC -
comprimento da cabeca; AC1 e AC2 - alturas corporais; P - valor de significAncia. Médias
seguidas por letras diferentes na linha diferem estatisticamente entre si (p < 0,05). Médias

expressas como valor médio + desvio padrao

3.1 Analise histoldgica
A andlise histolégica da musculatura do Pterophyllum scalare revelou que o
didmetro médio das fibras musculares ndo diferiu significativamente entre os
tratamentos (p > 0,05), com valores variando de 33,52 + 4,89 pm no grupo
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suplementado com 1,0 g a 37,81 + 6,55 um no grupo controle (0,0 g). Em
contrapartida, a densidade de fibras musculares por milimetro quadrado foi
significativamente menor no grupo controle (556,85 * 152,78 fibras/mm?), em
comparacao aos grupos suplementados, que apresentaram médias superiores e
estatisticamente semelhantes entre si: 806,14 + 222,06 (0,1 g), 779,93 + 253,71 (0,5
g) e 858,99 + 244,53 fibras/mm? (1,0 g) (p <0,05). No entanto, nao houve diferenca
significativa na distribuicao das classes de didmetro das fibras musculares entre

os tratamentos (Figura 4).

Tabela 5. Média e desvio padrao do didametro e densidade das fibras musculares
do acara-bandeira (Pterophyllum scalare) ap6s 60 dias de alimentagdo com artemia

enriquecida com ““whey protein”’

Tratamento Diametro (um) Densidade (fibras/ mm?)
0,0g 37.81+6.55 a 556,85+152,78 b
01g 34.91+6.85 a 806,14+222,06 a
0,5g 36.4618.02 a 779,931£253,71 a
1,0g 33.52+4.89 a 858,99+244,53 a

Valores expressos como média + desvio padrao. (TC - 0,0g de ““whey protein”’; T1 - 0,1g de ““whey
protein”’; T2 - 0,5g de ““whey protein””; T3 - 1,0g de ““whey protein”") Letras distintas na mesma

coluna indicam diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos (P<0,05)
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Figura 4. Efeito dos Diferentes Tratamentos no Crescimento Muscular do Acard Bandeira
(Pterophyllum scalare) . (TC - 0,0g de ““whey protein”” ; T1 - 0,1g de ““whey protein”; T2 - 0,5g de
“whey protein”’; T3 - 1,0g de ““whey protein”")

4. Discussao

O crescimento dos peixes em sistemas de cultivo é um processo
multifatorial, influenciado por varidveis ambientais e nutricionais que afetam
diretamente o desenvolvimento muscular, 6sseo e metabdlico. A suplementacdo
proteica desempenha um papel fundamental nesse contexto, pois fornece
aminodcidos essenciais para a sintese proteica, contribuindo para a regulacdo
hormonal e a eficiéncia alimentar dos organismos aquéticos (Jia et al., 2022). No
presente estudo, investigou-se o impacto da suplementacao com ““whey protein”
no crescimento do Acaréd-bandeira, evidenciando que concentragdes moderadas

(T1 e T2) favoreceram o crescimento estrutural, enquanto a maior concentragao

(T3) apresentou efeitos menos expressivos no crescimento linear.

Esse resultado é compativel com a hipétese de sobrecarga metabdlica,
amplamente discutida por (Melo et al. 2006), que observaram em Rhamdia
quelen um aumento expressivo na atividade de enzimas catabdlicas (ALAT,

ASAT, GDH e arginase) e na concentracao de amonia e ureia plasmaticas, quando
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alimentados com dietas hiperaproteicas. Tais alteragdes indicam uma limitacdo
fisiol6gica na capacidade de metabolizagdo e excrecao de residuos nitrogenados,
o que pode levar a ineficiéncia no aproveitamento da proteina excedente e a

redistribuicao energética desfavoravel ao crescimento.

O crescimento dos peixes é regulado pelo eixo somatotépico GH/IGF-1,
que controla a sintese proteica, a remodelagao 0ssea e a deposigao muscular (Al-
Emran et al., 2024). A disponibilidade de proteinas de alta qualidade influencia
diretamente esse eixo, modulando a conversao alimentar e a deposicao de massa
corporal. Os dados de crescimento apresentados nas Tabelas 1 a 4 indicam que
os peixes suplementados com 0,1 g e 0,5 g de “whey protein” (T1 e T2)
apresentaram crescimento significativo em comprimento total (CT) e
comprimento padrao (CP) aos 20, 40 e 60 dias, sugerindo que essa suplementacdo
otimizou a conversdo alimentar e favoreceu o crescimento estrutural. Ja os
individuos expostos a maior concentracdo (1,0 g) apresentaram crescimento
inferior, especialmente no comprimento total e na altura corporal, possivelmente
devido a sobrecarga metabdlica e ao balanco energético inadequado, resultando

em menor eficiéncia na deposicdo proteica.

Melo et al. (2006) demonstraram que, em dietas com alto teor proteico, ha
um aumento significativo no catabolismo de aminoécidos com consequente
elevacdo dos niveis de metabolitos nitrogenados. Isso reforca que o excesso de
proteina, embora potencialmente anabdlico, pode ultrapassar a capacidade
tisiol6gica dos peixes, induzindo reagdes compensatorias como a gluconeogénese
a partir de aminoacidos — processo energeticamente custoso que reduz a

eficiéncia de conversao alimentar.

Além do crescimento linear, a suplementagdo proteica influenciou o
desenvolvimento muscular e a adaptacdo locomotora dos peixes. Estudos sobre
biomecanica da natagdo demonstram que o crescimento muscular ocorre tanto
por hiperplasia (aumento do numero de fibras musculares) quanto por
hipertrofia (aumento do tamanho das fibras), sendo ambos os processos

dependentes da qualidade da proteina ingerida (Voesenek et al., 2018). No
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presente estudo, foi observado aumento significativo no comprimento da cabeca
(CC) e na altura caudal (AC2) nos grupos suplementados, especialmente em T2,
aos 40 e 60 dias, indicando que a adigdao de ““whey protein " favoreceu a deposi¢ao
muscular em regides essenciais para a locomogao e captura de alimento. Essa
adaptagdo pode ser interpretada como um mecanismo compensatério, no qual os

peixes priorizam o crescimento de estruturas estratégicas para a sobrevivéncia.

O crescimento alométrico em peixes é um fendmeno dinamico,
influenciado pela distribuicao diferencial de energia entre tecidos e estruturas ao
longo do desenvolvimento (Liu et al., 2015). Os dados do presente estudo
indicaram que a suplementacdo proteica impactou especialmente o crescimento
craniano nos estagios iniciais do experimento, com diferencas significativas no
comprimento da cabega (CC) aos 20 dias. Esse achado sugere uma priorizagao do
desenvolvimento o6sseo e muscular na regido cefalica, possivelmente
impulsionada pela maior disponibilidade de aminoécidos essenciais. Estudos
anteriores indicam que a alocacdo diferencial de energia para determinadas
estruturas é uma resposta funcional do organismo a dieta, influenciando padrodes

distintos de crescimento muscular e esquelético (Voesenek et al., 2018).

A andlise dos tratamentos revelou que os grupos TC e T1 promoveram um
crescimento linear mais equilibrado, enquanto T3 resultou em menor
crescimento estrutural, possivelmente devido a limitacdes metabdlicas na
conversao proteica em tecido muscular (Jia et al., 2022). O excesso de proteina
pode ndo ser eficientemente convertido em crescimento, sobrecarregando vias
metabodlicas e aumentando o custo energético da excrecdo de metabdlitos

nitrogenados.

Esse fendmeno foi bem descrito por Melo et al. (2006), ao demonstrarem
que dietas com 41% de proteina induziram uma elevacdo nas atividades das
enzimas ALAT, ASAT e GDH, além de aumento nos niveis de amoénia e ureia
plasmaticas em R. quelen. Esses marcadores bioquimicos sao indicativos de uma
intensa degradacdo de aminodcidos para fins energéticos, o que diminui a

disponibilidade de nitrogénio para sintese proteica e crescimento estrutural.

57



Assim, os dados do presente estudo corroboram com a ideia de que existe um
ponto 6timo de suplementacdo, além do qual ha mais perdas do que ganhos

zootécnicos.

Dessa forma, a suplementacdo proteica deve ser ajustada para garantir um
equilibrio entre deposigdo muscular e crescimento estrutural harmonioso. A
suplementacdo proteica é um fator determinante no crescimento e
desenvolvimento muscular de peixes cultivados. Estudos demonstram que a
biodisponibilidade de peptideos bioativos pode estimular processos anabdlicos
e otimizar a deposicao de proteina no tecido muscular (Xie et al., 2021). No
presente estudo, os peixes suplementados com 0,1 g de ““whey protein”
apresentaram crescimento mais eficiente, indicando que doses moderadas sdo
mais adequadas para otimizar o desenvolvimento estrutural e muscular. Em
contrapartida, a maior dose de suplementacdo ndo resultou em ganhos
proporcionais, possivelmente devido a limitacdes na capacidade de
metabolizacdo dos aminoécidos, corroborando a hip6tese de um efeito limiar na

absorcdo de proteina pelos organismos aquaticos.

Esses achados tém implicacOes diretas para a aquicultura, pois reforcam a
importancia de um manejo nutricional equilibrado, que atenda as necessidades
metabdlicas dos peixes sem gerar sobrecarga proteica. A escolha da fonte proteica
e sua concentracao na dieta sdo fatores determinantes na conversao alimentar e
na eficiéncia do crescimento (Jia et al., 2022). Além disso, ajustes na formulagao
da dieta podem ser combinados com fatores ambientais, como fotoperiodo e
temperatura, para maximizar a eficiéncia do crescimento e garantir melhor

desempenho zootécnico.

O presente estudo demonstra que a suplementagdo proteica influencia
significativamente o crescimento estrutural dos peixes, com efeitos positivos
quando utilizada em concentracdes moderadas e possiveis impactos negativos
em doses excessivas. Fatores como regulacdo hormonal (Al-Emran et al., 2024),
qualidade da fonte proteica (Jia et al., 2022) e adaptacdes biomecénicas (Voesenek

et al., 2018) desempenham papéis fundamentais na modulagdo do crescimento,
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reforcando que esse processo ocorre de forma adaptativa, dependendo da

interacdo entre nutricao, metabolismo e condi¢des ambientais.

P

O crescimento dos peixes em sistemas de cultivo é um processo
multifatorial, influenciado por varidveis ambientais e nutricionais que afetam
diretamente o desenvolvimento muscular, 6sseo e metabolico. A suplementacdo
proteica desempenha um papel fundamental nesse contexto, pois fornece
aminoacidos essenciais para a sintese proteica, contribuindo para a regulagao
hormonal e a eficiéncia alimentar dos organismos aquéticos (Jia et al., 2022). No
presente estudo, investigou-se o impacto da suplementacdo com ““whey protein”
no crescimento do Acaréd-bandeira, evidenciando que concentragdes moderadas
(T1 e T2) favoreceram o crescimento estrutural, enquanto a maior concentragao

(T3) apresentou efeitos menos expressivos no crescimento linear.

O crescimento dos peixes é regulado pelo eixo somatotépico GH/IGF-1,
que controla a sintese proteica, a remodelagao 0ssea e a deposigdo muscular (Al-
Emran et al., 2024). A disponibilidade de proteinas de alta qualidade influencia
diretamente esse eixo, modulando a conversao alimentar e a deposicao de massa
corporal. Os dados de crescimento apresentados nas Tabelas 1 a 4 indicam que
os peixes suplementados com 0,1 g e 0,5 g de “whey protein™ (T1 e T2)
apresentaram crescimento significativo em comprimento total (CT) e
comprimento padrao (CP) aos 20, 40 e 60 dias, sugerindo que essa suplementacao
otimizou a conversdo alimentar e favoreceu o crescimento estrutural. Ja os
individuos expostos a maior concentracdo (1,0 g) apresentaram crescimento
inferior, especialmente no comprimento total e na altura corporal, possivelmente
devido a sobrecarga metabdlica e ao balanco energético inadequado, resultando

em menor eficiéncia na deposigao proteica.

Além do crescimento linear, a suplementagdo proteica influenciou o
desenvolvimento muscular e a adaptagdo locomotora dos peixes. Estudos sobre
biomecanica da natagdo demonstram que o crescimento muscular ocorre tanto
por hiperplasia (aumento do numero de fibras musculares) quanto por

hipertrofia (aumento do tamanho das fibras), sendo ambos os processos
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dependentes da qualidade da proteina ingerida (Voesenek et al., 2018). No
presente estudo, foi observado aumento significativo no comprimento da cabeca
(CC) e na altura caudal (AC2) nos grupos suplementados, especialmente em T2,
aos 40 e 60 dias, indicando que a adigao de ““whey protein”” favoreceu a deposigao
muscular em regides essenciais para a locomogao e captura de alimento. Essa
adaptagdo pode ser interpretada como um mecanismo compensatério, no qual os

peixes priorizam o crescimento de estruturas estratégicas para a sobrevivéncia.

O crescimento alométrico em peixes é um fendomeno dinamico,
influenciado pela distribuicao diferencial de energia entre tecidos e estruturas ao
longo do desenvolvimento (Liu et al., 2015). Os dados do presente estudo
indicaram que a suplementacdo proteica impactou especialmente o crescimento
craniano nos estagios iniciais do experimento, com diferencas significativas no
comprimento da cabeca (CC) aos 20 dias. Esse achado sugere uma priorizagao do
desenvolvimento o6sseo e muscular na regido cefdlica, possivelmente
impulsionada pela maior disponibilidade de aminoacidos essenciais. Estudos
anteriores indicam que a alocacdo diferencial de energia para determinadas
estruturas é uma resposta funcional do organismo a dieta, influenciando padrdes

distintos de crescimento muscular e esquelético (Voesenek et al., 2018).

A andlise dos tratamentos revelou que os grupos TC e T1 promoveram um
crescimento linear mais equilibrado, enquanto T3 resultou em menor
crescimento estrutural, possivelmente devido a limitagdes metabdlicas na
conversdo proteica em tecido muscular (Jia et al., 2022). O excesso de proteina
pode ndo ser eficientemente convertido em crescimento, sobrecarregando vias
metabodlicas e aumentando o custo energético da excrecdo de metabdlitos
nitrogenados. Dessa forma, a suplementacdo proteica deve ser ajustada para
garantir um equilibrio entre deposicdo muscular e crescimento estrutural

harmonioso.

A suplementacdo proteica é um fator determinante no crescimento e
desenvolvimento muscular de peixes cultivados. Estudos demonstram que a

biodisponibilidade de peptideos bioativos pode estimular processos anabélicos
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e otimizar a deposicdo de proteina no tecido muscular (Xie et al., 2021). No
presente estudo, os peixes suplementados com 0,1 g de ““whey protein”
apresentaram crescimento mais eficiente, indicando que doses moderadas sao
mais adequadas para otimizar o desenvolvimento estrutural e muscular. Em
contrapartida, a maior dose de suplementacdo ndo resultou em ganhos
proporcionais, possivelmente devido a limitagdes na capacidade de
metabolizagdo dos aminoécidos, corroborando a hip6tese de um efeito limiar na

absorcao de proteina pelos organismos aquéticos.

Esses achados tém implicac¢Oes diretas para a aquicultura, pois reforcam a
importancia de um manejo nutricional equilibrado, que atenda as necessidades
metabdlicas dos peixes sem gerar sobrecarga proteica. A escolha da fonte proteica
e sua concentracao na dieta sdo fatores determinantes na conversao alimentar e
na eficiéncia do crescimento (Jia et al., 2022). Além disso, ajustes na formulagao
da dieta podem ser combinados com fatores ambientais, como fotoperiodo e
temperatura, para maximizar a eficiéncia do crescimento e garantir melhor

desempenho zootécnico.

O presente estudo demonstra que a suplementagdo proteica influencia
significativamente o crescimento estrutural dos peixes, com efeitos positivos
quando utilizada em concentracdes moderadas e possiveis impactos negativos
em doses excessivas. Fatores como regulacdo hormonal (Al-Emran et al., 2024),
qualidade da fonte proteica (Jia et al., 2022) e adaptacdes biomecénicas (Voesenek
et al., 2018) desempenham papéis fundamentais na modulagdo do crescimento,
reforcando que esse processo ocorre de forma adaptativa, dependendo da

interacdo entre nutricao, metabolismo e condi¢des ambientais.

5. Conclusao

A suplementacdo de “whey protein” na dieta de Acard-bandeira
(Pterophyllum scalare Schutze,182)3, teve um impacto significativo no crescimento
e desenvolvimento dos peixes, com efeitos positivos em doses moderadas e
reducdo no desempenho na concentragao mais alta. Os resultados indicam que a

dieta enriquecida influenciou a morfologia e o crescimento estrutural da espécie,
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destacando a importancia de um balanco nutricional adequado para otimizar a
criacdo em cativeiro. Assim, o uso estratégico de suplementos proteicos pode ser
uma alternativa vidvel para melhorar a qualidade e o desempenho zootécnico do

acara-bandeira na aquicultura ornamental.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa reforca a importancia do estudo e aprimoramento das

técnicas de nutricdo aplicadas a aquicultura ornamental, especialmente no que se
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refere a espécies nativas como o acard-bandeira (Pterophyllum scalare Schutze,
1823). Embora a aquicultura de organismos ornamentais ainda esteja em fase
inicial no Brasil, seu potencial para o desenvolvimento sustentivel e a
conservacao da biodiversidade é inegével.

O uso de alimentos vivos enriquecidos, como Artemia sp. suplementada
com “whey protein”” isolado, mostrou-se uma estratégia promissora para
melhorar o crescimento e a qualidade dos peixes, atendendo as exigéncias
nutricionais da espécie. Além disso, o presente estudo contribui de forma inédita
para o conhecimento da histologia das fibras musculares do acara-bandeira, tema
ainda escasso na literatura cientifica, oferecendo subsidios para futuras pesquisas
relacionadas a morfologia e ao desenvolvimento muscular em espécies
ornamentais.

Esses avangos ndo apenas contribuem para uma produgdo mais eficiente
e sustentavel, como também incentivam a valorizacdo de espécies nativas no
mercado ornamental, reduzindo a pressdo sobre populacdes selvagens. Dessa
forma, estudos como este sdo fundamentais para impulsionar o setor aquicola,
fornecendo bases cientificas para a adogdo de estratégias nutricionais mais

eficazes e sustentaveis.
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