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RESUM O - Este experimento foi realizado para avaliar os efeitos da suplementagado de enzimas exdgenas (pancreatina
suina) em microdietas sobre o crescimento, a sobrevivéncia e as alteragées morfol 6gi cas do trato digestério de larvas de pacu,
Piaractus mesopotamicus Foram testados oito programas alimentares: alimentacgéo exclusiva com nauplios deArtemia(AV);
alimentagao exclusivacom dietamicroparticuladacom (DM P) ou sem (DM) suplementagdo enzimati ca; substituicéo, aoscinco
dias, dos nauplios deArtemia por dietasinertes com (AV5DMP) ou sem (AV5DM) suplementagao; e substituic¢éo dos nauplios
aosdezdias por dietas com (AV10DMP) ou sem (AV10DM) suplementagdo. O experimento teve duracéo de 28 dias. Larvas
guereceberam o alimento vivo durantetodo o periodo experimental apresentaram maiores médiasde peso. O efeito negativo
da supressao do alimento vivo sobre o crescimento das larvas foi verificado tanto na substitui¢do aos cinco dias como aos
dez dias. No entanto, nas avaliagBes biométricas subseqiientes, observaram-se efeitos positivos da suplementagdo
enzimatica; a partir do 202 dia de experimento, as larvas que receberam a dieta suplementada com enzima exégena
apresentaram peso médio estatisticamente superior ao daquel as alimentadas com a dieta sem suplementagao. As diferencas
morfol égicas mais evidentes proporcionadas pela suplementacéo enzimatica foram observadas nas larvas que receberam
substituicdo alimentar aos cinco dias. As diferencgas foram relativas a quantidade de granulos de zimogénio no pancreas e
as inclusbes supranucleares no intestino. As larvas submetidas a transicdo alimentar aos dez dias de experimento ja
apresentavam diferenciagcdo morfoldgica do sistema digestério mais avancada, assemelhando-se muito as larvas do
tratamento com alimento vivo. Os resultados deste experimento indicam que a suplementacdo com pancreatina
proporcionou efeitos positivos sobre o crescimento e a sobrevivéncia das larvas de pacu.

Palavras-chave: alimentagao de larvas, dieta inerte, pancreatina, suplementagdo enzimatica, transicéo alimentar
Exogenous enzyme supplementation on microdiet for pacu larviculture

ABSTRACT - This experiment aimed to determine the effects of exogenous enzyme (porcine pancreatin)
supplementation to microdiet on pacu Piaractus mesopotamicus growth, survival and changes on digestive tract
morphology. Eight feeding programs were performed: Artemia nauplii feeding (AV), microdiet with enzymatic
supplementation (DMP) or without supplementation (DM), weaning at the 5t day with supplemented (AV5DMP) or
not supplemented diet (AV5DM) and weaning at the 10" day with supplemented diet (AV10DMP) or not supplemented
diet (AV10DM). The experiment lasted 28 days. Larvae fed only alive prey during the whole period showed the highest
mean weight values. The negative effect of Artemia suppression on larvae growth was noted on those which were weaned
either on the 51" or 10t day of experiment. However, at the next growth evaluation, positive effects of enzyme
supplementation were observed. After the 20t of experiment, the larvae fed exogenous enzyme supplemented diet
showed higher mean weight values than larvae fed diet without supplementation. The most noticeable morphological
changes between |arvae that received the enzyme supplementation or not was observed for larvae weaned at the 5" day
of experiment. The differences were on the amount of zymogen granules in the pancreas and intestine supranuclear
inclusion. On the other hand, larvae weaned at the 10th of the experiment presented more advanced morphological
differentiation, similarly tothelarvaefed alive prey. Theresults of this experiment show positive effects of pancreatin
supplementation on pacu larvae growth and survival.
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Introducéo

As larvas de peixes, ao eclodirem, possuem trato
digestorio mais simples que o de peixes adultos da mesma
espécie (Govoni et al., 1986). No entanto, mesmo com esta
supostasimplicidade, aslarvasde peixestel edsteos possuem
grande potencial de crescimento, 10 a100% por dia(Concei-
cao et al., 1998), o que geralmente ndo € observado quando
passam precocemente pelatransicéo do alimento vivo para
o alimento inerte, resultando muitas vezes em baixo cresci-
mento e elevada mortalidade (Tesser et al., 2005).

Vérios fatores contribuem para o pequeno sucesso na
alimentac&o delarvasdepeixescomdietasinertes. Ascausas
variam desde afalta de estimulo visual das dietasinertes—
aslarvasingerem principal mente organismos vivos durante
os primeiros dias de desenvolvimento (Planas & Cunha,
1999) — até a naturezaintrinseca das particulas de alimento,
como textura, sabor, cor, formulagdo e tamanho. Esses
fatoresafetam aaceitabilidade, adigestibilidadeealixiviagdo
de nutrientes (Onal & Langdon, 2000).

Algunsautoresatribuiram oinsucesso dautilizacao de
microdietas a baixa organizacdo do trato digestério das
larvas, o que resultaria em reduzida atividade enzimatica
(Dabrowski, 1984; Lauff & Hoffer, 1984). Por outro lado, a
mai oriadas enzimas pancredticas € detectada desde aaber-
tura da boca (Cousin et al., 1987; Boulhic & Gabaudan,
1992). Kolkovski (2001) alegou que a atividade enzimatica
suficiente para digerir organismos vivos pelas larvas de
peixes pode ser insuficiente para digerir uma microdieta
seca. Além disso, algumas proteinas comumente utilizadas
naformulagdo de microdietas possuem atividadeinibitéria
de proteases digestivas (Alarcon et al ., 1999), assim como
fatores antinutricionais.

Kurokawa et al. (1998), estudando a contribuicdo de
enzimasdigestivasproveni entesdosorgani Smosvivospara
larvas de sardinha (Sardinops melanotictus), observaram
gueacontribuicao deproteasesexdgenasseriainsignificante
no processo digestivo larval, contribuindo com menos de
1% do total de proteases presentes na larva. No entanto,
resultados positivos tém sido relatados na literatura apon-
tando sucesso da utilizagdo da alimentagéo conjunta de
organismos vivos e dieta inerte, resultando em maior
crescimento das larvas comparativamente aquelas larvas
alimentadas somente com organismos vivos (Holt, 1993;
Rosenlund et al., 1997). Entretanto, os resultados sobre 0s
efeitos da suplementacdo enzimética sobre o crescimento
larval (Kolkovski, 2001) ainda sdo controversos.

As alteragbes morfologicas no sistema digestério
decorrentes da alimentagdo em larvas de peixes tém sido
avaliadas no sentido de complementar as informacdes

geradas em estudos zootécnicos (Rosch & Segner, 1990).
Bengston (1993) citou que o insucesso no desenvolvi-
mento de dietas inertes paralarvas de peixes marinhos é
decorrente, principalmente, da focalizacéo dos estudos
somente nadietaem vez do entendimento dasinteracdes
dieta x peixe.

Recentemente, Tesser & Portella (2003) relataram que
granul osdedietami croencapsul adacol etadosnotratodigestorio
de larvas de pacu co-alimentadas com nauplios de Artemia
apresentavam maioresareasdedegradacdo queosretiradosdo
trato de larvas alimentadas exclusivamente com a dieta seca,
denotando influéncia dos nauplios de Artemia sobre a
degradacdodadietainerte. Noentanto,o ef eitodessapossivel
contribuicéo enzimaticando pdde ser avaliado.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
investigar a influéncia da suplementacédo com enzimas
digestivas exdgenas (pancreatina suina) a dieta
microparticulada sobre atransicao do alimento vivo parao
inerte, o crescimento, a sobrevivéncia e as alteracfes
morfol 6gicasdo trato digestério delarvas de pacu(Piaractus
mesopotamicus).

M aterial e M étodos

Foram utilizadas 12.000 larvas de pacu ao final do
periodolecitotréfico, provenientesdedesovainduzida. As
larvas foram contadas individualmente e estocadas em
tanques plasticos de 100 L na densidade de 5 larvas/L,
totalizando 500 larvas por tanque. Os tanques possuiam
aeracgdo e circulagdo de aguacontinua. O fotoperiodo foi 0
natural e a temperatura foi mantida em 31°C por meio de
aquecedoressubmersos.

Utilizou-se umarag&o microparticulada contendo 37%
de proteina e 8% de lipidios, suplementada ou ndo com
pancreatina suinanaproporcéo de 0,25% do peso seco da
dieta (Tabela 1). Esta suplementag&o forneceu atividade
tripticade 96.465 nmol/min/g deragéo. Como alimentovivo,
foram utilizados nuplios de Artemiarecém-eclodidos.

Foram testados os seguintes programas alimentares:

JJ: aslarvasforam mantidasemjejumpor todo o periodo
experimental;

AV: as larvas receberam quantidades crescentes de
nauplios de Artemia por todo o periodo experimental;

DM: as larvas foram alimentadas somente com dieta
microparticulada;

DMP: as larvas foram alimentadas somente com dieta
microparticulada suplementada com pancreatinasuina;

AV5DM: as larvas foram alimentadas por cinco dias
com nauplios de Artemia e, em seguida, foram submetidas
atransicao brusca para a dieta microparticulada;
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Tabela 1 - Composicdo da dieta experimental para larvas de
pacu

Table 1 - Composition of the experimental diet for pacu larvae
Ingrediente Composicéo (%)
Ingredient Composition (%)
Farinha de peixe 45,9

Fish meal

Proteina texturizada de soja 20,0
Soybean meal protein

Farinha de sangue (spray dried) 4,0
Spray dried blood meal

Levedura de dcool (spray dried) 10,0
Spray dried alcohol yeast

Gérmen de trigo 5,0
Wheat middling

Milho pré-gelatinizado 8,0
Pregel corn

Oleo de soja 6,0
Soybean oil

Suplemento mineral e vitaminicot 1,1

Mineral and vitamin mixture

1 Rovimix Peixes - Roche® (ingrediente/kg suplemento) (ingredient/kg of
supplemeny): vit. A = 5000.000 Ul; vit. D3 = 200.000 Ul; vit. E = 5.000 Ul;
vit. K3 = 1.000 mg, vit. B1 (tiamina) (thiamine) = 1.500 mg; vit. B2
(riboflavina) (riboflavin)= 1.500 mg; vit. B6 (piridoxina) (pyridoxine)= 1.500
mg; vit. B12 = 4.000 mcg; vit. C = 15.000 mg; acido félico (folic acid)=
500 mg; acido pantoténico (pantothenic acid) = 4.000 mg; B.H.T.= 12,25 g;
biotina (biotin) = 50 mg; inositol = 1.000 mg; nicotinamida (nicotinanide) =
7.000 mg; colina (choline) = 40 g; Co = 10 mg; Cu = 500 mg; Fe = 5.000
mg; | =50 mg; Mn =1.500 mg; Se =10 mg; Zn = 5.000 mg; veiculo (vehicle)
g.s.p. = 1.000 g.

AV5DMP: as larvas foram alimentadas por cinco dias
com nduplios de Artemiae, em seguida, foram submetidas
a transi¢do brusca para a dieta microparticulada com
suplementacgéo enzimatica;

AV 10DM: aslarvasforam alimentadas por dez diascom
nauplios deArtemiae, em seguida, passaram pelatransi¢éo
brusca para a dieta microparticulada;

AV 10DMP: as larvas foram alimentadas por dez dias
com nduplios de Artemiae, em seguida, foram submetidas
a transicdo brusca para a dieta microparticulada com
suplementagdo enzimatica.

As larvas receberam inicialmente 350 nauplios de
Artemia/larva(quantidadedealimento corrigidaacadatrés
dias) e 4 g de racéo. Essas porgdes foram fracionadas em
oito refeicBes didrias, sendo consideradas em excesso. No
primeirodiaexperimental, quando estavamcomcincodiasde
vida, 30 larvas foram pesadas e medidas individual mente.
Esseprocedimentofoi repetidoacadacincodiasatéo202dia
com dez larvas por tanque. A Ultimabiometriafoi realizada
aos 28 dias de experimento, quando também se efetuou a
contagemtotal daslarvasremanescentesparadeterminagdo
dasobrevivénciafinal. Com os dados de peso e sobrevivén-
cia, foram calculadas a taxa de crescimento especifico e a
biomassafinal utilizando-se as seguintes férmulas:

TCE =100 X ((Ln peso final —Ln pesoinicial)/periodo
em dias);

Biomassa = numero final de sobreviventes x peso
médio final.

As dietas com ou sem suplementacdo foram
analisadasquanto aosteoresdeM S, PB elipidios, conforme
metodol ogiadescritapelaAOAC (1965). Nasandlises, ndo
foi detectada nenhuma diferencga entre as duas dietas.

A atividadedetripsinapresentenadietafoi determinada
segundo Kakade et al. (1974) utilizando-se N-alfa-benzoil-
DL-arginina-para-nitroanilida (BAPNA) como substrato.

Foramrealizadascol etasparaavaliagdo do desenvol vi-
mento morfolégico ao 52, 102, 152, 202 e 282 dias de experi-
mento. Aslarvasforam coletadas antesdaprimeiraalimen-
tacéo, fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas e
transferidas parad cool 70% até o processamento. Quatro
larvas de cada tratamento foram inclusas em parafina,
efetuando-se cortes de 5 um de espessura utilizando-se
micrétomo rotatdrio. Os cortes semi-seriados foram cora-
dos com hematoxilina e eosina (HE) e submetidos areacdo
do &acido periddico de Schiff (PAS).

Adotou-seum delineamento i nteiramente casualizado,
com oito tratamentos e trés repeticdes, em que os dados
foram analisados quanto a normalidade (Shapiro - Wilk) e
ahomogeneidade davariancia(Levene) antesdaANOVA.
Quando houve diferenca estatistica, as médias foram con-
trastadaspel oteste Duncan a5% deprobabilidade. Valores
expressos em porcentagem foram previamente transforma-
dos(arcosenodaraiz quadradadovalor precentual). Todas
asanalisesforam realizadas com o programa Statistica5.0.

Resultados e Discussao

A suplementacdo de enzimas exdgenas promoveu
efeito positivo na substituicao do alimento vivo parao
inerte em larvas de pacu. Os resultados de peso Uimido
(mg) ao longo do experimento séo apresentados na
Tabela 2. Aos cinco dias de experimento, ou quando as
larvas estavam com dez dias de vida, houve diferenca
significativa entre o peso das larvas alimentadas com
nauplios de Artemia e o daquelas alimentadas somente
com alimento inerte.

Os pesos das larvas que receberam somente a dieta
inerte suplementada ou ndo com pancreatina (DM e DMP)
emnenhummomentodiferiramentreesi (P>0,05) oudaquel as
gue permaneceram em jejum (JJ). As larvas desses trés
tratamentos apresentaram mortalidade total no mesmo dia
(112 diade experimento). Comportamento similar foi obser-
vado por Tesser et al. (2005) em larvasde pacu alimentadas
desde o inicio da fase exdgena com uma dieta
microencapsulada comercial. Provavel mente as dietastes-
tadasem ambosos experimentosnao foram suficientemente
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atrativas ou nutricionalmente adequadas para a primeira
alimentacédo de larvas de pacu.

Na segunda avaliagéo biométrica (102 dia de experi-
mento), novamente as larvas dos tratamentos nos quais
foram fornecidos nauplios de Artemia (AV, AV10DM e
AV10DMP) apresentaram peso superior ao obtido nos
demaistratamentos (P<0,05). Aslarvasque passaram pela
substituic&o abrupta do alimento vivo para o inerte aos
cinco dias de experimento (AV5DM e AV5DMP) néo di-
feriram estatisticamente entre si, sendo observada leve
reducao de peso apds estes cinco dias de alimentacédo
exclusivacom adietainerte, independentemente de rece-
berem suplementacdo enzimética, o que provavelmente
estarelacionado abaixaingestédo dadietainerte. Jomori et
al. (2003) também detectaram redugdo no crescimento de
larvas de pacu apés a substituic¢éo do alimento vivo pelo
inerte, independentemente da idade. Tesser et al. (2005)
verificaram queapenas6,6%daslarvasdepacucom13dias
de vidaingeriram dieta microencapsulada comercial.

Naterceiraavaliacdo biométricarealizadaapdsoinicio
do experimento (15 dias), notou-se o efeito positivo da
suplementacéo enzimaticaentre as larvas dos tratamentos
com substituicdo alimentar mais precoce (AV5DM e
AV5DMP); aquelas que receberam a dieta suplementada
com pancreatina apresentaram peso duas vezes superior
(P<0,05) ao daguelas do tratamento AV5DM. Na Ravalia-
¢do biométrica, ainda ndo foi observado efeito da
suplementagéo enzimaticasobreo peso (P>0,05) daslarvas
dos tratamentos AV10DM e AV10DMP, que ja haviam
passado pela transi¢éo alimentar ha cinco dias. Todavia,
verificou-se incremento do peso entre umae outraavalia-
¢do biométrica, diferentemente do observado paraaslarvas

Tesser et al.

dos tratamentos AV5DM e AV5DMP, apés a transicéo
brusca do alimento vivo parao inerte. Na42 e na52avalia-
¢des biométricas do peso, o efeito da suplementacdo foi
evidenciado e as larvas que estavam recebendo a dieta
inerte suplementada com enzimas exdgenas apresentaram
valores de peso superiores ao daquel as que se alimentaram
da racdo sem enzimas exdgenas (P<0,05) (Tabela 2). A
mesma tendéncia foi observada para o crescimento em
comprimento. NaFigura 1, nota-se que as larvas que pas-
saram pela transi¢éo aos cinco dias de experimento, inde-
pendentemente do tratamento, apresentaram ligeira redu-
¢do no crescimento, quefoi retomadologo em seguida. Nas
larvas submetidas a transicdo alimentar aos dez dias de
experimento, nao foi constatada essa reducdo, sendo
observado crescimento sempre positivo. Na ultima
biometria, as larvas dos programas alimentares AV e
AV 10DMP né&o diferiram (P>0,05) quanto ao comprimento,
ao passo que as demais apresentaram valores médios
significativamente diferentes (P<0,05).

Esse efeito positivo da suplementacdo enziméatica
sobreo crescimento daslarvasdepacu estadeacordo com
os resultados obtidos por Kolkovski et al. (1993), que
testaram asuplementacao de pancreatinaemumamicrodieta
paralarvas deSparusaurataeobtiveram aumento de 30%
na assimilagédo e de 200% no crescimento. Ao final do
experimento, aslarvasdepacu quereceberam suplementacéo
apresentaram peso médio 151 e 44% superior ao daguelas
alimentadas com dietas sem enzimas (AV5DM e AV10DM,
respectivamente).

Houve efeito positivo (P<0,05) da suplementagdo
enziméticasobre asobrevivéncia, principalmentenaslarvas
submetidas atransi¢éo alimentar aos cinco dias deexperi-

Tabela 2 - Valores médios do peso (mg) + desvio-padrao (n=3) das larvas nos diferentes tratamentos ao longo do experimento

Table 2 - Mean weight values (mg) + standard deviation (n=3) of larvae submitted to different feeding programs

Dias de experimento

Days of experiment

Programa alimentar 0" 5 10 15 20 28
Feeding program
AV 0,509+0,12 2,78%0,57 7,42%+1,05 13,7 6%1,54 30,93%0,58 94,65%4,54
AV10DM 0,509+0,12 2,40%0,24 7,16*0,66 9,47b11,58 19,28%1,36 58,52°+6,43
AV10DMP 0,509+0,12 2,70%0,36 7,57%0,77 9,63bi2,38 22,02bi2,67 84,67bi3,56
AV5DM 0,509+0,12 2,69%0,22 1,99°+0,30 3,179+0,83 3,70°0,04 14,30%3,99
AV5DMP 0,509+0,12 2,69%0,34 2,44b10,23 6,21°+0,65 ll,37di1,77 35,99d11,52
DM 0,509+0,12 0,51bi0,05 0,43%+0,08 t t T
DMP 0,509+0,12 0,54%+0,02 0,47°£0,09 t t t
NV 0,509+0,12 0,45b10,01 0,35%0,07 T t T

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem (P<0,05) pelo teste Duncan.

Different letters in the same column denote statistical difference (P<0.05) according to Duncan test.

tmortalidade total larval ao 112 dia de experimento.
" biometria inicial.

t total mortality at 111" day of the experiment

* initial sample measurement.
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Figura 1 - Comprimento total (mm) das larvas de pacu nos
diferentes programas alimentares durante o experi-
mento. Letras diferentes na (ltima avaliacado (28 dias
de experimento) indicam diferenga significativa
(P<0,05) pelo teste Duncan.

Figure 1 -  Total length (mm) of pacu larvae submitted to different
feeding treatments during the experiment. Different letters
at the last evaluation (28 days of experiment) show statistical
difference (P<0.05) according to Duncan test.

mento (AV5DM e AV5DMP) (Tabela 3). Este resultado
diferedorelatado por Kolkovski et al. (1993), queobserva
ram que a suplementacéo de dois niveis de pancreatina na
dietandoresultou em diferencanasobrevivénciadelarvas
de Sparusaurata.Além disso, ataxade sobrevivénciafinal
daslarvasde pacu do tratamento AV5DM P foi semel hante
a daquelas que passaram pela substituicdo alimentar mais
tardiamente (AV10DM).

As larvas que receberam a dieta suplementada com
pancreatina apresentaram valores médios finais de
biomassa superiores aos daquelas que n&o receberam
suplementacéo (P<0,05). A mesmatendénciafoi observada
para ataxa de crescimento especifico, no entanto, aTCE
obtida com larvasdotratamento AV 10DM Pfoi semel hante
a observada no tratamento AV (P>0,05), comprovando a

eficiéncia da suplementacdo enzimética e do programa
alimentar utilizado.

As alteracdes morfoldgicas do intestino e do figado
tém sido utilizadas comoindicadoresdo estado nutricional
de larvas de peixes alimentadas com diferentes dietas
(Verreth et al., 1987; Dabrowski et al., 1989). Segner et al.
(1994) relataram que as reservas energéticas hepéticas
respondem sensivelmente as mudancgas nutricionais ou as
dietas nutricionalmente deficientes.

AslarvasdostratamentosJJ, DM e DM P apresentaram
alteracdes morfoldgicas semelhantes tanto na primeira
guanto nasegundaobservacgao (52 e 102 diadeexperimento).
Reduc&o do volume citoplasméti co doshepatdcitosdecor-
rente da perda das reservas, nlcleos escuros e perda do
contorno celular foram as principais alteracdes ocorridas
nesse 6rgdo. O pancreas sofreu desorganizagao acinar,
escurecimento nuclear, além de auséncia de granulos de
zimogénio, caracteristica que, nas larvas em jejum, pode
estar relacionada a perda da capacidade de sua sintese,
conforme descrito por Striissmann & Takashima (1989).

As alterag8es observadas no intestino das larvas des-
ses tratamentos (JJ, DM e DMP) foram o epitélio achatado
e sem vilosidades, bem como a auséncia de inclusfes
supranucleares e de células mucosas. O achatamento pro-
gressivo das vilosidades intestinais em larvas de
Paralichthys californicusfoi considerado por Gisbertetal.
(2004) caracteristico de larvas em jejum progressivo. Por
outro lado, as larvas do tratamento AV apresentaram
sempre o nicleo dos hepatdcitos excéntrico, como conse-
gluéncia da grande quantidade de reservas (Figura 2A) e,
principalmente, da presenca de glicogénio, evidenciada
pela forte reac@o positiva ao PAS. Vé&rios granulos de
Zimogénio foram encontrados no pancreas exécrino, evi-
denciados pela reacdo ao PAS e visiveis também como
gréanulos eosinoéfilos na coloragdo de H/E. No intestino
anterior e, principalmente, no posterior, verificavam-se
varias inclusdes supranucleares, as maiores com reacdo

Tabela 3 - Valores médios de sobrevivéncia final (%), biomassa final e taxa de crescimento especifico (% por dia) (z desvio-padréo)
de larvas de pacu submetidas a diferentes programas alimentares

Table 3 - Mean values of final survival (%), biomass and specific growth rate (% per day) (+ standard deviation) in pacu larvae submitted to different
feeding programs

Sobrevivéncia (%) Biomassa (g) TCE (%/dia)t
Survival (%) Biomass (g) SGR (%/day)!
AV 79,83%+8,26 37,65%2,20 18,66%0,17
AV10DM 62,20°°+7,37 18,16+2,73 16,93°+0,40
AV10DMP 73,62%+1,49 31,14P+0,67 18,26%0,15
AV5DM 36,029+6,62 2,79%1,35 11,84%+1,01
AV5DMP 51,76°+10,05 9,36d12,16 15,21°+0,15

1Taxa de crescimento especifico. Valores calculados para todo o experimento.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05) pelo teste Duncan.

1 Specific growth rate. Values calculated for the whole experiment.

Different letters in the same column denote statistical difference (P<0.05) according to Duncan test.
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Figura 2 - Figado de uma larva de pacu dos seguintes tratamentos: AV aos 20 dias (A), AV5DM aos 15 dias (B), AV10DMP aos 28 dias
(C) e AV5DMP aos 10 dias de experimento (D) (400X - HE).
Figure 2 -  Pacu liver fed the following treatments: AV at 20th day (A), AV5DM at 15" day (B), AVI0DMP at 28" day (C) and AV5DMP at 10thday (D) of

experiment (400X - HE).
Barras representam 50 nm; n = nucleo.
Bars represent 50 nm; n = nucleous.

negativa ao PAS; no entanto, no intestino anterior, havia
pequenas inclusdes PAS positivas.

Quanto aslarvasque passaram pelatransicéo alimentar
precoce e receberam dietas contendo (AV5DMP) ou ndo
(AV5DM) pancreatina, verificaram-sediferencas nos 6rgaos
estudados(figado, i ntestino e pancreas) emtodasascol etas
realizadas. As larvas que receberam a suplementagéo
enzimatica apresentaram maior quantidade de vactiol os de
reservas no citoplasma dos hepatdcitos; no entanto, os
nicleos néo foram deslocados para a periferia (Figuras 2B
e 2D). Nointestino, principal mente no posterior, foi obser-
vada maior quantidade de vacUolos supranucleares, com
inclusbes PAS negativas. No pancreas, verificou-se maior
guantidade de granul os de zimogénio nas larvas alimenta-
das com a dieta suplementada. A presenca de maior quan-
tidade de reserva no figado e vacuolizag&o do intestino,

mesmo apdés a transicao alimentar aos cinco dias, sugere
que, mesmo com umaligeirareduc&o no peso, aslarvas do
tratamento AV5DMP podem ter recebido maior aporte de
nutrientes, como resultado dos efeitos da suplementacéao
enzimética. A presenca de vacuol os nos enterécitos e nos
hepat6citos caracteriza a ocorrénciade absorcéo de nutri-
entes (YUfera et al., 1996), que refletiu nos resultados de
crescimento, visto que as larvas do tratamento AV5DMP
apresentaram peso maior (Tabela?2) que o dasalimentadas
com adieta sem enzimas exégenas.

Por outro lado, ndo foram constatadas diferencas
morfol 6gicasentreaslarvasque, aosdez diasdeexperimento,
passaram pela transicéo abrupta recebendo dietas com
suplementac&o e aquel as que ndo receberam suplementacdo
enzimatica. Aumento naquantidadedevacuol osdereservas
no figado e aumento na quantidade de inclusdes
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supranucleares no intestino foram evidenciados com o
aumento daidadedaslarvas. Naultimaobservacéo (28 dias
de experimento), ndo foi encontrada nenhuma diferenca
morfol 6gica evidente entre as larvasdostratamentos AV,
AV10DM e AV10DMP (Figura 2C).

Resultados contraditérios foram publicados sobre a
importancia da suplementago enzimatica na alimentacéo
de larvas de peixes (Kolkovski, 2001). Segundo Cahu &
Zambonino Infante (2001), o trato digestério de larvas de
peixes possui enzimas digestivas desde a primeira alimen-
tacao e o aparecimento dessas atividades enzimaticas esta
relacionado astransformag8es morfol égi cas, seguindo uma
sequéncia cronoldgica. No entanto, € possivel que as
larvas de peixes ndo possuam enzimas em quantidades
suficientes para digerir dietas inertes (Kolkovski, 2001).
Varios autores enfatizaram aimportancia da diferenciagdo
do estbmago e da digestao acida no sucesso da utilizagao
de dietas inertes e, em Ultima anélise, na substitui¢do do
alimentovivopelo artificial (Galv8oet al., 1997; Martinez et
al., 1999; Vega-Orellanaet al., 2006).

Cahu & Zambonino Infante (2001) afirmam queafaltade
estdmago funcional ndoimpedeadigestao protéicaemlarvas
de peixes, visto que a digestéo é realizada pelas enzimas
proteoliticas pancreaticas. No entanto, Rgnnestad et al.
(1999) sugeriram que, na auséncia de HCI e da secregdo de
pepsina, aproteinapoderiando sofrer desnaturagao, dificul-
tando a a¢8o das enzimas proteoliticas alcalinas. Pouco se
conhece sobre a seqiiéncia de aparecimento das enzimas
digestivas em larvas de pacu. Tesser (2002) verificou que
larvas de pacu com 7,0 mm de comprimento total (16 diasde
vida) jaapresentavam estdmago diferenciado, com glandu-
las gastricas. Mesmo que as |larvas dos tratamentos em que
asubstituicaofoi realizadaaos 10 diasdealimentacdo exégena
(15 dias de vida e aproximadamente 9,5 mm de comprimento
total) jativessem estdmago diferenciado, a suplementacéo
enzimati caproporcionou efeito positivo sobreo crescimento
easobrevivéncia. Emdoistrabal hoscomjuvenisdetambaqui
(Colossoma macropomum) alimentados com dietas
suplementadas com amilase (Nunes et al., 2004a) ou lipase
(Nunesetal., 2004b), foramrelatadosmel horesresultadosde
ganho depeso entreosjuvenisquereceberam suplementacéo
enzimética. Entretanto, neste estudo, ndo foi possivel con-
cluir exatamente qual enzimateve maior influéncia sobre o
crescimento e a sobrevivéncia de larvas de pacu.

Kolkovski et al. (1997) e Kolkovski et al. (2000), em
estudo com larvas de Dicentrarchus labrax e Perca
flavensis, respectivamente, ndo encontraram efeito signifi-
cativo da suplementagdo de enzimas exdgenas sobre o
crescimento e asobrevivénciadosanimais, sugerindo que
aquantidade de enzimas ativas provenientes da dieta ndo

foi suficiente para promover efeito sobre o desempenho
produtivo. Outrapossibilidade avaliadapel osautores seriaa
de que essas espécies ndo respondem a suplementacao de
enzimas exégenas. Por outro lado, a adicdo de enzimas em
dietas pode acarretar pré-hidrélise dos seus componentes
antes mesmo do of erecimento aos peixes (Dabrowska et al.,
1979). Essefato foi confirmado recentemente por Stoneet al.
(2003), que notaram aumento na quantidade de aglcares na
dietasupl ementadaem comparagéo aquel asem suplementag&o.

Considerando os resultados de crescimento e desenvol -
vimentodosistemadi gestério, oefeitodaadi cdo dapancreatina
na dieta artificial foi mais pronunciado quando as larvas
receberam a suplementacdo em uma fase mais precoce de
desenvolvimento, aos cinco dias de alimentagéo exdgena.

Essesresultadosdemonstram que, apartir de 7,0 mg de
peso Umido, larvas de pacu podem ser submetidasatransi-
¢do alimentar, pois ndo ha comprometimento da sobrevi-
vénciafina quando alimentadas com dieta suplementada
com enzimasexoégenas. No entanto, ajustesnutricionaisda
dietae o uso de atrativos devem ser realizados para que o
crescimento sejacomparavel ao delarvasalimentadascom
nauplios de Artemia.

Conclusdes

A adicéo de enzimas exdgenas em dietas paralarvasde
pacu determinou melhorano crescimento e nasobreviveén-
cialarval e alterou morfologi camente (sem prejuizos pato-
| 6gicos) os 6rgédos estudados, podendo ser recomendada
em dietas paralarvas desta espécie.
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