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RESUMO GERAL

Este estudo teve como objetivo produzir microparticulas por gelificagdo ionica associada a
interacdo eletrostatica, contendo constituintes nutricionalmente importantes para a
alimentacdo de larvas de peixes. Na primeira parte deste estudo, foram desenvolvidas
microparticulas por gelificagdo i0nica, utilizando-se pectina e cloreto de calcio para a
formacao das matrizes. O recheio das microparticulas era constituido de proteinas do soro
de leite, na sua forma ndo-desnaturada ou desnaturada, e 6leo de soja adicionado de
oleoresina de paprica. Nas particulas em que o recheio era constituido somente de 6leo, a
proteina de soro de leite foi incluida por meio da interagao eletrostatica na superficie da
microparticula. Além disto, avaliou-se a influéncia do teor de calcio e do grau de amidagao
da pectina na incorporagdo proteica, nos teores de umidade e na morfologia das
microparticulas. As microparticulas produzidas por gelificacdo i6nica, seguidas de
recobrimento com proteinas do soro de leite (WPC) por interacdo eletrostatica, foram as
que apresentaram os melhores teores de umidade e proteina. Na segunda parte do estudo,
particulas produzidas por gelificacdo i06nica, utilizando pectina de baixo grau de
esterificagdo amidada, foram recobertas com proteinas de soro de leite por interacao
eletrostatica na tentativa de mimetizar a composicao centesimal encontrada em nauplios de
Artemia, alimento vivo comumente utilizado na criagdo intensiva de larvas de peixes. Apods
a producdo, as particulas foram caracterizadas em relacdo a composicdo centesimal,
tamanho médio e distribui¢do de tamanho, morfologia e comportamento de reidratacao
apods secagem por liofilizacdo. As matérias-primas utilizadas para a producao das particulas
foram também caracterizadas quanto a composicdo centesimal e ao potencial zeta quando
em solugdo. Adicionalmente, particulas otimizadas quanto a composicao centesimal foram
utilizadas em experimento de crescimento de larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus).
Lactobacillus acidophilus foram acrescentados a uma das dietas e seu efeito avaliado no
experimento bioldgico. Os teores de proteina, lipidio e umidade das particulas foram
semelhantes aos dos nauplios de Artemia, com valores médios de 50, 23 e 85%,
respectivamente. Particulas apresentaram forma esférica quando umidas ou reidratadas,
com uma distribui¢do de tamanho de 75-619 pm e aglomera¢do apds secagem. A

reidratagdo das particulas secas foi instantdnea, sem diferenca de tamanho médio entre

viii



particulas Umidas ou reidratadas. O experimento biologico mostrou que as larvas
alimentadas com as dietas experimentais ndo apresentaram crescimento quanto ao peso e
tamanho, em relacdo aos resultados observados para as larvas alimentadas com os nauplios
de Artemia ou para uma dieta comercial usada como controle. As dietas testadas, incluindo
as experimentais, nauplios de Artemia e dieta microencapsulada comercial, apresentaram
elevada taxa de ingestdo (>90%). As taxas de sobrevivéncia obtidas foram de 83,6%,
43,6%, 30,7% e 34,5%, para larvas alimentadas com nauplios de Artemia, dieta
microencapsulada comercial, dieta experimental contendo o probidtico e dieta
experimental, respectivamente, ap6s 28 dias de experimento. No teste de estresse
provocado pela exposi¢do ao ar, larvas que receberam a dieta contendo o probidtico por 21
dias apresentaram menor porcentagem de mortalidade quando comparado a dieta
comercial, porém ainda superior a observada com larvas alimentadas com Artemia. A
possivel inadequagdo nutricional das dietas experimentais, a baixa quantidade mineral e
vitaminica presentes nas dietas experimentais ¢ a possivel indisponibilidade de nutrientes
devido a associacdo forte desses nutrientes com o polissacarideo utilizado poderiam ter
produzido as taxas de crescimento nulas obtidas, indicando a necessidade de novos

experimentos.

Palavras-chave: Microencapsulagdo, Lactobacillus acidophilus, larvas de peixe,

gelificacdo i0nica, interacao eletrostatica.



ABSTRACT

The aim of this study was to produce microparticles by ionic gelation associated with
electrostatic interaction containing important nutritionally constituents for fish larvae. In
the first part of this study, microparticles were developed by pectin using ionic gelation and
calcium chloride to form the matrices. The filling of the microparticles consisted of non-
denatured or denatured whey proteins and soybean oil with paprika oleoresin. Filling
particles consisting only of oil and whey protein was included through the electrostatic
interaction on the surface of the microparticle. In addition, the influence of calcium and the
amidation of pectin in the protein incorporation, moisture content and the morphology of
the microparticles were evaluated. The microparticles produced by ionic gelation followed
by coating with whey proteins (WPC) by electrostatic interaction were the ones that
contained the best levels of moisture and protein. In the second part of the study, particles
produced by ionic gelation using low methoxyl amidated pectin were coated with milk
whey proteins by electrostatic interaction in an attempt to mimic the proximate composition
found in Artemia, commonly used in the intensive rearing of fish larvae. The particles after
production were characterized with respect to their chemical composition, average size and
size distribution, morphology and rehydration behavior after freeze dried. The raw
materials used for the production of particles were also characterized as its chemical
composition and zeta potential in solution. Additionally, optimized particles as to chemical
composition were used in an experiment of growth with larvae of Pacu (Piaractus
mesopotamicus). Lactobacillus acidophilus has been added in one of the diets and its effect
evaluated in this assay. The levels of protein, lipid and moisture of the particles were
similar to those of Artemia, with mean values of 50, 23 and 85% respectively. Particles had
spherical shape when wet or rehydrated with a size distribution from 75 to 619 mM and
agglomeration after drying. Rehydration of the dry particles was instantaneous without
difference in the average size between wet or rehydrated particles. The biological
experiment showed that larvae fed the experimental diets showed no growth in weight and
size, in relation to the results observed for larvae fed Artemia or with the commercial diet
used as control. The diets tested, including the experimental diets, Artemia and the

commercial diet showed a high rate of intake (> 90%). Survival rates were 83.6%, 43.6%,



30.7% and 34.5% for larvae fed with Artemia, commercial microencapsulated diet,
experimental diet containing the probiotic and experimental diet, respectively, after 28 days
of experiment. Larvae fed the diet containing the probiotic for 21 days showed a lower
percentage of mortality in relation to the commercial diet, but still higher than that observed
with larvae fed with Artemia. The possible nutritional inadequacy of the experimental
diets, low ash content present in the experimental diets and possible lack of nutrients due to
the strong association with the polysaccharide used in the diets may have produced low

growth, indicating that more experiments are needed.

Keywords: Microencapsulation, Lactobacillus acidophilus, fish larvae, ionic gelation,

electrostatic interaction.
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INTRODUCAO

A microencapsulag@o pode ser considerada como um recobrimento de ingredientes
de tamanho reduzido, com diferentes tipos de materiais. A escolha do material depende das
fungdes que a microparticula deva possuir como, por exemplo, resistir ao impacto causado
pelas adversidades do meio em que a particula sera aplicada (luz, oxigénio, umidade,
temperatura etc.), liberagao especifica do contetido em algum meio ¢ melhora no manuseio

do material encapsulado (SHAHIDI; HAN, 1993).

Essa liberagdo especifica do recheio pode ocorrer por ruptura mecanica,
temperatura, pH ou solubilidade do meio, biodegradacdo ou por difusdo (REINECCIUS,
1995) e permite a variacdo de diversos fatores (ingredientes e procedimentos) que
influenciam nas caracteristicas finais do produto. A microcépsula pode ser formada por
varias técnicas, e a escolha do método em particular ¢ determinada, em grande parte, pela
solubilidade dos componentes ativos e dos materiais carreados (ROSENBERG; YOUNG,
1993).

A gelificacdo i0nica, ou liga¢do i6nica de polieletrolitos, ocorre em condig¢des
brandas, ¢ simples, rapida e de baixo custo. Envolve uma solugdo polimérica aquosa que,
em contato com ions de baixa massa molar, interage formando um complexo. Alginato e
pectina de baixo teor de metoxilagdo sdo muito usados como material de parede, sendo o
ion calcio o agente de reticulagdo mais utilizado. As caracteristicas eletrostaticas e a
formacao de géis conferem as pectinas 6timas propriedades para serem utilizadas como

material de parede para formacgao de microcapsulas (MESTDAGH; AXELOS, 1998).

A dependéncia do fornecimento de alimento vivo (rotiferos, nduplios de Artemia)
como alimento inicial € o fator mais importante na larvicultura intensiva de peixes, em que
os custos de produgdo destes contabilizam uma proporgdo significativa dos custos
operacionais totais na larvicultura (LANGDON, 2003; JOMORI et al., 2005). Assim, a
substitui¢do total ou parcial desses organismos vivos por dietas inertes torna-se crucial para
a reducdo dos custos de produgdo, bem como para manter a qualidade e a producao
constante das larvas. Pesquisas vém sendo direcionadas para o desenvolvimento de dietas

inertes que satisfagam as necessidades nutricionais das larvas cultivadas, em substitui¢do ao



alimento vivo, como dietas microencapsuladas (ONAL; LANDGON, 2000; YUFERA et
al., 2002, 2003).

Rotiferos e Artemia sao usados intensivamente como o alimento vivo dominante
para estdgios larvais de espécies de peixes de agua doce e marinha. O fornecimento
inconstante e a ocorréncia de mudangas na composi¢ao bioquimica desses organismos (que
variam de acordo com o local de coleta) levam, muitas vezes, a uma nutricao subotima das

larvas (TESSER; PORTELLA, 2003).

As dietas microencapsuladas apresentam caracteristicas muito interessantes, como a
possibilidade de fornecer a dieta integra a larva, evitando a perda de nutrientes e da
deterioracdo da qualidade de agua dos tanques, entre outras. No entanto, o uso delas nem
sempre apresenta bons resultados. Muitos autores relacionam este fato a baixa aceitagdo,
assimilagdo e digestdo dessas dietas, sendo ambos ligados diretamente a natureza intrinseca
da particula, como a textura, paladar, cor, formulac¢do, tamanho, densidade e estabilidade

em agua (KOLKOVSKI, 2001; CAHU; ZAMBONINO-INFANTE, 2001).

No decorrer dos anos, varias estratégias foram adotadas a fim de modular a
composicdo da microbiota intestinal, para obter um melhor crescimento, digestao,
imunidade e resisténcia a doengas. Conseguir isso por meio de uma suplementagdo dietética
de probidticos pode melhorar a parte nutricional para o peixe e também atuar como uma
terapia contra os efeitos adversos dos antibidticos e outros medicamentos (NAYAK, 2010).
Bairagi et al. (2002) determinaram que alguns micro-organismos, quando ingeridos pelos
peixes, produzem enzimas digestivas, facilitando, assim, a utilizagdo do alimento e a
digestdao. Esses efeitos benéficos dos probidticos adicionados na dieta também foram

relatados por Bairagi et al. (2004) e Wang (2007).

Tendo em vista os beneficios potenciais de dietas microencapsuladas para
alimentacdo de larvas de peixes, o seu desenvolvimento podera contribuir para um bom
crescimento das larvas, com custo reduzido. Portanto, ¢ necessario produzir uma
microcapsula com as caracteristicas similares a Artemia, buscando maior desenvolvimento
das larvas, assim como a adi¢ao de um probidtico para avaliar a sua influéncia em larvas de
peixe. Este trabalho teve como objetivo desenvolver microparticulas para alimentagdo de

larvas de peixe pela técnica de gelificagdo idnica, que possuam teores de proteina e



umidade similares ao alimento vivo, Artemia, para posterior ensaio de desenvolvimento in
vivo com larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus). Adicionalmente, verificou-se a
influéncia da adi¢gdo do micro-organismo probiodtico Lactobacillus acidophilus a dieta

microencapsulada no desenvolvimento, sobrevivéncia e resisténcia ao estresse das larvas.



OBJETIVOS

1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi produzir microparticulas que mimetizem a composi¢ao
centesimal dos nduplios de Artemia por meio da técnica de gelificagdo idnica e/ou interacao
eletrostatica, utilizando proteinas do soro de leite como fonte proteica. Apds a otimizagao,
sera incluido o probiodtico Lactobacillus acidophillus. Particulas otimizadas contendo
probidtico e 6leo de salmio serdo testadas em ensaio de desempenho com larvas de pacu

(Piaractus mesopotamicus).

2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos, pretende-se:

— Caracterizar as microparticulas produzidas em relacao a capacidade de hidratagao,

tamanho e morfologia;

— Avaliar o efeito de pectina de baixo teor de esterificagdo amidada e ndo-amidada,
diferentes quantidades de cdlcio e diferentes concentracdes das proteinas do soro do leite
sobre a quantidade de solidos totais, umidade e quantidade de proteina adsorvida pela

microparticula;

— Avaliar o potencial das microparticulas como substitutas parciais/integrais do

alimento vivo por meio de ensaio in vivo com larvas de pacu (P. mesopotamicus);

— Avaliar o potencial do probiodtico no desenvolvimento e resisténcia das larvas de

pacu (P. mesopotamicus).



ESTRUTURA DA DISSERTACAO

O trabalho foi dividido em capitulos, conforme descrito a seguir.

No Capitulo 1, “Revisdao Bibliografica”, sao apresentados os fundamentos teoricos
sobre microencapsulacao, técnicas de gelificagdo idnica e coacervagdo complexa, matérias-
primas utilizadas na elaboragdo das microparticulas, como o concentrado proteico de soro

de leite e a pectina, larvicultura, dietas inertes e utilizagao de probidticos na aquicultura.

O Capitulo 2, “Estudo preliminar da retengdo proteica de soro de leite em particulas
obtidas por gelificagdo i0nica”, apresenta os ensaios preliminares realizados para o
desenvolvimento de uma particula com teores de proteina e umidade semelhantes ao

alimento vivo Artemia.

No Capitulo 3, “Utilizagdo de microparticulas contendo Lactobacillus acidophilus
para alimentacdo de larvas de pacu”, apresentam-se as composi¢des centesimais das dietas
elaboradas, assim como as suas morfologias, tamanho médio, capacidade de hidratacao e
resultados do ensaio in vivo, como desenvolvimento, sobrevivéncia, taxa de ingestdo e

resisténcia ao estresse.



CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 Microencapsulaciao

A adigdo de ingredientes a alimentos, a fim de se obter uma melhora dos valores
nutricionais, além de comprometer o sabor, a textura, a cor € o aroma, também pode fazer
com que o alimento perca a sua viabilidade por provocar reacdes de oxidacdo. Uma das
maneiras de amenizar ou evitar essas caracteristicas indesejaveis ¢ o uso da técnica de

microencapsulacao (DUBEY; SHAMI; BASHKER RAO, 2009).

A microencapsulagdo originou-se a partir da idealizacdo de um modelo celular,
sendo o nucleo envolvido por uma membrana semipermeavel, que o protege do meio
externo e, simultaneamente, controla a entrada e a saida de substincias na célula. A
microencapsulagdo em si, de maneira similar, tem uma parede que isola o material ativo e
controla a liberacdo sob estimulo especifico. Portanto, tem o proposito de proteger seu
conteido do ambiente, que pode ser adverso, permitindo trocas pela membrana

(JIZOMOTO et al., 1993).

As primeiras aplicagcdes de microencapsulagdo datam da década de 1950, quando
foram produzidas microcépsulas por coacervacao complexa. Foram adicionadas gelatina e
goma arabica a papéis de copia sem carbono, que levavam, em suas folhas de papel
comum, a tinta microencapsulada. Ao serem pressionadas, as microcapsulas rompiam-se,
liberando a tinta contida em seu interior (RE, 2000; DUBEY; SHAMI; BASHKER RAO,
2009).

A microencapsulagdo ¢ uma técnica capaz de embalar solidos, liquidos ou
substancias gasosas em escala de tamanho micro. A técnica permite que as capsulas liberem
gradualmente seu contetido de recheio com taxas controladas, sob influéncia de condi¢des
especificas, incluindo quebra por calor, hidratacdo excessiva, difusdo e pressao (PEPPAS;
BRANNON-PEPPAS, 1996; ANAL; STEVENS, 2005; KAILASAPATHY;
MASONDOLE, 2005).



A microcéapsula apresenta, geralmente, uma forma esférica, constitui-se por uma
membrana semipermeavel fina, porém resistente, ao redor de um nticleo s6lido ou liquido, e
pode possuir um didmetro que varia de alguns microns até 1 milimetro (ANAL; SINGH,
2007). As microcapsulas podem liberar, gradualmente, seus ingredientes ativos, sendo
rompidas por diversos meios, incluindo o calor, a hidratacdo excessiva, a difusdo e a

pressdo (PEPPAS; BRANNON-PEPPAS, 1996).

Atualmente, esta tecnologia ¢ utilizada em diferentes areas, como, por exemplo,
industria farmacéutica, tintas e industria de alimentos. Dentro da area de alimentos, ela é
utilizada na proteg@o contra adversidades do meio (temperatura, umidade), na melhoria da
estabilidade de flavorizantes, enzimas, micro-organismos, vitaminas, acidos graxos,
minerais e peptideos, além de ser utilizada também para melhorar o sabor e a estabilidade
de medicamentos e como barreira contra mau odor e sabor (DZIEZAK, 1988; LISERRE;
RE; FRANCO, 2007). Além disso, também pode atuar na transformacio do estado fisico do
material encapsulado (liquido para sélido), diminuir caracteristicas indesejaveis que o
produto possa apresentar (pH, cor, aroma, sabor) e preservar a qualidade nutricional desse
produto (SHAHIDI; HAN, 1993; RE, 1998). No caso de farmacos em que a liberagdo deve
ocorrer no estdmago ou intestino, a microencapsulagdo permite uma maxima absorc¢ao dos

compostos com um minimo de reagdes adversas (VILLENA et al., 2009).

A composicao das capsulas varia conforme a aplicagdo a que se destinam, podendo
mudar de comestiveis (carboidratos, proteinas) a polimeros biodegradaveis ou sintéticos.
Diversos polimeros de grau alimenticio, como alginato, quitosana, carboximetilcelulose,
carragena, gelatina e pectina, sdo utilizados na industria de alimentos para a formagdo de
microcapsulas por meio de técnicas distintas (ANAL; SINGH, 2007). As propriedades de
liberagao do material de parede também devem ser consideradas e influencia a estabilidade

dos compostos contra a oxidagdo (ARSHADY, 1993; SINKO; KHON, 1993).

A escolha do método para encapsulagdao depende do tamanho da particula desejada,
propriedades fisicas e quimicas da parede e do recheio e aplicagdo do produto final
(AZEREDO, 2005). Os métodos para realizar a encapsulagdo podem ser divididos em:
quimicos, por meio de inclusdo molecular ou polimerizagdo interfacial; fisicos, como o
spray drying, spray chiling, spray colling, extrusdo, cocristalizacdo e liofilizacdo; e os
fisico-quimicos, que incluem a coacervacdo, separa¢ao por fase organica e formagdo de
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lipossomas (JACKSON; LEE, 1991). Além dessas caracteristicas, as particulas produzidas
pelos diferentes métodos de encapsulagdo possuem caracteristicas diversas entre si de
retencao do recheio e também podem apresentar comportamento de liberagao diferenciado

(ALVIM, 2005).

Dois tipos basicos de estruturas sao formados pelo processo de microencapsulagao,
diferenciando-se entre si pela distribui¢ao do recheio. A estrutura formada pode ser do tipo
“reservatorio”, no qual se nota que o nucleo estd visivelmente concentrado na regiao
central, mononucleado com o conteudo (recheio), envolvido por uma parede (filme)
definida e continua, que recebe o nome de microcapsula (Figura 1). Quando o contetido se
distribui uniformemente em uma estrutura tipo “esponja” ou matriz, observa-se uma
particula multinucleada, que recebe o nome de microesfera ou microparticula (Figura 1). O
tipo de estrutura formada influi na quantidade ¢ no comportamento da liberacdo do

conteudo (THIES, 1995; AZEREDO, 2005).

Microcapsula Microparticula

Matriz Ativo Ativo Matriz
o /"

/ Q%)
' B

0%
- { OOOO o)

e

Figura 1 — Distribui¢do de recheio de uma microcapsula ¢ de uma microparticula Fonte:

Alvim (2010, p. 4).



As microcépsulas podem variar de tamanho, indo de micrometros até milimetros,
ficando, normalmente, entre 0,2 ¢ 500um. A forma das microcapsulas também ¢é bastante
variavel em razdo do método e agente encapsulante utilizado para o seu preparo
(JACKSON; LEE, 1991). Esses fatores podem ser modificados para que se ajustem as
caracteristicas desejadas a aplicagdo das microcapsulas, tais como: composi¢do, mecanismo

de liberagdo, tamanho da particula, morfologia e custo (DESAI; PARK, 2005).

Diversos materiais de parede sdo utilizados para a encapsulacdo, como, por
exemplo, as gomas (goma arabica, agar, alginato, carragena), os carboidratos (amidos,
pectina, dextrinas, xarope de milho, sacarose), as celuloses (carboximetilcelulose, etil,
metil, acetil e nitro-celulose), os lipideos (cera, parafina, triestearina, acido estearico, mono
e diglicerideos, 6leos e gorduras hidrogenadas) e as proteinas (gluten, caseina, isolado

proteico de soro de leite, gelatina e albumina) (SHAHIDI; HAN, 1993).

Ao selecionar o material de parede a ser utilizado € preciso levar em consideragdo
alguns aspectos importantes para obter a capsula com as caracteristicas desejadas, tais
como: as propriedades mecanicas das capsulas, a resisténcia ao ataque quimico e
microbiano, a forma fisica e o tamanho das particulas, as caracteristicas de superficie
(carga, hidrofobicidade, absor¢do de outras substancias) e sua permeabilidade
(TREVISAN, 1990). Além disso, ¢ necessario observar que os materiais de parede e
recheio ndo devem reagir e nem serem soliveis entre si e, preferencialmente, devem

apresentar polaridades opostas (CARDOSO, 2000).

2 Pectina

Os carboidratos estdo distribuidos pela natureza nos mais diversos alimentos e
englobam substancias com estruturas e propriedades funcionais diversas. Devido a
diferencas em relagdo ao seu peso molecular, os carboidratos sdo divididos em

monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007).

As gomas podem ser chamadas de hidrocoloides ou biopolimeros e sdo classificadas
como polissacarideos. Quando adicionadas a alimentos processados, atuam como

espessantes, agentes modificadores de textura, estabilizantes de emulsdes e espumas,
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gelificantes na suspensdo de outros componentes entre outros fins. Entre os principais
agentes gelificantes encontram-se: gelatina, alginato, pectina, carragena, agar, amido e

metil-celulose (BEMILLER; WHISTLER, 1996).

A pectina possui um carater hidrofilico em razdo da presenca de grupos polares,
possuindo a capacidade de envolver grande quantidade de agua e, pelo fato de ser um
coloide, ao ligar-se com a agua, produz uma solucdo viscosa. Em razao disso, ela ¢

comumente utilizada no preparo de geleias, doces, sucos etc. (BOWERS, 1992).

A pectina € um polimero natural, uma vez que ¢ encontrada na maioria das plantas.
A maior fonte desse polissacarideo sdo as cascas de frutas citricas e o bagago de magas.
Existem diversas fontes como, por exemplo, a beterraba e a cenoura, porém algumas podem
apresentar propriedades estruturais indesejaveis. A pectina ¢ produzida durante os estagios
iniciais do desenvolvimento das plantas e continua presente durante o desenvolvimento do
fruto (THAKUR; SINGH; HANDA, 1997; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006;
MESBAHI; JAMALIAN; FARAHNAKY, 2005).

A pectina ¢ uma fibra insolivel presente em frutas e vegetais e, em razdo disso, €
benéfica para a saide, uma vez que uma dieta rica em fibras possui beneficios
comprovados para a saude. Existem evidéncias claras que a pectina pode ajudar na
diminui¢ao dos niveis de colesterol, glicose e, ainda, possuir propriedades anticancerigenas

(YAMADA, 1996; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).

As pectinas podem apresentar algumas diferengas entre si, porém esse polimero €
rico em 4cidos galacturdnicos, sendo estipulado que deve conter, no minimo, 65% desses
(WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006). A pectina contém, na sua estrutura, unidades
carboxilicas esterificadas do acido galacturdnico com grupos metoxilicos através de
ligagdes glicosidicas a-1,4, formando cadeias lineares interrompidas pela presenca do
acicar ramnose a intervalos periddicos, como pode ser visto na Figura 2 (BOBBIO;

BOBBIO, 1989; MAY, 2000).
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OH c=0 OH c=0 OH

OH OH OH

Figura 2 — Estrutura geral da pectina. Fonte: Bobbio ¢ Bobbio (1989).

Além disso, ¢ um poliacido e seu pkA aproximado ¢ 2,9 (RALET et al., 2001),
apresentando pouca carga negativa em pH baixo e alta em pHs elevados. A associagdo da
pectina (polidnion) com um polication forma um produto insoluvel (NUSSINOVITCH,

1997).

O grau de esterificagdo possui um profundo impacto nas propriedades funcionais
das pectinas (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006). A esterificacdo pode ser feita
parcialmente, utilizando-se métodos quimicos ou enzimaticos. No processo quimico, ha a
utilizagdo de 4acidos, alcalis ou amonia, gerando pectinas convencionais ou amidadas

(BARRERA et al., 2002).

Pectinas usualmente sdo classificadas em pectinas de baixo e alto teor de
esterificagdo (MAY, 2000), sendo que o grau de esterificagdo ¢ a porcentagem de acidos
galacturonicos que sdo metilesterificados (DZIEZAK, 1988). O grau de metoxilagdo de
50% ¢ o parametro de referéncia. Aquelas que apresentam um teor inferior a este sdo
classificadas como pectinas de baixo teor de esterificacdo, e as que apresentam um teor

superior, pectinas de alto teor de esterificacdo (TURQUOIS et al., 1999).

A gelificagdo da pectina de baixo teor de esterificagdo ocorre por meio da formagao
de ligacdes entre ions carboxilicos da pectina e ions bivalentes (geralmente calcio) ou
tetravalentes para alto teor, que atuam como ligantes entre as cadeias de pectina. Elas
envolvem ligacdes quelantes intermoleculares do cation, induzindo a formagdo de

macromoléculas agregadas (KOHN, 1975).
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Pectinas amidadas possuem boas propriedades de gelificagdo em condigdes com
baixos teores de acucares. O método mais comum para amidacdo da pectina ¢ por meio da
amidagao dos grupos metil esterificados em reagdes heterogéneas com amoénia e metanol
(SINITSYA et al., 2000). A pectina amidada apresenta algumas vantagens em relagdo a
pectina ndo-amidada, uma vez que ha formagao de géis mais firmes, necessitando, portanto,

de uma menor concentracdo de calcio para gelificar (BOBBIO; BOBBIO, 1989).

A formacdo de gel entre a pectina e os ions calcio depende de paradmetros
intrinsecos e extrinsecos. Os fatores intrinsecos que influenciam as caracteristicas
reologicas do gel incluem a massa molar média do polimero e as caracteristicas estruturais
dos dominios lineares e ramificados (FRAEYE et al., 2010). O gel de pectina de baixo teor
de esterificagdo apresenta uma estrutura tridimensional, na qual existem dois acidos
galacturdnicos dispostos paralelamente, formando a ponte entre ions calcio e as carboxilas

livres (BRAUDO, 1991).

Um dos modelos propostos para esta ligacdo ¢ o de “caixa de ovo” (Figura 3),
elaborado por Rees (1972), uma vez que, segundo este modelo, seriam necessarias duas
cadeias de quatorze ou mais unidades de acido galacturénico, alinhadas simetricamente,
paralelas e de forma oposta. Os ions célcio atuam como estabilizantes dessa conformacao,
pois formam ligagdes quelantes com os 4atomos de oxigénio das duas cadeias
galacturonicas, resultando em uma estrutura de cavidades. Isso implica que, de todos os
elementos estruturais da pectina, somente as por¢des nao-metilesterificadas estejam

envolvidas na dimerizagdo das ligagdes com o calcio (NGOUEMAZONG et al., 2011).

Formacao de gel - caixa de ovo

€a' Ca jon

VV\W
‘ Formacao de caixa de ovo

Gelificacao

Figura 3 — Estrutura “caixa de ovo” formada entre a pectina e os ions célcio. Fonte: Rees

(1972).
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Pectinas de baixo teor de esterificacdo formam géis na presenga do ion calcio a
temperatura ambiente ¢ a um pH préximo a 3,5. A sensibilidade ao CaCl, diminui abaixo
do pH 3,5 e torna-se insignificante abaixo do pH 2. Em um pH intermediério entre essas
faixas, a gelificagdo ocorre normalmente. A amidacdo da pectina ndo influencia na

sensibilidade ao CaCl,, porém favorece a gelificacdo acida induzida (CAPEL et al., 2006).

3 Gelificacao ionica

A formacdo de particulas de géis a partir de polissacarideos vem sendo estudada,
uma vez que este sistema € capaz de formar particulas com textura suave, ser processado de
forma fluida e possuir a capacidade de adequar as propriedades moleculares, assim como o
tamanho e a forma. Os hidrocoloides sdo compativeis com essas caracteristicas, além de

possuirem a vantagem de serem fontes naturais de polissacarideos (BUREY et al., 2008).

A gelificagdo pode ocorrer quando alguns polimeros entram em contato com ions,
havendo, geralmente, uma ligacao entre os cations dos ions bivalentes e as cargas negativas
do polissacarideo. A preparagdo de microcapsulas utilizando a técnica de gelificagdo i6nica
envolve uma solucdo polimérica aquosa, com ions de baixa massa molar. Dessa maneira,
polieletrolitos de cargas opostas interagem, formando um complexo. Para que a gelificacao
ionica seja eficiente, deve ocorrer a formagdo de uma estrutura que resulte em uma matriz
impermedvel para certos compostos organicos, bem como para o oxigénio (THIES, 1995;

BUREY et al., 2008).

A formagao do gel, o volume, a estabilidade e a porosidade das capsulas podem ser
influenciados pela concentragdo de polissacarideo e dos cations, pela forca ionica e pelo
pH. Essas caracteristicas podem influenciar na difusao de solutos para dentro e para fora da

matriz polimérica (MESTDAGH; AXELOS, 1998).

Com a gelificagdo id6nica, € possivel fabricar capsulas que mantenham dietas
proteicas ricas em carboidratos e incorporar particulas insoliveis em &gua na sua
composi¢do com o uso de hidrocoloides (VILLAMAR; LANGDON, 1993; MUKAI-
CORREA et al., 2004).
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O encapsulamento que utiliza polissacarideos, como alginato e pectina, ¢
comumente realizado pela dispersdo da solucdo de alginato-pectina em um meio de
gelificagcdo, como, por exemplo, o cloreto de calcio. O contato entre o polissacarideo e o
ion calcio na solugdo induz a polimerizagao interfacial ionica imediata por meio de uma
ligagdo dos residuos galacturonicos, formando uma particula polianionica (DAI; WANG;

ZHAO, 2005).

Microcapsulas de alginato de calcio possuem a vantagem de serem processadas de
uma maneira muito branda e manterem a atividade bioldgica de moléculas, porém sao
muito porosas € possuem baixa capacidade de retencdo quando comparadas a outras
técnicas. Ao adicionar um polication (proteina, quitosana) a gelificagdo, o polication induz
a formagdo de complexo polidnico-polication, estabilizando a rede de gel i6nico, reduzindo
a permeabilidade do alginato-pectina e melhorando a estabilidade quimica e mecanica das
particulas (HUGUET; DELLACHERIE, 1996; ALLAN-WOITAS et al., 1999;
CHANDRAMOULI et al., 2004; DAL; WANG; ZHAO, 2005).

4 Coacervaciao complexa

A combinacdo de proteinas e polissacarideos ¢ muito utilizada na induastria de
alimentos, e esta mistura pode apresentar comportamentos distintos, tais como, ser
completamente miscivel, ser incompativel ou formar complexos (TURGEON;

LANEUVILLE, 2009).

O processo de coacervagao complexa envolve pelo menos dois polimeros de cargas
distintas em condi¢des especificas. Na maioria dos casos, os biopolimeros incluem uma

proteina e um polissacarideo (JUN-XIA; HAI-YAN; JIAN, 2011).

As interagdes eletrostaticas entre os biopolimeros podem ser afetadas por diversos
parametros fisico-quimicos, tais como pH, for¢a idnica e temperatura, e estes, por fim,
afetam a formacdao do complexo (WEINBRECK; TROMP; DE KRUIF, 2004; JONES;
MCCLEMENTS, 2010a). Sabe-se que o pH exerce uma grande influéncia na forga da
interagdo eletrostatica, uma vez que ele determina a densidade de cargas da solucdo. Essa

interacdo pode levar a formac¢do de complexos insoluveis, principalmente quando o pH
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encontra-se acima do ponto isoelétrico da proteina, estando esta carregada negativamente
como um polieletrolito (DUBIN; GAO; MATTISON, 1994; DE VRIES WEINBRECK;
DE KRUIF, 2003). J4 quando o pH se encontra abaixo do ponto isoelétrico da proteina, esta
esta carregada positivamente, facilitando a interagdo com as cargas negativas do

polissacarideo (PRATA, 2006).

A situagdo otimizada ocorre quando existe um equilibrio entre cargas positivas e
negativas, ou seja, em uma faixa de pH na qual o ponto isoelétrico da proteina e o pKa do
polissacarideo estejam com uma quantidade de cargas parecidas, mas de sinais opostos, de
modo que a maior parte dos sitios ativos esteja ligada (SCHMITT et al., 2000; PRATA,
2006; LIU et al., 2010).

O ponto isoelétrico da B-lactoglobulina, principal proteina do WPC, ¢ proximo a
47, sendo também relatado na faixa de 4,7 a 52 (HARNSILAWAT;
PONGSAWATMANIT; MCCLEMENTS, 2006; SANTIPANICHWONG et al., 2008).
Como anteriormente mencionado, a pectina é um poliacido, e seu pkA ¢ de cerca de 2,9
(RALET et al., 2001), portanto, para que haja uma melhor interacdo eletrostatica entre a

pectina e 0 WPC, ¢ desejavel que o pH esteja na faixa entre 3,0 a 4,5.

Mounsey et al. (2008) demonstraram que complexos soltveis e insoluveis de p-
lactoglobulina e quitosana podem ser formados dependendo das condi¢des de pH e forca
ionica. A separagdo de fases de dois polimeros em dgua ocorre se existir uma atracao
eletrostatica. A coacervacdo complexa ¢ causada pela interagdo de coloides de cargas

opostas entre si (DE KRUIF; WEINBRECK; VRIES, 2004).

Essas interagdes atrativas entre os biopolimeros podem ser de natureza fraca, como
ligacdes i0nicas, de hidrogénio ou hidrofobicas, porém podem ser ligagdes especificas, nas
quais ha uma grande intensidade e costumam ser permanentes, como as ligacdes covalentes
(ZUCKERKANDL, 1975). Ha evidéncias de que as principais for¢as envolvidas nas
interagdes sdo de natureza eletrostatica, nas quais héd ligacdes entre ions (IMESON;

LEDWARD; MITCHELL, 1997).
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S Concentrado proteico de soro de leite

As proteinas de soro de leite apresentam quase todos os aminoacidos indispensaveis,
e estes se encontram em excesso as recomendacdes para humanos, exceto pelos
aminoacidos aromadticos (fenilalanina, tirosina), que ndo aparecem em excesso, mas
atendem as recomendagdes para todas as faixas etarias. Apresentam elevadas concentragdes

dos aminoacidos triptofano, cisteina, leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI, 2004).

As proteinas do soro de leite sdo altamente digeriveis e rapidamente absorvidas pelo
organismo, estimulando a sintese de proteinas sanguineas e teciduais (SGARBIERI, 2004).
Além disso, sdo utilizadas em produtos alimenticios devido ao seu alto teor nutricional,

habilidade de formar géis, emulsdes e espumas (BEAULIEU et al., 2002).

Essas proteinas sao muito estudadas, ndo somente devido ao seu valor nutricional
superior ao da maioria das proteinas, mas també&ém por possuirem um alto contetido de

aminoacidos sulfurados que apresentam fungdes antioxidantes (SINHA ef al., 2007).

Quando o soro de leite ¢ seco por atomizagdo, ele apresenta uma composi¢ao de,
aproximadamente, 10% de cinzas, 1% de gordura, 76% de lactose e 13% de proteinas. O
produto obtido apds essa ultima concentragdo ¢ denominado de concentrado proteico do
soro de leite, utilizado na elaboragdo de diversos produtos, tais como: lacteos, produtos
carneos, formulas infantis e produtos de panifica¢ao, devido aos seus efeitos emulsificantes,

espessantes e antialérgicos (PELEGRINE; GASPARETTO, 2003).

As proteinas do soro de leite representam cerca de 20% das proteinas totais do leite.
A o-lactalbumina e a B-lactoglobulina correspondem a 70-80% das proteinas totais do soro,
porém, além destas, sdo encontradas a soralbumina, imunoglobulinas, proteose-peptonas,
lactoferrina, transferrina e enzimas (SGARBIERI, 1996). Essas proteinas sdao compactas,
apresentam moléculas globulares, seus residuos acidos/basicos hidrofobicos/hidrofilicos
sao distribuidos uniformemente ao longo da cadeia polipeptidica e essas proteinas

apresentam inumeras ligagoes dissulfidicas (HEELAN; CORRIGAN, 1998).

A B-lactoglobulina ¢ uma proteina pequena, soluvel em solugdo de sal, como as

globulinas, possui 162 residuos de aminoacidos, ¢ desnaturada com o calor e pode formar

17



agregados, dependendo do pH e da concentragdo de célcio. A um pH neutro, um calor
superior a 30°C causa uma forma dissociada de dimero, um monoémero. Em pHs muito
baixos, a B-lactoglobulina se encontra em posi¢ao fechada, inibindo ou impossibilitando
ligagdes. Ja em pHs elevados, a sua estrutura encontra-se aberta, permitindo que ligantes

penetrem em suas ligagdes hidrofobicas (KONTOPIDIS; HOLT; SAWYER, 2004).

O aquecimento do concentrado proteico de soro de leite € critico, pois pode causar a
desnaturagcdo das proteinas, alterando as suas propriedades funcionais. Na temperatura
ambiente, as moléculas de PB-lactoglobulina nativa encontram-se em diversas estruturas
quaternarias, como mondmeros, dimeros e octdomeros, dependendo do pH da solucdo e da
composi¢do ionica. Quando a B-lactoglobulina ¢ aquecida, os oligdmeros tendem a se
dissociar a mondmeros; quando o aquecimento ¢ superior a 70°C, ha uma exposi¢cdo dos
grupos hidrofobicos e dos residuos internos de cisteina (MISHRA; MANN; JOSHI, 2001;
JONES; MCCLEMENTS, 2010b).

6 Larvicultura

Na América do Sul, a aquicultura vem acompanhando o crescimento da aquicultura
mundial, que cresce 11% ao ano na ultima década. Este crescimento estd associado a
demanda crescente de pescados para uma populacdo também em ascensdo, refletindo,
assim, em um aumento do cultivo e pesca de peixes nativos de agua doce (OSTRENSKY;

BORGHETTI; SOTO, 2004).

O Brasil, devido ao seu perfil hidrografico, possui destaque como um dos paises
com maior potencial para a expansao da aquicultura, uma vez que a demanda mundial por
alimentos de origem aquatica vem aumentando ndo somente devido a expansdo
populacional, mas também devido a preocupacdo do aumento da ingestdo de alimentos
saudaveis (VALENTI et al., 2002; FAO, 2004). Com isso, ha necessidade de desenvolver
novos métodos que possibilitem a producao de espécies nativas, levando a estudos voltados
principalmente a alimentagdo e nutricdo de peixes, uma vez que representam até 60% do
custo total da produ¢ao (ABIMORAD, 2009). Além disso, houve um crescimento no

desenvolvimento de dietas para peixes e crustaceos cultivados em viveiros. Essa tendéncia

18



vem sendo particularmente notada nos paises em desenvolvimento, com o progresso de

sistemas agricolas intensivos (FAO, 2009).

O Brasil possui um potencial hidrico e climatico favoravel para o cultivo de
diversas espécies de peixes (BEERLI; LOGATO; FREITAS, 2004). O pacu (Piaractus
mesopotamicus) ¢ um peixe de agua doce, apresentando grande potencial para a
aquicultura, uma vez que a espécie apresenta habito alimentar onivoro, facil manejo para
criacdo, rapido crescimento, carne com boa qualidade e uma boa aceitagdo pelo mercado

consumidor (JOMORI, 1999; JOMORI et al., 2003).

O pacu ¢ uma espécie ovulipara, com desova total, € o seu periodo reprodutivo
ocorre nos meses em que ha temperaturas mais elevadas. Geralmente a producdo dos
juvenis de pacu ¢ feita de maneira induzida, ¢ a incubagdo dos ovos ¢ realizada em
temperatura entre 25 ¢ 27°C. Logo ap0s a eclosdo, o pacu apresenta um peso médio de 0,12

mg e comprimento total de 4,4 mm (FURAYA, 2001; CEMIG; CETEC, 2000).

Apesar dos aprimoramentos nas técnicas de reprodugdo, alimentacdo e manejo, a
larvicultura de peixes nativos ainda apresenta problemas que devem ser resolvidos,
principalmente em relacdo aos fatores que interferem na sobrevivéncia das larvas
(condi¢des ambientais inadequadas, falta de alimentagdo natural em quantidade e qualidade
e falta de alimentagdo formulada que substitua a natural), o que torna a larvicultura um
ponto critico na produgdo de grandes quantidades de juvenis (BEERLI; LOGATO;
FREITAS, 2004; BOCK; PADOVANI, 2000).

A criacdo da maioria das larvas de pacu, no Brasil, ¢ feita de maneira semi-intensiva
em tanques abertos, ou seja, as larvas sao transferidas para tanques previamente preparados
e fertilizados logo apos a abertura da boca. Em geral, a sobrevivéncia ¢ baixa, dificultando

uma producao em grande escala (JOMORI et al., 2003).

O sistema intensivo consiste na criacao de larvas em laboratorio, onde as larvas sao
mantidas em tanques livres de predadores, recebendo uma grande oferta de alimento vivo
de boa qualidade. Devido a isso, o sistema de larvicultura intensiva ¢ uma boa alternativa
para melhorar os niveis de sobrevivéncia durante o periodo de desenvolvimento inicial,
uma vez que as taxas de sobrevivéncia sdo superiores (80-95%) as obtidas em sistemas

semi-intensivos (20%) (JOMORI et al., 2003).
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O vitelo ¢ uma glicolipofosfoproteina que estd incorporada aos ovdcitos durante o
seu desenvolvimento nas fémeas e durante todo o periodo embrionario. E a unica fonte de
nutrientes para as fases iniciais do desenvolvimento. Mesmo apoés a eclosao, as larvas ainda
utilizam o vitelo embrionario como alimenta¢do enddgena por algum tempo, até a sua total
exaustdo, e esta fase geralmente ¢ concomitante com a abertura da boca das larvas
(SANTOS; GODINHO, 1996; HIRAMATSU et al., 2002; HILTON; POORTENAAR;
SEWELL, 2008; KAMLER, 2008).

A larva comeca a buscar alimentaciao exogena quando a vesicula gasosa se enche de
ar e o saco vitelinico encontra-se com 20 a 30% da sua capacidade (BOCK; PADOVANI,
2000). Ao final da utilizacao do vitelo, as larvas devem encontrar fontes exdgenas de
alimento, e esta fase da exaustdo do vitelo ¢ um periodo critico, no qual ocorrem as mais
altas mortalidades nas diversas espécies de peixes (KAMLER, 2008; FERREIRA et al.,
2009). Quando nao ha disponibilidade adequada de alimento, além de taxa de sobrevivéncia

reduzida, pode haver crescimento lento (FERREIRA et al., 2009).

Os alimentos mais utilizados no cultivo de larvas de peixes sdo alimentos vivos,
como microalgas, rotiferos e principalmente Artemia. O custo de ofertar as larvas alimento

vivo geralmente ¢ alto, devido ao gasto com a parte operacional para eclosdo de cistos

(LANGDON, 2003).

Além de redugdo de custos, o desenvolvimento de dietas inertes € positivo por ser
mais facil ao uso, pois ndo necessita do manejo diario exigido pelo alimento vivo e por
possuir composi¢ao estavel, enquanto a composi¢ao do alimento vivo pode variar de acordo
com as condi¢des do meio (ENGROLA et al., 2009; MURRAY et al., 2010). Além disso,
os altos niveis de bactérias patogénicas associadas com os alimentos vivos podem afetar

negativamente a saude das larvas de peixes (CURNOW et al., 2006).

Diversos processos podem ser empregados para produgdo de alimentos inertes.
Dentre eles, a microencapsulacio vem despontando como alternativa potencialmente
interessante na obtengao de dieta que apresente boa aceitagdo e manutengao do crescimento

para as larvas de peixe (LANGDON, 2003).
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7 Dietas inertes

Néauplios de Artemia sdo comumente usados como alimento vivo nos estagios
larvais de peixes de agua doce e marinha. Na década de 1980, verificou-se que os custos
relacionados ao alimento vivo tais como, infraestrutura, mdo de obra e energia
representavam uma parte significativa dos custos da produgdo de larvas, o que levou a gerar
um grande interesse em elaborar dietas formuladas em tamanho micro como uma

alternativa econdmica ao alimento vivo (KOLKOVSKI; KOVEN; TANDLER, 1997).

Além disso, o alimento vivo, apesar de promover melhor crescimento e
sobrevivéncia para as larvas, possui desvantagens quando usado extensivamente, como alto
custo e variagdo do perfil nutricional (CHU; OZKIZILCIK, 1999; LU et al., 2008). Ainda
na década de 1980, foram desenvolvidas microdietas para peixes de agua doce sem a
suplementacgdo de alimento vivo, que apresentaram resultados satisfatdrios em relacdo ao
tamanho das dietas e desenvolvimento das larvas (KOLKOVSKI; ARIELI; TANDLER,
1996).

Diversas dietas vém sendo desenvolvidas, porém as razdes pelas quais ndo se obtém
sucesso no desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas semelhante ao alimento vivo ainda
ndo sao bem elucidadas. Acredita-se que diversos fatores podem influenciar para isso, tais
como dificuldade para digestdo, tipo de ingredientes utilizado, composi¢do nutricional,

atratividade e cor (LANGDON, 2003).

Distintas técnicas foram testadas para a elaboracdo de microdietas, entre elas
encontram-se particulas elaboradas com gelatina, zeina, alginato, carboximetilcelulose ou
carragena como materiais de parede. Além destas, também existem particulas de proteinas,
lipidicas ou mecanicamente aglomeradas e misturadas (KVALE et al., 2006). Uma das
técnicas de producgdo de particulas ¢ por meio da polimerizacdo interfacial. No entanto,
apesar de produzir microcapsulas com boa retencdo do material encapsulado, para a sua
elaboragdo, ¢ necessaria a utilizacdo de solventes organicos, o que acaba tornando o

processo oneroso (YUFERA; PASCUAL; FERNANDEZ-DIAZ, 1999).

A microencapsulagao produz microparticulas estaveis em agua com forma regular,

porém podem apresentar problemas para serem digeridas (CAHU; ZAMBONINO-

21



INFANTE, 2001). A capacidade de as larvas quebrarem as cépsulas esta relacionada com a
espessura e com o material de revestimento, sendo que microcapsulas com a parede menos
rigida oferecem bom sistema para o desenvolvimento de dieta inerte (FERNANDEZ-DIAZ;
YUFERA, 1995; YUFERA; FERNANDEZ-DIAZ, PASCUAL, 2005).

Dietas microencapsuladas contendo carragena ou alginato, como material de parede,
e calcio, como agente de reticulagdo, foram testadas em peixes de agua doce e apresentaram
taxas de ingestdo de aproximadamente 70% (GUTHRIE ef a/., 2000). Um dos métodos de
producdo dessas capsulas ¢ a gelificagdo i6nica, que demonstrou ser efetiva quanto a
estabilidade em agua, sendo quebradas e digeridas por algumas espécies de peixes de agua
doce (LOPEZ-ALVARADO; LANGDON; TESHIMA, 1994; GUTHRIE et al., 2000). Essa
técnica de produgdo de microparticulas ¢ simples, ndo envolve o uso de solventes organicos
ou temperatura ¢ pHs drasticos, o que a torna de baixo custo em comparagdo as demais
técnicas e também em relagdo ao alimento vivo, devido a infraestrutura exigida para a sua

producao (VILLAMAR; LANGDON, 1993; MUKAI-CORREA, 2008).

Para se obter sucesso na alimentacdo de larvas, é preciso levar em consideracao
diversos fatores relacionados a dieta. A particula deve ser visivel e capturavel pelas larvas,
ou seja, cor, forma, tamanho, velocidade de deposi¢do no fundo do tanque e propriedades
de liberagdo de atrativos sdo fatores importantes a serem considerados. Além disso, as
larvas devem ser capazes de digerir as particulas, de absorver e de assimilar os nutrientes

para terem bom crescimento e sobrevivéncia (KVALE et al., 2006).

7.1 Tamanho

As dietas devem ser preparadas como microparticulas, para que o tamanho seja
adaptado a boca da larva. Sugere-se a utilizacdo de dietas com faixa variada de tamanhos,
como, por exemplo, as dietas utilizadas em experimentos com sea bass (Dicentrarchus
labrax), nas quais os tamanhos foram de 50-125pum em primeira alimentagdo, seguidas por
125-200um do dia 14 ao dia 25 e, entdo, 200-400um até o dia 40 (CAHU; ZAMBONINO-
INFANTE, 1994). Particulas muito pequenas (<50um) nao sdo facilmente detectadas pelas
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larvas, enquanto as maiores sdo dificeis de serem ingeridas (CAHU; ZAMBONINO-
INFANTE, 2001).

Estudo realizado por Fernandez-Diaz, Pascual e Yufera (1994) demonstrou que
larvas com menos de 4,5mm de comprimento total selecionam particulas com tamanho
entre 50 e 150pm, larvas um pouco maiores selecionam particulas com 150-250um e larvas

com 6,0mm ingerem particulas maiores que 250um.

7.2 Ingestdo

A ingestdo da dieta ¢ desencadeada por estimulos visuais e quimicos. A intensidade
da luz e a cor das microparticulas e dos tanques sdo essenciais para a ingestdo. Alguns
pigmentos, como astaxantinas, foram incorporados as dietas, visando mais a melhora na
visibilidade da particula do que ao valor nutricional (CAHU; ZAMBONINO-INFANTE,
2001). Aminodacidos, tais como, alanina, glicina, arginina e betaina, foram identificados
como eficientes estimuladores quimicos para larvas (KOLKOVSKI; KOVEN; TANDLER,
1997; TESSER; PORTELLA, 2011).

Além disso, a idade e o tipo de dieta ofertada a larva podem influenciar na taxa de
ingestdo, sendo que larvas com 30 dias de vida apresentam maiores taxas de ingestdo em
relacdo as com 15 dias de vida (TESSER; PORTELLA, 2011). Estimulos quimicos e
visuais gerados pela Artemia foram capazes de melhorar as taxas de ingestdo de dietas
inertes ofertadas a larvas de pacu (TESSER; PORTELLA, 2006). Na maioria das espécies,
as larvas realizam a captura das dietas e as ingerem. Esse fenomeno ¢ facilmente observado
mediante o exame de observagdo do contetdo intestinal em microscopio otico (CAHU;

ZAMBONINO-INFANTE, 2001).

8 Digestao

Os nauplios de Artemia apresentam, em geral, uma quantidade de 9,2% de matéria

seca ¢ 55-60% de proteina em base seca. No entanto, a maioria das microdietas
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desenvolvidas para o proposito de substituicdo do alimento vivo, quando apresentaram
niveis adequados de proteina, continha também uma alta quantidade de matéria seca

(>90%) (BASKERVILLE-BRIDGES; KLING, 2000; GUTHRIE et al., 2000).

Segundo Kolkovski (2001), a dificuldade para a larva digerir as dietas esta
relacionada a sua elevada quantidade de matéria seca (60 a 90%), muito diferente das
caracteristicas fisicas do zooplancton (apenas 10%), podendo alterar a quantidade de
nutrientes e de sua liberagdo no intestino das larvas. As microcapsulas desenvolvidas por
Mukai-Corréa (2003) apresentaram perfis proximos aos de matéria seca (7-10%) quando
comparados aos de rotiferos e Artemia. No entanto, os niveis de proteina variaram entre
24,3 e 34,8% (base seca), para sistemas contendo somente proteina, ainda inferiores as

quantidades presentes nos alimentos vivos tipicos para as larvas.

Alguns estudos com larvas de pacu demonstraram que a substituicdo do alimento
vivo por dieta apresentou resultados insatisfatorios, uma vez que larvas alimentadas com a
dieta apresentaram um menor crescimento e sobrevivéncia (JOMORI, 1999; TESSER;
CARNEIRO; PORTELLA, 2005), havendo mortalidade total das larvas quando a dieta foi
fornecida exclusivamente desde o inicio (TESSER; CARNEIRO; PORTELLA, 2005), o

que demonstra a importancia do uso de alimento vivo nas larvas dessa espécie.

O desenvolvimento de uma formulagdo de dieta completa e adequada para larvas de
peixes nao ¢ facil de ser obtida. Existem dificuldades em estimar as exigéncias nutricionais
para peixes nessa fase do desenvolvimento, pois ndo ¢ possivel utilizar métodos
tradicionais de estudo. Assim, dietas formuladas comerciais que sustentem o crescimento
desde o inicio do desenvolvimento larval s3o altamente desejaveis (CAHU;

ZAMBONINO-INFANTE, 2001).

No entanto, larvas de peixes recém-eclodidas, de um modo geral, apresentam baixa
assimilacdo dos alimentos inertes. A dificuldade em introduzir satisfatoriamente a dicta na
alimentacdo das larvas ¢ associada a limitagdes no trato digestivo, envolvendo seu
desenvolvimento insatisfatorio e deficiéncias no perfil enzimatico, observados nos
primeiros estagios de desenvolvimento (LANGDON, 2003). Estudos com larvas de peixes
sobre sua digestdo, absor¢do e assimilagdo de nutrientes de dietas artificiais sdo limitados

em razdo de diversos fatores, como o pequeno tamanho das larvas quando elas iniciam a
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alimentacdo exogena, a necessidade do preparo de uma dieta com tamanhos pequenos e a

baixa aceitacao das dietas pelas larvas (TESSER; PORTELLA, 2003).

Muitos autores relacionam este fato a pouca aceitagdo, assimilagdo e digestao dessas
dietas, diretamente ligados a natureza intrinseca da particula, como: textura, paladar, cor,
formulagdo, tamanho, densidade e estabilidade em agua (KOLKOVSKI, 2001; CAHU;
ZAMBONINO-INFANTE, 2001). Também existem aqueles autores que acreditam que ha
uma perda de alguns nutrientes aquossoliveis e que as formulagdes sdo inadequadas
nutricionalmente, interferindo diretamente na eficiéncia de substitui¢do do alimento vivo
(TESHIMA; ISHIKAWA; KOSHIO, 2000; CAHU; ZAMBONINO-INFANTE, 2001;
HAMRE et al., 2001; LANGDON, 2003). Dietas sdo compostas, geralmente, por proteinas
desnaturadas, insoliveis ou ligeiramente soliveis e carboidratos complexos, que resultam
em particulas densas e com alto peso molecular, o que pode dificultar a digestdo

(LANGDON, 2000 a, b).

O conhecimento profundo sobre a fisiologia nutricional das larvas de peixes ainda ¢
limitado, o que dificulta a elaboracdo de microdietas inertes eficazes na substituicdo dos
organismos vivos (YUFERA; SARAQUESTE; FERNANDEZ-DIAZ, 1996). Sabe-se que
as larvas possuem taxas de crescimento relativas superiores aos outros estagios de
desenvolvimento dos peixes (CONCEICAO; DERSJANT-LI; VERRETH, 1998). Este
elevado potencial de crescimento implica, no entanto, em exigéncia muito mais elevada em
termos de aminoacidos (AA), acidos graxos altamente insaturados (HUFA), entre outros
nutrientes, o que torna ainda mais importante a compreensio desses fatores (CONCEICAO;

MORAES; ARAGAO, 2007).

O estomago ndo ¢ diferenciado no momento da eclosdo da larva, e o seu
desenvolvimento demora semanas para ocorrer. A auséncia de estdmago funcional nas
larvas de peixe afeta sua capacidade de processamento das proteinas alimentares. Estudo
desenvolvido por Cahu e Zambonino-Infante (2001) demonstrou que esta limitacdo esta
associada, essencialmente, a baixa capacidade proteolitica e ndo-absortiva do tubo
digestivo, pois aminoacidos livres, peptideos e hidrolisados proteicos foram rapidamente
absorvidos pelo sistema digestivo das larvas. Ronnestad, Thorsen e Finn (1999) sugeriram
que, na auséncia de secre¢dao de HCI e pepsina, a ingestdo de proteina ndo deve ser feita na
forma desnaturada, e aminoacidos livres podem ser mais bem absorvidos do que proteinas.
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Estudo realizado por Yufera, Pascual e Fernandez-Diaz (1999) demonstrou que as
microcéapsulas elaboradas com gelatina e lavadas com cicloexano foram imediatamente
desintegradas e digeridas no intestino, proporcionando um desenvolvimento intestinal
normal. Ao 15° dia de experimento, as larvas apresentaram os oOrgdos digestivos
desenvolvidos e de tamanho similar ao das larvas alimentadas com rotiferos, demonstrando
que os nutrientes contidos na dieta podem ser utilizados e absorvidos pela larva, uma vez
que ha a digestdo da microcapsula, o que pode ser verificado no crescimento das larvas, que

foi semelhante ao observado com o alimento vivo.

9 Probioético

Alguns alimentos possuem efeito benéfico a saude do hospedeiro. Estes alimentos,
denominados funcionais, vém sendo intensamente estudados nos ultimos anos (OLIVEIRA
et al., 2002). Consideram-se alimentos funcionais aqueles que além de fornecer uma
nutricdo basica ainda promovem uma melhora da saide por meio de mecanismos nao
previstos pela nutri¢do convencional, salientando que esses efeitos restringem-se a melhora

da saude, e ndo a cura de doengas (SANDERS, 1998).

O termo probiodtico originou-se das palavras latina e grega “pro” e “bios”, que
significam “em favor de” e “vida” (GISMONDO; DRAGO; LOMBARDI, 1999). A
primeira definicdo geral aceita foi a proposta por Fuller (1989), na qual ele o descreve
como um suplemento alimentar microbiano vivo que afeta beneficamente o animal
hospedeiro, melhorando o equilibrio microbiano. A FAO/WHO (2001) define probidtico
como preparacdes de células microbianas que, quando administradas em quantidades

adequadas, tém efeitos benéficos sobre a satide e o bem-estar do hospedeiro.

Alguns mecanismos de acdo dos probidticos foram esclarecidos. Estudos ja
demonstraram que eles podem ter a¢do por exclusao competitiva (OZAWA et al., 1979),
como estimuladores de imunidade (INOOKA; UEHARA; KIMURA, 1986) da ativagdo de
macrofagos, por aumento da produgdo de acido latico (FULLER, 1977) e de acetato,
reduzindo o pH do meio, tendo, assim, um efeito antibacteriano. Além disso, atribui-se-lhes

auxilio na digestdo e absor¢ao de nutrientes, inibicdo do crescimento de micro-organismos
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patogénicos, produc¢do de vitaminas do grupo B e recuperacdo da microbiota intestinal apos
tratamento com antibidtico (CASTRO, 2003). Os probidticos desempenham um papel
terapéutico da modulacdo da imunidade, diminui¢do do colesterol, melhoramento da
tolerdncia a lactose e prevengdo de alguns tipos de cancer (KAILASAPATHY; CHIN,
2000; SANDERS, 1998).

Diversas espécies de bactérias sdo encontradas no intestino de um individuo sadio,
sendo capazes de induzir possiveis variagdes fisicas e quimicas no intestino (LEE et al.,
1999). Uma vez que estd em equilibrio, impossibilita que os proprios micro-organismos
potencialmente patogénicos exercam seus efeitos. Por outro lado, o desequilibrio dessa
microbiota pode resultar na proliferacdo de patdégenos, com consequente infec¢ao

bacteriana (ZIEMER; GIBSON, 1998).

Os probidticos favorecem o equilibrio microbiano, o que possibilita a redugdo do
pH do trato digestivo e das bactérias enteropatogénicas; consequentemente, ha produgao de

toxinas e melhora da eficiéncia alimentar (SILVA; TEIXEIRA; BERTECHINI 2001).

9.1 Lactobacillus acidophilus

As bactérias acido-lacticas possuem algumas caracteristicas, tais como: sao
bactérias gram-positivas, possuem forma de bastonetes, ndo formam esporos, sdo catalase-
negativas, nao-aerdbias, porém sao aerotolerantes, fermentativas, sendo o acido latico o

principal produto final da fermentag¢ao dos agucares (AXELSSON, 1993).

O género Lactobacillus pertence ao grande grupo das bactérias acido-lacticas, as
quais sao todas organismos gram-positivos que produzem &cido lactico pela fermentacao
(KANDLER; WEISS, 1986). Eles sdo estritamente fermentativos e aerotolerantes, porém
apresentam um bom crescimento em condi¢des anaerdbicas (GIRAFFA; CHANISHVILI;
WIDYASTUTI, 2010).

O género Lactobacillus contém um grande nimero de espécies com propriedades
bioquimicas e fisiologicas variadas, capazes de crescerem em temperaturas que variam de

2-53°C, embora o crescimento 6timo seja em torno de 35-40°C. Possui uma tolerancia a
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pHs acidos, porém o pH 6timo para seu desenvolvimento esta entre 5,5 ¢ 6,0 (KANDLER;

WEISS, 1986; GOMES; MALCATA, 1999).

Desses micro-organismos, o L. acidophilus ¢ o mais utilizado e estudado como
probidtico nos ultimos anos (O’SULLIVAN, 2006). Algumas linhagens de L. acidophilus
podem afetar o valor nutricional dos produtos aos quais forem adicionados por serem
capazes de sintetizar vitaminas como acido ascorbico, niacina e vitamina B12 (GOMES;

MALCATA, 1999).

De modo geral, Lactobacillus podem colaborar na digestdo da lactose em individuos
com intolerancia a esse dissacarideo, reduzir a constipagdo e a diarreia infantil, ajudar na
resisténcia a infecgdes por salmonela, prevenir a “diarreia do viajante” e aliviar a sindrome

do intestino irritavel (NOVIK et al., 2006).

A eficiéncia de L. acidophilus, de vacina especifica e também da associacdo de
ambos foi comparada no controle da diarreia causada por E. coli enterotoxigénica em
leitoes e verificou-se que, na associagao dos produtos, foram obtidos os melhores resultados
(AVILA et al., 2001). Além desta qualidade, trabalho realizado por Liao ef al. (1994) cita
que o L. acidophilus, entre outras bactérias, ¢ capaz de produzir uma substancia
denominada Lacidin A, que possui agdo bactericida contra o Staphylococcus aureus. Esta
substancia ¢ utilizada como defensivo natural em produtos alimentares, reduzindo o uso de

produtos quimicos.

10 Probiéticos e aquicultura

Por causa do grande crescimento e expansdo da aquicultura mundial, houve uma
maximiza¢ao da producdo de peixes e sua intensificagdo. Porém, para que isto ocorresse,
foi necessaria a utilizagdo de dietas comerciais, promotores de crescimento, antibidticos e

outros aditivos (NAYAK, 2010).

O avanco da aquicultura intensiva ¢ acompanhado por diversos problemas de
doengas. Em larvicultura intensiva, ¢ comum a utilizagdo de agentes quimicos, como 0s

antibidticos, porém o uso continuo e indiscriminado desses aditivos pode causar danos aos
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peixes, uma vez que a sua microflora intestinal ¢ destruida; aumentar os custos de producao
¢ contaminar o meio ambiente (VIJAYAKUMARAN; RADHAKRISHNAN, 2003;
GOMEZ-GIL; ROQUE; TURNBULL, 2000).

Como consequéncia, houve necessidade de se encontrar alternativas viaveis para
aquicultura que possibilitassem manter a satidde microbiana dos animais e, a0 mesmo tempo,
diminuir os custos com medicamentos. Um dos métodos propostos para ajudar no
crescimento sem danificar a flora intestinal sdo os probioticos (AL-DOHAIL; HASHIM;
ALIYU-PAIKO, 2009).

No decorrer dos anos, varias estratégias foram adotadas a fim de modular a
composicdo da microbiota intestinal, para obter um melhor crescimento, digestao,
imunidade e resisténcia a doengas. A suplementacao dietética de probidticos pode melhorar
a parte nutricional para o peixe e também atuar como terapia contra os efeitos adversos dos

antibidticos e outros medicamentos (NAYAK, 2010).

Os estudos da aplicagao de probiodticos na aquicultura comegaram na década de
1980 (KOZASA, 1986) e o interesse em ambientes favoraveis para a utilizacdo dos
probioticos esta aumentando rapidamente. Hoje em dia, preparagdes com probidticos sao
comercialmente viadveis e estdo sendo inseridas para os peixes como aditivos na

alimentacao ou incorporados na dgua (WANG; XU; XIA, 2005).

Ao juntar os conceitos de probidtico com o conceito de probidticos na aquicultura,
Merrifield et al. (2010) fizeram uma mescla das defini¢des propostas e sugeriram que um
probidtico para aquicultura ¢ um componente vivo ou um componente de uma célula
microbiana que, administrado na alimentagdo ou na &agua, provoca beneficios ao
hospedeiro, melhorando a resisténcia a doengas, estado de saude, crescimento e
desempenho, melhora a utilizagdo do alimento, resposta ao estresse, equilibrio microbiano

do hospedeiro e do ambiente.

Os probidticos devem possuir algumas caracteristicas basicas para serem utilizados
na aquicultura, como, por exemplo, ndo ser patogénico ao hospedeiro e aos organismos
aquaticos em geral; ndo possuir genes de resisténcia a antibidticos; ser resistente aos sais
biliares e pH baixos; ser capaz de colonizar o intestino do hospedeiro; ser registrado para

utilizad-lo como aditivo alimentar, entre outros (MERRIFIELD et al., 2010).
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Nao existe uma dose estipulada de probidticos para aquicultura. Acredita-se que a
dose ideal seja aquela que consiga estimular a protecdo do hospedeiro e/ou o seu
crescimento. Geralmente a dose em aquicultura varia de 10°'° CFU/g de dieta, havendo
estudos que apresentam resultados positivos tanto com doses inferiores quanto superiores a
esses valores, pois a dose ideal pode variar conforme a espécie e os parametros

imunologicos (NAYAK, 2010; CARNEVALI et al., 2006; GALINDO et al., 2009).

Assim como a dosagem, o tempo de administragdo também ¢ varidvel, porém,
alguns efeitos, como ganho de peso, melhora da imunidade e resisténcia a doengas, podem
ser observados apos a administracdo de dietas contendo probiodticos por 1-10 semanas
(NAYAK, 2010). A forma de administragdo também ¢ um fator que deve ser levado em
conta, uma vez que pode ser administrado como aditivo na agua ou como aditivo alimentar.
A administrag@o oral de probidticos na suplementagao dietética ¢ mais efetiva na melhoria
da imunidade e protecdo contra patégenos do que quando ele ¢ utilizado como aditivo na

agua (NAYAK, 2010; TAOKA et al., 2006).

Bairagi et al. (2002) observaram que alguns micro-organismos (isolados do trato
digestivo de peixe), quando ingeridos pelos peixes, produzem enzimas digestivas,
facilitando a utilizacdo do alimento e a digestdo. Esses efeitos benéficos dos probidticos
adicionados na dieta também foram relatados por Bairagi et al. (2004) e Wang (2007) ao
utilizarem Bacillus subtilis e Bacillus circulans, e Bacillus sp, respectivamente. Além disso,
foi observado que a microflora do trato digestivo de hidrobiontes desempenhou um papel
importante na resisténcia as doencas infecciosas, pois produz materiais antibacterianos,

impedindo a entrada de bactérias patogénicas em um organismo (RINGO et al., 2007).

O objetivo inicial do uso de probidticos ¢ manter ou restabelecer uma relagao
favoravel entre os micro-organismos patogénicos € amigaveis que constituem a flora do
trato digestivo ou muco dos hidrobiontes. Além da parte nutricional e de beneficios para a
saude do peixe, alguns probidticos, quando utilizados como aditivos na agua, podem ajudar
na decomposicao da matéria organica, redu¢do dos niveis de fosforo e nitrogénio, assim

como no controle de amonia e nitrito (BOYD; MASSAUT, 1999; NAYAK, 2010).

Os probidticos utilizados na aquicultura sdo as bactérias acido-lacticas (LAB), as

bactérias do género Bacillus, bactérias fotossintéticas e leveduras, apesar de outros géneros
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ou espécies também serem mencionadas (WANG; XU; XIA, 2005; CARNEVALI et al.,
2006; WANG, 2007). Estudos ja demonstraram que as bactérias acido-lacticas fazem parte

da microbiota intestinal dos peixes desde os primeiros dias de vida (RINGO et al., 2007).

Os beneficios dos suplementos incluem o aumento do valor nutricional, a
contribuicdo para a digestdo enzimadtica, a inibi¢do de micro-organismos patogénicos, a
atividade antimutagénica e anticarcinogénica, fatores que promovem o crescimento e
aumento da resposta imune (MOHANTY; SWAIN; TRIPATHI, 1993; MOHANTY;
SWAIN; TRIPATHI, 1996; VERSCHUERE et al., 2000).

Diversos estudos imunoldgicos tém sido realizados com peixes, utilizando-se
diferentes probidticos, e estes vém demonstrando possuir a capacidade de estimular a
imunidade tanto em condigdes in vitro como in vivo. A literatura indica que os probidticos
isolados ou combinados podem aumentar a imunidade local e sistémica dos peixes

(NAYAK, 2010).

Estudos demonstraram que os probioticos podem favorecer a digestdo e melhorar o
aporte de nutrientes, uma vez que, ao administra-los, houve um aumento da concentracao
dos acidos graxos no trato gastrointestinal e das vitaminas, assim como da producdo de
enzimas, como proteases e lipases, o que facilitaria o processo digestivo (BALCAZAR et

al., 2006).

11 Concentrado proteico de peixe

A matéria-prima para produgdo de concentrados proteicos de peixe depende da
aplicag@o a que se destina o produto. Se este for para alimentacdo humana, pode-se partir
do pescado processado por meio de uma separacao mecanica ou filetagem. O produto deve
ser submetido a processos de lavagem com solucdo salina, para eliminagdo das proteinas
sarcoplasmaticas e do sangue, pigmentos e enzimas que podem comprometer o concentrado
proteico em termos de sabor, odor e conservacao. Quando se destina a alimentac¢ao animal,
pode-se partir de peixe eviscerado, moido, considerando a cabeca, pele e o0ssos

(CANDIDO, 1998).
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O Concentré de Protéine Soluble de Poisson (CPSP) é o nome comercial de um
hidrolisado de proteinas soluveis de peixe, obtido por moagem, hidrélise enzimadtica,
filtracdo, concentragdo e desidratagao de peixe fresco. Ele ¢ mundialmente utilizado em
razdo de ser reconhecido por ser a melhor fonte de proteinas marinha. E designado, entre
outros fins, para nutricdo de larvas desde a abertura da boca até o estado juvenil,
demonstrando um aumento de 20% na taxa de sobrevivéncia de larvas (BIOVONTADE,

2011).

Zambonino-Infante, Cahu e Péres (1997) e Cahu ef al. (1999) mostraram que a
suplementacao de proteina hidrolisada em alimentacgao para larvas aumentou o crescimento,
acelerou a maturacdo do intestino e do pancreas, diminuiu deformidades na espinha e
aumentou os niveis de sobrevivéncia. Também foi relatada uma correlagdo positiva entre o
nivel de proteina hidrolisada na alimentacdo inicial e a sobrevivéncia (DAY; HOWELL,;
JONES, 1997), e em melhor ganho de peso quando foi ofertada a larvas de pacu
(MACEDO-VIEGAS; PORTELLA, CARNEIRO, 2003), porém alguns estudos realizados
com larvas ou juvenis ndo encontraram efeitos vantajosos na utilizagdo de proteina
hidrolisada (OLIVA-TELES; CERQUEIRA; GONCALVES, 1999; KOLKOVSKI;
TANDLER, 2000; GARCIA-ORTEGA et al., 2001).

12 Oleo de salmio

O o6leo de salmdo ¢ uma fonte lipidica que apresenta, na sua composicdo
quantidades de DHA, enquanto o o6leo de soja e outros Oleos vegetais ndo possuem
nenhuma porcentagem de DHA (4cido docosahexaenoico) e EPA  (4cido
eicosapentaenoico) (REESE, 2003). Além disso, 6leos provenientes de peixes possuem um
alto teor de acidos graxos essenciais ®-3 (MARQUEZ-RUIZ et al., 2008). Diversos
estudos demonstram que existem efeitos benéficos dos 4cidos graxos poli-insaturados para
satude, principalmente os da familia -3, EPA ¢ DHA (MONTERO et al., 2003). Os 6leos
de peixe, de uma maneira geral, sdo ricos em EPA e DHA e esses acidos graxos estao
associados a uma diminui¢do dos fatores de risco associados a arteriosclerose (CALDER,

2004).
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Os oleos de peixes sdo as principais fontes lipidicas na elaboragdo de dietas para
peixes, uma vez que apresentam, além de uma elevada quantidade de acidos graxos 6mega-
3 — necessarios para resisténcia ao estresse ¢ desenvolvimento da imunidade para os peixes
—, uma quantidade abundante de acidos graxos monoinsaturados, que sao utilizados pelos

peixes como uma fonte metabdlica de energia (MONTERO et al., 2003).

O DHA, assim como o acido palmitico, também exerce um papel fundamental na
formacdo das membranas celulares, uma vez que ¢ retido nos lipidios apolares presentes
nas membranas (IZQUIERDO, 1996). Uma dieta contendo EPA e DHA pode melhorar a
sobrevivéncia e o crescimento das larvas (SUI et al., 2007). Além disso, o EPA ¢ utilizado
na sintese de hormonios eucosanoides, que estdo relacionados com a biossintese de
esteroides, a inibicdo de secre¢des gastricas e a contracdo da musculatura lisa

(GLENCROSS, 2009).

Peixes requerem alta quantidade de acidos graxos insaturados (HUFA) para
crescimento ¢ desenvolvimento normal, além da manutengdo da estrutura e funcdo das
membranas celulares e como percursores de eicosanoides (CHEN et al., 2011).
Quantidades inadequadas de n-3 HUFA podem afetar o crescimento, a imunidade, a
reproducdo e a sobrevivéncia de peixes (ZUO et al., 2011), principalmente os de agua
marinha, uma vez que estes nao possuem a capacidade de elongar o acido linolénico em n-3

HUFA (ZUO et al., 2011; CHEN et al., 2011).

Quando larvas de peixes recebem um aporte inadequado de niveis de n-3 HUFA
(Highly Unsaturated Fatty Acid) podem apresentar algumas deficiéncias de crescimento e
sobrevivéncia. Um aumento dos niveis dietéticos de n-3 HUFA pode promover o
crescimento das larvas (IZQUIERDO, 1996). Os requerimentos de n-3 HUFA variam
muito entre as espécies, mas, de uma maneira geral, as larvas necessitam de um maior
aporte do que os juvenis, devido ao metabolismo acelerado, constru¢do de membranas e

alta taxa de crescimento (IZQUIERDO, 1996).

Essa necessidade de uma grande oferta dietética de n-3 HUFA, no entanto, da-se,
principalmente, para os peixes de 4gua marinha, pois estes ndo sdo capazes de metabolizar
e produzi-los, sendo, portanto, acidos graxos essenciais (EFA). Sabe-se que peixes de dgua

doce sdo capazes de converter 18-C PUFA das séries n-3 e n-6 em 4cidos graxos n-3
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HUFA. Em contraste, os peixes marinhos nao possuem essa capacidade de conversdo e
relaciona-se este fato a deficiéncia na produgdo da enzima AS desaturase (GLENCROSS,
2009). Portanto, para os peixes de agua doce, nao ha uma necessidade fundamental de uma
grande oferta de n-3 HUFA, uma vez que estes sdo capazes de sintetiza-los a partir de
outros acidos graxos (C18:2n-6 e C18:3n-3) (TOCHER, 2003; SUI et al., 2007; SOUZA;
ANIDO; TOGNON, 2007).

Quando adicionados diretamente a dieta de peixes, o 6leo de peixe pode sofrer
oxidagdo, uma vez que, durante a sua extragdo e processamento, alguns de seus
antioxidantes, como a vitamina E e o corante astaxantina, podem sofrer degradacdo. Além
da microencapsulacdo se adequar como uma metodologia para elabora¢do de dietas para
larvas de peixes, ela também pode ajudar a diminuir a oxidacdo lipidica, uma vez que as
racdes, quando produzidas, ficam armazenadas por longo tempo (SCHULER, 1990;
NEWTON, 1996; SHELKE, 2005).
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CAPITULO 2 - ESTUDO PRELIMINAR DA RETENCAO PROTEICA DE SORO
DE LEITE EM PARTICULAS OBTIDAS POR GELIFICACAO IONICA

1 INTRODUCAO

A microencapsulacdo tem como objetivo proteger dieferentes materiais das
condi¢des adversas do meio, além de melhorar aspectos sensoriais indesejaveis que uma
substancia possa apresentar e proteger compostos ativos em uma matriz de forma definida
(ANAL; STEVENS, 2005; CHANASATTRU et al., 2009). A composi¢ao das capsulas
varia conforme a aplicagdo a que se destinam, sendo utilizados diversos materiais de parede

para a formacao das microcapsulas (ARSHADY, 1993; SINKO; KHON, 1993).

A pectina de baixo teor de metoxilagdo ¢ utilizada como material de parede e forma
ligagdes entre as suas cadeias e as de cations bivalentes, como o calcio, formando
hidrogéis. Microcapsulas produzidas por gelificacdo idnica sdo processadas de uma
maneira branda, sem o uso de solvenetes. Polieletrdlitos de cargas opostas interagem e
formam uma matriz impermedvel para alguns compostos organicos, podendo apresentarem
baixa capacidade de retencdo e elevada porosidade, sendo esta minimizada pela adicao de
um polication apoés a gelificagdo (THIES, 1995; BUREY er al., 2008; HUGUET;
DELLACHERIE, 1996; DAI; WANG; ZHAO, 2005).

A interagdo eletrostatica entre os biopolimeros apresenta situacao otimizada quando
existe equilibrio entre cargas positivas e negativas, de modo que a maior parte dos sitios
ativos esteja ligada (SCHMITT et al., 2000), ou seja, em faixa de pH em que o pKa da
polissacarideo e o ponto isoelétrico da proteina estejam com quantidade de cargas

similares, porém de sinais opostos (LIU et al., 2010).

As proteinas do soro de leite sdo uma alternativa de polication e sao compostas
basicamente por [B-lactoglobulina (SGARBIERI, 1996). A B-lactoglobulina possui 162

residuos de aminoacidos, ¢ desnaturada com o calor e pode formar agregados, dependendo
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do pH e da concentragao de calcio. Ao aquecer o concentrado proteico de soro de leite pode

haver a desnaturagdo das proteinas, alterando as suas propriedades funcionais.

O objetivo deste estudo foi avaliar preliminarmente se a metodologia de
incorporagdo proteica influencia nos teores finais de proteina, se o teor de amidagdo da
pectina, do cloreto de célcio e desnaturagdo térmica da proteina de soro de leite exercem
alguma influéncia na retencao proteica e teores de umidade e quais as melhores condi¢des
para obter uma microparticula com teores de umidade e proteina semelhantes aos nauplios

de Artemia (Artemia franciscana).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

Os materiais utilizados para a elaboragao das microparticulas foram os seguintes:
pectina citrica de baixo teor de esterificagdo amidada - PA (CPKelco, mistura de diferentes
lotes, Limeira-SP, Brasil), pectina citrica de baixo teor de esterificacdo ndo-amidada - PNA
(CPKelco, tipo LM-22CG, lote GR914012, Limeira-SP, Brasil), concentrado proteico de
soro de leite - WPC (Lacprodan, lote Lac804U17601, 76-80% de proteina, maximo de 6%
de umidade, 3,5% de cinzas e 9% de lipideos, Portend, Provincia de Cordoba, Argentina),
cloreto de calcio anidro P.A. (Dinamica, lote 36308, P.M. 110,99), 6leo de soja comercial
comum, oleoresina de paprica Citromax, acido cloridrico 0,1N (Merck), hidréxido de sodio
a 50% (nuclear, P.M. 40, Diadema-SP), 4cido sulfarico (Synth, P.M. 98,08, Diadema, Sao
Paulo, Brasil).

2.2 Caracterizacao fisico-quimica dos materiais

2.2.1 Composi¢ao centesimal

Os materiais utilizados — WPC, PA, PNA — foram caracterizados, em triplicata, em
relagdo ao conteudo total de proteina, umidade e cinzas, de acordo com AOAC (2006), e

lipideos, segundo Bligh e Dyer (1959).
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Para a quantificagao de proteina, foi utilizada a metodologia de Kjeldahl, utilizando-
se os fatores de corre¢do de 6,38 e 6,25 para conversdo de nitrogénio em proteina, para o
WPC e para os demais materiais proteicos, respectivamente. Em todas as andlises foi
utilizada, como branco, uma particula sem cobertura proteica para corrigir o teor de

nitrogénio nao-proteico presente na PA e PNA.

2.2.2 Caracterizacdo da pectina

A PA utilizada foi caracterizada de acordo com FAO (2009) em relag¢do ao seu teor
de 4cidos galacturdnicos (AG), grau de esterificagdo (GE) e grau de amidagao (GA) através

de titulometria.

2.2.3 Potencial zeta

O potencial zeta, ou seja, a carga elétrica disponivel, foi avaliado nas solucdes
(0,5% p/p) — WPC, LMAP - através do instrumento de distribui¢do de mobilidade
eletroforética de particulas Zetasizer (Malvern, Worcestershire, UK), do pH 3 até o pH 7.
As medidas foram feitas para duas amostras, preparadas de forma independente. Para cada
amostra, foram feitas duplicatas das leituras. Os resultados estdo expressos como médias,

seguidas dos seus desvios padroes.

2.3 Producio das microcapsulas

Antes do preparo da dieta microencapsulada experimental, foram feitos testes
preliminares na tentativa de ajustar a composicao da microcapsula ao perfil nutricional dos
nauplios de Artemia (Artemia franciscana). Os valores de referéncia buscados foram o teor
de proteina em base seca (60%) e solidos totais (aproximadamente 10%), valores estes

usualmente encontrados na composicao da Artemia (BASKERVILLE-BRIDGES; KLING,
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2000). Para obter microcapsulas com os teores aproximados da Artemia, foram variados: o
tratamento térmico da fonte proteica, a concentragdo ¢ o modo de incorporagdo dessa
proteina. A fonte proteica utilizada foi o concentrado proteico de soro de leite (WPC), na
forma nao-desnaturada e na forma desnaturada (90°C por 30 min e 80°C por 15 min)

visando a avaliar a incorpora¢do da proteina na particula.

As capsulas foram produzidas por gelificagdo i6nica, sendo a inclusao da solugdo de
WPC testada de duas maneiras: a) como constituinte da emulsdo (teores variaram de 10 a
40%); b) gelificacdo i6nica seguida do recobrimento com solucdo de WPC, em que as
capsulas de gelificagdo i6nica foram transferidas para uma solucdo de soro de leite

(concentragdo variando de 4 a 12%)).

Utilizou-se o 6leo vegetal de soja com oleoresina de paprica (proporgao de 9:1) para
todos os testes preliminares, em razdo de seu custo ser inferior ao do 6leo de salmao, o qual
foi utilizado para a elaboragdo das dietas experimentais. A adi¢do da oleoresina permitiu
melhor visualizagdo da formacdo das microparticulas e distribui¢do lipidica pela matriz

devido a sua coloracdo laranja.

2.4 Preparo das microcapsulas

2.4.1 Microcapsulas contendo proteina no seu interior

As solugdes poliméricas de pectina foram preparadas na concentracdo de 2% (p/p) e
a solucdo i6nica foi testada em duas concentragdes (2 e 5%). O recheio constituiu-se de
uma solugao de WPC, com concentragao variando de 10 a 40%, uma vez que concentragdes
maiores tornavam a emulsdo muito viscosa, impedindo a sua aspersdo. As diferentes

concentracdes da solucdo de WPC foram testadas de duas maneiras distintas:
—nao-desnaturada: o pd foi homogeneizado com dgua destilada;

— desnaturada 90°C por 30 minutos: o p6 foi homogeneizado com agua destilada,

apods permaneceu em banho-maria por 30 minutos a uma temperatura de 90°C.
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As duas solugdes (WPC e pectina) foram misturadas, acrescentando-se-lhes o 6leo
de soja com oleoresina de paprica (9:1) em uma concentracao de 18% em base seca e
homogeneizadas em homogeneizador Ultra-Turrax (IKA, Works do Brasil) a 14.000 rpm/3
minutos. Essa solucdo foi pulverizada por meio de um bico atomizador duplo fluido sobre
pressao de ar de 0,125 kgf/cm? e altura constante de 12 cm entre o pulverizador e a solugao
10nica, 2% ou 5% CaCl, (p/p), mantida sob agitagdo lenta e temperatura ambiente (25°C).
As céapsulas foram mantidas na solugdo idnica, para cura, por 30 minutos e, em seguida,
foram separadas por peneira (125um) e lavadas com agua deionizada. Apds esse
procedimento, as capsulas foram analisadas em relagdo ao seu teor de proteina e umidade, e

o restante foi congelado, liofilizado e armazenado sob refrigeragao.

2.4.2 Microcapsulas contendo proteina como material de cobertura

A solucdo polimérica de pectina foi preparada em uma concentracao de 2% (p/p), a
qual se acrescentou 6leo de soja adicionado de o6leo de resina de paprica (9:1) em uma
concentracao de 18% em base seca e homogeneizada em homogeneizador Ultra-Turrax
(IKA, Works do Brasil) a 14.000 rpm/3 minutos. Esta solugdao foi pulverizada com o
auxilio de uma bomba peristaltica através de um bico atomizador duplo fluido sobre
pressdo de ar de 0,125 kgf/cm? e altura constante de 12 cm entre o pulverizador e a solucao
ionica, 2% em CaCl, (p/p) com pH ajustado para 4,0, mantida sob agitacdo lenta e
temperatura ambiente (25°C). As capsulas foram mantidas na solugdo idnica, para cura, por
30 minutos, em seguida separadas por peneira (25um) e lavadas com agua deionizada (pH
4,0).

As particulas obtidas foram transferidas para solu¢do de WPC, com pH ajustado
para 4,0, mantidas imersas sob agita¢cdo constante por 30 minutos. Apos esse procedimento,
elas foram novamente peneiradas (125um) e lavadas com agua deionizada (pH 4,0). As

capsulas foram analisadas em relagcdo ao seu teor de proteina e umidade, e o restante foi

seco em liofilizador.
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A concentracdo da solucdo de WPC variou em 4, 6, 8 ¢ 12%. As diferentes
concentracdes da solucdo de WPC tiveram seu pH ajustado para 4,0 e foram testadas de trés

maneiras distintas:
— ndo-desnaturada: o pd foi homogeneizado com agua destilada;

— desnaturada 80°C por 15 minutos: o pé foi homogeneizado com dgua destilada,

apos ficou em banho-maria por 15 minutos a uma temperatura de 80°C;

— desnaturada 90°C por 30 minutos: o pé foi homogeneizado com dgua destilada,

apos ficou em banho-maria por 30 minutos a uma temperatura de 90°C.

Para as cépsulas submetidas ao recobrimento com a proteina desnaturada, foram
estudados os niveis de 4, 6 ¢ 8%, uma vez que a concentracdo de 12% mostrou-se muito
espessa, impossibilitando a sua agitacdo e cobertura homogénea das microparticulas na

solucdo.

2.5 Secagem das microcapsulas

Apds a producdo, as microcapsulas foram secas em liofilizador (Edwards Pirani
501), conforme condigdes estabelecidas por Mukai-Corréa (2003). A temperatura foi
reduzida para -40°C, sob uma pressio de 0,1 mmHg. O ponto final de secagem foi
estabelecido na temperatura final de 25°C. O material seco foi acondicionado em frascos

com tampa e mantidos em refrigeragao.

2.6 Caracterizacao fisico-quimica

2.6.1 Composicao centesimal

As microparticulas foram caracterizadas, em triplicata, em relacdo ao conteudo total

de proteina e umidade, de acordo com a Association of Olfficial Analytical Chemists
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(AOAC, 2006). A umidade foi determinada por secagem em estufa a temperatura de 105°C
por 12 horas.

Para a quantificag@o de proteina na capsula, foi realizada a metodologia de Kjeldahl,
utilizando o fator de correcao de 6,38 para conversdo de nitrogénio em proteina, valor este
relativo a proteina do soro de leite. Em todas as analises, foi avaliado também um branco,
ou seja, sem cobertura e/ou recheio para corrigir o teor de nitrogénio nao-proteico presente

na pectina.

2.6.2 Morfologia e microestrutura

A morfologia das microparticulas umidas foi observada por microscopia Otica
(Jenaval, Carl Zeiss, Toronto, Canad4) com captacdo de imagens por camara digital, usando
objetiva 12,5 e optvar 1,25x e o programa EDN-2 — Microscopy Image Porcessing System.
A microestrutura das particulas liofilizadas foi observada em microscopio eletronico de
varredura (SEM) Jeol (T300, Japdo), utilizando-se 15 kV. As amostras foram previamente
fixadas em sfubs com fita metalica dupla face e recobertas com uma fina camada de ouro

(40mA/150s) por um evaporador Baltzer SCD50 (Baltec, Liechtensten).

2.7 Analise estatistica

Para determinar diferengas significativas entre os valores obtidos para proteina em
microparticulas de gel, foram aplicadas a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey
(p<0,05), utilizando-se o programa Statistica® 5.5 (Statsoft, Tulsa, OK, USA) para cada

conjunto de experimentos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao dos materiais

A Tabela 1 apresenta os resultados da composi¢cdo centesimal dos produtos
utilizados na elaboracdo das microparticulas. A caracterizagdo das pectinas mostrou que
elas possuem certo teor de nitrogé€nio e, para a caracterizacao das microcapsulas, este valor
foi considerado no célculo da quantidade de proteina encapsulada. Em relacdo as pectinas,
pode-se observar que a pectina ndo-amidada possui valor de nitrogénio inferior aos da
pectina amidada como esperado, sendo relacionado a diferenca do teor de amidagdo de

ambas.

Para o WPC, a determinagdo ¢ importante para os calculos de concentragdes do
produto, uma vez que a amostra nao ¢ 100% constituida de proteina, sendo necessaria uma
corregdo. Para a determinagao do contetido proteico das particulas, foi necessario descontar
o teor de nitrogénio da pectina nas capsulas, obtendo-se, assim, apenas o contetido de

proteina nas capsulas proveniente do WPC.

Tabela 1 — Composigao centesimal (%) em base seca dos produtos utilizados para
elaboragdo das microparticulas por gelificagdo idnica

Composicao Centesimal % (base seca)

Produtos Umidade Proteina Lipideo Cinzas

WPC 6,86 + 0,12 81,02 = 1,00 16,21 £0,5 2,77+ 0,06
PA 9,20 + 0,08 1,05 £ 0,04 0,0 3,30+ 0,56
PNA 7,77 £ 0,23 0,27 +£0,05 0,0 2,75+ 0,59

WPC= concentrado proteico de soro; PA= pectina amidada; PNA= pectina ndo-amidada.

O WPC apresentou nivel elevado em relagdo ao teor de proteina, resultado também
jé& esperado, uma vez que os concentrados proteicos de soro de leite apresentam, em média,

teores de proteina de até 80%.
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As proteinas do soro de leite, utilizadas na elaboragdo dos ensaios preliminares para
as dietas experimentais, sdo altamente digeriveis e rapidamente absorvidas pelo organismo
de mamiferos, estimulando a sintese de proteinas sanguineas e teciduais (SGARBIERI,
2004). O soro de leite ¢ muito estudado, ndo somente devido ao seu valor nutricional
superior ao da maioria das proteinas, mas também devido ao fato de possuir alto conteudo

de aminoacidos sulfurados que apresentam fungdes antioxidantes (SINHA et al., 2007).

Ao comparar os teores de aminodcidos entre os nauplios de Artemia (valor de
referéncia para proteina e umidade) (ARAGAO et al., 2004) e o WPC (SINHA et al.,
2007), disponiveis na literatura, pode-se observar que o WPC apresenta valores superiores
para quase todos os aminoacidos, com exce¢do da arginina, fenilalanina, glicina, alanina e
tirosina. Os valores de lisina no WPC sdo superiores ao reportado na literatura para os
nauplios de Artemia. A lisina € o principal aminoacido limitante relacionado a sintese de
deposi¢ao de proteina e, além disso, ¢ o aminoacido limitante em ingredientes comumente
utilizados para formular ragdes de peixe (BICUDO; SADO; CYRINO, 2009), por isso
acredita-se que o WPC seja uma boa fonte proteica para a formulacdo das dietas

experimentais.

3.1.1 Caracterizacao das pectinas

A PA e a PNA apresentaram porcentagem de acidos galacturdnicos (AG) de
85,90+1,90 e 92,64+1,45, respectivamente, adequado, segundo a FAO (1994), que
estabelece uma porcentagem minima de 65% de AG para pectinas comerciais. Em relagdo
ao grau de esterificagdo, a PA e a PNA apresentaram os valores de 34,10+1,30 e
40,92+0,80% sendo classificadas como pectinas de baixo teor de esterificacdo, uma vez que
apresenta menos de 50% dos grupos carboxilicos esterificados (TURQUOIS et al., 1999).
Os teores de amidagao foram de 5,50+0,40 ¢ 0,26+0,01% para PA e PNA, respectivamente,
indicando que apenas 5% dos grupos carboxilas estavam amidados na PA e que

praticamente nao existiam grupos amidados na PNA.
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3.1.2 Potencial zeta

O potencial zeta permite determinar a quantidade de cargas em solucdo do
polissacarideo e das proteinas do soro do leite, podendo, assim, ser identificado se existe
possibilidade de ocorrer uma interagao eletrostatica entre os materiais, além de identificar
em que faixa de pH pode haver uma maior interacdo. Ao analisar o potencial zeta das
solucdes de pectina amidada e ndo-amidada (Figura 1) observou-se que ambas possuem
carga negativa por toda faixa de pH estudada, apresentando, praticamente, os mesmos
valores de carga, com excecao dos pHs 5 e 7, nos quais a pectina amidada apresentou maior
carga negativa em relagdo a pectina nao-amidada. Estes resultados podem ser explicados
devido ao fato de que a pectina de baixo teor de esterificacdo apresenta um pKa de 2,9
como reportado na literatura (RALET et al., 2001) e acima deste pH a solugdo do

polissacarideo vai estar carregada negativamente.

0,0 .
-10,0 -

-20,0 1

E -30,0 —8—Pectina amidada

-40,0 - —&—Pectina ndo amidada

—a

-50,0 -

-60,0 -

pH

Figura 1 — Potencial zeta das pectinas amidada e ndo-amidada
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O pH escolhido para producdo das particulas foi ajustado para 4,0, conforme
utilizado anteriormente na literatura, quando pectina proveniente de beterraba e [3-
lactoglobulina foram utilizadas para produc¢ao de nanoparticulas por interacao eletrostatica
(SANTIPANICHWONG et al., 2008). A escolha deste pH ¢ justificada pois o pl,
encontrado para as proteinas do soro de leite utilizadas experimentalmente, foi de 4,5
aproximadamente (Figura 2), indicando que em pHs inferiores a 4,5 e superiores a 2,9 ¢
possivel a interagdo eletrostatica entre a proteina e o polissacarideo. Em relacdo as solugdes
de WPC (Figura 2), também se observou que nao houve diferenca entre os valores de carga
das solugdes independentemente do processamento térmico, com exce¢do do WPC
desnaturado a 90° por 30 minutos, que do pH 5 ao 7 possui um maior valor de carga
negativa que os demais. Com relacdo as proteinas do soro do leite, o ponto isoelétrico (pl)
reportado na literatura varia de 4,5 a 5,2 (WALKENSTROM; HERMANSSON, 1997; LY
et al., 2008) e, em pHs inferiores ao pl, a solugdo proteica vai estar carregada

positivamente.

30,0 -
20,0 -
10,0 A
0,0 T
> 3 4
g
-10,0

—A— WPC nao desnaturado
—e— WPC desnaturado 90°30'

20,0 - —&— WPC desnaturado 80°15'

-30,0

40,0 -

pH

Figura 2 — Potencial zeta das solugdes de proteina de soro de leite submetidas a diferentes
tratamentos térmicos utilizados na elaborag¢do das microparticulas
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3.2 Influéncia do processo térmico da proteina em emulsao e do teor de CaCl; na

retencao proteica

Ao analisar os teores de proteina nas microparticulas produzidas com a proteina
como constituinte da emulsao (Tabela 2), constatou-se que ha uma maior retengao proteica
com o WPC na forma desnaturada para ambas as concentragcdes de CaCl, usadas, com
excecdo da concentracdo de 10% de proteina em emulsdo, na qual apenas a proteina nao-
desnaturada no ensaio com 5% de CaCl, foi a que apresentou os menores valores, sendo os
maiores teores de proteina quando 40% de WPC foi utilizado na emulsdo. Esta maior
reten¢do proteica quando a proteina estd desnaturada pode estar associada ao fato de a
proteina do soro de leite sofrer agregacdo quando passa por um processo de desnaturacao
com temperaturas superiores a 65°C, em que esta agregacdo as tornariam mais faceis de
serem encapsuladas do que as que estariam dispersas na forma nao-desnaturada (MORR;

HA, 1993).

Tabela 2 — Teores de proteina nas microcapsulas produzidas por gelificagdo i6nica
contendo proteinas do soro de leite como constituintes da emulsao

% WPC na Proteina
emulsdo 2% CaCl, 5% CaCl,
ND D ND D
10 11,5+2,0% 13,0+1,6% 5,7+0,3° 11,8+0,3“
20 9,5+2, 38 18,7+1,25 9,4+0,3%°  16,0+3,5%
30 13,8+0,45° 21,4+4,9% 12,3£0,7*°  17,3+1,6™
40 17,2+1,6%° 31,241,204 14,040,3%° 29242 142

Médias seguidas das mesmas letras (maitisculas na coluna e minusculas na linha) ndo diferiram de acordo
com o teste de Tukey (p>0,05). ND= WPC nado-desnaturado; D= WPC desnaturado 90°C por 30 minutos.

Observou-se também que houve diferenca significativa na incorporagdo proteica

(Tabela 2) e nos niveis de umidade (Tabela 3) quando se utilizou uma concentracao de 2 ou
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5% de CaCl,, sendo que apenas o ensaio com 10% de WPC adicionado na emulsdao nao
apresentou este comportamento, como citado anteriormente, além de haver o mesmo
comportamento de retengdo proteica em ambas as concentragdes de célcio. A partir disto,
pode-se observar que uma concentracdo de 2% de CaCl, ¢ suficiente para promover a
gelificacdo da emulsdo de pectina por meio da ligagao dos grupos da pectina com o ion

calcio, favorecendo a formagao da matriz que contém a proteina retida.

Todas as microparticulas (Tabela 3) apresentaram elevados teores de umidade
(>96,3%), assim como as microcapsulas de gelificacdo i6nica obtidas por Mukai-Corréa et
al. (2005), que apresentaram valores superiores a 90% para umidade. Esses valores
elevados sdo caracteristicos de microparticulas produzidas com polissacarideos formados
de géis, devido a sua elevada capacidade de reter dgua, sendo este teor também adequado
para alimentacdo de larvas de peixes, uma vez que ¢ mais similar ao alimento vivo
(BASKERVILLE-BRIDGES; KLING, 2000) do que algumas dietas formuladas ja testadas
(YUFERA; PASCUAL; FERNANDEZ-DIAZ, 1999; KVALE ef al., 2006). A desvantagem
de um alto conteudo de umidade ¢ uma deterioragdo mais rapida da particula, porém todas
as microparticulas foram liofilizadas para analises e para posterior oferta da dieta as larvas

de pacu, como descrito no Capitulo 3.

Tabela 3 — Teores de umidade das microcapsulas produzidas por gelificagdo i6nica
contendo proteinas do soro de leite como constituintes da emulsao

% WPC na Umidade
emulsao 2% CaCl, 5% CaCl,
ND D ND D
10 972¢13Aa 98,1300 Aa 97,0800 Aa  97,5+0,1 Aa
20 98.4£00 Aa 97,501 Aa 97,501 Aa  97.4%0,3 Aa
30 973:02Aa 973200 Aa 97300 Aa  96,6:0,0 Aa
40 97,8£00 Aa  96420,1 Aa  96,8£0,0 Aa  96,3+0,2 Aa

Médias seguidas das mesmas letras (maitisculas na coluna e minusculas na linha) no diferiram de acordo
com o teste de Tukey (p>0,05). ND= WPC ndo-desnaturado; D= WPC desnaturado 90°C por 30 minutos.
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3.3 Influéncia do teor de amidacao da pectina na retencao proteica

Ao se verificar que o ensaio no qual se obteve a maior inclusao proteica (40%) foi
inferior ao desejado (50-60%) e que a concentragdo do cloreto de célcio ndo influenciou na
retencdo proteica, realizaram-se novas tentativas, a fim de aumentar a incorporagdo

proteica, com a utilizagdo de uma pectina de baixo teor de esterificagdo ndo-amidada.

Ao realizar os ensaios com particulas produzidas por gelificagdo idnica seguida de
interagdo eletrostatica com proteinas do soro de leite, utilizando a PA e a PNA, observou-se
que para ambas as pectinas houve uma maior incorporacdo proteica em relacdo aos
resultados obtidos quando a proteina era adicionada a emulsdo de pectina. Além disso,
observou-se que existem pequenas diferengas entre os valores de umidade e proteina
quando se mudou a pectina utilizada (Tabela 4). A PA apresentou os melhores resultados
de absorg¢do proteica e menores teores de umidade e, apesar de haver diferengas entre os
valores de proteina e umidade ao variar a concentragdo de WPC em solugdo, todos os

valores obtidos encontram-se adequados na tentativa de mimetizagao da Artemia.

Tabela 4 — Teores de proteina e umidade das microparticulas produzidas por gelificagao
ionica seguidas da coacerva¢ao complexa com WPC nao-desnaturado

% WPC em Proteina Umidade
solucao
PA PNA PA PNA
4 50,47+0,64 Ba 50,61£1,47Ba  93,63+£0,19 Aa 94,93+0,37 Aa
6 60,65+1,04 Aa 53,81+1,89 Bb  89,97+0,43 Bb 93,64+0,34 ABa
8 58,45+0,56 Aa 51,28+1,38 Bb  90,10+0,31 Ba 92,55+1,02 BCa
12 56,21+3,11 Ab 60,31+1,37 Aa  86,83+0,49 Cb 91,27+0,34 Ca

PA= pectina amidada; PNA= pectina ndo-amidada. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Letras maiusculas na coluna e mintisculas
na linha.
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Portanto, para a realizacdo dos ensaios seguintes, optou-se por trabalhar com a
pectina amidada, uma vez que, além de apresentar maior absor¢do proteica, para a
formacao das microcapsulas, ¢ necessario 2% de PA e 2% de CaCl,, enquanto, para a PNA,

¢ necessaria uma concentragao de 3% de pectina e de 5% de CaCl,.

O fato de a PNA necessitar de uma maior quantidade de cloreto de célcio para a
formacao das microcapsulas pode estar relacionado a presenca dos grupos amidas na cadeia
da pectina amidada, reduzindo a hidrofilicidade da pectina, favorecendo a formagao do gel,
uma vez que na pectina ndo-amidada ha uma maior quantidade de grupos carboxilicos

livres que estao aptos a interagirem com outras substancias (MAESTRELLI et al., 2008).

Os grupos amida formados pela desmetoxilacdo da pectina em presenga de amonia
modifica as propriedades viscoelasticas dos géis de pectina com calcio. Pectinas amidadas
podem formar g¢is mais fortes, especialmente em condi¢cdes de pH baixo, devido a
formacao de ligagdes de hidrogénio entre os grupos amida. Em razdo da formacgdo de
pontes de hidrogénio, elas necessitam de um menor teor de célcio para gelificar (FRAEYE
etal.,2010).

Além do grau de amidacdo, o grau de esterificacio de uma pectina também
influencia na sua gelificacdo, uma vez que, quanto menor o grau de esterificagdo, maior
sera a sensibilidade da pectina ao calcio como agente de gelificagdo, formando géis mais
rigidos (SRIAMORNSAK, 1998). A PA utilizada nos testes, além de apresentar teores de
amidacao superiores a da PNA, também apresenta um menor grau de esterificagdo (como
citado anteriormente), o que a torna mais favoravel a formagao de géis mais rigidos pela
acdo do calcio, com ligagdes cruzadas entre as cadeias de acido galacturonico do que as

nao-amidadas.

Essa diferenga nas concentragdes de pectina e CaCl, entre a PA e a PNA também
foi verificada por Capel et al. (2006) que ao avaliarem a influéncia do cloreto de célcio na
gelificacdo de pectinas, sendo uma amidada e a outra ndo, verificaram que a pectina que
possuia grupamentos amina formaram géis mais fortes em relacdo a que nao os possuiam.
Isto também foi reportado por Ralet ez al. (2001), quando afirmaram que pectinas amidadas

necessitam de uma menor quantidade de calcio para gelificar e possuem uma menor
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probabilidade de precipitarem quando hd um teor elevado de calcio do que as nao-

amidadas.

Apesar da insignificante influéncia do teor de amidagdo da pectina, pode-se
observar que houve uma diferenga significativa nos teores de umidade e proteina conforme
a porcentagem de WPC aumenta em solucdo, sendo que quanto menor a concentragdo de
WPC em solugdo, maior o teor de umidade (Tabela 4). Em relagdo aos teores de proteina
(Tabela 4), apesar de haver diferencas estatisticas, todas as concentragdes foram suficientes
para garantir uma incorporagdo proteica superior a 50%, valor considerado adequado para

alimentacdo de larvas de peixe (BASKERVILLE-BRIDGES; KLING, 2000).

A associacdo da gelificagdo i6nica seguida de interacdo eletrostatica com as
proteinas do soro de leite na forma nao-desnaturada garantiu uma boa incorporagao proteica
e, a partir disso, verificou-se se a forma de desnaturacdo do WPC poderia melhorar os
teores de proteina nas microparticulas. Para o WPC desnaturado a uma concentragdo de
12%, nao foi possivel a realizagdo do recobrimento, uma vez que a solu¢ao ficou muito

espessa, dificultando a agitagdo e o correto recobrimento nas microcapsulas.

3.4 Influéncia do tratamento térmico da proteina na retencao proteica

Como pode ser observado na Tabela 5, os maiores teores de proteina adsorvida
foram obtidos quando esta se encontrava na forma ndo-desnaturada para a realizacdo do

recobrimento.
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Tabela 5 — Teores de proteina para capsulas produzidas por gelificacdo idnica seguida de
coacervagao complexa

Capsulas de gelificaciio idnica + coacervacao complexa

Desnaturado
% WPC em solucao Nao-desnaturado
90°C/ 30 min 80°C/ 15 min
4 50,47+0,64 Ca 29,40+2,45 Be 41,1543,12 Ab
6 60,65+£1,04 Aa 38,31+£1,26 Ac 49,314£6,68 Ab
8 58,45+0,56 Aa 25,78+1,70 Be 40,96+6,9 Ab
12 56,21+3,11 B -—- -—-

Médias seguidas da mesma letra nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Letras maitisculas na coluna e mintisculas na linha.

Em relagdo a influéncia da concentracdo de WPC em solugdo pode-se observar que
em relacdo ao WPC ndo desnaturado os ensaios com 6 e 8% diferiram significativamente
dos demais. A concentracao de 6% de WPC desnaturado a 90°C por 30 minutos foi a que
apresentou a maior retencao proteica, diferindo das demais, porém esta quantidade de
proteina ¢ baixa quando comparada aos nauplios de Artemia. Em todas as concentragdes de
WPC ha uma retencdo significativamente maior de proteina quando este se encontra na

forma ndo desnaturada, seguido pela desnaturacao a 80°C por 15 minutos.

Acredita-se que este comportamento de maior reten¢do proteica quando o WPC
encontra-se na forma ndo desnaturada possa ser explicado devido ao fato que moléculas de
biopolimeros interagem entre si € com outras moléculas por meio de diferentes tipos de
ligacdes. A forca dessas ligagcdes, o sinal e a magnitude podem ser modulados por
mudangas nas condi¢des do meio ou da composi¢ao da solugdo, como o pH, forca ionica e
temperatura. Estas forcas s3o as responsaveis por manter os biopolimeros unidos e
determinam a maneira como a particula responde as diferentes condi¢des do meio (JONES;
MCCLEMENTS, 2010a). A desnaturacdo térmica utilizada no presente trabalho pode

alterar a capacidade de ligagdo da proteina com outros biopolimeros.
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A interagdo eletrostatica ocorre entre as cargas dos biopolimeros, principalmente em
sua superficie. A distribui¢do das cargas na superficie de uma proteina ¢ heterogénea, com
quantidades varidveis de regides positivas e negativas, o que permite a sua interacdo com

outras moléculas (JONES; MCCLEMENTS, 2010a).

Apesar de o potencial zeta das solu¢cdes de WPC ndo-desnaturado e desnaturado nao
apresentarem diferenga em relagao ao teor de cargas no pH 4, acredita-se que, devido a
diferenca de incorporagdo protéica, houve uma maior interagao eletrostatica do WPC com a

pectina quando este se encontrava na forma nao-desnaturada.

As proteinas podem interagir com outros materiais por meio de diversas interagdes
fisicas e quimicas, sendo que as interagdes fisicas, como a eletrostatica, desempenham um
papel importante na ligagdo com solventes, surfactantes, fosfolipideos, aglcares e
polissacarideos. Ao submeter as proteinas globulares a tratamento térmico como, por
exemplo, a desnaturagdo que foi empregada, ha uma agregacdo das proteinas através da

formacgao de ligacdes hidrofobicas e dissulfidicas (JONES; MCCLEMENTS, 2010a).

Nas proteinas globulares, como a [-lactoglobulina, a cadeia polipeptidica ¢
geralmente dobrada em uma conformagdo esferoide compacta, com a maioria dos
aminoacidos apolares localizados no interior ¢ os aminodcidos polares localizados no
exterior (SENO; TROVATO, 2007). Quando uma proteina globular torna-se desnaturada,
as suas interagdes quimicas e fisicas mudam sensivelmente de tal forma que ha exposicao
dos grupos apolares e dos grupos contendo enxofre que estavam originalmente no interior
compacto da proteina globular. Consequentemente, as proteinas desnaturadas possuem uma
maior tendéncia para agregacdo por meio da formagdo de ligacdes hidrofobicas e

dissulfidicas (JONES; MCCLEMENTS, 2010a).

Estas agregagdes das proteinas as tornam mais unidas, o que poderia facilitar o
processo de encapsulacdo quando estd presente como constituinte de recheio. Isto ja ndo €
verdadeiro quando a proteina ¢ utilizada como um material de cobertura, pois a sua
agregacdo pode dificultar a sua ligagdo com outros materiais, como os polissacarideos,
diminuindo, portanto, os teores de proteinas associadas com o polissacarideo, como pode
ser observado na Tabela 5, na qual as particulas submetidas a interacao eletrostatica com as

proteinas na forma desnaturada apresentaram uma menor incorporagao proteica.
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Jones e McClements (2010a) formaram nanoparticulas aquecendo a 80°C por 15
minutos misturas de PB-lactoglobulina e pectina em condigdes de concentragdo e pH que
permitiram a formagdo de complexos. Sabendo-se que a este tempo e temperatura ha
interacdo entre a B-lactoglobulina e pectina, pode-se observar que houve uma adsorcao
proteica superior do que quando se aumentou o tempo ¢ a temperatura de desnaturaciao da
proteina, porém estes valores ainda foram bastante inferiores ao obtidos quando se utilizou

a proteina na sua forma nao-desnaturada (Tabela 5).

Como a p-lactoglobulina, proteina presente em maior quantidade no WPC,
apresenta uma temperatura de desnaturagdo de 70°C, ambas as condi¢des de desnaturagao
do presente trabalho garantiram a ocorréncia da desnaturagdo da proteina. Quando esta
proteina encontra-se no estado desnaturado, ela apresenta cinco residuos de cisteina, sendo
que quatro destas estdo envolvidas nas ligacdes dissulfidicas no seu estado ndo-desnaturado
(HOFFMANN; VAN MIL, 1997). Com o aquecimento, a conformagao da B-lactoglobulina
se altera, expondo as suas ligacdes apolares e as ligacdes dissulfidicas, geralmente

encontradas no interior da proteina (CHANASATTRU et al., 2009).

Na presenca da pectina, as moléculas de proteina ligam-se as moléculas do
polissacarideo em temperatura ambiente por meio de interacdes eletrostaticas em condicoes
de pH favoraveis a interacdo. Apos o aquecimento, as moléculas globulares de proteina se
abrem e se separam das moléculas de pectina e se agregam, rapidamente, na fase aquosa,

podendo dificultar a sua ligagdo a pectina (CHANASATTRU et al., 2009).

3.5 Morfologia e microestrutura das microparticulas

A morfologia das microparticulas dos ensaios preliminares, observada por
microscopia oOtica e eletronica de varredura (Figuras 3, 4 e 5), mostra a formacdo de
matrizes multinucleadas, com a parede definida e continua ao redor da microparticula. O
conteudo lipidico ficou distribuido uniformemente na matriz de pectina, observando-se
distribuicdo dos diferentes tamanhos de gotas lipidicas por toda a extensdo da
microparticula. As microparticulas apresentam, em sua maioria, forma esférica ou

aproximadamente esférica.
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Pode-se verificar que a desnaturagdo térmica da proteina e a concentragao de cloreto
de calcio nao alterou a morfologia da microparticula quando essa foi inserida na emulsao de
pectina para formagao da matriz (Figura 3). Além disso, ¢ evidente a aglomeragao proteica
nas microparticulas onde o WPC foi desnaturado antes da sua incorporacdo na emulsdo,
evidenciando, assim, que houve agregaciao das proteinas apds o processo da desnaturacao
térmica (Figura 3B e 3D). Para as microparticulas contendo o WPC na sua forma nao-
desnaturada, ndo ha presenga de aglomerados, havendo uma distribuicdo uniforme do
contetdo proteico na matriz de pectina (Figura 3A e 3C).

A observagdao da microscopia eletronica de varredura para as particulas secas
(Figura 3) mostra que microparticulas contendo WPC na forma nao-desnaturada
apresentaram um formato mais esférico em relacdo as que continham o WPC na forma
desnaturada. Ambas mantiveram-se parcialmente integras apds o processo de secagem,
apresentando um contorno semelhante ao esférico, com particulas globulares de gorduras
presentes no material de parede e sem rachaduras e furos aparentes.

A microscopia Otica das particulas umidas produzidas por gelificagdo i6nica com
PA e PNA (Figura 4) e recobertas com WPC nao desnaturado demonstra que ha formagao
de particulas similares em relacdo ao formato quando ha uma concentragdao de 2% de PA
com 2% de CaCl; e 3% de PNA com 5% de CaCl,. A diferenca da concentracdo da PA ¢ da
PNA e do CaCl, ndo afetou a distribuicao do material de recheio na particula. Além disso,
pode-se observar (Figura 4) que ndo ha presenca do WPC no interior da particula, uma vez
que este foi adicionado como material de cobertura, € ndo como constituinte de recheio.

Isso também pode ser observado em relagdo as diferentes temperaturas utilizadas
para o tratamento térmico (Figura 5), demonstrando que nao houve diferencas evidentes na
formacdo das microparticulas, apresentando caracteristicas morfologicas similares as
demais particulas (Figura 3 e 4). A partir disto pode-se verificar que o tratamento térmico
da proteina utilizada como material de cobertura nao influencia na formacgao, forma e
distribui¢ao de recheio da particula. Diferindo das particulas que continham a proteina
como constituinte da emulsdo (Figura 3) onde pode-se observar diferencas em relacdao a

distribuicao da proteina na matriz de pectina.
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Figura 3 - Microscopia Otica das particulas timidas e eletronica de varredura das
microparticulas liofilizadas contendo proteina do soro de leite (WPC) como constituinte da
emulsdo. A — 40% WPC ndo-desnaturado, 2% CaCl,; B — 40% WPC desnaturado, 2%
CaCly; C —40% WPC nao-desnaturado, 5% CaCl,; D — 40% WPC desnaturado, 5% CaCl,.
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Figura 4 — Microscopia 6tica das microparticulas imidas produzidas por gelificacdo ionica
seguidas de interagdo eletrostatica com o concentrado proteico de soro de leite (WPC) nao-
desnaturado. A — 4% WPC, pectina ndo-amidada; B — 4% WPC, pectina amidada; C — 6%
WPC, pectina ndo-amidada; D — 6% WPC, pectina amidada; E — 8% WPC, pectina nao-
amidada; F — 8% WPC, pectina amidada; G — 12% WPC, pectina nao-amidada; H — 12%
WPC, pectina amidada.
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Figura 5 — Microscopia oOtica das microparticulas produzidas por gelificagdo i6nica
seguidas de interagdo eletrostatica com o concentrado proteico de soro de leite (WPC)
desnaturado. A — 4% WPC desnaturado 80°C 15 min; B — 4% WPC desnaturado 90°C 30
min; C — 6% WPC desnaturado 80°C 15 min; D — 6% WPC desnaturado 90°C 30 min; E —
8% WPC desnaturado 80°C 15 min; F — 8% WPC desnaturado 90°C 30 min.

4 CONCLUSOES

Com base na andlise dos resultados obtidos nos ensaios preliminares, pode-se
observar que a pectina amidada apresentou, de uma maneira geral, os maiores teores de
retengdo proteica associados a um nivel de umidade adequado ao desejado. Além disso, a

melhor incorporagao proteica ocorreu quando o WPC foi adicionado a microparticula apos
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a gelificag¢@o i0nica por interagdo eletrostatica. Dentre os tratamentos térmicos da proteina
utilizados para interagdo eletrostatica, a proteina na sua forma nao-desnaturada foi a que
apresentou os melhores resultados de adsor¢do proteica, sendo, portanto, esta metodologia a

selecionada para a elaboracao das dietas experimentais.
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CAPITULO 3

UTILIZA(;AO DE MICROPARTICULAS CONTENDO
Lactobacillus acidophilus PARA ALIMENTACAO DE LARVAS
DE PACU (Piaractus mesopotamicus)
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CAPITULO 3 - UTILIZACAO DE MICROPARTICULAS CONTENDO
Lactobacillus acidophilus PARA ALIMENTACAO DE LARVAS DE PACU (Piaractus

mesopotamicus)

1 INTRODUCAO

O clima e potencial hidrico do Brasil sdo favoraveis para o cultivo de diversas
espécies de peixes (BEERLI; LOGATO; FREITAS, 2004), incluindo o pacu (Piaractus
mesopotamicus). A larvicultura apresenta algumas dificuldades em relagdo aos fatores que
interferam na sobrevivéncia das larvas como, por exemplo, condi¢cdes ambientais
adequadas e inexisténcia de alimento formulado que substitua satisfatoriamente o alimento
vivo (BEERLI; LOGATO; FREITAS, 2004; BOCK; PADOVANI, 2000).

Nauplios de Artemia sdo o alimento mais utilizado no cultivo de larvas de peixes,
apresentando 6timos resultados de crescimento, porém associado a um elevado custo. Uma
das alternativas potenciais para a obtencao de uma dieta inerte com resultados de aceitacao
e crescimento similares ao alimento vivo € a utilizagdo da microencapsulacao. Esta técnica
ja vem sendo aplicada para este fim, porém ainda ndo se obteve resultados de desempenho
similares ao alimento vivo, podendo isto estar relacionado a dificuldade para digestdo, os
tipos de ingredientes utilizados, a composi¢do nutricional, a atratividade e a cor das dietas
(LANGDON, 2003).

A técnica de gelificagdo i0nica ¢ simples, ndo envolve o uso de solventes organicos
ou temperatura e pHs drasticos, o que a torna de baixo custo em comparagdo as demais
técnicas e também em relagdo ao alimento vivo (LANGDON, 2003). Dietas
microencapsuladas, obtidas por gelificagdo ionica, foram testadas em peixes de agua doce e
apresentaram alta taxa de ingestdo, estabilidade em agua e a ruptura da particula, e boa
digestdio por algumas espécies de peixes de agua doce (LOPEZ-ALVARADO;
LANGDON; TESHIMA, 1994; GUTHRIE et al., 2000).

A técnica utilizada na elaboragdo de dietas inertes deve garantir que a particula seja
visivel, capturavel pelas larvas, contendo cor, forma, tamanho, velocidade de decantacao e

propriedades de liberagdao adequados para que a dieta seja atrativa e se obtenha sucesso na
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alimentacdo das larvas. Além disso, as larvas devem ser capazes de digerir as particulas, de
absorver e de assimilar os nutrientes para terem um bom crescimento € sobrevivéncia
(KVALE et al., 2006).

A criagdo intensiva de peixes pode levar a prejuizos na manutengdo de sua saude
microbiana, podendo aumentar os custos com medicamentos. A promog¢ao do crescimento
sem danificagdo da flora intestinal pode ser obtida por meio da inclusdo de micro-
organismos probidticos as dietas (AL-DOHAIL; HASHIM; ALIYU-PAIKO, 2009).

A utilizacdo de probidticos na aquicultura exige que eles possuam algumas
caracteristicas basicas, tais como, ndo serem patogénicos ao hospedeiro e a outros
organismos aquaticos, serem capazes de colonizar o intestino do hospedeiro, ndo serem
resistentes a antibioticos e serem registrados para utilizagdo como aditivo alimentar
(MERRIEFIELD et al., 2010).

Os parametros de aplicagdo, como a dose e o tempo de administracdo, ndo estdo
estipulados em relacdo a probidticos para aquicultura, porém acredita-se que a dose ideal é
aquela que consiga promover uma protecdo do hospedeiro e/ou estimular o seu
crescimento. Geralmente a dose utilizada em aquicultura varia de 10°'° CFU/g de dieta,
entretanto a dose ideal pode variar conforme a espécie e os parametros imunoldgicos
(NAYAK, 2010; CARNEVALI et al., 2006; GALINDO et al., 2009), bem como com
relagcdo ao tempo de administragdo, que pode variar de 1-10 semanas (NAYAK, 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar se microparticulas produzidas pelas técnicas
combinadas de gelificagdo i6nica, utilizando pectina de baixo teor de esterificacdo amidada
e recobrimento por interagdo eletrostatica, com proteinas de soro de leite, sdo capazes de
mimetizar os nauplios de Artemia em relagdo ao seu perfil nutricional e proporcionar
desenvolvimento e sobrevivéncia de larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus). Além
disso, também se avaliou a influéncia da adigdo a dieta do micro-organismo probidtico
Lactobacillus acidophillus sobre o desempenho de crescimento e sobrevivéncia, ¢ a
resisténcia das larvas ao estresse. As microparticulas foram caracterizadas também em

relacdo a sua capacidade de hidratagdo, tamanho e morfologia.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Pectina citrica de baixo teor de esterificagdo amidada - LMAP (CPKelco, mistura de
diferentes lotes, Limeira, Sdo Paulo, Brasil), concentrado proteico de soro de leite - WPC
(Lacprodan, lote Lac804U17601, 76, Portend, Provincia de Cérdoba, Argentina), cloreto de
calcio anidro P.A. (Dinamica, lote 36308, P.M. 110,99), 6leo de salmao (desodorizado,
contendo antioxidante, de uso comestivel, fornecido por DDK Comércio Importagdo e
Exportacdo Ltda.), acido cloridrico 0,1N (Merck), hidroxido de sodio a 50% (nuclear, P.M.
40, Diadema, Sao Paulo, Brasil), acido sulftrico (Synth, P.M. 98,08, Diadema, Sao Paulo,
Brasil), CPSP 90 — Concentré de Protéine Soluble de Poisson (Anorel, Le Portel, Franga),
mistura mineral e vitaminica (Fri-Ribe, Pitangueiras, Brasil, contendo, de acordo com o
fabricante as quantidades por 100g da mistura sdo de: acido folico 1 mg, 4cido pantoténico
20 mg, antioxidante BHT 125 mg, colina 150 mg, cobre 10 mg, ferro 100 mg, iodo 5 mg,
manganés 70 mg, selénio 0,15 mg, vitamina A 3000 ULkg ', vitamina Bl 6 mg, vitamina
B12 20 mg, vitamina B2 8 mg, vitamina B6 3 mg, vitamina C 350 mg, vitamina D3 3000
UI.kg_l, vitamina E 200 mg, vitamina K 6 mg, zinco 150 mg, niacina 100 mg, biotina 0,10
mg), micro-organismo probiodtico Lactobacillus acidophilus (La-05, Christian Hansen,
Valinhos, Brasil), dieta microencapsulada comercial (Hatchfry Encapsulon III — Argent

Laboratories, USA).

2.2 Caracterizacao fisico-quimica dos materiais

2.2.1 Composicao centesimal

Os materiais utilizados — LMAP, WPC, CPSP 90 — foram caracterizados, em
triplicata, em relacdo ao conteido total de proteina, umidade e cinzas, de acordo com

AOAC (2006), e lipideos, segundo Bligh e Dyer (1959).
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Para a quantificagao de proteina, foi utilizada a metodologia de Kjeldahl, utilizando-
se os fatores de corre¢do de 6,38 e 6,25 para conversdao de nitrogénio em proteina, para o
WPC e para os demais materiais protéicos, respectivamente. Em todas as andlises, foi
utilizado como branco uma particula sem cobertura proteica para corrigir o teor de

nitrogénio nao-proteico presente na LMAP.

2.2.2 Caracterizagao da pectina

A LMAP utilizada foi caracterizada de acordo com FAO (2009) em relagdo ao seu
teor de acidos galacturonicos (AG), grau de esterificacdo (GE) e grau de amidagao (GA)

por meio de titulometria.

2.2.3 Potencial zeta

A analise do potencial zeta das solugdes (0,5% p/p) — WPC, LMAP - foi avaliada
com a utiliza¢do do equipamento Zetasizer (Malvern, Worcestershire, UK), sendo realizada
a medi¢ao do pH 3 até o pH 7. As medidas foram feitas para duas amostras, preparadas de
forma independente. Para cada amostra, foram feitas duplicatas das leituras e os resultados

expressos como médias.

2.3 Dietas microencapsuladas

2.3.1 Produgéo

Inicialmente diferentes concentracdes de WPC em solugdo (4 a 12%) foram testadas
para verificar a capacidade das particulas produzidas por gelificagdo idnica em adsorver as
proteinas do soro por interagdo eletrostatica sobre sua superficie, a fim de alcangar valores
aproximados da composi¢ao centesimal de nauplios de Artemia.

As microparticulas foram preparadas com uma solucdo de LMAP (2% p/volume
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total da emulsao) emulsificada com 6leo de salmao (25% p/p.solidos totais), utilizando-se
um homogeneizador ultra turrax (14000 rpm/ 3min). A emulsdo foi pulverizada através de
um atomizador duplo fluido (1,5 mm) com fluxo de ar comprimido (0,125 kgf/cm?),
posicionado a 12 cm da solugdo de cloreto de calcio (2% p/p, pH 4,0) sob agitacdo
magnética constante. As microparticulas foram mantidas por 30 minutos (tempo de cura) na

solucdo de cloreto de célcio para sua completa gelificacdo. Apds o tempo de cura, as
microparticulas foram lavadas com 4agua pH 4,0 em peneiras (¢ = 125 um) e dispersas em
solugdes de WPC ndo-desnaturado (4, 6, 8 ¢ 12% p/p, pH 4,0) sob agitagdo magnética
constante por 30 minutos. As particulas foram novamente transferidas para peneiras (¢ =

125 pum) e lavadas com agua a pH 4,0. Essas particulas foram utilizadas para a
determinagdo do teor de umidade e quantidade de proteina adsorvida. Pelo menos dois lotes
independentes foram produzidos e caracterizados.

Nas dietas para o experimento in vivo, além da emulsdao de pectina contendo o 6leo,
foi adicionada a mistura mineral e vitaminica (0,5% p/p solidos totais), antes da
metodologia acima descrita. Nas dietas que continham o micro-organismo probiotico, este
também foi adicionado a emulsdo, a fim de obter uma concentragao de aproximadamente
10° UFC/g de particula liofilizada. Além disso, adicionou-se 0,1% (p/v) de hidrolisado de
peixe comercial CPSP 90 a solugdo de WPC.

Apds a lavagem, as microcapsulas foram secas em liofilizador (Edwards Pirani
501). A temperatura foi reduzida para -40°C, sob pressao de 0,1 mmHg. O ponto final de
secagem foi estabelecido na temperatura final de 25°C. O material seco foi acondicionado
em frascos com tampa e armazenados em freezer a -18°C. Para a produ¢do das dietas,
foram realizados nove lotes independentes. Apos a secagem os lotes foram misturados, a

mistura foi caracterizada e utilizada no ensaio biologico.

2.4 Caracterizacao fisico-quimica das dietas microencapsuladas

2.4.1 Composicao centesimal

As microparticulas imidas foram caracterizadas, em triplicata, em relacdo ao

contetdo total de proteina, umidade e cinzas, de acordo com A.O.A.C. (2006), e lipideos,
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segundo Bligh e Dyer (1959). Para a correta determinagdo do teor lipidico, foi necessaria a
realizacdo de uma digestdo prévia da proteina, permitindo a extragdo completa do conteudo
lipidico, uma vez que este ficava retido na fragdo proteica. Para isto, foram pesados 5g de
capsulas timidas, as quais foi adicionado citrato de sodio (2% p/p), para dissolugdo das
capsulas e liberagdo do conteudo. Apods, adicionou-se 0,3mg/g de pepsina, corrigiu-se o pH
para 3, agitou-se por 1 minuto, mantendo-as em banho (37°C) com agitagdao por 4 horas.
Corrigiu-se o pH para 7, adicionou-se 0,3mg/g de pancreatina, agitou-se por 1 minuto,
mantendo-as em banho (37°C) por 12 horas. Apos essas etapas, seguiu-se a metodologia

normal de extrag@o pelo método de Bligh e Dyer (1959).

2.4.2 Tamanho médio e distribui¢do de tamanho

O tamanho das microparticulas umidas suspendidas em dgua com pH ajustado para
7,0 e das secas por liofilizacao e reidratadas diretamente em agua a pH 7,0 foi determinado
em triplicata para cada amostra, utilizando-se um medidor de tamanho Mastersizer 2000
(Malvern, Worcestershire, UK). Para as particulas secas, foram utilizados dois tempos de
reidratacdo, a saber: ty, foi adicionada agua as particulas secas, estas foram rapidamente
agitadas e, imediatamente, foi realizada a determinacdo do tamanho; t;, foi adicionada dgua
as particulas secas e estas ficaram sob agitacdo constante em um homogeneizador de
solugdes AP 22 (Phoenix, Araraquara, Brasil) por uma hora antes da determinacdo do
tamanho. Para as particulas umidas, a leitura do tamanho também foi realizada
imediatamente ap6s o contato em dgua a pH 7,0. Os resultados de tamanho sdo
apresentados como tamanho médio (D50) e desvio padrdo. Adicionalmente, para as dietas
experimentais (OS e OSPro), apds uma hora de hidrata¢do a pH 7,0, amostras de cada dieta
foram filtradas em papel filtro, os sobrenadantes descartados e o teor de proteina nas

particulas determinado (AOAC, 2006), em triplicata.
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2.4.3 Morfologia e microestrutura

A morfologia das microparticulas imidas e reidratadas em pH 7,0 foi observada por
microscopia Otica (Jenaval, Carl Zeiss, Toronto, Canadd) com captacdo de imagens por
camara digital, usando objetiva 12,5, optvar 1,25x e o programa EDN-2 — Microscopy
Image Porcessing System. A microestrutura das particulas liofilizadas foi observada em
microscopio eletronico de varredura (SEM) Jeol (T300, Japao), utilizando-se 15 kV. As
amostras foram previamente fixadas em stubs com fita metélica dupla face e recobertas
com uma fina camada de ouro (40mA/150s) por meio do evaporador Baltzer SCD50

(Baltec, Liechtensten).

2.5 Manutencao e preparo dos micro-organismos probidticos

A cultura probiotica comercial de Lactobacillus acidophilus — La5 utilizada para a
producao das microcapsulas foi reidratada em leite esterilizado desnatado reconstituido a
11% de solidos totais, adicionada de um crioprotetor (glicerol 10%), distribuida em
microtubos tipo Eppendorf e armazenada sob congelamento (-18°C) até sua utiliza¢do. Para
a obtengdo da suspensdo de células de L. acidophilus La-5, retirou-se, aleatoriamente, uma
amostra congelada, e a cultura foi repicada trés vezes consecutivas em caldo MRS (Oxoid),
tendo sido incubada a 37°C por 15 horas. A cultura foi centrifugada (centrifuga RC5C,
Sorvall Instruments, Du Pont, Wilmington, USA) a 7000 rpm por 10 minutos, a 4°C. O
concentrado de células foi ressuspendido em éagua peptonada 0,1% para lavagem das
células, seguindo-se nova centrifugagdo nas mesmas condi¢des. Apds a lavagem das
células, estas foram ressuspendidas em agua peptonada 0,1%. A contagem das células foi
determinada apods técnica de diluicdes sucessivas em agua peptonada a 0,1% e
plaqueamento em profundidade em placas de Petri, utilizando-se dgar MRS. As placas
foram incubadas a 37°C por 72 horas em condi¢des de anaerobiose, utilizando-se gerador
de anaerobiose Anaerogen (Oxoid, Cambridge, UK). A suspensdo de células foi utilizada
subsequentemente na producao das microparticulas (2% v/v). Para a contagem dos micro-

organismos encapsulados, as microcapsulas reidratadas em agua peptonada (pH 4,0) por 15
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minutos foram rompidas por exposi¢do a solugdo de citrato de sddio (2% p/v), sob vigorosa

agitacdo por 5 minutos, a pH 7,0 e a contagem foi realizada como descrito anteriormente.

2.6 Ensaios in vivo

O ensaio biolégico foi realizado no Laboratério de Nutricdo de Organismos
Aquaticos do Centro de Aquicultura da Universidade Estadual de Sao Paulo, Jaboticabal,
Sao Paulo, Brasil. As larvas de pacu foram obtidas por reproducdo induzida de um tnico
casal de reprodutores. A alimentacdo exdgena iniciou-se quatro dias apods a eclosao.

Numa fase pré-experimental, as larvas foram estocadas em uma densidade de 20
larvas/L em 30 tanques de polietileno com 100 litros de dgua proveniente de pogo
artesiano, em fluxo continuo e com aeracdo artificial constante. As larvas foram
alimentadas ad [libitum com nauplios de Artemia franciscana recém-eclodidos, até
alcangarem peso médio de 20 mg.

Apo6s esse periodo, aproximadamente duas semanas, as larvas (13,28+0,93 mm de
comprimento total e 21,00+6,40 mg de peso imido) foram contadas individualmente e
distribuidas em 20 tanques de polietileno de 50L, na densidade de 10 larvas/L, com fluxo
de 4gua e aeragdo artificial continuos (29,5+0,6°C e 5,3+0,1mg/L™" de oxigénio dissolvido) .

As larvas foram alimentadas com as seguintes dietas: JJ- larvas mantidas em jejum
por todo o periodo experimental (controle negativo); AN- larvas alimentadas somente com
nauplios de artemia recém-eclodidos (controle positivo); DMC- larvas alimentadas com
dieta microencapsulada comercial Hatchfry; OS- larvas alimentadas com a dieta teste
contendo 6leo de salmao e OSPro- larvas alimentadas com a dieta teste contendo 6leo de
salmdo e o probidtico Lactobacillus acidophilus.

Para os tratamentos DMC, OS e OSPro, foi realizada uma fase coalimentagdo por
trés dias, com as dietas mais nauplios de Artemia, antes de comegar o tratamento exclusivo
com as dietas. As larvas foram alimentadas cinco vezes ao dia e, durante o periodo de
coalimentagdo, as dietas formuladas foram ofertadas em excesso logo apds a oferta dos
nauplios, que foram diminuindo gradualmente para 75%, 50% e 25% do total ofertado. Os

residuos acumulados no fundo dos tanques foram removidos diariamente por sifonamento.
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As larvas foram individualmente pesadas e medidas (n=25 por tanque) no inicio do
tratamento ¢ também apos 7, 14, 21 e 28 dias de experimento. As médias do peso umido e
do comprimento total foram calculadas. A taxa de crescimento especifico (TCE) foi
calculada por meio da seguinte formula: TCE = 100 x (LnWg — LnW;) / d, em que W e L
s30 os pesos (g) e tamanhos (mm) individuais das larvas; F e I representam os valores
iniciais e finais; e d € o nimero de dias entre as medidas de biometria.

Ao final do experimento, todos os peixes em cada tratamento foram contados para
determinacdo da sobrevivéncia (S) por meio da seguinte expressao: S = 100 X N / (N; —
Ns), em que N ¢ o nimero de peixes em cada tanque, F e I representam os valores finais e
iniciais e S representa os peixes de cada tanque que foram coletados para as analises do
experimento. A taxa de canibalismo (C) foi determinada a partir da porcentagem da
diferenca do numero de larvas iniciais, subtraida das que foram contabilizadas como
mortas, das coletadas para analises e das restantes no tanque. Utilizando-se a equagdo para
determinagdo: C=1-S —F — M/ 1 x100, em que I ¢ o numero de larvas iniciais estocadas;
S ¢ o nimero de larvas removidas para biometrias durante o experimento; F o niumero final
de larvas em cada tanque e M o numero de larvas mortas retiradas dos tanques durante o

experimento.

2.6.4 Taxa de ingestao

A taxa de ingestdo foi determinada pela observagdo intestinal de larvas, com auxilio
de um microscopio optico CX31 (Olympus, Japao). Vinte larvas foram colocadas em
recipientes ap6s 12 horas de jejum e receberam as dietas microencapsuladas testadas. Apds
30 minutos, as larvas foram abatidas com benzocaina (0,01mL/L), e o conteudo intestinal
analisado. A taxa de ingestdo foi expressa em porcentagem de larvas que ingeriram as
microcapsulas no periodo de 30 minutos (TESSER; PORTELLA, 2006). O teste foi

realizado em triplicata para cada dieta experimental.
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2.6.5 Teste de exposi¢do ao ar

O teste de exposi¢do ao ar foi aplicado apos 21 dias de alimentagdo com as
microparticulas. As larvas foram contadas (20 larvas/recipiente) e distribuidas em 32
recipientes plasticos de volume individual de 1,2 L, com temperatura controlada
(29,540,6°C) e aeracao continua. As larvas de cada tratamento experimental (AN, OS,
OSPro e DMC) foram submetidas ou ndo a exposi¢do ao ar por um minuto (adaptado de
LUZ, 2007), constituindo oito tratamentos com quatro repeticdes de cada. Apds 72 horas,
avaliou-se a sobrevivéncia das larvas expostas ou ndo expostas ao ar. A sobrevivéncia foi
determinada pela porcentagem de larvas que morreram em relacdo ao niimero inicial de

larvas por tratamento.

2.6.6 Analise estatistica

Os resultados de adsor¢do proteica, umidade e tamanho, assim como os resultados
bioldgicos de comprimento total, peso, TCE, sobrevivéncia, canibalismo, mortalidade apds
exposi¢ao ao ar foram analisados estatisticamente, utilizando-se ANOVA. Nos resultados
que apresentaram diferencas significativas (p<0,05), as médias foram avaliadas pelo teste
de Tukey. As variaveis biologicas foram submetidas a testes para verificar a normalidade
de erro (Cramer Von Mises) e a homocedasticidade das variancias (Levene). Todas as
analises estatisticas foram realizadas com a utilizagdo do programa SAS versao 9.0 (SAS

Institute Inc., Cary, Carolina do Norte, EUA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao das matérias-primas

A pectina apresentou uma porcentagem de acidos galacturénicos (AG) de 85,9+1,9,
adequado segundo a FAO (1994), que estabelece uma porcentagem minima de 65% de AG
para pectinas comerciais. Em relacdo ao grau de esterificagdo, a LMAP apresentou o valor
de 34,1+1,3%, sendo classificada como pectina de baixo teor de esterificagdo, uma vez que
apresenta menos de 50% dos grupos carboxilicos esterificados (TURQUOIS et al., 1999).
O teor de amidagdo foi de 5,5+0,4%, indicando que apenas 5% dos grupos carboxilas
estavam amidados.

Para a elaboracdo da dieta, foi utilizado um concentrado proteico de peixe (CPSP
90) em baixa quantidade (0,1%), a fim de aumentar a incorporacdo de peptideos e a
atratividade das dietas. Esse concentrado foi utilizado juntamente com o WPC como
constituinte da solucdo de proteina utilizada para o recobrimento das microcapsulas. A
composi¢ao centesimal dos constituintes, incluindo o CPSP 90 utilizados na elaboracdo das

microparticulas pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1 — Composigao centesimal (%) em base seca dos produtos utilizados, exceto para
% de umidade

Composicao Centesimal

Componentes (%)

Umidade Proteinas Lipideos Cinzas
WPC 6,86 £0,12 81,02+ 1,00 16,21 £ 0,50 2,77 £ 0,06
CPSP 90 437+0,13 82,48 £0,15 10,60 + 0,40 5,13+0,11
LMAP 9,20 + 0,08 1,05 +0,04" 0,0 3,30 £ 0,56

WPC= concentrado proteico de soro; CPSP 90= concentrado proteico de peixe comercial; LMAP= pectina de
baixo teor de esterificagdo amidada, nitrogénio ndo proteico.

A determinagdo da quantidade de cargas em solug@o para o polissacarideo e para as

proteinas do soro do leite feita através da medida do potencial zeta das solugdes, permite
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identificar a possibilidade de ocorréncia da interagao eletrostatica proteina-polissacarideo e,
em especial, identificar faixas de pH onde essas interagdes podem ser favorecidas. Para a
pectina de baixo teor de esterificagdo, o pKa apresentado na literatura é de 2,9 (RALET et
al.,2001) e, acima deste pH, a solu¢ao do polissacarideo vai estar carregada negativamente,
conforme pode ser observado na Figura 1. Com relagdo as proteinas do soro do leite, o
ponto isoelétrico (pI) reportado na literatura varia de 4,5 a 52 (WALKENSTROM;
HERMANSSON, 1997; LY et al., 2008) e, em pHs inferiores ao PI, a solugdo proteica vai
estar carregada positivamente. O pl encontrado para as proteinas do soro de leite utilizadas
experimentalmente foi de 4,47 (Figura 1), indicando que, em pHs inferiores a 4,5 e
superiores a 2,9, ¢ possivel a interacdo eletrostatica entre a proteina e o polissacarideo. O
pH escolhido para producdo das particulas foi ajustado para 4,0, conforme utilizado
anteriormente na literatura, quando pectina proveniente de beterraba e PB-lactoglobulina
foram utilizadas para producdo de nanoparticulas por interagdo eletrostatica

(SANTIPANICHWONG et al., 2008).
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Figura 1 - Influéncia do pH na carga elétrica (Potencial {) das solugdes (0,5% p/p) de
pectina e WPC nao-desnaturado

Embora tenham sido identificadas faixas de pH potenciais para ocorréncia de

neutralizacdo de cargas da interagdo eletrostatica entre as solugdes de proteina e
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polissacarideo, no caso das particulas, a medida do potencial zeta eletroforético ficou
impossibilitada devido ao tamanho das particulas e sua rapida precipitagdo. Dessa forma,
ajustes das situagdes Otimas, para o recobrimento proteico da particula de gelificacao
ionica, nao foi possivel pela medida de carga de superficie das particulas gelificadas,
avaliando-se as condigdes Otimas indiretamente por meio da quantificacdo da proteina
adsorvida. Durante a gelificagdo i6nica, os grupos carboxilicos da pectina, carregados
negativamente nas condigdes de pH utilizadas, vao se associar aos ions Ca’’, levando a uma
diminui¢do da carga liquida negativa do polissacarideo. Para que a adsor¢@o da proteina
carregada positivamente ocorra eletrostaticamente na superficie da particula de gelificagao
ionica é necessario que uma parte dos grupos carboxilicos ndo tenha se ligado ao Ca*" e,
portanto, estejam disponiveis para associacdo com o0s grupos positivos da proteina.
Adicionalmente, a pectina utilizada foi uma pectina de baixo teor de esterificacdo amidada
que, nas condi¢des utilizadas, apresenta grupos NH** que podem também fazer associagdes

com grupos laterais de aminoacidos carregados negativamente na cadeia proteica.

3.2 Caracterizacao das particulas e adsorcao proteica

As microparticulas produzidas pelos métodos combinados de gelificagdo i6nica e
interagdo eletrostatica apresentaram elevados teores de proteina. As que foram submetidas a
solugdo de 4% de WPC apresentaram o menor teor de proteina, diferindo estatisticamente
das demais (Tabela 2). Nas concentragoes de 6, 8 e 12%, todas as microparticulas
apresentaram teor de proteina superior a 50%, ndo diferindo estatisticamente entre si.
Porém, em relagdo ao teor de umidade (87,2 a 92,4%), as microparticulas submetidas a
solugcdo de 12% de WPC apresentaram o menor valor (Tabela 2). Todas as formulacdes
apresentaram teores de umidade similares ao da Artemia (BASKERVILLE-BRIDGES;
KLING, 2000).

A escolha da concentragao de WPC utilizada para produgdo das particulas baseou-
se, especialmente, no tamanho das particulas obtidas quando diferentes concentragdes de
WPC nas solugdes proteicas foram avaliadas. O tamanho médio das particulas variou de
171 a 286 um (Tabela 2), aumentando conforme a concentragdo de proteina também

aumentava. Diferenga estatistica significativa do tamanho das particulas somente foi
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encontrada no tratamento com 12% de concentragdo proteica, enquanto ndo se observou
diferenga significativa entre os tamanhos médios quando 4, 6 e 8% de WPC foi utilizado. A
concentracao de 12% de WPC foi escolhida para produgdo das dietas porque proporcionou
as maiores particulas, considerando que nauplios de Artemia apresentam tamanho médio
entre 350 a 530 pm (EMMERSON, 1984; YUFERA; RODRIGUEZ; LUBIAN, 1984).

Particulas obtidas com solu¢do de WPC a 12% apresentaram, ainda, contetido de
umidade e teor proteico (Tabela 2) similares aos observados na Artemia (BASKERVILLE-
BRIDGES; KLING, 2000).

Tabela 2 — Teores de proteina, umidade e tamanho médio das particulas imidas produzidas
a pH 4,0 com diferentes concentragdes de WPC nao-desnaturado

WPC em solucao Proteina Umidade Tamanho médio (um)
(%)
4 47,96+1,65 B 92,42+0,14 A 170,99+32,31 B
6 54,76£1,60 A 89,76+0,66 B 188,53+23,29 B
8 53,864+2,25 A 89,42+0,31 B 193,52+33,81 B
12 52,76+1,87 A 87,16+0,45 C 286,30+42,78 A

Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

3.3 Caracterizacao das dietas

A composicao centesimal das dietas experimentais, da dieta comercial e dos

nauplios de Artemia esta apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Composigao centesimal (%) em base seca das dietas experimentais, comercial e
Artemia, exceto umidade

Composi¢cao Centesimal

Dietas (%)

Umidade Proteina Lipideo Cinzas
OS 85,48 £ 0,37 51,11+ 047 23,32 +0,20 1,28 £ 0,14
OSPro 84,45+ 0,23 50,49 + 0,31 23,22 +1,79 1,30 £ 0,05
DMC 9,61 +£0,27 63,09 £ 3,55 17,00 £ 0,01 13,36 £ 0,17
AN 78,00 £ 0,20 54,74 £ 0,71 20,90 £ 0,54 5,54 +0,47

OS= dieta elaborada contendo 6leo de salmao; OSPro= dieta elaborada contendo 6leo de salmdo e probiotico;
DMC-= dieta microencapsulada comercial; AN= nduplios de Artemia.

Em comparacdo com os nauplios de Artemia (AN), as duas dietas experimentais
apresentaram uma composi¢do proteica levemente inferior, teores de umidade e lipideos
superiores e teor de cinzas bastante inferior. Os teores de proteina e lipidios foram
proximos aos da dieta microencapsulada desenvolvida por Chu e Ozkizilcik (1999), que
continha 53% de proteina e 21% de lipidios, respectivamente. Os teores de umidade das
dietas encontraram-se proximos aos teores de umidade observados para a Artemia,
diferindo de dietas comerciais e experimentais, nas quais o conteudo de umidade ¢ bastante
baixo, em torno de 10% (YUFERA; PASCUAL; FERNANDEZ-DIAZ, 1999;
BASKERVILLE-BRIDGES; KLING, 2000; KVALE et al., 2006). Este teor de umidade
elevado pode contribuir para melhor digestao da dieta, uma vez que a grande quantidade de
matéria seca ¢ um dos fatores apontados para a dificuldade das larvas em digerir
completamente as dietas formuladas (KOLKOVSKI, 2001).

Considerando que o pH da 4gua encontrado na natureza ou nas condigdes
experimentais de crescimento ¢ préximo ao neutro ou levemente bésico, dietas imidas ou
secas foram suspendidas e/ou reidratadas em agua a pH 7,0 e seu tamanho médio avaliado
(Tabela 4) em dois diferentes tempos, imediatamente apds serem colocadas em agua e apos
uma hora, que ¢é o tempo médio entre uma alimentagdo e outra, sendo considerado
adequado para a identificacdo e ingestdo da dieta (CAHU; ZAMBONINO-INFANTE,
2001). Os tamanhos médios das particulas imidas e/ou reidratadas de ambas as dietas

experimentais (Tabela 4) foram muito proximos, independente do tempo de reidratacado, e

75



variaram de 225 a 263um. A distribui¢do de tamanho, observada para as particulas umidas,
foi de 75 a 570um para OS ¢ 88 a 618um para OSPro, enquanto particulas imidas, uma
hora apds a reidratacdo, apresentaram variacdo de 87 a 615um, para OS, e 82 e 563um,
para OSPro. Os tamanhos obtidos sdo compativeis ao alimento vivo, rotiferos (80 a 280um)
e dos nauplios de Artemia (350 a 530pum) (EMMERSON, 1984; YUFERA; RODRIGUEZ;
LUBIAN, 1984) comumente utilizados quando o cultivo de peixes é feito de maneira
intensiva. Dietas testadas em ensaios biologicos com larvas de peixe apresentaram tamanho
variado de 50-300pm (VILLAMAR; LANGDON, 1993; EMMERSON, 1984; YUFERA;
RODRIGUEZ; LUBIAN, 1984) ¢ 250 a 425um (GUTHRIE et al., 2000). Murray et al.
(2010) estudaram dieta microencapsulada para larvas de Atlantic halibut com tamanho
variando de 50-200um, porém houve um baixo consumo das dietas, que foi atribuido ao
pequeno tamanho das dietas uma vez que deveriam abranger uma faixa tamanho de até

600um.

Tabela 4 — Diametros médios (um) das dietas imidas e reidratadas

Dietas Tempo de hidratacao Diametro das particulas (D50, pm)

Umidas to 225,81+41,99 A

oS to 247,44+8,42 A
Reidratadas

t 256,09+6,75 A

Umidas to 263,16£10,07 A

OSPro to 263,17+10,44 A
Reidratadas

t 247,61+11,51 A

OS — dieta com 6leo de salmdo; OSPro- dieta com 6leo de salmio e L. acidophilus. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).

O fato de ndo ter havido diferenca entre os tamanhos das particulas imediatamente
reidratadas e as que permaneceram na agua por uma hora, significa que ao administrar a
dieta liofilizada nos tanques para as larvas ela ird reidratar-se por completo rapidamente,
atingindo o tamanho ideal para ser consumida pela larva. Esta rapida taxa de reidratacao
também pdde foi observada em microcdpsulas secas de alginato e alginato-quitosana;
porém foram necessarios 30 minutos de imersao para uma maior reidratagdo (POLK et al.,

1994). O teor de proteinas das particulas apds uma hora de reidratagdo em pH 7,0 foi de
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51,0+0,5% para a dieta OS e de 51,9+0,7% para a dieta OSPro, indicando que nao houve
perda de proteinas devido a mudanga do pH.

A morfologia das dietas microencapsuladas, observada por microscopia otica
(Figura 2), mostra a formagdo de matrizes multinucleadas, com a parede definida e
continua ao redor da microparticula. O contetido lipidico ficou distribuido uniformemente
na matriz de pectina, observando-se distribuicao de gotas lipidicas de diferentes tamanhos
por toda a extensdo da microparticula. As microparticulas apresentaram, em sua maioria,
forma esférica ou aproximadamente esférica.

As imagens obtidas por microscopia Optica indicam que as capsulas umidas e as
hidratadas apos a secagem apresentaram tamanhos e formas semelhantes (Figura 2 e Tabela
4). Isto também foi observado nas capsulas de gelificacdo ionica liofilizadas obtidas por
(MUKAI-CORREA et al., 2005), que apresentaram uma consideravel reidratagdo apds o
contato com agua.

A observagao por meio de microscopia eletronica de varredura das particulas secas
(Figura 2) mostra que as dietas OS e OSPro apresentaram formas semelhantes e
mantiveram-se parcialmente integras apds o processo de secagem, apresentando um
contorno esférico, com particulas globulares de gorduras presentes no material de parede.
Observou-se também aglomeracdo entre as particulas apos a secagem por liofilizagdo
(resultados ndo apresentados). Apesar da aglomeragdo observada, as particulas, apos a
reidratagdo, voltaram a assumir uma forma aproximadamente esférica e aparentemente com

paredes continuas e sem rachaduras (Figura 2).
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Figura 2 — Microscopias das dietas utilizadas no ensaio biolodgico. A — microparticula OS
umida; B — MEV da microparticula OS; C — microparticula OS reidratada; D —
microparticula OSPro imida, com detalhe para os micro-organismos probioticos; E — MEV
da microparticula OSPro; F — microparticula OSPro reidratada. Figuras A, C, D e F bars =
100um; Figuras B e E bars= 10um.
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3.4 Quantificacao dos Lactobacillus acidhopillus

A populagao inicial do micro-organismo probidtico Lactobacillus acidophilus La-5
adicionado na dieta OSPro foi de 3,17 x 10° UFC/g de capsula liofilizada. Apos 28 dias de
armazenamento congelado, observou-se uma reducdo da viabilidade de 0,27 ciclos
logaritmicos, apresentando uma populacao ao final do tempo de armazenamento congelado
de 1,7 x 10° UFC/g de cépsula liofilizada. Os resultados mostram que, durante todo o
periodo em que a dieta foi ministrada as larvas de peixe, ndo houve uma redugdo drastica

da populagdo de micro-organismos probioticos inicialmente encapsulados.

3.5 Ensaio biolégico

3.5.1 Crescimento e taxa de ingestao

Ao avaliar o comprimento das larvas durante o experimento (Figura 3), observou-se
que o tratamento com nauplios de Artemia (AN) foi o que apresentou o maior comprimento
durante todo o periodo experimental, seguido sempre do tratamento com dieta comercial
(DMC), diferindo estatisticamente dos demais, com excecdo da ultima semana, quando os
grupos AN e DMC nao diferiram estatisticamente entre si. Ja as dietas experimentais OS e
OSPro foram as que apresentaram o menor comprimento, tendo diferindo entre si apenas na
terceira semana, sendo que a dieta OSPro proporcionou larvas maiores. Este
comportamento também se repetiu em relagdo ao peso (Figura 4), porém a mesma diferenca
entre as dietas OS e OSPro foi observada na segunda semana.

Desde a primeira semana de tratamento ja foram observadas diferengas
estatisticamente significativas em relagdo ao peso e ao comprimento entre as larvas que
receberam as dietas experimentais (OS e OSPro) e AN e DMC, demonstrando maior peso e
comprimento nas alimentadas com nauplios de Artemia, seguidas pelas larvas do
tratamento DMC.

Melhor desempenho de crescimento em larvas alimentadas com alimento vivo em

relagdo as dietas inertes ¢ descrito em diversos trabalhos (CHU; OZKIZILCIK, 1999;
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BASKERVILLE-BRIDGES; KLING, 2000; TESSER; CARNEIRO; PORTELLA, 2005;
FERNANDEZ-DIAZ et al., 2006; LU et al., 2008; ENGROLA et al., 2009; MURRAY et
al., 2010). No entanto, ha excecdes, como o trabalho desenvolvido por Yufera, Pascual e
Fernandez-Diaz (1999), que, ao fornecerem microcapsulas obtidas por polimerizacao
interfacial por 15 dias para larvas de Spaurus aurata, verificaram resultados de
desempenho semelhantes as larvas alimentadas com rotiferos.

Na terceira semana de experimento, observou-se diferenga significativa em relagdo
ao comprimento das larvas alimentadas com OS e OSPro, sendo as larvas do tratamento
OSPro maiores (Figura 3). Isto se repetiu no pardmetro peso na segunda semana de
tratamento, mostrando, assim, uma provavel influéncia positiva dos probioticos sobre o
crescimento das larvas de pacu (Figura 4), porém este efeito positivo ndo se manteve até o

final do experimento.
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Figura 3 — Desempenho de crescimento em comprimento total (mm) das larvas de pacu
durante o periodo experimental. OS= dieta com 6leo de salmdo; OSPro= dieta com 6leo de
salmao e probidtico; DMC= dieta microencapsulada comercial; AN= nauplios de Artemia.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).
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Figura 4 — Desempenho de crescimento em peso (mg) das larvas de pacu durante o periodo
experimental. OS= dieta com O6leo de salmdo; OSPro= dieta com o6leo de salmio e
probidtico, DMC= dieta microencapsulada comercial; AN= nauplios de Artemia. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).

Avella et al. (2010), ao avaliarem a influéncia de uma mistura do probiodtico
Bacillus (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis e Bacillus pumilus) em larvas de S. aurata
por 75 dias, concluiram que essa combinagdo probidtica promoveu melhor resposta ao
estresse € ao crescimento, sem influenciar nas taxas de sobrevivéncia, assim como O
encontrado no presente estudo. No entanto, alguns autores ndo encontraram diferencas em
relagdo ao peso e comprimento de larvas ao ofertar probidtico (HERNANDEZ et al., 2010;
LA BANDA et al., 2010; MERRIEFIELD et al., 2010).

Acredita-se que a oferta das dietas inertes em intervalos mais frequentes (e.g. a cada
30 minutos) possa proporcionar as larvas maior oportunidade de ingestdo/alimentagdo, uma
vez que o alimento vivo estd praticamente todo tempo disponivel para as larvas,
movimentando-se e permanecendo na coluna de agua nos intervalos entre as alimentagdes
sem se depositarem no fundo dos tanques. Esse fato pode ser uma explicagdo para as

diferengas nos desempenhos entre as dietas inertes e os alimentos vivos (BASKERVILLE-
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BRIDGES; KLING, 2000). Quando a dieta se deposita no fundo rapidamente, a sua
ingestao pelo peixe ¢ dificultada, piorando o crescimento da larva (MURRAY et al., 2010).

Webster e Lovell (1990) identificaram maior consumo de Arfemia quando os
nauplios estavam vivos, comparado com a Artemia congelada rapidamente ou liofilizada.
Uma das hipdteses para explicar o maior consumo ¢ a permanéncia dos animais vivos em
suspensao na coluna d’agua com mobilidade. Além disso, larvas expostas a estimulos
visuais gerados por nduplios de Artemia tiveram efeito positivo em relagdo a taxa de
ingestao para larvas de pacu (TESSER; PORTELLA, 2006).

A ingestdo das dietas pelas larvas de pacu no inicio do experimento (peso médio de
20 mg) foi moderada (Tabela 5). Com o desenvolvimento dessas, a taxa de ingestdo
aumentou, apresentando taxas de 90, 91,7, 98,3 e 100% para larvas com peso médio de
37,7£2,1 mg (OS), 42,8+4,5 mg (OSPro), 218,1+41,3 mg (DMC) e 233,1+21,8 mg (AN),
respectivamente.

Maiores taxas de ingestdo de nauplios de Artemia do que de microdieta
experimental com caseina também foi relatada com larvas de Morone saxatilis; porém,
quando na dieta houve a adi¢do de extrato de Artemia, a taxa de ingestdo aumentou de 42%
para 75% na primeira semana de tratamento (CHU; OZKIZILCIK, 1999). Além disso,
também se observou tendéncia de aumento de taxa de ingestdo quando as larvas estavam
maiores, sendo altas e similares em todos os tratamentos (CHU; OZKIZILCIK, 1999).

De forma semelhante, com as larvas de pacu notou-se que a taxa de ingestao das
dietas OS e OSPro foi similar a de AN e de DMC, mostrando que as dietas experimentais

foram aceitas e consumidas pelas larvas.

Tabela 5 — Valores médios de taxa de ingestao (%) das dietas microencapsuladas pelas
larvas de pacu no inicio e no final do experimento

Taxa de ingestao (%)

Dietas Inicial Final
OS 60 90,0

OSPro 70 91,7

DMC 80 98,3
AN 100 100

Taxa de ingestdo das larvas de pacu na fase inicial e final do experimento. OS= dieta com 6leo de salmio;
OSPro= dieta com 6leo de salmdo e probidtico, DMC= dieta microencapsulada comercial; AN= nauplios de
Artemia.
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3.5.2 Taxa de crescimento especifico e sobrevivéncia

Observou-se diminuigdo da taxa de crescimento ao longo do experimento (Figura
5), o que ¢ considerado normal, uma vez que, com o tempo, 0s peixes continuam a crescer,
porém em uma velocidade inferior. Como esperado, o tratamento JJ (jejum) apresentou taxa
de crescimento inferior aos demais tratamentos. Durante as trés primeiras semanas, notou-
se que as larvas dos tratamentos AN e DMC apresentaram um crescimento superior ao das
larvas que receberam as dietas experimentais; porém, na ultima semana de experimento, a

taxa de crescimento especifico ndo variou estatisticamente (p<0,05) entre todos os

tratamentos.
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Figura 5 — Taxa de crescimento especifico (%) das larvas de pacu durante o periodo
experimental. OS= Dieta com 6leo de salmio; OSPro= dieta com o6leo de salmio e
probidtico, DMC= dieta microencapsulada comercial; AN= nauplios de Artemia. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).

Ao final do experimento observaram-se taxas de sobrevivéncia de 34,5+7,6,
30,749,5, 43,6+13,7 e 83,6£1,8 % nos tratamentos OS, OSPro, DMC e AN,
respectivamente. A taxa de sobrevivéncia (Figura 6) das larvas que receberam apenas
Artemia durante o periodo experimental foi significativamente superior aos demais, mas,
entre os outros tratamentos (OS, OSPro, DMC), ndo houve diferenca em relagdo as taxas de

sobrevivéncia, que ficaram entre 30 e 40%, aproximadamente. Por outro lado, alta taxa de
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canibalismo foi observada no tratamento DMC (Figura 7), sendo esta também uma das
causas da baixa taxa de sobrevivéncia em relagdo ao tratamento com Artemia (AN), uma

vez que as larvas de ambos os tratamentos apresentaram desenvolvimento semelhante.
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Figura 6 — Sobrevivéncia (%) das larvas de pacu durante o periodo experimental. OS=
dieta com o6leo de salmdo; OSPro= dieta com 6leo de salmdo e probidtico, DMC= dieta
microencapsulada comercial; AN= nduplios de Artemia. Médias seguidas da mesma letra
nao diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Mesmo sendo inferiores ao tratamento AN do presente estudo, os resultados de
sobrevivéncia das larvas alimentadas com as dietas OS e OSPro (Figura 6) foram parecidos
ao das larvas que receberam alimento vivo no trabalho desenvolvido por Baskerville-
Bridges e Kling (2000). Os autores relatam sobrevivéncia de 36,5% entre larvas que
receberam o alimento vivo, e 5,2 e 9,4% entre as que receberam as dietas microparticuladas
em teste. E interessante notar que os resultados das larvas de pacu que receberam as
microdietas experimentais foram semelhantes aos encontrados por Yufera, Ferndndez-Diaz
e Pascual (2005), que registraram sobrevivéncia de 38,6 e 46,3% para larvas de Solea
senegalensis alimentadas com dietas microencapsuladas, mesmo estas possuindo teores de
proteina de 55% e 62% respectivamente.

Altas taxas de sobrevivéncia de larvas alimentadas com dietas microencapsuladas ja

foram registradas. Yufera, Pascual e Fernandez-Diaz (1999), relatam 70% em larvas de
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Spaurus aurata e crescimento similar ao observado com alimento vivo. Fernandez-Diaz et
al. (2006) registram sobrevivéncia média de 80% ao utilizar dieta semelhante com e sem
adicdo de vitamina A para larvas de Solea senegalensis. Acredita-se que taxas de
sobrevivéncia elevadas possam estar relacionadas com nutrigdo adequada das larvas,
resultando em desenvolvimento e sobrevivéncia elevados (MURRAY et al., 2010). Em
ensaios bioldgicos onde houve baixo crescimento, geralmente sdo obtidas taxas de
sobrevivéncia também baixas (CHU; OZKIZILCIK, 1999; BASKERVILLE-BRIDGES;
KLING, 2000; TESSER; CARNEIRO; PORTELLA, 2005).

No presente ensaio bioldgico, as larvas de pacu apresentaram baixa taxa de
crescimento especifico e taxa moderada de sobrevivéncia (Figura 6). Apesar disso, se as
larvas ndo tivessem metabolizado as dietas, provavelmente elas teriam morrido, juntamente
com as que ficaram em jejum. Isso indica que as larvas de pacu ingeriram, digeriram e
assimilaram os nutrientes em certo nivel; porém ainda abaixo do necessdrio para ter
desempenho semelhante ao alimento vivo. A eficiéncia dessas dietas pode ndo ter sido boa,
uma vez que, para elabora-las, levaram-se em consideracdo apenas os teores dos
macronutrientes proteina, carboidratos, lipideos e matéria seca.

As larvas do tratamento DMC apresentaram um crescimento final semelhante as
larvas do tratamento AN. Esse resultado sugere que, além da boa nutricdo proporcionada
por essa dieta, o crescimento dessas larvas pode ter sido favorecido pela alta taxa de
canibalismo (Figura 7) que apresentaram. Esta hipotese também foi levantada por Curnow
et al. (2006), que perceberam que, ao finalizarem a oferta de Artemia, houve um
crescimento expresso nos peixes de um dos tratamentos avaliados, podendo ter sido

causado por canibalismo.
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Figura 7 — Canibalismo (%) das larvas de pacu durante o periodo experimental. OS= dieta
com o0leo de salmio; OSPro= dieta com o6leo de salmdo e probidtico, DMC= dieta
microencapsulada comercial; AN= nduplios de Artemia; JJ= jejum. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

3.5.3 Teste de exposigdo ao ar

O teste de exposicao ao ar mostrou que a dieta OSPro propiciou menor mortalidade
das larvas de pacu em comparagdo com aquelas que receberam a dieta OS sem o probidtico
(Tabela 6). As larvas alimentadas com a dieta OS, depois de expostas ao ar, mostraram uma
maior mortalidade do que as ndo expostas. Por outro lado, ndo se encontrou diferenca
estatistica (p>0,05) em relagdo a mortalidade das que receberam a dieta contendo o
probidtico, apds o estresse provocado pela exposigdo ao ar.

Esse teste ¢ eficiente para desafiar larvas que recebem diferentes aportes
nutricionais. Curnow et al. (2006) verificaram que larvas de Lates calcarifer Bloch
alimentadas por maior tempo com Artemia e rotiferos associados a uma microdieta
comercial apresentaram maior sobrevivéncia apOs a exposi¢do ao ar por nove minutos,
comparadas as que recebiam apenas a dieta comercial, que apresentaram mortalidade total.
O probiotico Lactobacillus acidophilus apresentou efeito benéfico em alevinos e juvenis de
African catfish, apresentando melhora no crescimento, parametros hematologicos e

sobrevivéncia (AL-DOHAIL; HASHIM; ALIYU-PAIKO, 2009).
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Tabela 6 — Mortalidade (%) das larvas de pacu apods exposi¢do ao ar ao 21° dia de
alimentacao

Tempo de Mortalidade (%)

exposicao AN DMC OSPro OS
0 min 0+0 Aa 13,3+£12,5 Aa 7,5+£8,3 Aa 7,5+4,3 Ba
1 min 0+0 Ab 2,5+5,0 Ab 22,5+14,8 Aab  42,5+20,5 Aa

Médias seguidas das mesmas letras (maitisculas na coluna e mintsculas na linha) ndo diferiram de acordo
com o teste de Tukey (p>0,05). AN= nauplios de Artemia; DMC= dieta microencapsulada comercial; OSPro=
dieta com 6leo de salmio e probidtico; OS= dieta com 6leo de salmao.

4 CONCLUSOES

A utilizagdo do processo combinado de gelificagdo i6nica seguida de interacdo
eletrostatica possibilitou a obteng¢ao de microparticulas com composicao proteica, lipidica e
teor de umidade semelhantes a composi¢ao encontrada em nduplios de Artemia, além de
tamanho antes e apoOs reidratagdo compativeis com os organismos vivos usados na
alimentacdo de larvas de peixes. A introducdo da bactéria probidtica Lactobacillus
acidophilus foi bem-sucedida, obtendo-se boa sobrevivéncia das bactérias durante o
manuseio para a producdo das particulas e durante a sua estocagem a frio apds 28 dias. No
entanto, as microdietas nao suportam o crescimento das larvas de pacu, possivelmente
devido a sua composi¢do nutricional, que ainda deve ser otimizada. As particulas foram
eficientes para o fornecimento de probidtico as larvas, comprovado pela maior resisténcia
delas no desafio de estresse por exposicao ao ar. O desenvolvimento dessa tecnologia abre
novas avenidas para a continuidade das pesquisas e desenvolvimento de um produto que
seja estavel em agua e que promova bom crescimento dos animais. A possivel inadequagao
nutricional das dietas experimentais, a baixa quantidade mineral/vitaminica presente nas
dietas experimentais e a possivel indisponibilidade de nutrientes devido a associagdo forte
destes com o polissacarideo utilizado podem ter contribuido para os resultados de taxas de
crescimento nulas obtidas, indicando a necessidade de ajustes nutricionais € novos

experimentos.
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CONCLUSOES GERAIS

Quando o concentrado proteico de soro de leite foi adicionado a emulsdo de pectina
na sua forma ndo-desnaturada ou desnaturada, ndo foi possivel obter teores de proteina

superiores a 35%.

A mudanga da concentragao de cloreto de célcio ndo influenciou a reteng@o proteica

quando esta estava presente como constituinte da emulsao de pectina.

Os teores de proteina foram satisfatorios (>50%) quando esta foi incorporada a

microparticula por interacao eletrostatica.

A incorporagdo proteica por interacdo eletrostatica foi superior quando a proteina
encontrava-se na forma ndo-desnaturada do que quando ela estava na forma desnaturada,

independentemente do tratamento térmico utilizado.

A composi¢do centesimal das dietas experimentais mostrou que estas estavam em
niveis adequados em relagdo aos teores de proteina, umidade ¢ lipidios — presentes na

Artemia.

A partir da caracterizacdo das dietas experimentais, pdde-se observar que as dietas
possuem uma forma aproximadamente esférica, tamanho adequado e hidratacao instantanea

quando em contato com agua.

Os testes in vivo mostraram que as larvas ingeriram as dietas em grande quantidade
e apresentaram bons teores de sobrevivéncia, porém os resultados de crescimento nao
foram satisfatorios, necessitando de uma otimiza¢ao do perfil nutricional da dieta, assim
como um estudo da identificacdo de possiveis fatores antinutricionais presentes nas

particulas utilizadas nos experimentos in vivo com larvas de pacu.
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ANEXO I - Perfil de aminoacidos do WPC e dos nauplios de Artemia. Resultados em
2/100g de amostra em base seca

Artemia WPC WPC/Artemia
Asp 5.47 7.87 1.44
Glu 7.73 13.18 1.70
Ser 3.27 4.20 1.28
Gli 3.02 1.47 0.49
His 1.51 1.38 0.91
Arg 4.56 2.17 0.48
Tre 2.87 5.39 1.88
Ala 3.71 3.70 1.00
Pro 3.45 4.55 1.32
Tir 3.30 241 0.73
Val 3.30 4.36 1.32
Met 2.12 2.4 1.13
Cis 1.12 1.97 1.76
Ile 2.80 4.42 1.58
Leu 4.32 7.78 1.80
Fen 2.63 2.42 0.92
Lis 491 6.40 1.30
Total 60.09 76.07 -
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ANEXO II - Composi¢ao de 4cidos graxos do oleo utilizado e das dietas experimentais

A composi¢ao dos acidos graxos das dietas produzidas e do 6leo de salmao utilizado
foi caracterizada. A extragdo do oleo das dietas foi realizada segundo a metodologia de
Bligh e Dyer (1959), com as mesmas adaptacdes citadas no item composicao centesimal. A
determinagdo dos acidos graxos das amostras DOSPro- dieta microencapsulada contendo
6leo de salmdo e probidtico, DOS- dieta microencapsulada contendo 6leo de salmao e OS-
6leo de salmdo foi realizada em um cromatografo gasoso (Varian 3600, Walnut Creek,
USA) apos a esterificacdo pelo método de Hartman e Lago (1973). Os ésteres de acidos
graxos foram separados de acordo com o procedimento 2-66 (AOAC, 2004) em uma coluna
capilar Agilent DB-23 (50% cyanopropyl-methylpolysiloxane), dimensdes 60 m, ¢ int
0,25mm, 0,25 pm de espessura. A temperatura do forno foi programada para 110°C/5min,
110-215°C (5°C/min), 215°C- 24 min; temperatura do detector: 280°C/temperatura do
injetor 250°C; gas carreador: hélio; razdo do Split 1:50; volume injetado 1,0 pl.

A composicao qualitativa foi determinada pela compara¢dao entre os tempos de
retengdo dos picos com padrdes de ésteres de acidos graxos. Os padrdes de acidos graxos
utilizados (Sigma Supelco; Bellefonte, EUA) foram: 4cido caproico (C6:0); acido enantico
(C7:0); acido caprilico (C8:0); acido pelargoénico (C9:0); acido caprico (C10:0); acido
undecanoico (C11:0); acido laurico (C12:0); acido tridecanoico (C13:0); acido miristico
(C14:0); acido pentadecanoico (C15:0); acido palmitico (C16:0); acido estearico (C18:0);
acido nonadecanoico (C19:0); acido araquidico (C20:0); acido heneicosanoico (C21:0);
acido bénico (C22:0); acido tricosanoico (C23:0); acido lignocérico (C24:0), além de uma
mistura de esteres de acidos graxos PUFA N.o 3 (from Menhanden Oil — Cat. No. 47085-
U) contendo acido miristico (C14:0); acido palmitico (C16:0); acido palmitoleico (C16:1);
C16:2n4; C16:3n4; acido estedrico (C18:0); 4cido margaroleico (C17:1); écido cis-
vacénico (C18:1n-7); acido oleico (C18:1n-9); acido linoleico (C18:2n-6); acido a-
linolénico (C18:3n-3); acido y-linolénico (C18:3n-4); acido estearidonico (C18:4n-3); acido
gadoleico (C20:1n-9); acido araquidonico (C20:4n-6); acido eicosatetraenoico (C20:4n-3);
acido eicosapentaenoico (C20:5n-3); acido docosapentaenoico (C22:5n-3) e acido
docosahexaenoico (C22:6n-3).0s padrdes foram diluidos em éter de petrdleo e injetados na

quantidade de 1,0 pL.
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ANEXO IIa - Perfil de acidos graxos da dieta OS e do 6leo de salmao utilizado para a

elaboracdo da dieta

Oleo de salmio

Acidos Graxos DOS Extracao DOS Extr. 0S
acida enzimatica

Saturados
C 6:0 0,20 nd nd
C10:0 0,17 nd nd
C12:0 0,42 0,64 nd
C14:0 11,07 13,34 5,65
C 15:0 1,02 1,23 0,52
C 16:0 33,32 38,83 18,86
C17:0 1,14 nd nd
C 18:0 9,43 11,14 5,22
C 20:0 0,43 nd nd
C21:0 nd nd nd
C22:0 0,45 nd 8,98
C24:0 0,19 nd nd
> Saturados 57,84 65,18 49,43
Monoinsaturados
C16:1n9 7,57 7,37 7,94
Cl17:1 0,29 nd nd
C18:1n9 23,48 23,27 24,32
C20:1n9 3,21 1,81 1,98
> Monoinsaturados 34,55 32,45 34,24
Polinsaturados
Cl16:2n4 nd 0,87 0,67
C16:3n4 nd nd 0,87
C18:2n6 2,86 1,50 4,85
C18:3n3 0,30 nd 0,96
C18:4n3 0,21 nd 1,41
C20:4n3 0,16 nd 1,22
C20:5n3 2,09 nd 1,07
C22:5n3 0,67 nd 3,93
C22:6n3 1,34 nd 10,92
> Polinsaturados 7,63 2,37 25,9
> n-3 4,77 nd 19,51
>1n-3/n-6 1,67 nd 4,02

DOS — dieta contendo 6leo de salmdo; OS — 6leo de salmao utilizado na elaboragdo das dietas.
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ANEXO IIb- Perfil de 4cidos graxos da dieta DOSPro e do 6leo de salmao utilizado para a

elaboracdo da dieta

DOSPro
Acidos Graxos Extracio acida E.xtr,a: OS
enzimatica

Saturados
C6:0 0,19 nd nd
C10:0 0,18 0,24 nd
C12:0 0,48 0,62 nd
C 14:0 10,66 12,73 5,65
C15:0 0,99 1,17 0,52
C16:0 32,62 37,16 18,86
C17:0 0,91 nd nd
C 18:0 9,46 10,38 5,22
C 20:0 0,43 nd nd
C22:0 0,25 nd 8,98
C24:0 0,18 nd nd
> Saturados 56,35 62,3 49,43
Monoinsaturados
C16:1n9 8,69 8,86 7,94
C17:1 0,39 nd nd
C18:1n9 27,80 27,22 24,32
C20:1n9 3,56 1,13 1,98
> Monoinsaturados 40,44 37,21 34,24
Polinsaturados
C16:2n4 nd nd 0,67
C16:3n4 nd nd 0,87
C18:2n6 2,01 nd 4,85
C18:3n3 0,26 nd 0,96
C18:4n3 0,17 nd 1,41
C20:4n3 0,07 nd 1,22
C20:5n3 0,39 0,50 1,07
C22:5n3 0,43 nd 3,93
C22:6n3 nd nd 10,92
> Polinsaturados 3,33 0,50 259
> n-3 1,32 0,50 19,51
> 1n-3/n-6 0,66 - 4,02

DOSPro — dieta contendo dleo de salmdo e probidtico; OS — dleo de salméo utilizado na elaboragdo das

dietas.
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ANEXO III - Microscopia eletronica de varreduras das dietas testadas. A — visdo geral da
dieta OS; B — microparticula OS; C — detalhe do envoltério da microparticula OS; D —
visdo geral da dieta OSPro; E — microparticula OSPro; F — detalhe do envoltorio da
microparticula OSPro.
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ANEXO IV - Fotografias das larvas de pacu nas diferentes fases de desenvolvimento
durante as quatro semanas de experimento biologico. A= tratamento OS; B= tratamento
OSPro; C= tratamento DMC e D= tratamento AN.
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