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Resumo xi

RESUMO
O objetivo desse trabalho foi avaliar as respostas bioquimicas e metabélicas em adaptacio ao
processamento da dieta (peletizadas e extrusadas) contendo baixo e alto nivel de carboidratos
e lipideos na alimentacdo do pacu Piaractus mesopotamicus. Foram analisadas as
caracteristicas das dietas, os indices de crescimento, a eficiéncia de retencdo dos nutrientes e
da energia, o perfil de acidos graxos presentes no filé, o tempo de transito gastrointestinal,
digestibilidade de proteina e da energia, enzimas digestivas (proteases inespecifica, tripsina,
quimiotripsina, amilase, maltase e lipase), intermediarios metabdlicos de misculo branco,
plasma e figado (amonia, lactato, piruvato, proteina, aminoacidos livres, triglicerideos, acidos
graxos livres e agucares redutores totais), enzimas metabélicas (ALAT, ASAT, GDH, LDH,
MDH) e a histologia do intestino anterior e do figado. O processamento da dieta foi
influenciado pelos niveis de carboidratos e lipideos, sendo que o processo de extrusao foi
altamente dependente do nivel de carboidrato das dietas. O crescimento e a eficiéncia de
retencao de nutrientes e a digestibilidade revelaram que o efeito poupador de proteina pelo
carboidrato foi observado para as dietas peletizadas ja o efeito poupador de proteina pelo
lipideo foi observado nas dietas extrusadas. As enzimas digestivas do pacu apresentaram
inducao das proteases as dietas com baixo lipideo e induc¢ao das amilases as dietas com alto
lipideo. O perfil metabélico revelou principalmente momentos diferentes de disponibilizacao
da glicose. O aumento de carboidrato e de lipideo assim como o processamento aplicado as
dietas evidenciaram adaptac¢des na morfologia do trato digestério do pacu que resultaram em
melhora da absor¢ao dos nutrientes disponiveis. As adaptagoes da morfologia do figado
revelaram aumento da atividade hepatica conforme o aumento de energia disponibilizada
através do processamento das dietas. Em conclusdo, o efeito poupador de proteina é
encontrado pela combinagao entre teores de carboidrato e lipideos em adicao ao

processamento aplicado a dieta.
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ABSTRACT
The purpose of this thesis was to study the biochemistry and metabolic adaptive aspects of
pacu (Piaractus mesopotamicus) fed with different diets processing (extrusion or
pelletization), wich had high or low levels of carbohydrates and lipids in their composition. It
was analyzed growth and biochemical parameters: diet composition parameters, growth
performance, efficiency of nutrient retention, filet fatty acids profile, transit velocity,
digestibility of protein and energy, digestive enzymes (unspecific proteases trypsin,
chymotrypsin, lipase, amylase and maltase), metabolic responses (glucose, lactate, piruvate,
free fatty acids, free amino acids, glycogen, protein and ammonia) metabolic enzymes
responses (ALAT, ASAT, GDH, LDH, MDH) and intestinal and liver morphology. We could
observe that the different diets processing were affected by the levels of carbohydrates and
lipids, where extrusion process showed high dependance of levels of carbohydrates. The
zootechnical aproaches revealed protein sparing effect of carbohydrates in pelletized diets
and, protein sparing effect of lipids in extruded diets. In relation to digestive enzymes
responses it was observed that unspecific protease was induced by low lipids diet levels
whereas amylase diminished its response in high lipids diet levels. The metabolic profile
reflected different ways to get glucose available to the gluconeogenesis through different
metabolic substrates, in order to support the energetic stores. The increase of both
carbohydrates and lipids on different processing diets (extrusion or pelletization), support the
morphological adaptations of liver and intestine of pacu, resulting in better nutrient
absortion. In conclusion, the protein sparing effect may be found as much different

carbohydrates and lipids combinations as different diet processing.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideragoes gerais

Entre alguns nutrientes de relevancia na nutri¢ao, os carboidratos representam uma
preocupacdo para a piscicultura, uma vez que seu aproveitamento é variavel em funcao do
habito alimentar, clima da regido, tipo de carboidrato e forma como é processado. Os
carboidratos constituem o grupo de nutriente mais contraditério dentro da alimentacao dos
peixes. O seu aproveitamento pelos peixes parece estar associado a complexidade de sua
molécula. Embora os peixes ndo tenham exigéncias dietéticas especificas para carboidratos, a
inclusao desse nutriente na formulacao das dietas constitui uma importante fonte de energia,
representando uma consideravel economia na produgao de ra¢ées (GATLIN, 1999).

Wilson (1994) verificou que os dissacarideos e polissacarideos digestiveis favorecem
mais acentuadamente o crescimento que os monossacarideos, assim como o amido cozido ou
gelatinizado possui uma melhor digestibilidade e influencia mais acentuadamente o
crescimento dos peixes que os amidos crus. Dessa forma, torna-se necessario manipula-lo
tecnologicamente, de tal maneira que aumente a area de contato com as enzimas, o que é
conseguido com tratamento térmico. Entre os processamentos de racdo mais utilizados na
aqiiicultura estao a extrusao e a peletizacdo, os quais propiciam modificacdes benéficas ao
amido melhorando o aproveitamento nutricional das ragdes pelos peixes (JAYARAM &
SHETTY, 1981).

Segundo alguns autores, o melhor aproveitamento de carboidratos em rac¢des contendo
ingredientes extrusados é devido ao aumento da taxa de amido gelatinizado nas racdes. Isso
foi observado por Takeuchi et al. (1990) quando compararam alevinos de truta
(Orncorhynchus mykiss) e carpa (Cyprinus carpio) alimentados com dietas contendo fontes de
carboidratos (amido de batata, amido de milho, farinha de trigo, milho e centeio) extrusadas
ou nao. Observaram que, em ambas as espécies, o crescimento e as taxas de eficiéncia
alimentar e eficiéncia protéica foram maiores em peixes alimentados com ragdes contendo
ingredientes extrusados, quando comparadas com rac¢des que continham ingredientes nao-
extrusados. Porém, rac¢oes formuladas com farinha de trigo, quando submetidas aos dois

tratamentos, ndo mostraram diferenga no desempenho dos peixes.
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1.2 Exigéncias nutricionais de energia nao protéica

Entre as principais estratégias para otimizar a nutricdo de organismos aquaticos
estd a inclusao cuidadosa de fontes energéticas como os carboidratos e os lipideos nas dietas,
que podem promover o efeito poupador de proteina (WILSON 1994; SHIAU 1997).

Os lipideos sdo considerados a principal fonte de energia ndo protéica para peixes,
particularmente os dcidos graxos livres derivados de gorduras e 6leos (TACON, 1989). Porém,
altos niveis de inclusdo na dieta poderao influenciar diretamente no tempo de passagem do
alimento pelo trato digestério, podendo provocar diarréias nos peixes. Outra limitacao esta
na parte técnica da producao de pellets que podem ser menos estaveis na agua devido a
problemas de agregacdo da particula. Contudo, Watanabe (1982) relata que a fonte
preferencial de energia ndo protéica para peixes é o lipideo, pois a digestdo do carboidrato é
muito baixo devido a baixa atividade amilohidrolitica da maioria das espécies de peixes.

Os carboidratos constituem o grupo de nutrientes mais contraditérios dentro da
alimentacao dos peixes. O uso desta fonte pelos peixes parece estar associada a complexidade
de sua molécula. Certas espécies utilizam tanto agicares simples quanto ac¢lcares complexos,
enquanto outras nao utilizam nem mesmo os agicares simples como fonte de energia
(SULLIVAN & REIGH, 1995). Por outro lado, peixes de dgua temperada como O. mykiss
nio aproveitam carboidratos complexos (HILTON & ATKINSON, 1982).

Embora os peixes ndo tenham exigéncias dietéticas especificas para carboidratos, a
inclusdo desse nutriente na formulacgao das dietas constitui uma importante fonte de energia,
representando uma consideravel economia na producio de ra¢des, uma vez que apresentam
menor custo em relacdo aos alimentos protéicos (GATLIN, 1999). Como a catabolismo
oxidativo das proteinas é nutricional e economicamente pouco eficiente, a acdo poupadora da
proteina de fontes de energia tem sido estudada principalmente em espécies de peixes de
aguas temperadas (MEDALE et al., 1991), como O. mykiss (BEAMISH & MEDLAND,
1986), Salvelinus namaycush (JAYARAM & BEAMISH, 1992) e Salmo truta (ARZEL et al.,
1994); assim como em algumas espécies de aguas quentes como o Clarias gariepinus
(HENKEN et al., 1986; MACHIELS & HENKEN, 1987), Oreochromis niloticus x
Oreochromis aureus (SHIAU & CHEN, 1993) e Colossoma macropomum (VAN DER MEER et
al., 1997). A adicao de fontes de energia tem melhorado a eficiéncia de retencao da proteina,

incrementando a energia digestivel e também diminuindo as perdas metabdlicas de nitrogénio

(KAUSHIK & OLIVA-TELES, 1985; MEDALE et al., 1991).
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A utilizagao de carboidrato esta associada a diversos fatores como temperatura de
cultivo, regime alimentar associado a estacao climatica (verao ou inverno), processamento da
dieta e nivel dos nutrientes (KAUSHIK, 1989; VENOU et al., 2003). Por isso alguns autores
relatam o melhor aproveitamento de carboidratos em rac¢des contendo ingredientes
extrusados, devido ao aumento da taxa de amido gelatinizado nas rac¢des. A utilizacao de
dietas contendo ingredientes extrusados na alimentacdo de Orncorhynchus mykiss e Cyprinus
carpio revelou as melhores respostas de crescimento, taxas de eficiéncia alimentar e eficiéncia
protéica em comparacdo aos peixes alimentados com ingredientes nao-extrusados
(TAKEUCHLI et al., 1990).

Por isso, estao sendo conduzidos estudos para melhorar o aproveitamento da fonte
de carboidratos através do processamento da fonte, como extrusdo, micronizacao, cozimento,

entre outros, objetivando a “desorganizagao” da estrutura do granulo de amido, para facilitar

a acdo da enzima amilase no processo de digestao (KAUSHIK & OLIVA-TELES, 1985).

1.3 A estrutura do carboidrato

A estrutura do carboidrato é um fator importante no estudo de processamento da
dieta para alimentacdo animal, pois a forma em que este se apresenta no alimento pode
provocar mudancas nos indices de desenvolvimento e metabolismo animal. Dentre os muitos
tipos de amido o que mais se destaca é o amido do grao de milho que é constituido por dois
polimeros de glicose, a amilose (22 a 28%) e a amilopectina (72 a 78%), que formam um
complexo altamente organizado, o que dificulta a acdo das amilases (LAWRENCE, 1985).

O maior componente do amido é o polimero de glicose que é composto pela amilose e
amilopectina cujo interior do granulo é composto de regides alternadas em cristalinas e
amorfas. A regido cristalina ou micelar é composta principalmente por amilopectina, que é
uma molécula ramificada constituida de aproximadamente 1400 residuos de a-glicose ligadas
por ligagoes glicosidicas do tipo glicosidicas do tipo 0-1,4, ocorrendo também ligacdes a-1,6,
sendo resistente a entrada de dgua e ao ataque enzimatico (ROONEY & PFLUGFELDER,
1986). A parte linear das moléculas de amilopectina forma estruturas helicoidais duplas,
estabilizadas por pontes de hidrogénio entre grupamentos hidroxila (SOEST et al., 1996;
KEETELS et al., 1996). Sao elas que dao origem as regides cristalinas dos granulos, indicada
com a responsavel pela viscosidade. Ja a amilose, é constituida de 250 a 300 residuos de D-

glicopiranose, ligadas por pontes glicosidicas a-1,4, que conferem a molécula uma estrutura
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helicoidal essencialmente linear (CURA et al., 1995; NILSSON et al., 1996) indicada como a
responsavel pela propriedade geleificante do amido.

Alguns fenémenos afetam as propriedades dos amidos. Um deles é a gelatinizacgao, o
processo de transformagdo do amido granular em pasta visco elastica (JANG & PYUN,
1996). Durante o aquecimento de dispersées de amido em presenca de excesso de agua,
inicialmente ocorre o inchamento de seus granulos até temperaturas nas quais ocorre o
rompimento dos granulos, com destruicao da ordem molecular e mudangcas irreversiveis nas
suas propriedades. A temperatura na qual ocorre este tipo de transformacgao é chamada de
temperatura de gelatinizacdo T(G) (RAGHEB et al., 1996). Por outro lado, quando o amido é
aquecido em presenca de pequenas quantidades de dgua, ocorre o rompimento de seus
granulos (FARHAT & BLANSHARD, 1997).

Essas alteracgées fisicas na molécula do amido podem ser benéficas (WULANSARI
et al., 1999) aumentando sua digestibilidade. Grossmann et al. (1998) relatam que a extrusio
seria um método empregado para obtengao de amidos modificados soliveis em agua e com
elevada capacidade de retengao de agua, em razdo da gelatinizacdo e dextrinizagdo que
ocorrem durante o processo. Esse fenomeno se deve ao fato que durante a gelatinizacao, os
granulos de amido absorvem agua, exudam parte da amilose, e tornam-se mais suscetiveis a
degradacao enzimatica, perdendo a birrefringéncia (ROONEY & PFLUGFELDER, 1986).

O amido é o principal componente energético dos graos de cereais (55 a 77%) e no
processo de extrusdo, contribui na expansdo e coesao do produto final, além de ser
gelatinizado a uma temperatura de 50 a 80°C, quando o amido torna-se solivel absorvendo
grande quantidade de agua (BATAGLIA, 1990; GOELEMA, 1999), o que resulta em melhor
digestdo enzimatica devido a maior facilidade para absor¢do das enzimas (MELLO JR.,
1991). A melhoria na utilizacdo do amido é dependente dos métodos de processamento, das
fontes de amido utilizadas e também da espécie animal (THEURER, 1986).

As barreiras fisicas para a digestdo do amido incluem a cuticula da semente, a
matriz protéica que envolve os granulos de amido e a baixa solubilidade do amido. Alguns
processos como a trituracdo rompem a cuticula, mas normalmente tém pouco efeito sobre a
matriz protéica que envolve o amido ou sobre sua solubilidade. A utilizagao mais completa do
amido requer um maior grau de rompimento do granulo de amido, que pode ser obtido
através de rompimento do granulo de amido, que pode ser obtido através do processamento a

vapor apropriado. Os tratamentos que envolvem umidade, calor e pressdo causam o
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rompimento da matriz protéica que recobre e encapsula o granulo de amido e aumentam a

sua eficiéncia de utilizacao (OWENS, 1986).

1.4 Os processamentos das dietas: extrusao ou peletizacao

Diversos tratamentos quimicos e fisicos tais como peletizacao e extrusao sao utilizados
no processamento da dieta, com o objetivo de incrementar a eficiéncia de sua utilizagao,
refletindo em melhoras no crescimento animal (FARIA et al., 2007).

A extrusdo consiste em uma combina¢do de umidade, pressio (30 a 60 atm),
temperatura entre 130 e 150°C e atrito mecanico, que resulta em alteracdes fisico-quimicas
como redugdo da particula do ingrediente, gelatinizacdo do amido e inativagio dos fatores
anti-nutricionais (CHENG & HARDY, 2003). Podem também ser formados complexos
amilose-lipideos, desnaturar proteinas e rompem as pontes de hidrogénio (THAKUR &
SAXENA, 2000). Durante o processo de extrusdo ocorre a gelatinizagido, cozimento, fric¢ao
molecular, esterilizacdo e secagem da matéria prima, reestruturando-a para criar novas
texturas e formatos (EXTRUSADOS, 2003).

No inicio do processo, a matéria prima é pesada e encaminhada para o umificador,
onde a agua é adicionada para chegar ao teor de umidade desejado. Em seguida a matéria
prima é encaminhada até o extrusor por meio de uma rosca dosadora. No extrusor, uma rosca
sem fim for¢a o material em direcdo a matriz. Durante esse processo a temperatura se eleva e
a pressao dentro do extrusor aumenta. Ao deixar o extrusor a pressio decresce violentamente
e a agua vaporiza instantaneamente provocando a expansao do material. A forma do produto
final pode ser controlada pela forma da matriz de saida. Depois da extrusdo apesar de
totalmente cozidos, os produtos devem ser secos (YOSHITOMI, 2004).

O processo de extrusdo com relacdo a outros métodos de cozimento apresenta uma
série de vantagens, entre elas a versatilidade, formato do produto, grande capacidade de
producao, melhora das caracteristicas funcionais e da qualidade do alimento final
(EXTRUSADOS, 2003).

Pelo fato de ser um processo de alta temperatura e curto tempo de residéncia, as
perdas de nutrientes sdo menores e o cozimento pode melhorar a digestibilidade do produto
devido a desnaturacdo das proteinas e gelatinizacdo do amido. Os produtos extrusados
possuem longa vida de prateleira sem refrigeracao, apresentando-se com baixa contagem

total de microorganismos e livres de patégenos e salmonelas (EXTRUSADOS, 2003).
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Existem varios fatores que afetam o produto extrusado entre eles destacam-se a
temperatura da extrusao, a umidade da matéria prima, o didmetro da matriz, a quantidade
de amido e a natureza do amido empregado. Segundo Alves & Grossman (2002) o que
caracteriza o produto extrusado é o grau de expansao que por sua vez vai afetar a densidade,
a fragilidade e a textura do produto confeccionado.

Durante o processo de extrusao, ocorre desnaturagio protéica, um conjunto de
alteracoes na conformacao da molécula, provocando modificagdes relacionadas a tecnologia
de alimentos (GOMES & AGUILERA, 1984; ARAIjJO, 1999). A proteina desnaturada é a
mais sensivel a hidrélise pelas enzimas proteoliticas e em muitos casos aumenta a
digestibilidade (ARAUJO, 1999). No entanto, esse processo s6 é benéfico para os alimentos
quando provoca desnaturagao parcial da molécula protéica (LEONEL et al., 2006).

A utilizagao da pressdo na extrusdo faz com que este processo apresente algumas
vantagens como desativacdo dos fatores anti-nutricionais, minimiza a reacao de Maillard
(BATAGLIA, 1990) retarda a rancificagao das gorduras e aumenta da digestibilidade do 6leo
(SAKOMURA, 1996), diminui¢dao nas perdas de vitaminas, principalmente as lipossolaveis
(NETO, 1992) porém, podem formar complexos de lipideos com a amilose (BHATNAGAR &
HANNA, 1994).

A peletizacao consiste em compactar mecanicamente a racdo dentro de uma camara
de prensagem, na qual rolos compressores forcam a passagem da mistura dos ingredientes que
compdem a mesma através de orificios existentes em um anel externo chamado de matriz
(COELHO, 1997). Toda matéria-prima utilizada no processo passa por um aquecimento, seja
pelo uso prévio de vapor com temperaturas em torno de 120°C, elevando a temperatura da
mistura para uma faixa entre 50 a 90°C, seja pelo atrito mecéanico sofrido durante a
prensagem da racdo pelos rolos compressores contra a matriz, elevando a temperatura da
mistura para 50 a 60°C (MILLAN et al., 1987). Esta técnica apresenta baixa incidéncia de
desnaturacdo de proteinas, quelacdo de minerais e destruicao de vitaminas, além de
possibilitar a inclusdo de altos niveis de lipideos (KUBITZA, 1998).

A peletizacdo torna o alimento mais denso (apresentando facilidades para o
transporte), reduz a seletividade e segregacdo dos ingredientes, destréi organismos

patogénicos e torna o alimento mais palatavel, reduzindo particulas de pé presente,

facilitando a ingestao (BEHNKE, 1996).
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1.5 Aproveitamento de nutrientes

Frente a este cenario de processamento de dietas, as modificaces e as interagdes
ocorridas entre os ingredientes durante o processamento da dieta vao refletir diretamente na
digestibilidade. Diversos autores vém ressaltando a baixa capacidade dos peixes para
aproveitar os amidos crus das dietas, quando comparada com o amido cozido ou gelatinizado,
atribuindo a estes melhores coeficientes de digestibilidade (VENOU et al., 2003; CHENG &
HARDY, 2003; YOUNG et al., 2006). A utilizacdo de amidos geleificados melhora a
disponibilidade da energia das dietas ofertadas para 0. mykiss (CHENG & HARDY, 2003),
S. salar (YOUNG et al., 2006) e Sparus aurata (VENOU et al., 2003). Essa modificacido na
estrutura do carboidrato, que pode torna-lo mais acessivel a hidrélise das enzimas digestivas,
também melhora a disponibilidade da matéria seca em dietas para 0. mykiss (BERGOT &
BREQUE, 1983; KAUSHIK & OLIVA-TELES, 1985).

Além da digestibilidade da dieta, a correlagao com a velocidade ou taxa com que o
alimento deixa o trato digestério sdo preponderantes para melhorar a capacidade dos peixes
em digerir e absorver os nutrientes. Em peixes, a motilidade do sistema digestério esta ligada
aos alimentos que compde as dietas. A retencdo do bolo alimentar pelo trato digestério do
animal é responsavel pelo tempo que o alimento fica exposto ao processo digestivo e
absortivo do organismo, influenciando em sua eficiéncia (NRC, 1993).

Como a digestibilidade é um reflexo da acdo das enzimas digestivas, é essencial o
entendimento de seu funcionamento como uma ferramenta para predizer os processos
digestivos, assim como a digestibilidade de novos alimentos, pois o padrao das enzimas
digestivas reflete além do habito alimentar (herbivoro, onivoro ou carnivoro), a capacidade
digestiva. A partir disso, a determinag¢do da atividade enzimatica passa ser de grande
importancia na aqiicultura, ajudando o entendimento dos problemas relacionados a
fisiologia da nutricio (MORAES et al., 2007).

A digestao é o processo através do qual o alimento é transformado no trato digestorio
em compostos mais simples, capaz de transpor a membrana das células intestinais,
alcangando a corrente sangiiinea para serem transportadas aos tecidos. As proteinas sao
hidrolisadas em aminoacidos livres ou cadeias polipeptidicas curtas; os carboidratos sao
hidrolisados em acgtcares simples; e as gorduras em acidos graxos e glicerol. Esses processos
sao possibilitados pela ocorréncia das enzimas digestivas, atuando sobre o alimento ingerido,

ao longo do trato digestério (JOBLING, 1994; DE SILVA & ANDERSON, 1995).
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Neste contexto de aproveitamento de nutrientes, o trato digestério de teledsteos tem
sido largamente estudado, devido as caracteristicas peculiares que as diferentes espécies
apresentam sob o aspecto morfofuncional. Os peixes quanto ao héabito alimentar pode ser
reunido em trés grupos: herbivoros, onivoros e carnivoros (KAPOOR et al, 1975).

O habito alimentar pode variar de uma espécie para outra e dentro de uma mesma
espécie, sendo dependente da natureza do alimento disponivel, do local de nutri¢ao e do
estagio ontogenético. A adaptacdo do aparelho digestivo ao regime alimentar se manifestam
mais claramente na cavidade bucal, pela sua posi¢cao, configuracao, capacidade de pressao,
arcada dentaria. No trato gastrointestinal as adaptacdes sao observadas na disposicao,
configuracao, estrutura, relevo da mucosa, comprimento intestinal e pelas conformacées das
glandulas anexas (NACHI, 1988).

A morfologia da mucosa intestinal desempenha também um papel fundamental no
processo digestivo, absortivo e metabdlico dos diferentes animais (KUPERMAN &
KUZ'MINA, 1994), além de representar uma barreira seletiva que permite absorcdo de
nutrientes e exclui muitas substancias tdxicas e organismos patogénicos e também regula o
balanco eletrolitico (BUDDINGTON et al., 1987).

O conhecimento da morfologia microscépica do figado e do intestino de peixes de
interesse comercial é de grande importancia para a compreensdo de alteragdes, sejam
patoldgicas relacionadas a doengas infecciosas sejam elas proporcionadas pelas dietas

administradas (GARGIULO et al., 1998).

1.6 Enzimas digestivas

O perfil das enzimas digestivas no trato digestdrio, sua especificidade, a otimizacao
de suas atividades e suas limitacdes adaptativas, permitem predizer, com maior exatidao, o
aproveitamento de alimentos usuais e até mesmo de novas fontes de alimento (GLASS et al.,
1989).

Os peixes apresentam uma capacidade especifica de adaptacdo ao processo
digestivo, tais como ajustes do perfil e da secre¢dao enzimaticos, da absor¢ao e do transporte
de nutrientes. Essa capacidade lhes permite adequarem-se as mudancas da dieta e aperfeicoar

as estratégias alimentar, e esta habilidade varia entre as espécies (KAPOOR et al, 1975;

HOFER, 1979).

2

E muito provavel que as diferencas no desempenho dos peixes sejam, até certo grau,

atribuidas as diferencas inter-especificas das caracteristicas de seus tratos digestorio e a
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eficiéncia com que o alimento ingerido é capaz de ser digerido e assimilado. A habilidade dos
peixes em processar os alimentos é fundamental ao seu desenvolvimento e depende de
caracteristicas especificas como o perfil enzimatico de seu canal alimentar (FAGBENRO et
al., 2000), bem como de sua capacidade adaptativa (LUNDSTEDT et al., 2004).

Existe uma correlacdo entre a estrutura do trato digestério e a distribuicao das
enzimas digestivas. O habito alimentar estd intimamente ligado ao comprimento do trato
digestério, tanto que em peixes herbivoros este é maior que em carnivoros. Estas
caracteristicas estao ligadas ao tempo de transito e as conseqiientes exposi¢oes do alimento a
acao das enzimas. Revelando uma correlacdo entre as atividades enzimaticas digestivas e o
tipo de dieta (MORAES et al., 2007).

As enzimas digestivas sdo usualmente indutivas (HSU & WU, 1979). As maiores
atividades de carboidratases deverao ser, portanto, encontradas no trato digestério de peixes
herbivoros e as maiores atividades proteoliticas em carnivoros. A capacidade de adaptagao
dos processos digestivos nos peixes, tais como perfil e secrecdo enzimaticos, absorcao e
transporte de nutrientes, varia entre as espécies (KAPOOR et al., 1975; BUDDINGTON et
al., 1997). Os carnivoros, por exemplo, parecem ter uma capacidade limitada em alterar sua
funcao digestiva e de transporte de nutrientes de acordo com a composi¢ao da dieta,
enquanto os onivoros exibem uma habilidade muito maior em modular sua fisiologia
digestiva e absortiva (BUDDINGTON et al., 1997).

O trato digestério dos peixes apresenta uma diferenciacdo funcional na maioria das
espécies. A distribuicdo das enzimas digestivas ao longo do trato digestério dos peixes vem
sendo descrita em varias espécies como, por exemplo, S. aurata (DEGUARA et al., 2003),
Pseudoplatystoma  corruscans (LUNDSTEDT et al.,, 2004), Colossoma macropomum
(ALMEIDA et al., 2006; CORREA et al., 2007), Rhamdia quelem (MELO et al., 2006), Brycon
cephalus (MORAES et al., 2005), Piaractus mesopotamicus (MORAES & BIDINOTTO, 2002).
As atividades enzimaticas observadas no trato digestério dos peixes se deve, provavelmente a
pequena massa de tecido pancreatico difuso ao longo do intestino anterior e, nos adultos, as
infiltracdes pancreaticas do figado (CATALDI et al. 1987).

Nos peixes, a maior parte da digestdo ocorre no intestino (ROTTA, 2003), porém,
tanto o estdmago quanto a mucosa intestinal, o pancreas e os cecos piléricos sdo fontes de
enzimas proteoliticas (PHILLIPS, 1969). Portanto, essa estrutura é muito importante no
processo digestivo dos peixes, ja que um grande ndmero de enzimas como tripsina,

quimiotripsina, carboxipeptidases (proteoliticas), amilases, lipases e quitinases sao
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produzidas nestes tecidos (DE SILVA & ANDERSON, 1995). O tecido pancreatico também
pode estar associado ao tecido adiposo que reveste os cecos piléricos ou disperso no
mesentério (KAPOOR et al. 1975). A secrecdo dessas enzimas é mediada por estimulos
neurais e hormonais, que geralmente provocam um aumento da secreciao enzimdatica para a
luz do trato digestério (FANGE & CHIOU, 1989).

A digestao das proteinas envolve a agdo de diferentes enzimas, cada qual com sua
acao especifica sobre diferentes sitios de ligacdo peptidica resultando na formacao de
peptonas, proteoses e polipeptidios menores (GAUTHIER et al., 1982). A hidrélise dos
polipeptideos resultantes se faz por acdo das aminopeptidases, carboxipeptidases e
dipeptidases com a formacao final de aminoacidos livres. Assim, os aminoacidos livres podem
ser finalmente absorvidos (HALVER & HARDY, 2002). A digestao de proteinas comeca pela
acao da pepsina produzida no estémago, sendo completada pela agdo de proteases alcalinas,
como tripsina e quimiotripsina, produzidas ao longo do intestino (FANGE & CHIOU, 1989).

A digestao dos lipidios nos peixes pode ocorrer no estdbmago, nos cecos piléricos e no
intestino pela agao de uma variedade de lipases e colipases (SMITH, 1989). As gorduras
neutras siao hidrolisadas em acidos graxos e glicerol que sdo absorvidos e utilizados como
fonte de energia ou armazenados para fins de reserva (ALMEIDA, 2006).

A digestao de carboidratos em peixes ocorre no estdmago, nos cecos piléricos e no
intestino pela hidrélise de moléculas de polissacarideos complexas (WILSON & POE, 1985).
A digestao de carboidratos é realizada por algumas enzimas, sendo a amilase a mais relevante
produzindo uma variedade de oligossacarideos e monossacarideos como produtos da reagao
(LOVELL, 1989). A utilizagio dos carboidratos difere entre as espécies e depende
principalmente da complexidade da fonte de carboidrato ingerida (YAMAMOTO et al.,
2000).

Moraes et al. (2007) descrevem que o perfil enzimatico digestivo dos peixes pode
constituir em uma ferramenta especial no ajuste do nivel de nutrientes para peixes criados em
cativeiro. Considerando-se o carater indutivo destas enzimas, a flexibilidade fenotipica da
espécie pode permitir ndo sé os ajustes necessarios para otimizacdo dos nutrientes, mas
também explorar a capacidade adaptativa das espécies para fontes alternativas de energia

metabdlica.
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1.7 Metabolismo intermediario em peixes

O valor nutricional de uma dieta é avaliado principalmente através de um balanco
adequado entre alimentos energéticos e protéicos (PHILLIPS, 1969). Os carboidratos sao
essenciais para o metabolismo da grande maioria dos organismos e também a forma de
energia metabdlica mais imediata e de baixo custo. Porém, sua utilizacao pelos peixes é muito
variavel. Em vdarias espécies parecem ndo ter a mesma relevincia apresentada no
metabolismo de mamiferos, nao sendo considerados a fonte preferencial de energia.

Por outro lado, a maioria das enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos
em mamiferos foi encontrada nos peixes, tais como as da via glicolitica, gliconeogénese, ciclo
de Krebs, sintese de glicogénio, além de outras (SHIMENO, 1974; COWEY & WALTON,
1989). Dessa forma, o metabolismo de carboidratos é uma rota do fluxo energético em peixes
(DABROWSKI & GUDERLEY, 2002). Contudo, o papel e a contribui¢ido de carboidratos
quanto a exigéncia energética das diferentes espécies de peixes, se mantém ainda sem
esclarecimento (YOUNG et al., 2006).

A glicose provinda da dieta pode ser armazenada como glicogénio hepatico e
muscular ou utilizada na sintese de compostos como triglicerideos e aminoacidos nao
essenciais (CHAMPE & HARVEY, 1994). A glicose pode também ser utilizada como
substrato para produzir energia, incorporando-a em moléculas como o ATP. A glicélise, como
uma das principais vias de utiliza¢ao de glicose, foi descrita também em peixes por Fideu et
al. (1983), que observaram o aumento na atividade das enzimas da via glicolitica em
Onchorhyncus mykiss alimentadas com dietas contendo altos niveis de carboidratos.

A proteina consumida pelos peixes pode ser utilizada em duas rotas metabdlicas;
uma via catabdlica, produzindo energia para manutencdo e uma via anabdlica,
principalmente para sintese de proteinas, onde a composi¢do de aminoacidos da dieta é
crucial (HEPHER, 1989). Como o excesso de proteina nao pode ser estocado, normalmente
os excedentes sao direcionados para vias catabdlicas e os aminoacidos, desaminados ou
descarboxilados, sao utilizados como fonte de energia, no lugar dos carboidratos e lipidios
(DE SILVA & ANDERSON, 1995).

No geral os peixes tendem a oxidar aminodcidos mais eficientemente, e
preferencialmente transforma-los em glicose. Isso ocorre porque a utilizagao de proteinas
como energia é vantajosa para os peixes do ponto de vista nutricional, por produzirem mais

energia livre com o mesmo equivalente em peso quando comparada ao catabolismo de

carboidratos (LOVELL, 1989).
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Segundo Halver & Hardy (2002) a facilidade dos peixes no catabolismo de proteina
para fins energéticos esta na possibilidade de excrecao direta de amonia como produto final
do metabolismo de nitrogénio. Desta forma, nao ocorre gasto energético para sua eliminacao
na forma de um produto menos toxico, tal como nos mamiferos. Também, a oxidacao direta
de aminoacidos evita o gasto energético da sintese de moléculas de estoque como glicogénio
ou lipidio, para subseqiiente utilizagdao. Além disso, o ambiente aquatico apresenta escassez
de carboidratos, e dessa forma, os sistemas digestério e metabélico dos peixes parecem estar
mais bem adaptados a utilizac¢ao de proteinas como recurso energético (LOVELL, 1989).

Os lipideos sdo as biomoléculas com maior densidade energética para os animais e
sua funcdo principal é gerar energia metabdlica na forma de ATP via B-oxidacdo; um
processo mitocondrial (HALVER & HARDY, 2002). Os animais aquaticos sdo habeis em
metabolizar lipidios e estes sdo considerados a maior fonte de energia metabélica utilizada
para a reproducao (HALVER & HARDY, 2002) e podem ser estocados em varios 6rgaos,

principalmente em visceras, figado e musculos, correspondendo de 15 a 45% do conteudo

visceral (VAN DEN THILLART & VAN RAAJI, 1995).

1.8 A espécie Piaractus mesopotamicus

O Piaractus mesopotamicus, conhecido popularmente como pacu-guagu no Sul e
Sudeste do Brasil, ou por pacu no Pantanal Matogrossense (FERRAZ DE LIMA, 1988),
encontra-se naturalmente distribuido na América do Sul. E uma espécie de clima tropical,
encontrada nas bacias dos Rios Parana, Paraguai e Uruguai (SAINT-PAUL, 1986). Na
natureza, o pacu tem uma dieta muito diversificada, variando em funcao da sazonalidade e
conseqiientemente, da disponibilidade de alimento. O estudo de contetido estomacal da
espécie foi descrito por Silva (1985) que observou frutos, folhas e algumas vezes, pequenos
peixes, crustaceos ou insetos, caracterizando-a como onivora, com tendéncia a herbivoria.
Esses habitos sao convergentes com as caracteristicas anatomicas da boca, de denticao
molariforme especializada em cortar e moer os alimentos, e do tubo digestivo relativamente
longo (GODOY, 1975). O pacu possui a habilidade de metabolizar elevados niveis de
carboidratos na dieta utilizando-os como fonte de energia e tem grande capacidade para

armazenar gordura, substrato utilizado para sua manutencdo em longas migragoes

(ZAPATA, 2001).
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A posigao sistematica de acordo com MACHADO-ALLISON (1983):

Classe: OSTEICHTHYES;
Sub-classe: ACTINOPTERYGII;
Superordem: OSTARIOPHYSIS;
Ordem: CHARACIFORME;
Familia: CHARACIDAE;
Sub-familia: SERRALMINAE;
Género: Piaractus;
Espécie: Piaractus mesopotamicus.

No Brasil, o pacu é considerado uma das espécies com o maior potencial para o cultivo
intensivo, destacando-se tanto em termos de rusticidade no manejo como pela taxa de
crescimento e pela sua carne de excelente qualidade. Devido a facilidade de producao e
esportividade na pesca, tornou-se bastante popular nos “pesque-pagues” (FERNANDES et
al., 2000, ABIMORADI et al., 2007).

O cultivo do pacu, assim como da maior parte dos organismos aquaticos, depende
principalmente de alimentos artificiais, e sua alimentacdo geralmente constitui a fragao mais
significativa nos custos operacionais das empresas de cultivo de peixes (TACON, 1989). Isso
torna os estudos sobre as exigéncias nutricionais das espécies aquaticas indispensavel ao
desenvolvimento da aqiiicultura.

Admite-se que espécies com habito alimentar onivoro possam digerir e metabolizar
carboidratos e lipideos de forma eficiente para poupar proteina para o crescimento. Alguns
estudos sobre as exigéncias nutricionais ja foram realizados para o pacu. Carneiro (1983)
estudando as exigéncias de proteina e energia para alevinos desta espécie, encontrou os
melhores resultados de desempenho em peixes alimentados com 30% de proteina bruta e
3.600 kcal/’kg de dieta. Fernandes et al. (2000) revelaram que a exigéncia de proteina para
alevinos é de 26% e de juvenis de 22%. O efeito poupador de proteina pelo aumento de
carboidratos em dietas foi observado para dietas com baixo nivel de lipideo com uma
concentracdo de 22% de proteina digestivel em dietas peletizadas (ABIMORADI &
CARNEIRO, 2007). O pacu quando submetidos a dietas com baixo conteiido de proteina
apresentam baixo indices de crescimento independente da relacao entre as fontes energéticas

(carboidratos e lipideos) indicando assim que esta espécie apresenta restri¢des para o efeito

poupador de proteina (FERNANDES et al., 2000; ABIMORADI et al., 2007).
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2 OBJETIVO

Avaliar as adaptagoes bioquimicas e metabdlicas do pacu submetidos a dietas com
diferentes processamentos (peletizagao ou extrusao), diferentes niveis de carboidratos e

lipideos.

2.1 Estratégias

» Caracterizacgdo das dietas experimentais;

* Determinagao do tempo de transito gastrointestinal e dos coeficientes de

digestibilidade aparente de proteina e energia;
" Determinacgao das respostas adaptativas enzimaticas do trato digestério;
* Avaliagao do desempenho de producao e eficiéncia de retencao de nutrientes;

" Avaliagdo do perfil metabdlico tissular e das enzimas chaves do metabolismo

intermedidrio;

" Estudo dos aspectos adaptativos morfolégicos do figado e do intestino anterior.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Dietas experimentais

Foram formuladas oito dietas isoprotéicas (26,7£0,7% de PB) contendo dois niveis
de carboidratos (40 ou 50%) e dois niveis de lipideos (4% ou 8%), quatro delas submetidas ao
processo de peletizagdo e quatro ao processo de extrusao.

O processamento de extrusao foi feito em equipamento Extrutec de rosca simples,
com capacidade nominal de 10 Kg/hora. O processamento por peletizacdo ocorreu em
peletizadora modelo de laboratério (Califérnia Pellet Mill). Os pellets foram confeccionados
com diametro entre 1,2 e 1,5 mm e comprimento entre 1,5 e 3,0 mm. Os ingredientes

utilizados foram analisados quanto a composi¢ao bromatolégica (A.0.A.C., 2000).

Tabela 1 - Composi¢ao bromatolégica das dietas experimentais.

Carboidratos (%) 40 50

Lipideos (%) 4 8 4 3
Ingredientes (%)

Farinha de peixe 4 10,4 10,4 10,4 10,4
Farelo de soja B 31 13 25,5 11,5
Soja integral tostada € 4,7 22 7,5 20,8
Milho 26,9 29,9 25,5 25,0
Amido de milho -- -- 8.9 12,5
Farelo de trigo - 2 9,0 8
Farinha de trigo 6.5 8 2,6 2
Quirera de arroz 8,5 7 8.0 7,9
Oleo de soja 0,5 0,4 - 0,9
Celulose microfina P 10,5 6,3 1,6 --
Mistura mineral -vitaminico* 1 1 1 1

Composicdo quimica

Matéria seca 89,5 89,5 88,7 89,7
Proteina digestivel** 22,1 22,1 21,9 22,2
Lipideo 4,0 8,0 4,1 8,0
Carboidratos *** 40,1 40,0 50,0 49,2
Matéria mineral 5,2 5,4 5.3 5,0
Energia digestivel (kcal/kg) ** 2828.,0 3204.,6 3184.,4 3543,5

A — Composicao em (%): 94,88 matéria seca, 28,87cinza, 5,53 lipideo, 53,93 proteina bruta e energia bruta 3833,0 kcal.kg-1.
B — 89,36 matéria seca, 5,17 cinza, 0,89 lipideo, 45,99 proteina bruta e energia bruta 4392,5 kcal.kg-l. ¢ — 94,45 matéria seca,
4,70 cinza, 22,92 lipideo, 37,06 proteina bruta e energia bruta 5438,3 kcal.kg-l. D — celulose microfina RHOSTER Industria
e Comércio Ltda (Vargem Grande Paulista, SP, Brazil). Todos os ingredientes foram moidos em peneira com granulometria
de 0,5mm.

*ROVIMIX PEIXE — Roche ® Suplemento mineral e vitaminico, niveis de garantia por Kg do produto: Vitamina A 500.000 UI;
Vitamina D3 200.000 UL Vitamina E 5000 UL Vitamina K3 15000 mg; Vitamina B; 1500 mg; Vitamina By 4000 mg; Vitamina Bs 1500 mg;
Vitamina C 1500 mg; Acido Félico 500 mg; Acido Pantoténico 4000 mg; Acido Nicotinico 7000 mg; Biotina 50000 mcg; Inositol 1000 mg;
Colina 40000 mg; Cobaltol0 mg; Cobre 500 mg; Ferro 5000 mg; lodo 50 mg; Manganés 1500 mg; Selénio 10 mg; Zinco 5000 mg e
Antioxidadante 12500 mg.

** Digestibilidade dos ingredients para o pacu de acordo com Abimorad & Carneiro (2004).

***carboidratos=material seca-(proteina bruta - lipideo — fibra bruta — matéria mineral);



Matertal e métodos 16

3.2 Caracterizacao das dietas experimentais

As dietas foram caracterizadas quantos aos parametros de controle de qualidade.

* A absorcao de agua foi realizada de acordo com a técnica proposta por Holay e
Harper (1982). Em 40 gramas da amostra foi adicionado 200mL de agua a 60°C,
seguido de agitacdo por 10 segundos. Em seguida, a mistura foi filtrada por 30
segundos em papel-filtro. Absor¢ao de agua (%) = [(200 — Volume filtrado) / 40] * 100

" A flutuabilidade foi avaliada pela imersao da ragao em 1000mL de agua destilada
por 5 minutos e expressa de acordo com o seguinte calculo: 100 — (nimero de
granulos afundados/ numero total de granulos) x 100.

" A estabilidade foi determinada pelo tempo maximo que a dieta mantém sua forma
original imersa em agua.

" A densidade da dieta foi avaliada pela razdo peso: volume (para um volume de

100ml).

* A lixiviacdo de proteina foi realizada na agua remanescente do teste de absor¢ao
de dgua, através da quantificagdo de proteina pelo método de BRADFORD et al.
(1976).

3.3 Ensaio de digestibilidade aparente

O ensaio de digestibilidade das dietas experimentais foi realizado em um periodo de

trés semanas. As fezes foram coletadas pelo sistema de Guelph modificado, constituido de

incubadoras de fibra de vidro de 80L (ABIMORAD & CARNEIRO, 2004).

Foram utilizados 180 juvenis de pacu (P. mesopotamicus) pesando 69,6 +17,9¢g,
distribuidos em nove caixas de fibro-cimento com capacidade de 1000L com aeragao e fluxo
continuo de dgua. Os peixes foram alimentados com as dietas experimentais acrescidas de 0,5
% de Cr203 por um periodo de sete dias. Posteriormente, os exemplares foram transferidos
para as incubadoras, onde se procedeu a coleta de fezes em intervalos de 30 minutos por um
periodo de 12 horas. O material foi recolhido em tubos plasticos, congelado e as fezes foram
secas em estufa com circulagdo de ar a 55°C, até peso constante, para posterior analise
bromatolégicas.

Os coeficientes de digestibilidade aparente foram determinados por método indireto
usando o 6xido de cromo como indicador. As dietas e as fezes foram analisadas quanto aos
teores de proteina e energia (AOAC, 2000); o 6xido de cromo, pelo método de digestao com
acido nitrico e acido perclérico (FURUKAWA & TSUKAHARA, 1976), com leitura éptica

de absorcao atomica (EAA) em A = 357,9 nm.



Matertal e métodos 17

Os coeficientes de digestibilidade foram calculados de acordo com a fé6rmula:

o) i 1: . o .
D, =100 —100 * { % indicador no alimento . % nutriente nas fezes }

% indicador nas fezes % nutriente no alimento
3.4 Tempo de transito gastrointestinal (TTGI)

Este ensaio foi realizado segundo o método descrito por Storebakken (1985) sendo
feito sete dias apds o término do ensaio de digestibilidade. Foram produzidos dois lotes de
dietas. Uma delas contendo 0,5% Cr203 e e a outra adicionadas de 0,5% TiO:z (Tabela 1). Os
peixes foram alimentados duas vezes ao dia, durante 10 dias, com dietas contendo Cr203, apés
este periodo os peixes receberam a dieta com TiOz, durante 4 horas a cada 60 minutos, sendo
fornecido um total de 10% do peso vivo.

Apés 6 horas do tdltimo arragoamento, os peixes foram transferidos para o sistema
de Guelph modificado e as fezes foram coletadas a cada 60 minutos. Para quantificacao dos
marcadores estabeleceu-se como critério a relagdao branca e verde, sendo a presenca de 100%

de fezes com coloracgao branca considerada como tempo de transito gastrointestinal da dieta.

3.5 Enzimas digestivas

Para o ensaio de enzimas digestivas foi conduzido um ensaio biolégico por um
periodo de 20 dias. Foram utilizados 96 juvenis de pacu com peso de 66,80 + 1,34g e
comprimento de 13,90 + 0,29cm. Estes foram distribuidos em oito aquarios de 250L em
sistema fechado, com dgua termostatizada sob fluxo continuo e aera¢ao constante. Os peixes
foram alimentados trés vezes ao dia até a saciedade (Tabela 1).

Durante o periodo experimental os parametros da qualidade de agua foram:
temperatura 29 °C; oxigénio dissolvido 5,6 = 0,42 mg/L; pH 7,4 = 0,1 e condutividade 190,5 *
1,5 puS.cm!'. Ao final do periodo experimental, 10 peixes de cada tratamento foram
transferidos para um recipiente contendo benzocaina (100mg/L) por 30 segundo (INOUE et
al., 2003). Os exemplares foram sacrificados por sec¢do medular sendo aferidos peso e
comprimento e coletado o trato digestério que foi subdivido em estémago, cecos pildricos,

intestino anterior e posterior.

3.5.1 Preparagdo dos homogeneizados teciduais
Uma amostra de 100mg de tecido, das diferentes se¢des do trato digestério coletado,
foi homogenizada com tampao de fosfato de sédio pH 7,0 (glicerol v/v em tampao fosfato de

s6dio 20mM e Tris 10mM) em homogenizador tipo Potter-Elvehjem. Os homogeneizados
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eram centrifugados a 4°C; o estomago a 13.400 x g por 3 minutos e os cecos pildricos,
intestino anterior e posterior a 13.400 x g por 10 minutos. O sobrenadante era utilizado como
fonte de enzima para determinacdo das atividades de protease inespecifica, tripsina,

quimiotripsina, lipase, amilase e maltase.

3.5.2 Determinagées das enzimas digestivas
3.5.2.1.  Protease Inespecifica

A atividade proteolitica total foi ensaiada através da hidrélise de caseina segundo
adaptado de Walter (1984). Os valores adequados de pH para os ensaios em cada porcao do
trato digestério foram previamente determinados. Para o estomago utilizou-se tampao
glicina-HC1 0,2 M (pH 2,0), para cecos pildricos, intestino anterior e posterior, utilizou-se
tampdo Tris-HCI 0,1 M (pH 9,0). A mistura de reacdo era composta de: tampao adequado a
fracao do trato (500ul), caseina 1% (500ul) como substrato e aliquota previamente ajustada
do homogeneizado como fonte de enzima. Apés 180 minutos (estdmago) e 60 minutos (os
demais tecidos) de incubacdo a 25°C, a reacdo foi interrompida com 500ul de acido
tricloroacético 20% (TCA), mantida em gelo por 30 minutos e o precipitado removido por
centrifugacdo a 14.400 x g por 3 minutos para leitura do sobrenadante em 280nm. Uma
solugao de tirosina foi utilizada como padrao e a atividade especifica expressa em pmol de

tirosina minuto! (U), miligrama de proteina! (UI).

3.5.2.2. Tripsina
A atividade de tripsina foi determinada conforme Hummel (1959). O meio de reacao
continha: tampao TRIS 0,2M; CaCl: 0,01M pH 8,1 e 1,04mM de p-toluenosulfonil L-arginina
etilester (TAME). A reacao era incubada a 25°C por um minuto e acompanhada opticamente
a 247nm por 1 minuto. Uma unidade de tripsina foi definida como a quantidade de enzima
capaz de promover a hidrélise de lumole de arginina/minuto (U) sendo expressa por mg de

proteina (UI).

3.5.2.3. Quimiotripsina
A atividade de quimiotripsina foi determinada segundo Hummel (1959). A mistura
de reacdao continha: tampao TRIS 0,2M; CaCl: 0,01M pH 7,8 e 0,00lmM de benzolil-L-
tirosina etilester (BTEE) como substrato de reacdo. A reagdo era incubada a 25 °C

acompanhada opticamente a 256nm por 1 minuto. Uma unidade de quimiotripsina foi
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definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolizar lpmol tirosina‘minuto! (U) sendo

expressa por mg de proteina (UI).

3.5.2.4. Lipase
A atividade de lipase nao-especifica foi ensaiada segundo metodologia adaptada de
Albro et al. (1985). A reacdo era incubada em meio contendo: volume adequado de
homogeneizado; 0,4mM de p-nitrofenil miristato em solucao tampao 24mM de bicarbonato de
amoénio pH 7,8 e 0,5% Triton X-100. Apés trinta minutos, as rea¢des eram interrompidas
pela adicdo de NaOH 25mM. A densidade 6ptica era entdo registrada a 405nm. Uma unidade
de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolizar

1 pmol de substrato minuto! (U) e expressa por mg de proteina (UI).

3.5.2.5. Amilase

A atividade amilohidrolitica foi ensaiada segundo o método proposto por Bernfeld
(1955) modificado. A mistura de reacdo continha: 1,0 ml de solu¢ao de amido 5%; tampao
citrato/fosfato 0,2M (pH 7,0); 0,5 ml de solucao de NaCl 0,5% como cofator enzimatico e uma
aliquota adequada de homogeneizado celular. A reagao era incubada a 25 °C por 30 minutos e
interrompida com 1,0 ml de solu¢ao 5% ZnSO4: Ba(OH)2 0,3N. Posteriormente, a mistura de
reacdo era centrifugada a 11.000 x g por 3 minutos e no sobrenadante determinada a
concentragido de glicose livre pelo método colorimétrico de Park & Johnson (1949) em A=690
nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir lumol de agicar redutor minuto! (U) e expressa em U por mg de

proteina (UI).

3.5.2.6. Maltase

A atividade de maltase foi determinada em um meio de reacido contendo: 0,5 ml de
tampao 0,2M citrato fosfato (pH 7,0); volume adequado de homogeneizado celular e 0,5ml de
maltose 5%. As amostras foram ensaiadas em duplicata com dois brancos; um sem extrato
enzimatico (BE) e outro sem substrato (BS). Apés a incubacao por 60 minutos a temperatura
de 25°C, a reagdo era interrompida com 0,1ml de acido perclérico (PCA) 0,6N e em seguida
0,1ml de KHCO3 0,6N para neutralizacdo. No sobrenadante, resultante da centrifugacio a
14.400 x g por 5 min, era determinada a concentracao de glicose livre pelo método da glicose
oxidase. Dez microlitros de cada sobrenadante eram colocados em duplicata nos pocos de

uma micro-placa e adicionados de 200ul do reagente utilizado no método enzimatico da
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glicose oxidase (glicose GOD_ANA da Labtest). As placas eram lidas em 405nm utilizando
um leitor de micro-placas (Termomax® , Molecular devices). Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolizar 1 pmol de maltose

minuto-! (U) e expressa por mg de proteina (UI).

3.6 Ensaio de crescimento

Foram utilizados 240 alevinos de pacu com peso de 1,17 £ 0,05g. Os peixes foram
distribuidos em 24 aquarios de 150L em sistema com abastecimento continuo de agua e
aeracdo constante através de compressor radial, com renovacdo de 20 vezes por dia. A
temperatura (29°C) e o oxigénio dissolvido (5,6 + 0,42 mg.l'.) foram monitorados
diariamente; o pH (7,4 + 0,1), a alcalinidade (5,6 £ 0,42 mg.lI'!) e a condutividade (190,5 = 1,5
pS.cm-') semanalmente.

O ensaio foi conduzido por 90 dias, durante o qual os peixes foram alimentados trés
vezes ao dia até a saciedade. A cada 30 dias procedeu-se a biometria (peso e comprimento
total) e ao final do periodo experimental foram avaliadas a sobrevivéncia e coletados os
exemplares para as demais analises. Foram coletados nove exemplares de cada tratamento
para a composicao corporal e eficiéncia de retencao de nutrientes, nove exemplares para as
analises de perfil cromatografico do filé, nove exemplares para as analises de perfil metabdélico
e enzimas metabdlicas e trés exemplares para avaliacao histolégica.

Os valores de desempenho foram calculados para cada parcela experimental, de
acordo com as férmulas descritas a seguir:

¢ Ganho em peso (GP) = (peso final - peso inicial)

¢ Ganho em comprimento (GC) = (comprimento final - comprimento inicial)

¢ Consumo de dieta (CD) = consumo médio de alimento na parcela/ tempo experimental

e Conversao alimentar (CA) = consumo de alimento / ganho em peso total

e Taxa de crescimento especifico (TCE) = (In peso final - In peso inicial) x 100 / tempo
experimental

e Taxa de eficiéncia protéica (TEP) = ganho em peso vivo / proteina bruta consumida

e Fator de COIldi(;ElO (k) = peso /comprimento“b” (" obtido através da equagdo alométrica da relacio peso
/ comprimento (y = ax b)].

3.7 Eficiéncia de retencao de nutrientes
No inicio do ensaio de crescimento foram abatidos dez alevinos que nao pertenciam
aos tratamentos. Ao final do ensaio de crescimento, apés jejum de 48 horas, foram

amostrados nove exemplares de cada tratamento. Todos os peixes foram congelados e
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moidos, e o material foi seco a 105°C por 16 horas para andlise bromatolégica (A.O.A.C.,
2000).
A avaliacao da eficiéncia de utilizagdo de nutrientes e de energia das dietas foi
realizada para cada parcela, a partir das seguintes férmulas:
J Eficiéncia de retencao de proteina bruta (ERpg) = (PBrc x Pr)-(PBic x P1) x 100/Cpp
. Eficiéncia de retencao de lipideo (ERgg) = (EErc x Pr)-(EE;. x P1) x 100/Cgg
. Eficiéncia de retencao de energia bruta (ERgs) = (EBrc x Pr)-(EBic x Pr) x 100/Ces
) Proteina bruta no ganho em peso (PBgp) = (PBrc x Pr)-(PBic x Pr) x 100/(Pr. Py)

. Lipideo no ganho em peso (EEcp) = (EErc x Pr)-(EEic x P1) x 100/(Pr . Py)
. Energia bruta no ganho em peso (EBc¢r) = (EBrc x Pr)-(EBic x P1) x 100/(Pr. Pr)

Em que: PBrc, EBrc, EErc: nivel de proteina bruta, energia bruta e lipideo final na carcaga; PBic, EBic, EEic:
nivel de proteina bruta, energia bruta e lipideo inicial na carcaca; Cpp, Cgg, Cep: consumo de proteina bruta,
lipideo e de energia bruta. Py, Pr: peso vivo inicial e peso vivo final.

3.8 Analise do perfil cromatografico das dietas e do filé do pacu

Ao final do ensaio de crescimento, apés jejum de 48 horas, foram amostrados nove
exemplares de cada tratamento, seguido de retirada do filé. Os filés de pacu foram moidos e
liofilizados (Savant Modulate - Freezer Dryer) para determinacido de lipideos totais (LT)
(Bligh & Dyer, 1959). A transesterificagao dos lipidios dos filés foi obtida por processo de
metilacao (5509 da ISO, 1978).

Os acidos graxos (AG) foram determinados através de cromatografia de gas
(Shimadzu, modelo GC — 14B), com detector de ionizagao de chama e coluna capilar de
polietilenoglicol com dimensdes de 30m x 0,25mm, 0,25pum (Omegawax 250). O volume de
injec@o da amostra foi 0,5uL. O aquecimento da coluna seguiu a programacao: 100°C por 2
minutos, com rampa de 4°C/min até 240°C. As temperaturas do injetor e detector foram de
250°C e 280°C, respectivamente. As curvas analiticas de calibragao foram obtidas com
solu¢do-padrao mista de ésteres metilicos dos acidos graxos investigados (SUPELCO, 37
components FAME mix). A quantificacdo dos AG foi realizada apds a identificagao dos picos

obtidos através de comparagao entre os tempos de retencao das amostras e os padraes.
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Tabela 2 - Perfil dos acidos graxos das dietas experimentais.

Carboidratos (%) 40 50

Lipideo (%) 4 8 4 8
Somatéria de acidos graxos n3 5,10 7,10 4,36 4,12
Somatéria de acidos graxos n6 44,06 51,33 44,05 45,48
Acidos graxos saturados 43,97 37,33 49,18 48,47
Acidos graxos monosaturados 6,46 4,09 2,23 1,94
Acidos graxos poliinsaturados 49,50 58,58 48,60 49,60
Acidos graxos insaturados 55,95 62,68 50,83 51,53
n3/n6 0,12 0,14 0,10 0,09

3.9 Intermediarios metabolicos

Decorrido o ensaio biolégico, trés peixes de cada unidade experimental, um total de
nove peixes por tratamento, foram coletados para analise dos intermediarios metabdlicos e
das enzimas metabdlicas. Os peixes foram puncionados na veia caudal para retirada de
amostras de sangue, o qual foi centrifugado a 6000 x g por trés minutos para separacao de
plasma. Em seguida, os peixes foram sacrificados por sec¢cdo medular para retirada do
musculo branco e figado. As amostras de plasma, misculo branco e figado foram congelados
em nitrogénio liquido e conservados a -20°C.

Nas amostras de plasma foram analisados: agucares redutores totais, piruvato,
lactato, proteina, aminoacidos livres, amoénia e triglicerideos. Em uma fracdo adequada de
ficado e musculo foram analisados os agutcares totais, piruvato, lactato, proteina,
aminoacidos livres, amdnia, triglicerideos e acidos graxos livres. Os tecidos eram devidamente

homogeneizados de acordo com o protocolo analitico a ser utilizado.

3.9.1 Preparagao dos extratos
e [Extratos dcidos
Aliquotas de plasma, figado e musculo branco foram diluidas em TCA 20%, na
propor¢ao 1/10. Os tecidos (figado e misculo branco) foram homogeneizados em
homogeneizador mecéanico tipo Potter Elvehjem com trés "strokes" de 30 segundos a 1.000
rpm, sob banho de gelo. Apés a homogenizagao, os extratos foram centrifugados a 13.400 x g
por trés minutos. Os sobrenadantes foram utilizados como extratos para quantificacao de
agucares redutores totais, piruvato, lactato e amonia.
e FExtratos neutros
Aliquotas de figado e musculo branco foram diluidas em &agua destilada, na
proporgao 1/10. Os tecidos foram homogeneizados em homogeneizador mecanico tipo Potter

Elvehjem com trés "strokes" de 30 segundos a 1.000 rpm, sob banho de gelo. Apés a
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homogenizag¢do, os extratos foram centrifugados a 13.400 x g por trés minutos. Os
sobrenadantes foram utilizados como extratos para quantificacio de aminoacidos livres,

proteina, glicose, triglicerideos e acidos graxos livres.

3.9.2 Determinacées dos intermediarios metabolicos
3.9.2.1 Acucares redutores totats
A determinacao de aciicares totais fol baseada no método hidrolitico 4cido de
Duboie et al. (1956). O procedimento constituia no emprego de um volume adequado de
extrato adicionado a 500ul. de fenol 4,1% e 2,5mlL de acido sulfirico concentrado,
rapidamente adicionado ao meio de reacdo. Os tubos de reacdo eram imediatamente
resfriados em banho de agua e a leitura éptica realizada em 480nm. A concentracao de glicose

foi estimada contra um padrao de glicose contendo 100nmols.

3.9.2.2 Glicogénio

A extracao do glicogénio tecidual foi realizada segundo Bidinotto et al. (1997). Esse
método consiste na separacao alcodlica do glicogénio seguida pela determinacao direta de
agucares redutores totais (DUBOIS, 1956). Foram utilizados para as analises 50 mg de figado
e 100 mg de musculo branco. No método da separacao alcodlica, utilizou-se como reagentes;
hidréxido de potassio (KOH 6 N), alcool etilico e sulfato de potassio 10 % (K2S04), enquanto
que na determinacio de acicares redutores totais (DUBOIS et al., 1956) utilizou-se fenol 4,1
% e acido sulfirico concentrado. A leitura 6ptica foi realizada em espectrofotometro “Hach
DR/2010” em um comprimento de onda de 480 nm, contra um padrdo de glicose que
continha 100 nmols. O conteddo de glicogénio foi expresso em pmols de glicosil-glicose/g de

tecido.

3.9.2.3 Piruvato
O piruvato foi determinado segundo Lu (1939), pela reacao da dinitrofenilhidrazina.
O homogeneizado acido era diluido em 500 pl de agua destilada. A mistura eram adicionados
250 pl de dinitrofenilhidrazina que permanecia em banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Em
seguida, 3 ml de NaOH (1,3 N) eram adicionados a reacdo. A leitura éptica foi realizada em
440 nm. A concentra¢ido de piruvato foi estimada utilizando-se um padrao de piruvato

contendo 100 nmols.
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3.9.2.4 Lactato

O lactato foi determinado segundo o método de Harrower & Brown (1972). Um
volume adequado de extrato acido era adicionado a 20puL de CuSO4.H:20 4% e 3,5mL de
acido sulfirico concentrado era lentamente adicionado pelas paredes do tubo. A amostra era
agitada e posteriormente fervida por cinco minutos. Apés a fervura, os tubos eram
totalmente resfriados em banho de gelo para entao se adicionar 80uL de p-fenilfenol (1,5 g de
p-fenilfenol em solug¢do aquosa de NaOH 2%). Apés a adicdo, a amostra era agitada em
vortex e mantida em repouso por uma hora. Os tubos eram entéao fervidos por 90 segundos e
imediatamente resfriados em banho de agua. A leitura 6ptica era realizada em 570nm. As

concentracgoes de lactato foram estimadas contra um padrao de lactato contendo 20 nmols.

3.9.2.5 Proteinas totats

As concentracdes de proteina totai foram determinadas pelo método de Bradford et
al. (1976). Este método consiste na mistura de 10 pl de plasma ou de extrato neutro hepatico
ou muscular, diluidos previamente em agua (plasma 1:200, figado 1:20 e misculo branco
1:10), com o reativo de Bradford. Apés essa mistura ter sido incubada a 25 °C por 5 minutos,
a leitura das amostras era feita em um leitor de microplacas (Molecular Devices) em 620 nm e
a concentracdo de proteina, estimada contra uma solu¢do padrao de caseina 1 mg/ml. O
reagente de Bradford é composto de 100 mg de Comassie blue G250 em 50 ml de etanol 95%.
A essa solucdo sao adicionados 100 ml de acido fosforico 85% e o volume completado para 1

litro com agua destilada.

3.9.2.6 Aminodcidos livres
O teor de aminoacidos livres foi determinado segundo Copley (1941). Uma aliquota
de plasma total, bem como dos extratos neutros, era adicionada a 2,0 ml de solugao de
ninhidrina 0,1% em propanol. Os tubos de reacdo eram vedados e entdo, colocados em
banho-maria a 40 °C por 40 minutos. A leitura O6ptica foi realizada em 570nm. As
concentracdoes de aminoacidos livres foram estimadas contra um padriao de acido o-

aminoacético ImM.

3.9.2.7 Aménia

A aménia foi determinada pelo método de nesslerizacio (GENTZKOW & MASEN,
1942) um volume adequado de extrato acido era transferido para um tubo com &gua

destilada em um volume final de 2,0 ml e adicionado 0,5 ml de reativo de Nessler. A leitura
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Optica era realizada em 420 nm. As concentragdes de amoénia foram estimadas contra um

padrdo de amoénia contendo 100 nmols de NH4CI.

3.9.2.8 Triglicerideos
A analise de triglicerideos foi realizada wutilizando-se o Kit Labtest para
Triglicerideos Liquiform, que se baseia em método colorimétrico-enzimatico (TRINDER,
1969). O procedimento consistia na mistura de 10ul de plasma ou de extrato hepatico ou
muscular, diluidos previamente em agua (plasma 1:200, figado 1:20 e musculo branco 1:10),
com o reativo do Kit Labtest para triglicerideos. Apés essa mistura ter sido incubada a 37 °C
por 10 minutos, a leitura das amostras era realizada em leitor de microplacas (Molecular

Devices) com filtro de 525 nm contra uma curva padrao com aliquotas de concentracao

conhecida de triglicerideos (0, 25, 50, 100 e 200 mg/dl).

3.9.2.9 Acidos graxos livres

As determinacoes das concentracoes de AGL foram realizadas de acordo com a
metodologia descrita por Norvak (1965). Adicionava-se 1,0 ml de solucdo Dole (heptana,
alcool isopropilico e acido sulfirico na proporcao de 1:4:0,1) a uma aliquota adequada de
plasma, ou de figado ou de musculo branco e agitava-se por 2 minutos. Posteriormente,
adicionava-se 1,0 ml de heptano e 2,0 ml de agua destilada, agitando-se novamente por
inversao. Uma amostra equivalente a 600 ul da fase superior era retirada e adicionada a uma
mistura de cloroférmio e heptano (5:1 v/v) e 1,0 ml de reagente de cobalto. O reagente de
cobalto era constituido por 1,32 volumes de trietanolamina + 10 volumes de solu¢ao A + 7
volumes de solu¢ao B. A solu¢do A era composta por uma solucio saturada de K2504, 6 g
Co(NO3)26H20 mais 0,8 ml de acido acético glacial em agua fervente e a solu¢do B era
constituida de uma solu¢do saturada de Na>SO4 . Na seqiiéncia, as amostras eram fortemente
agitadas por 30 segundos e centrifugadas por 2 minutos a 3.000 x g. Desta mistura, retirava-
se uma aliquota de 600 pl a qual se adicionava 600 pl de solugdo indicadora, constituida de
0,4% de O-nitroso B-naftol em etanol, diluida 12,5 vezes. A leitura 6ptica era realizada em
500 nm. As concentragdes de AGL foram estimadas contra um padrao de acido palmitico

contendo 50nmols.
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3.10 Determinacao das enzimas metabolicas
A analise da atividade das enzimas alanina aminotrasferase, aspartato
aminotrasferase, glutamato desidrogenase, lactato desidrogenase e malato desidrogenase foi

realizada no figado.

3.10.1 Preparacdo dos homogeneizados para as enzimas metabélicas
Amostras de figado de 100 mg eram homogenizadas com tampao fosfato de sédio
(glicerol v/v em tampao fosfato de sédio 20mM e Tris 10mM - pH 7,0) em homogenizador
tipo Potter-Elvehjem. Posteriormente, esta amostra era centrifugada a 4°C por trés minutos
a 600 x g e o sobrenadante era submetido a uma nova centrifugagao por oito minutos a 6000
x g. O sobrenadante era utilizado para os ensaios enzimaticas da alanina aminotransferase,
aspartato aminotransferase, glutamato desidrogenase, lactato desidrogenase e malato

desidrogenase.

3.10.2 Determinacgées das enzimas metabolicas
3.10.2.1 Alanina aminotransferase

A atividade da alanina aminotransferase (ALAT) foi determinada por uma
modificacdo do método de Reitman & Frankel (1957). O principio de reacao da ALAT baseia-
se na determinacdo colorimétrica de piruvato resultante da conversdo da alanina por
transaminacdo. A mistura de reacdo continha: 280 pl de alanina (400mM); 30 pl de -
cetoglutarato (210mM); 50 pl de piridoxal fosfato HCl (2,5mM); 5 pl de arsenato (20mM); 35
ul de tampao fosfato de sédio pH 7,5 (200mM) e 100 pl de homogeneizado celular. Os tubos
eram incubados por 30 minutos em banho-maria a 37 °C, ap6s o que, a reagao era bloqueada
pela adi¢ao de 125 pl de dinitrofenilhidrazina 0,1 % (em HCL 2,0 N). O tubo branco de
reacao passava pelo mesmo procedimento, porém o homogeneizado era adicionado apéds a
dinitrofenilhidrazina. O tubo padrao era incubado apenas excluindo-se o coquetel. Apés a
adicao de dinitrofenilhidrazina, os tubos eram resfriados em gelo e centrifugados a 12.000 x g
por 3 minutos. Uma aliquota adequada de sobrenadante era transferida para tubo de ensaio
contendo 3,0 ml de NAOH 1,3N. A leitura éptica era realizada em 440nm contra um branco
de NaOH 1,3N. Todos os reagentes foram preparados em tampao fosfato de sédio 200mM pH
7,5, tendo o pH corrigido apés a diluicao. Utilizou-se como padrao uma solugao de piruvato
de s6dio contendo 100 nmols. Uma unidade de ALAT (U) foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para transformar 1 nmol de piruvato minuto’!, e foi expressa em Umg

proteina-! (UI).
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3.10.2.2 Aspartato aminotransferase

A atividade da aspartato aminotransferase (ASAT) foi determinada por uma
modifica¢do do método de Reitman & Frankel (1957). O principio da reacdo da ASAT baseia-
se na determinacgao colorimétrica de oxaloacetato resultante da conversao do aspartato por
transaminacdo. A mistura de reacdo continha: 280 ul de aspartato (80mM); 50 pl de a-
cetoglutarato (210mM); 100 pl de piridoxal hidrocloreto (2,5mM); 5 pl de arsenato (20mM);
35 pl de tampao fosfato de sédio pH 7,5 (200mM) e 100 pl de homogeneizado celular. Os
tubos eram incubados por 30 minutos em banho-maria a 37 °C, apés o que, a reacdo era
bloqueada pela adi¢ao de 125 pl de dinitrofenilhidrazina 0,1% (em HCL 2,0N). O tubo
branco de reacao passava pelo mesmo procedimento, porém o homogeneizado era adicionado
ap6s a dinitrofenilhidrazina. O tubo padrao era incubado apenas excluindo-se o coquetel.
Apés a adicao de dinitrofenilhidrazina, os tubos eram resfriados em gelo e centrifugados a
21.000 x g por 3 minutos. Uma aliquota adequada de sobrenadante era transferida para tubo
de ensaio contendo 3,0 ml de NAOH 1,3N. A leitura éptica era realizada em 440nm contra
um branco de NaOH 1,3N. Todos os reagentes foram preparados em tampao fosfato de sédio
200mM pH 7,5, tendo o pH corrigido apés a dilui¢do. Utilizou-se como padrdao uma solucao
de oxaloacetato de s6dio contendo 100 nmols. Uma unidade de ASAT (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para transformar 1 nmol de oxaloacetato minuto’, e foi

expressa em U'mg proteina! (UI).

3.10.2.3 Glutamato desidrogenase

A atividade da glutamato desidrogenase (GDH) foi determinada segundo
Hochachka et al. (1978) adaptado. O principio de reacdo baseia-se na reducdo do -
cetoglutarato em glutamato acompanhado pela extin¢cao em paralelo do NADH. O consumo
de NADH por acdo da GDH era monitorado em 340nm durante 2 minutos com registros de
15 em 15 segundos em espectrofotometro Beckman DU®520, em um meio de reacdo contendo
em um volume final de 2 ml: tampao imidazol pH 7,0 50mM; NADH 0,1mM; ADP ImM, o-
cetoglutarato 5mM, acetato de amoénio 250mM e volume adequado de homogeneizado
celular. Uma unidade de GDH (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de oxidar

1 pymol de NADH minuto!. A atividade de GDH foi expressa em mU- mg proteina-! (mUI).

3.10.2.4 Lactato desidrogenase (LDH )
A atividade da lactato desidrogenase (LDH) foi determinada segundo Hochachka et

al. (1978) adaptado. O principio da reacdo baseia-se na reducido do piruvato em lactato



Matertal e métodos 28

acompanhado paralelamente pela oxidacdo do NADH. O consumo de NADH por agao da
LDH era monitorado em 340nm durante 2 minutos com registros de 15 em 15 segundos, em
um meio contendo em um volume final de 2,0ml: de acido piravico 5mM; NADH 0,1mM e 1,7
ml de tampao Tris 25mM pH 7,5 e volume adequado de homogeneizado celular como fonte de
enzima. Uma unidade de LDH (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de oxidar

1 pymol de NADH minuto!. A atividade de LDH foi expressa em mU- mg proteina-! (mUI).

3.10.2.5 Malato desidrogenase ( MDH )

A atividade da malato desidrogenase (GDH) foi determinada segundo Hochachka et
al. (1978) adaptado. O principio da rea¢ao baseia-se na reduc¢io do oxalacetato em malato
acompanhado através da oxidacao do NADH. A oxidagdo do NADH pela MDH foi
monitorada em 340nm durante 2 minutos com registros de 15 em 15 segundos em
espectrofotometro Beckman DU®520, em um meio de rea¢do contendo em um volume final
de 2,0ml: 50mM de tampao imidazol pH 7,0; 0,2mM de NADH; 0,33mM oxaloacetato e
volume adequado de homogeneizado celular como fonte de enzima. Uma unidade de MDH
(U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 pmol de NADH minuto!. A

atividade de MDH foi expressa em mU- mg proteina! (mUI).

3.11 Analises Histologicas

Apés o ensaio de crescimento, trés pacus de cada tratamento foram utilizados para
as analises histolégicas do figado e do intestino anterior. Os 6rgaos foram retirados e imersos
em solugao de Bouin por 24 horas e posteriormente lavado em alcool 70%. Apés a fixacao, os
fragmentos foram desidratados, diafanizados e incluidos em parafina com polimero plastico
Histosec® (Merck). A seguir, realizou-se a microtomia para obtencao de cortes de 2 a 5 pm de
espessura, que foram corados com Hematoxilina-Eosina e pelo método histoquimico de PAS-
H. As andlises microscépicas e a documentagdo do material foram realizadas em

fotomicroscépio Olympus BX41.

3.11.1 Histologia do figado
No figado foram mensurados: porcentagem de hepatécitos com niucleo picnético,
area do hepatécito e area do nicleo picnético, area do hepatécito e area do niicleo normal.

3.11.2. Histologia do intestino anterior



Material e métodos 29

Foram mensurados no intestino anterior: quantidade relativa de células

caliciformes, espessura da parede.

3.12 Analises Estatisticas

Os resultados de crescimento, eficiéncia de retencao de nutrientes, perfil de acidos
graxos do filé, digestibilidade aparente e tempo de transito gastrointestinal foram analisados
segundo um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com oito tratamentos em esquema
fatorial 2x2x2, constituido de dois niveis de carboidratos (40 e 50% CHO), dois niveis de
lipideo (4 e 8% EE) e dois processamentos das dietas (peletizacdo ou extrusdo) com trés
repeticoes.

No estudo de TTGI também foi realizada a analise de regressao, em um esquema de
parcela subdividida, tendo como tratamento principal as oito dietas (P40/4, P40/8, P50/4,
P50/8, E40/4, E40/8, E50/4, E50/8) e como tratamento secundario as horas em que se
procederam as coletas de fezes (6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 e 19 horas), com trés
repetigoes.

Os resultados de intermediarios metabdlicos, enzimas metabdlicas e enzimas digestivas
estdo apresentados em média * desvio padrao (n=9 peixes). Foram realizadas as comparacdes
entre aumento de carboidratos em dietas com baixo nivel (4%) e alto nivel (8%) de lipideo
nas dietas peletizadas e nas dietas extrusadas, tendo, portanto as comparacdes: P40/4 e P504;
E40/4 e E50/4, P40/8 e P50/8; E40/8 e E50/8. Os dados foram analisados de acordo com teste
paramétrico ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey, admitindo-se P<0,05 como nivel de
significancia.

Nos resultados de histomorfometria do figado e do intestino anterior foram realizadas
as comparacgdes entre aumento de carboidratos em dietas com baixo e as dietas com alto nivel
de lipideo, nas dietas peletizadas e nas dietas extrusadas. Também foram contrastados os
processamentos (peletizacdo ou extrusido) frente a variacdo de carboidratos e lipideos das
dietas. Os dados foram analisados de acordo com teste paramétrico ANOVA, seguido de um
pos-teste de Tukey, admitindo-se P<0,05 como nivel de significancia.

O programa estatistico utilizado para as comparac¢des das médias foi o Statistical

Analysis System (SAS Intitule Inc., version 6.12, 1999).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao das dietas experimentais

Os pardmetros de caracterizacao das dietas apresentaram alteragées em funcio das
variagoes de carboidratos, lipideos e processamentos da dieta. O aumento de lipideos diminuiu
a lixiviacdo de proteina (LP) e a flutuabilidade da dieta (FD). O processo de extrusao
aumentou os valores de absor¢dao de agua (AA) e FD. Houve interacdo entre os trés fatores
estudados para a LP e densidade da dieta (DD). A interagao entre nivel de carboidratos e o

processamento afetaram a LP e a DD (P<0,01). A interacdo entre niveis de lipideos e o

processamento afetou a DD (P<0,01) (Tabela 3).

Tabela 3 -

Caracterizagao das dietas peletizadas e extrusadas

Niveis na dieta (%)

Caracterizacao da dieta

Carboidratos  Lipideos Processamentos Lp Ad bb kD
p
(mg/dl) (g/kg) (g/ml) (g/kg)
Efeito das médias
40 0,28 £ 0,026 282,60 + 88,9 0,107 £ 0,03 46,67 = 5,4
50 0,17+ 0,010 282,57 + 94,0 0,113 £ 0,02 48,33 £ 5,3
4 0,28 £0,0254 291,67 £ 106,7 0,106 = 0,03 50,00 £ 0,24
] 0,02+0,0118 273,51 £ 71,6 0,115 £ 0,01 45,00 £ 0,4 B
Peletizacao 0,01 £ 0,011 206,54 +£9,28 0,127 £ 0,01 0,83+298
Extrusao 0,03 + 0,024 358,63 £ 35,3 A 0,090 £ 0,02 94,16 £ 2,7 A
Valor de FF (ANOVA)
Niveis de carboidratos 5,01 * < 0,01 13,79 ** 0,57
Niveis de lipideos 4,72* 0,99 35,76 ** 5,14 "
Processamento 7,79 " 69,71 ** 466,31 ** 1792,00 **
Carboidratos x Lipideos 0,08 0,56 2,59 0,57
Carboidratos x Processamentos 22,89 ** <0,01 8,54 " < 0,01
Lipideos x Processamentos 2,11 2,93 79,57 " 2,29
Carboidratos x Lipideos x Processamentos 5,157 1,55 14,77 " 2,29

Valores expressos em média

+ DP e n=3 amostras; Letras maitsculas nas colunas indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade; **(P <0,01); *(P <0,05); »* (néo significativo).
Lixiviagdo de proteina (LP); absor¢ao de dgua (AA); densidade de dieta (SWD); flutuabilidade da dieta (FD).

Em comparacio com a peletizagao, o processo de extrusio diminuiu a LP e a DD. O

aumento de carboidratos nas dietas extrusadas diminuiu a LP e aumentou a DD. Todavia, o
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aumento de lipideos aumentou a DD. Nas dietas peletizadas, o aumento de carboidratos e o

aumento de lipideos nao alteraram as variaveis de caracterizacao das dietas (Tabela 4).

Tabela 4 - Interacao dos nutrientes e processamentos.
Niveis de carboidratos (%) Lipideos (%)
Processamentos 40 50 4 8
Densidade da dieta (g/ml)
Peletizacao 0,126 £ 0,01 42 0,127 £ 0,01 Aa 0,129 £ 0,01 Aa 0,125 £ 0,01 Aa
Extrusao 0,088 £ 0,02 Bb 0,099 £ 0,01 Ba 0,082 £+ 0,018b 0,105 £ 0,01 Ba

Lixiviacdo de proteina (mg/dl)

Peletizagao 0,009 + 0,007 Ba 0,022 £ 0,006 A= - -
Extruséo 0,047 £ 0,020 22 0,012 + 0,010 Ab - -

Médias seguidas da mesma letra (maitscula comparagdo na coluna, minisculas comparacdo na linha) néo
diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.2 Digestibilidade aparente e tempo de transito gastrointestinal das dietas

As analises de varidncia demonsntrou que os coeficientes de digestibilidade foram
influenciados por todos os parametros estudados. Foi revelada interacdo entre nivel de
carboidratos e nivel de lipideos (P<0,01) para o coeficiente de digestibilidade da matéria seca
(CDMS) e coeficiente de digestibilidade da energia bruta (CDEB). A interacao entre niveis de
carboidratos e processamentos da dieta (P<0,01) e entre os niveis de lipideos e
processamentos da dieta (P<0,01) foram obtidos nos CDMS, coeficiente de digestibilidade da

proteina bruta (CDPB) e CDEB (Tabela 5).
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Tabela 5 -  Digestibilidade aparente e tempo de transito gastrointestinal de pacu.
Niveis na dieta (%) Coeficientes de digestibilidade (% ) TTGI
Carboidratos Lipideos Processamentos CD MS CD PB CD EB (h)
Efeito das médias
40 80,59+1,7 88,57+1,7 83,31£3,1 16,08+1,0
50 83,65+2.8 89,79+2,5 86,31£3,3 15,66+0,8
4 82,82+1,5 89,93+1.3 84,6612,6 16,16+0,9
8 81,43+2.9 88,43+2.9 85,213.9 15,58%1,0
Peletizacao 83,6812,0 89,39+2.4 86,5313,3 16,50+1,0 A
Extrusao 80,77£2,5 88,96+1.8 83,33£3,2 15,25+0,1 B
Valor de FF (ANOVA)
Niveis de carboidratos 72,17 12,89 ** 75,28 ** 0,54 ns
Niveis de lipideos 14,68 ** 19,60 ** 2,82 ms 1,06 »s
Processamentos 74,39 ** 1,62 ns 101,11 ** 4,89 *
Carboidratos x Lipideos 94,26 ™ 0,76 ns 208,42 ** 2,63 ns
Carboidratos x Processamentos 44,68 ** 6,97 " 132,65 ** 2,63 ns
Lipideos x Processamentos 103,66 ** 32,17 146,26 ** 0,02 ns
Carboidratos x Lipideos x Processamentos 125,13 ** 59,14 ** 122,35* 1,76 ns

Valores expressos em médias + DP de n = 30 peixes. Letras maitsculas nas colunas indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. **(P <0,01); *(P <0,05); " (nio
significativo). CDMS - coeficiente de digestibilidade da matéria seca; CDPB - coeficiente de digestibilidade da
proteina bruta; CDEB - coeficiente de digestibilidade da energia bruta; TTGI — tempo de transito gastro
intestinal.

O tempo de transito gastrointestinal (TTGI) apresentou diferenca apenas em relacao
ao processamento da dieta, sendo que as dietas extrusadas apresentaram média inferior as
das dietas peletizadas (Tabela 5). Nas dietas extrusadas 40/4 e 50/4 o TTGI ajustou-se a
equacdo linear. Na dieta peletizada 40/4, o TTGI ajustou-se a equacao quadratica e, na dieta
50/4 a equacao cibica. A inclusdo de 8% de lipideos, em quaisquer dietas, ndo influenciou o

ajuste da equacao (Figura 1).
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Figura 1- Regressao das médias do tempo de transito
gastrointestinal do pacu submetidos a dietas (peletizadas
ou extrusadas) com diferentes niveis de carboidratos e

lipideos (P — peletizado; E — extrusado; 40 e 50 niveis de
carboidratos; 4 e 8 niveis de lipideos).



Resultados 34

Nas dietas peletizadas, o aumento de lipideo para 8% resultou em acréscimo nos
CDMS e CDEB e para dietas extrusadas diminui¢ao destes parametros. Nas dietas com 4%
de lipideos, o processo de extrusdo refletiu em aumento no CDPB em relacdo a dietas
peletizadas. Nas dietas com 8% de lipideos, o processo de peletizagao revelou médias
superiores aos do processo de extrusdo para os CDMS, CDPB e CDEB (Tabela 6).

O aumento de carboidrato para 50% revelou aumento nos CDMS, CDPB e CDEB
somente para as dietas extrusadas. As dietas com 40% de carboidrato peletizadas
apresentaram médias superiores para CDMS, CDPB e CDEB em relacdo as mesmas dietas
extrusadas. Nas dietas com 50% de carboidratos nao foi observada diferenca entre os

processamentos das dietas (Tabela 6).

Tabela 6 -  Interacdo de processamento de dietas e niveis de nutrientes para os coeficientes
de digestibilidade do pacu.
Niveis de lipideos (%) Niveis de carboidratos (%)
Processamentos 4 8 40 50
Coeficiente de digestibilidade da matéria seca - CDMS(% )
Peletizacao 82,53+0,9 4>  84,82+3,1 A2 83,3510,4 Aa 84,00+3,5 Aa
Extrusao 83,09+2,2 42 78,05+2,8 Bb 77,84%3,0 Bb 83,30+2,0 Aa

Coeficiente de digestibilidade da proteina bruta - CDPB (% )

Peletizacao 89,19+1,2 Ba 89,61£3,6 Aa 89,23£1,0 Aa 89,56+3,8 Aa
Extrusao 90,68%1,3 Aa 87,25+2,2 Bb 87,91+2,4 Bb 90,02+1,]1 Aa

Coeficiente de digestibilidade da energia bruta - CDEB (% )

Peletizacao 84,34+£2,7 Ab 88,72£3,9 Aa 86,98+2,2 Aa 86,08+4,4 Aa
Extrusao 84,9912,5 Aa 81,67+3,9 Bb 80,12+4,1 Bb 86,541+2,3 Aa

Médias seguidas da mesma letra (maidscula comparagdo na coluna, mindsculas comparag¢io na linha) néao
diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O aumento de carboidrato para 50% refletiu em diminui¢do no CDEB das dietas
com 4% de lipideos, porém, nas dietas com 8% de lipideos, levou ao aumento nos CDMS e
CDEB. O aumento no nivel de lipideos para 8% nas dietas com 40% de carboidratos
proporcionou diminuicdo nos CDMS e CDEB e nas dietas com 50% de carboidrato

proporcionou aumento nestas variaveis (Tabela 7).
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Tabela 7 - Interacao niveis de lipideos e niveis de carboidratos para os coeficientes de
digestibilidade do pacu.
Niveis de lipideos Niveis de carboidratos (%)
(%) 40 50

Coeficiente de digestibilidade da matéria seca (% )

4 83,03£1,0 Aa 82,59+£2,1 Ba
8 78,16+2,4 Bb 84,71+3,4 Aa

Coeficiente de digestibilidade da energia (% )

4 85,58£2,6 Aa 83,75+£2,6 Bb
8 81,52+3,6 Bb 88,8714,1 A2

Médias seguidas da mesma letra (maidscula comparacido na coluna, mintdsculas comparacdo na linha) nao
diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O aumento de carboidratos em dieta com 4% de lipideos proporcionou aumento na
média de proteina digestivel (PD) para as dietas peletizadas e diminui¢ao para dietas
extrusadas (Figura 2 A). De forma contraria, nas dietas com 8% de lipideo, o aumento de

carboidrato refletiu em diminuicdo da PD para dietas peletizadas e aumento para dietas

extrusadas (Figura 2 A”).
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Figura 2- Nivel de proteina digestivel das dietas com 4% (A) e 8% (A’) de

lipideos. (P — peletizado; E — extrusado, 40 e 50 niveis de carboidratos; 4 e 8
niveis de lipideos).

O aumento de carboidratos em dieta com 4% de lipideos proporcionou diminuic¢ao
da energia digestivel (ED) das dietas peletizadas e nao alterou as dietas extrusadas. Nas
dietas com 8% de lipideo, o aumento de carboidrato também refletiu em diminui¢ao da ED

para dietas peletizadas, contudo para as dietas extrusadas proporcionou aumento desta

variavel (Figura 3 A’).
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Figura 3- Nivel de energia digestivel das dietas com 4% (A) e 8% (B) de
lipideos. (P — peletizado; E — extrusado, 40 e 50 niveis de carboidratos; 4 e 8

niveis de lipideos).

4.3 Enzimas digestivas

No ensaio de crescimento de 20 dias nao foi observado diferenca significativa no

ganho em peso e comprimento (Tabela 8).

Tabela 8 - Desempenho de juvenis de pacu submetidos a 20 dias de alimentacao.

P40/4 P 40/8 P50/4 P50/8 E 40/4 E 40/8 E 50/4 E50/8
PesoF  67,518,1 67,5+7,9 67,418,2 67,4174 67,3£6,5 67,479 67,416,4 67,4%6,6
Comp. F. 14,1+£0,5 13,9104 13,9+0,5 14,5+0,6 14,3£0,4 14,1%+0,6 15,7£0,0 14,1%0,5
GP 0,68 0,66 0,63 0,60 0,45 0,59 0,50 0,55
GC 0,17 0,06 0,08 0,61 0,39 0,16 1,77 0,24

Valores expressos em media = D.P. com n = 9 peixes; F- final; GP - ganho em peso (g); GC - ganho em

comprimento (cm).

4.3.1 Aumento de carboidrato em dietas com 4% de lipideos

As atividades de protease inespecifica, tripsina, quimiotripsina e amilase ao longo do
trato digestorio ndo variaram com o aumento de carboidratos. Em dietas peletizadas com 4%
de lipideos. Todavia, a maltase e a lipase dos cecos pildricos apresentaram diminuicdo da
atividade (Tabela 9).

Em dietas extrusadas com 4% de lipideos, o aumento de carboidrato diminuiu a
atividade de protease inespecifica no estdmago e aumentou-a no intestino anterior. A
atividade de tripsina nos cecos piléricos aumentou com acrécimo no nivel de carboidratos nas
dietas. A atividade de amilase diminuiu em todas as se¢des do trato digestério conforme o
aumento de carboidratos na dieta. A maltase apresentou o mesmo comportamento da amilase

apenas no cecos piloricos. A atividade de lipase aumentou no estémago (Tabela 9).
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Tabela 9 -  Atividades especificas das enzimas digestivas nas por¢des do trato
gastrintestinal do pacu submetidos ao aumento de carboidratos em dietas com 4% de
lipideos.
Enzimas / Sec¢ao Peletizada Extrusada
U/mg protein 40 % CHO 50 % CHO 40 % CHO 50 % CHO
Protease inespecifica
Estémago 4,16 + 0,8 9,1 + 3,7 18,48 + 2,5 13,27 + 1,5%
Cecos Piléricos 1,97 + 0,3 2,29 + 0,5 4,73 + 1,6 2,08 + 0,3
Int. Anterior 69,56 + 10,6 58,13 + 7,1 65,90 + 6,75°" 125,04 + 2,82
Int. Posterior 0,72 + 0,3 0,53 + 0,12 0,91 + 0,1 0,79 + 0,1
Tripsina
Cecos Piléricos 0,25 + 0,078 0,26 + 0,01 0,14 + 0,01» 0,23 + 0,01=
Quimiotripsina
Cecos Piléricos 2,70 + 0,44 2,95 + 0,08 1,30 + 0,48b 4,64 + 0,742
Int. Anterior 0,71 + 0,22 0,62 + 0,07 0,48 + 0,08 0,56 + 0,08
Int. Posterior 1,97 + 041 1,28 + 0,25 0,97 + 0,45 0,47 + 0,21
Amilase
Estomago 61,90 + 5,59 71,14 + 9,37 123,22 + 24,07= 58,32 + 2,60P
Cecos Piléricos 53,27 + 9,38 57,99 + 7,454 103,85 + 15,022 62,66 + 13,57P
Int. Anterior 81,26 + 10,3 64,47 + 3,47 159,93 + 14,11= 104,24 + 10,58%
Int. Posterior 6,00 + 11,09 7,80 + 1,42 11,50 + 2,0 15,61 + 4,3
Maltase
Estémago 0,86 + 0,33 1,01 + 0,18 0,71 + 0,33 0,21 + 0,18
Cecos Piléricos 1,76 + 0,16 A 1,41 + 0,128 1,42 + 0,28 1,66 + 0,70
Int. Anterior 0,55 + 0,22 0,51 + 0,11 0,62 + 0,17 0,36 + 0,11
Int. Posterior 0,14 + 0,09 0,08 + 0,01 0,20 + 0,17 0,21 + 0,06
Lipase
Estémago 1,03 + 0,1 1,00 + 0,1 0,77 + 0,1 1,66 + 0,1
Cecos Piléricos 4,62 + 0,2 3,72 + 0,1 2,25 + 0,5 4,83 + 1,7
Int. Anterior 3,13 £ 0,5 3,58 + 0,2 4,70 + 1,0 3,81 £ 1,0
Int. Posterior 7,64 + 0,9 7,15 + 1,2 8,24 + 3.8 5,63 + 1,2

Valores expressos em media £ D.P. com n = 9 peixes, CHO — carboidratos; C. Piléricos — cecos piléricos; Int.
Anterior — intestino anterior; Int. Posterior — Intestino posterior, Médias seguidas da mesma letra (maidscula
para peletizadas e mintdscula para extrusadas) ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de probabilidade.

Dentre as enzimas digestivas ensaiadas nas dietas com 4% de lipideos, a amilase foi
a que apresentou as maiores diferencas em relacdo ao processamento da dieta. O aumento de
carboidratos em dietas peletizadas houve aumento daatividade conforme o aumento de
carboidrato. Porém, nas dietas extrusadas o aumento de carboidratos diminuiu essa

atividade (Figura 4).
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Figura 4- Atividade especifica da amilase no trato digestoério
estdmago, cecos piléricos, intestino anterior, intestino

posterior de pacu. Letras diferentes (maitiscula para
peletizadas e minuscula para extrusadas) reportam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (P<0,05). Valores expressos em
média (n=9) = D.P. (P- peletizado, E extrusado, 40 e 50 - niveis
de carboidratos; 4 e 8 - niveis de lipideos.

4.3.2 O aumento de carboidratos em dietas com 8% de lipideos.

O aumento de carboidratos em dietas peletizadas com 8% de lipideos (P 50/8)
aumentou a atividade de protease inespecifica do estomago. A maior atividade de protease
inespecifica foi registrada no intestino anterior; nas outras porgdes do trato digestério nao
apresentou diferencga estatistica. A quimiotripsina apresentou diminui¢do nos cecos piléricos
com o aumento de carboidrato das dietas. A atividade amilohidrolitica aumentou nos cecos
piléricos com acréscimo no nivel de carboidratos. A atividade de lipase no intestino anterior
aumentou com o nivel de carboidratos (Tabela 10).

Em dietas extrusadas com 8% de lipideos, a atividade da protease inespecifica
aumentou com o acréscimo no nivel de carboidratos em todas as se¢oes do trato digestério. A
atividade da quimiotripsina diminuiu no intestino anterior. A amilase e tripsina néao
demostraram diferenca significativa. A maltase nos cecos piléricos aumentou com o

acréscimo de carboidratos. A atividade de lipase diminuiu no intestino anterior (Tabela 10).
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Tabela 10 - Atividades

especificas

das

enzimas

digestivas

nas

porcdes do

trato

gastrintestinal do pacu submetidos ao aumento de carboidratos em dietas com 8% de

lipideos.
Enzimas / Sec¢ao Peletizada Extrusada
U/mg proteina 40 % CHO 50 % CHO 40 % CHO 50 % CHO
Protease inespecifica
Estéomago 8,82 + 2,68 17,0 + 4,14 7,09 + 2,3b 13,13 + 1,2
Cecos Piléricos 1,31 + 0,2 2,56 + 0,9 0,99 + 03P 2,43 + 0,22
Int. Anterior 62,89 + 5,6 72,19 + 10,2 110,21 + 6,5? 149,74 + 11,8=
Int. Posterior 0,41 + 0,1 0,51 + 0,1 0,61 + O0,1° 1,86 + 0,22
Tripsina
Cecos Piléricos 0,12 + 0,054 0,11 + 0,02 0,20 + 0,005 0,22 + 0,03
Quimiotripsina
Cecos Piléricos 3,34 + 0,142 0,98 + 0,068 4,92 + 1,02 2,24 + 0,07
Int. Anterior 0,67 + 0,09 0,72 + 0,07 0,61 + 0,082 0,27 + 0,08%
Int. Posterior 0,99 + 0,50 0,99 + 0,58 0,54 + 0,21 0,45 + 0,23
Amilase
Estémago 90,41 + 17,05 146,03 + 31,52 77,14 + 8,1 52,62 + 19,0
Cecos Piléricos 63,36 + 13,348 111,00 + 17,584 40,80 + 11,0 51,77 + 6,2
Int. Anterior 76,32 + 9,47 65,94 + 7,83 90,73 + 13,12 108,85 + 13,8
Int. Posterior 11,09 + 1,27 11,58 + 2,46 10,79 + 3.8 10,91 + 3.8
Maltase
Estéomago 1,02 + 0,31 0,91 + 0,49 0,26 + 0,06 0,22 + 0,03
Cecos Piléricos 1,11 + 0,14 1,25 + 0,33 1,05 + 0,20°b 1,49 + 0,11=
Int. Anterior 0,44 + 0,08 0,46 + 0,03 0,45 + 0,06 0,36 + 0,08
Int. Posterior 0,29 + 0,14 0,19 + 0,14 0,14 + 0,06 0,29 + 0,10
Lipase
Estomago 0,96 + 0,1 0,81 + 0,0 1,62 + 0,3 1,59 + 0,2
Cecos Piléricos 3,11 + 0,6 2,37 + 0,6 5,68 + 0,6 4,13 + 0,8
Int. Anterior 2,93 + 0,38 3,96 + 0,44 3,76 + 0,7a 2,87 + 0,3b
Int. Posterior 9,33 + 3,0 8,11 + 3,5 4,11 + 0,7 5,8 + 1,4

Valores expressos em media £ D.P. de n = 9 peixes, CHO — carboidratos; C. Piléricos — cecos piléricos; Int.
Anterior — intestino anterior; Int. Posterior — Intestino posterior. Médias seguidas da mesma letra (maidscula para
peletizadas e miniscula para extrusadas) nio diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Dentre as enzimas digestivas ensaiadas nas dietas com 8% de lipideos, a protease
inespecifica foi a que apresentou as maiores diferencas em relacido ao processamento da dieta.

A atividade de protease inespecifica no estémago aumentou com o teor de carboidratos nas
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dietas peletizadas. Entretanto, nas dietas extrusadas o aumento de carboidratos aumentou a

atividade da protease inespecifica em todas as se¢des do trato digestorio (Figura 5).
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4.4 Crescimento

Estdrmago . Pildricos  Int Anterior  Int Posterior

Atividade especifica da protease inespecifica no trato
digestorio estémago, cecos piléricos, intestino anterior,
intestino posterior) de pacu (n=9). Letras diferentes
(maitscula para peletizadas e mintdscula para extrusadas)
reportam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05).
Valores expressos em média = D.P. (P- peletizado, E extrusado,
40 e 50 — niveis de carboidratos; 4 e 8 — niveis de lipideos).

O crescimento dos pacus foi observado ao longo do periodo experimental. Entre as

dietas peletizadas o aumento de carboidratos resultou em melhores médias de ganho em peso

(Figura 6A, A’). Nas dietas extrusadas o acréscimo de carboidratos refletiu em melhor

crescimento nas dietas com 4% de lipideos (Figura 6B, B’).
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Figura 6- Crescimento em peso ao longo do periodo experimental de pacus submetidos ao
aumento de carboidratos em dietas peletizadas (A, A’) e em dietas extrusadas
(B, B’). (P — peletizado; E — extrusado; 40 e 50% niveis de carboidratos; 4 e 8% niveis de

lipideos).

A anilise de variancia do desempenho de produgio dos peixes ndo apresentou
interacdo entre os niveis de carboidratos e o processamento das dietas. Contudo, houve
interacao entre os niveis de lipideos e o processamento (P<0,01) para ganho em peso (GP),
taxa de crescimento especifico (TCE) e também entre os niveis de carboidratos e os niveis de
lipideos (P<0,01) para GP, ganho em comprimento (GC), TCE e consumo de dieta (CD). A
interacdo entre os trés fatores foi observada para o GC (P<0,05). O processamento da dieta
alterou a conversao alimentar (CA) e TEP (P<0,05) proporcionando os melhores resultados

para as dietas extrusadas em comparacao com as peletizadas (Tabela 11).
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Tabela 11 - Parametros de crescimento pacu.
Niveis na dieta (%) Desempenho de crescimento
Carboidratos Lipideos  Processamentos GP GC TCE CD CA TEP
(g/peixe) (cm/peixe) (%/dia) (g/dia) (g/kg)
Efeito das médias
40 49,65 + 6,85 4,49 + 1,30 1,87 + 0,14 5,10 £ 0,93 1,16 £ 0,12 3,39 £ 0,33
50 46,27 + 6,16 3,98 £ 1,15 1,77 £ 0,12 5,10 £ 0,58 1,24 £ 0,13 3,25+ 0,23
4 47,94 + 7,37 4,55 + 0,88 1,82 £ 0,14 4,94 £ 1,00 1,16 £ 0,09 3,30 £ 0,26
8 47,99 £ 6,18 3,93 + 1,46 1,83 £ 0,14 5,26 + 0,36 1,24 £ 0,15 3,32+ 0,33
Peletizagao 50,29 + 5,00 3,50 £ 1,27 1,86 £ 0,12 5,63 £ 0,18 1,27 £ 0,09 A 3,12+0,16B
Extrusao 45,64 + 7,29 4,98 £ 0,33 1,79 £ 0,15 4,57 = 0,65 1,12+ 0,058 3,50 £0,114
Valor de F (ANOVA)
Niveis de carboidratos 2,78 ns 3,44 vs 547" 0,001 » 2,22 s 0,78n
Niveis de lipideos 0,001 »s 5,36 " 0,06 2,65 2,22ns 0,01
Processamentos 525" 29,40 ** 2,45 ns 27,77 7,13" 5,78 "
Carboidratos x Lipideos 8,01" 1,44 7,85 " 1,53 1,360 1,320
Carboidratos x Processamentos 1,350 2,920 0,19 0,13 0,70 0,80
Lipideos x Processamentos 15,13 " 14,43 " 16,01 ** 8,63 0,97 ns 0,24

Carboidratos x Lipideos x Processamentos 1,17ws 7,27" 0,19 ns 4,11 ns 1,42 ns 1,44 »s

Valores expressos em média £ DP de n = 30 peixes; Letras maitsculas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade;
**(P <0,01); *(P <0,05); » (ndo significativo). Ganho em peso (GP); ganho em comprimento (GC); taxa de crescimento especifico (TCE), consumo de dieta (CD); conversao
alimentar (CA); taxa de eficiéncia protéica (TEP).
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A interagdo entre niveis de carboidratos e de lipideos proporcionou resultados
negativos para GP e TCE nas dietas 50/8. O aumento do nivel de lipideos em dietas com 40%
de carboidratos proporcionou melhora na TCE. O aumento de lipideos em dietas com 50% de

carboidratos ndo mostrou diferengas nas interagdes (Tabela 12).

Tabela 12 -  Interacdo niveis de carboidratos e lipideos no crescimento de pacu.
Niveis de lipideos Niveis de carboidratos (%)
(%) 40 50
Ganho em peso (g/peixe)
4 46,75 + 8,76 Aa 49,12 £ 8,98 Aa
8 52,55 £ 5,52 Aa 43,42 £ 0,93 AP

Taxa de crescimento especifico (%/dia)

4 1,81 £+ 0,04 Ba 1,83 £ 0,14 Aa
8 1,94 £ 0,07 A= 1,72 £ 0,05 Ab

Médias seguidas da mesma letra (maidscula comparagio na coluna, mindsculas compara¢do na linha) nao
diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A interacdo entre niveis de lipideos e processamento mostrou melhores valores de GP,
GC, TEC e CD nas dietas extrusadas com 8% de lipideos. Nas dietas peletizadas os melhores

valores foram observados nas dietas com 4% de lipideos (Tabela 13).

Tabela 13 - Interacao nivel de lipideos e processamento no crescimento de pacu.
Processamentos Niveis de lipideos (%)
4 8
Ganho em peso (g/peixe)
Peletizacao 54,21 £ 0,66 Aa 46,37 + 2,11 Ab
Extrusao 41,66 + 1,56 B 49,61 *+ 6,08 Aa

Ganho em comprimento (cm/peixe)
Peletizacao 4,33 + 1,44 Aa 2,67 £ 0,06 Bb
Extrusao 4,77 + 0,26 Aa 5,18 + 0,32 Aa

Taxa de crescimento especifico (% ,dia"!)
Peletizagao 1,94 £ 0,01 A= 1,78 £ 0,13 Ab
Extrusao 1,70 £ 0,01 Bb 1,88 +£ 0,18 A=

Consumo de dieta (g/dia)
Peletizacao 5,76 £ 0,16 Aa 5,49 £ 0,06 2a
Extrusao 4,12 £ 0,52 Bb 5,03 £ 0,41 A2

Médias seguidas da mesma letra (maidscula comparagio na coluna, mindsculas comparag¢io na linha) nio
diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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O fator de condicdo mostrou respostas diferentes de acordo com o tipo de
processamento. De uma forma geral, o aumento de carboidratos diminuiu o fator de
condicao. Nas dietas peletizadas, seus valores foram maiores quando processadas com 40% de
carboidratos independentemente do nivel de lipideos. Nas dietas extrusadas, sua média foi

maior quando foram utilizados 40% de carboidratos e 8% de lipideos (Figura 7A, 7B).
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Figura 7- Fator de condi¢do de pacu submetido ao aumento de carboidratos em dietas
(peletizadas ou extrusadas) com (A) 4% e (B) 8% de lipideos. (P — peletizado; E —

extrusado; 40 e 50 niveis de carboidratos; 4 e 8 niveis de lipideos).

4.5 Eficiéncia de retencio de nutrientes

A anilise de variancia da eficiéncia de reten¢do de nutrientes nido apresentou
interacdo entre os niveis de carboidratos e os niveis de lipideos das dietas. Contudo, houve
interacao entre niveis de carboidratos e processamentos da dieta (P<0,05) para eficiéncia de
retencao de proteina (ERP) e propor¢ao de proteina no ganho em peso (PPGP). A interagao
entre niveis de lipideos e processamentos das dietas (P<0,05) foi observada para eficiéncia de
retencao de lipideos (ERL) e proporcao de lipideos no ganho em peso (PLGP). A eficiéncia de
retencao de energia bruta (ERE) apresentou efeito isolado dos niveis de carboidratos
(P<0,01), com os maiores valores para as dietas peletizadas e também para os

processamentos das dietas (P<0,01), mostrando as maiores médias para as dietas peletizadas

(Tabela 14).
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Tabela 14 -

Eficiéncia de utilizagao de nutrientes do pacu.

Niveis na dieta (%)

Eficiéncia de utilizacdo de nutrientes (% )

ERP

ERL

ERE

PPGP

PLGP

PEGP

Carboidratos  Lipideos  Processamentos
Efeito nas medias
40
50
4
8
Peletizacao
Extrusao
Valor de F (ANOVA)

Niveis de carboidratos

Niveis de Lipideos
Processamentos

Carboidratos x Lipideos
Carboidratos x Processamentos
Lipideos x Processamentos

Carboidratos x Lipideos x Processamentos

25,85 £ 2,15

27,48 + 1,42

26,58 £ 1,95

26,74 £ 2,15

26,30 £ 2,54

27,02+ 1,28

2,90 u
0,27 us
0,57 u
2,32 us

6,61
1,22 »
0,17 us

20,85 + 2,04

21,55 £ 2,05

20,16 + 2,03

22,24 + 1,29

20,22 £ 2,39

22,18 £ 0,65

1,09 ns
9,94 **
8,78 **

2,16 s

3,11 s
4,56

0,10 s

75,72 £9,85 4

60,87 £ 3,158

69,03 + 11,20

67,57 £ 12,51

74,20 £ 4,50 A

62,40 £ 4,71 8

22,14
0,21 s
13,97
0,16 s
4,37 ns
4,37 ns
1,68 ns

25,77 £ 3,04

27,41 £ 2,09

26,52 + 2,74

26,67 £ 3,05

26,23 £ 3,58

26,95 £ 1,84

2,91 w
0,02 v
0,57 u
2,31 u
6,65 "
1,24 n
0,17 us

20,84 + 2,04

21,53 £ 2,05

20,14 + 2,04

22,23 £ 1,29

20,20 + 2,39

22,17 £ 0,65

1,08 ns
9,90 **
8,77

2,16 s

3,14 ns
4,57"

0,10 ns

183,75 £ 19,14

193,37 + 16,44

197,48 + 6,95

179,64 + 20,82

192,85 £ 17,96

184,27 + 17,39

1,00 us
3,44 n
0,79 s
1,84 us
2,93 ns
1,58 us
0,12 ns

Valores expressos em media = D,P, de n = 9 peixes; Letras maiusculas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade;
**(P <0,01); *(P <0,05); » (ndo significativo), Eficiéncia de reten¢do de proteina (ERP), eficiéncia de retencdo de lipideos (ERL), eficiéncia de retencdo de energia
(ERE), proporcéo de proteina no ganho em peso (PPGP), propor¢ao de lipideos no ganho em peso (PLGP), propor¢io de energia no ganho em peso (PEGP).
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A conjugacao entre os niveis de lipideos e os processamentos das dietas afetou a ERL
e a PLGP. Os peixes alimentados com ragio peletizada com 4% de lipideos apresentaram os

menores valores de ERL e PLGP. As dietas extrusadas apresentaram os maiores valores para

ERL e PLGP independente dos niveis de lipideos das dietas (Tabela 15).

Tabela 15 - Interacdo de nivel de lipideos e processamento na eficiéncia de retencao de
nutrientes.

Lipideos (%)

Processamento 4 8

Eficiéncia de retengdo de lipideos (% )
Peletizacao 18,47 + 0,48 Bb 21,97 + 2,16 Aa
Extrusao 21,84 + 0,88 A= 22,52 £ 0,20 A=

Propor¢ao de lipideos no ganho em peso (% )
Peletizacao 18,45 + 0,48 Bb 21,95 £ 2,16 Aa
Extrusao 21,83 £ 0,88 A2 22,50 £ 0,20 A2

Médias seguidas da mesma letra (maitscula comparacdo na coluna, minusculas comparagao na linha) néo

diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os niveis de carboidratos e os processamentos das dietas influenciaram a eficiéncia de
retencdo de proteina (ERP) e proporcao de proteina no ganho em peso (PPGP). Dietas com
50% carboidratos apresentaram as melhores médias (p<0,05) para PPV independentemente

do processamento aplicado a dieta (Tabela 16).

Tabela 16 - Interacao de nivel de carboidratos e processamento na eficiéncia de retencao de
nutrientes.

Carboidratos (%)

Processamento 40 50

Eficiéncia de retengdo de proteina (% )
Peletizagao 24,26 £ 0,11 Bb 28,34 £ 0,68 A2
Extrusao 27,44 + 1,95 A2 26,61 £ 1,48 A2

Propor¢do de proteina no ganho em peso (% )
Peletizacao 24,17 £ 0,15 Bb 27,37 £ 0,99 Aa
Extrusao 28,29 £ 2,73 Aa 26,54 £ 2,09 A2

Médias seguidas da mesma letra (maitscula comparacdo na coluna, minasculas comparagao na linha) néo

diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.6 Perfil de acidos graxos do filé de pacu

O perfil de acidos graxos do filé de pacu apresentou grande influéncia da interagao
entre os fatores estudados. A interacdo entre niveis de lipideos e niveis de carboidratos
influenciou a quantidade de lipideos totais (LT), somatéria de 4cidos graxos n3 (2n3), acidos
graxos monosaturados (AGM) e acidos graxos polinsaturados (AGP). A interacdo entre nivel
de carboidratos e processamento (P<0,01) foi expressa em 2.n3, 2n6, acidos graxos saturados
(AGS), AGM e acidos graxos insaturados (AGI). Houve interacao (P<0,01) entre niveis de
lipideos e processamento em todas as variaveis do perfil de acidos graxos do filé (Tabela 17).

As dietas peletizadas com 40% de carboidratos apresentaram sempre a maior relacao
entre n3/n6 em comparacio as dietas extrusadas (Figura 8A, B). No entanto a dieta extrusada
s6 mostrou aumento dessa relagao em alto contetdo de lipideos (8%) e carboidratos (50%) o
que coincide com maior deposicdo de lipideos muscular (Figura 8B). A relagdo n3/n6
aumentou conforme o aumento de carboidratos nas dietas extrusadas e diminuiu nas dietas
peletizadas (Figura 8A, B).
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Figura 8- Relagao entre n-3/ n-6 dos filés de pacu submetido ao aumento de carboidratos em
dietas (peletizadas ou extrusadas) com (A) 4% e (B) 8% de lipideos. Letra diferente
(maitscula comparagio entre dietas peletizadas e minidscula comparagio entre dietas extrusadas,

(*) comparagdo entre processamentos) (P — peletizado; E — extrusado; 40 e 50 niveis de
carboidratos; 4 e 8 niveis de lipideos).
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Tabela 17 -  Perfil de acidos graxos do filé do pacu.
Niveis nas dietas (%) Acidos graxos (% )
Lipideo Processamento
Carboidratos s s LT 2.n3 2. nb6 2. AGS 2. AGM 2. AGPI AGI
Efeito das médias
40 9,28 + 3.0 4,56 + 0,5 23,88+4,1 57,55+3,5 12,76x1,1 29,20+4,1 42,36=*3,5
50 10,19 £ 1,9 4,27+ 1,0 18,86 £ 3,0 60,82+28 17,13+24 22,04%3,5 38,01 +2,8
4 7,67+£1,8 4,08 £ 0,5 18,89 +3,5 61,4129 1545%+22 2266*+x44 37,35%+28
8 11,79 £ 1,0 4,74 £ 1,0 238538 5696+23 1444 +34 28,58+4,6 43,02+2,3
. o 9,52 +1,8 4,34 £ 0,8 20,26 £3,5 59,83+4,1 16,04£33 24,00£5,6 39,66+4,1
Peletizacao
~ 9,95 £ 3,1 4,48 £ 0,9 2249 £52 58,54+3,1 13,85+£22 27,15%£5,1 40,71 £3,0
Extrusao
F - valores (NOVA)
Niveis de carboidratos 6,94 61,98 ** 16115,67 **  12452,51 ** 241776,31 ** 23522.46 ** 27,29 **
Niveis de lipideos 142,43 ** 312,00 ** 15680,13 **  23108,26 ** 12800,56 **  16093,93 ** 46,23 **
Processamentos 1,56 vs 15,94*" 3184,13 ** 1967,06 ** 60859,26 **  4288,30 ** 1,59 us
Carboidratos x Lipideos 8,80 ° 123,68 ** 1,24 0 52,20 ** 21347 137,31 1,16 »s
Carboidratos x Processamentos 0,26 806,65 ** 5670,19**  3655,63*"  21732,24 ** 1,14 »s 5,12
Lipideos x Processamentos 13,26 ** 110,98 ** 414,85 ** 7215,76 ** 21020,21 ** 306,44 ** 7,59
Carboidratos x Lipideos x Processamentos 38,09 ** 264,55 652,78 ** 0,72 ns 10383,71 ** 106,59 ** 0,01 »s

Valores expressos em media = D.P. de n = 9 peixes; Letras maitsculas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade;

**(P <0,01); *(P <0,05); » (ndo significativo), LT — lipideos totais; >n3 - Somatéria de dcidos graxos n3; Xn6 - Somatéria de acidos graxos n6; AGS- acidos graxos
saturados; AGM — dcidos graxos monosaturados; AGP — dcidos graxos poliinsaturados; AGI — acidos graxos insaturados.
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A interacao entre niveis de lipideos e niveis de carboidratos revelou que o aumento de
carboidratos e o aumento de lipideos nas dietas levaram ao acréscimo de LT mno filé. O
aumento de lipideos na dieta elevou a quantidade de >n3 e AGP e diminuicdo nos AGS e

AGM. O aumento de carboidrato elevou as médias de AGS e AGM, ja nas dietas com 8% de

lipideos resultou em elevacdo de 2n3 e diminuicio de AGP (Tabela 18).

Tabela 18 -  Interacdo de niveis de carboidratos e lipideos no perfil de acidos graxos no filé
de pacu.
Niveis de carboidratos (%)
Niveis de
lipideos (%) 40 50
Lipideos totais do filé (% )

4 6,70 £ 2,5 Bb 8,64 £ 0,2 Ba

8 11,85 + 1,2 A= 11,73 £ 1,0 A=
Somatoria de dcidos graxos n 3 (% )

4 4,43 £ 0,5 Ba 3,73+ 0,2 Bb

8 4,67 + 0,8 Ab 4,79 £ 1,5 Aa

Acidos graxos saturados (% )

4 59,88 £ 3,9 Ab 62,93 £ 1,4 A2

8 55,22 £ 0,4 B> 58,69 + 2,1 Ba
Acidos graxos monosaturados (% )

4 13,19 £ 0,7 Ab 17,69 £ 0,9 Aa

8 12,31 £ 0,9 Bb 16,56 + 4,0 Ba
Acidos graxos poliinsaturados (% )

4 25,96 + 3,0 Ba 19,35 £ 2,4 Ba

8 32,43 £ 1,3 Aa 24,72 £ 1,89 Ab

Médias seguidas da mesma letra (maitscula compara¢do na coluna mindscula comparacido na linha) nio
diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A interacao entre nivel de carboidratos e processamentos mostrou que o aumento de
carboidratos elevou as médias de 2n3, 2n6 e AGI. As dietas extrusadas com alto nivel de
carboidratos (50%) apresentaram maiores valores de >n3 e AGIL. Os maiores valores de 2.n6

foram observados para as dietas extrusadas (Tabela 19).
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Tabela 19 - Interacao de niveis de carboidratos e processamentos no perfil de acidos graxos
do filé de pacu.

Niveis de carboidratos

Processamentos 40 50

Somatéria de dcidos graxos n3 (% )
Peletizacao 4,20 £ 0,3 Ab 4,46 £+ 0,05 Ba
Extrusao 3,96 + 0,1Bb 5,00 £ 1,4 Aa

Somatoria de dcidos graxos nb6 (% )
Peletizacao 17,37 +£ 3,3 Bb 23,13 + 4,7 Ba
Extrusao 20,41 + 3,6 Ab 24,56 + 2,1 Aa

Acidos graxos saturados (% )
Peletizacao 63,30 £ 5,0 Aa 56,36 + 4,7 Bb
Extrusao 59,51 £1,5 Ba 57,55 £ 1,2 Ab

Acidos graxos monosaturados (% )
Peletizacao 15,89 + 0,3 Ab 16,18 + 0,7 Aa
Extrusao 14,99 + 1,9 Ba 12,69 + 2,4 Bb

Acidos graxos insaturados (% )
Peletizacao 35,67 £ 5,0 Bb 43,64 + 4,7 Aa
Extrusao 39,02 + 1,6 Ab 42,39 £ 1,2 Aa

Médias seguidas da mesma letra (maiuscula comparagdo na coluna mindscula comparacdo na linha) nio

diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A interagdo entre niveis de lipideos e processamentos das dietas mostrou que o
aumento de lipideos elevou as médias de LT, AGS, AGM e AGP. As dietas extrusadas em
comparac¢io com as dietas peletizadas apresentaram médias superiores de AGP e AGI e médias
inferiores de AGM. Contudo, as dietas extrusadas com baixo lipideos revelaram aumento de
LT e 2n6 e diminuicdo de 2n3 e AGS, e as com alto nivel de lipideos mostraram aumento de

2n3 e AGS e diminuicdo de 2.n6, em comparacio com as dietas peletizadas (Tabela 20).
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Tabela 20 - Interacao de nivel de lipideos e processamentos no perfil de acidos graxos do
pacu.
Niveis de lipideos (%)
Processamentos 4 8
Lipideos totais do filé (% )
Peletizacao 6,83 £1,2Bb 12,20 £ 1,5 Aa
Extrusao 8,51 £5,0 Ab 11,37 £ 2,8 Aa
Somatéria de dcidos graxos w3 (% )
Peletizacao 5,00 £+ 0,8 Aa 3,00 £ 0,2 Bb
Extrusao 4,10 £ 1,1 Bb 4,86 £ 1,2 Aa
Somatoria de dcidos graxos w6 (% )
Peletizacao 21,27 £2,1 Ba 19,23 + 4,9 Ab
Extrusao 26,48 + 0,7 Aa 18,48 + 6,4 Bb
Acidos graxos saturados (% )
Peletizacgao 59,08 + 0,9 Ab 60,58 + 3,3 Ba
Extrusao 56,01 + 1,2 Bb 61,05 + 3,7 Aa
Acidos graxos monosaturados (% )
Peletizacao 13,19 £ 3,4 Ab 18,88 + 1,8 A=
Extrusao 12,31 + 4.5 Bb 15,37 £ 1,4 Ba
Acidos graxos poliinsaturados (% )
Peletizacao 20,72 £ 5,4 Bb 27,46 £ 4,0 Ba
Extrusao 24.59 + 3.6 Ab 20,69 + 3,5 Aa
Acidos graxos insaturados (% )
Peletizagao 40,89 + 0,9 Ba 38,42 £ 3,2 Aa
Extrusao 43,83 £ 1,2 Aa 37,58 + 3,7 Ab

Médias seguidas da mesma letra (maiascula comparacdo na coluna, mindscula comparag¢do na linha) néo
diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
4.7 Intermediarios metabolicos

4.7.1 Aumento de carboidratos em dietas com 4% de lipideos

O aumento de carboidratos nas dietas peletizadas diminuiu o teor de aminoacidos

livres e aumentou a amonia no figado. No misculo branco houve diminui¢ao de lactato,
aminoacidos livres e aménia, bem como aumento no conteudo de triglicerideos (TG) e acidos
graxos livres (AGL). No plasma houve diminuicdo de lactato. Os demais parametros
mantiveram-se constantes.

O aumento de carboidratos nas dietas extrusadas aumentou as concentracoes de

piruvato, aminoacidos livres e amonia no tecido hepatico. No plasma nao foram observados
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mudangas significativas. No musculo branco houve aumento da concentragido de glicose

(Tabela 21).

Tabela 21 - Intermediarios metabélicos de pacus submetidos ao aumento de carboidratos
em dietas com 4% de lipideos.
Orgﬁo / Dietas peletizadas Dietas extrusadas
Metabolitos 40% CHO 50% CHO 40% CHO 50%CHO
Figado
Glicogénio 419,79 + 61,7 342,59 + 68,7 418,68 + 84,5 504,55 + 27,2
Glicose 124,57 + 32,7 97,73 £ 30,7 151,97 £ 16,60 133,88 = 27,4
Piruvato 0,31 £ 0,1 0,93 £ 0,1 0,26 £ 0,2 0,61 £ 0,1=
Lactato 13,83 + 2.7 13,88 + 2.8 24,08 £ 5,5+ 13,18 = 1,6°%
Proteina 5,49 £ 2,2 4,47 £ 1,0 4,76 *+ 1,7 5,26 £ 1,4
AAL 18,21 + 0,64 14,26 + 2,18 13,33 £ 1,5 16,81 =+ 1,32
Amonia 71,84 + 13,18 108,14 + 10,84 27,98 + 12,3% 71,33 + 139
TG 14,49 = 2,0 17,99 = 2,0 35,08 £ 2,0 56,71 £ 11,3
AGL 2,81 £ 0,7 3,84 £ 0,7 1,87 = 0,3 3,11 £ 0,5
Plasma
Glicose 55,35 £ 7.8 59,56 £ 5,3 67,63 £ 0,8 75,63 £ 6,8
Piruvato 0,18 = 0,0 0,22 = 0,0 0,29 £ 0,0 0,27 £ 0,0
Lactato 4,63 = 0,64 298 £ 0,48 7,03 = 2,1 5,82 £ 0,7
Proteina 12,66 = 1,9 14,65 = 2.4 6,95 *+ 1,7 5,64 = 0,5
AAL 8,72 + 0,8 7,09 + 1,0 6,92 £ 0,3 7,65 £ 0,7
Amonia 3,44 + 0,2 3,80 £ 0,1 3,76 £ 0,5 4,32 + 0,5
TG 1,87 = 0,2 1,39 =+ 0,2 1,54 + 0,1 1,53 = 0,2
Musculo Branco
Glicogénio 14,52 + 0,8 13,74 = 1.6 13,42 = 1,1 12,89 =+ 1.6
Glicose 35,40 = 3,5 32,32 =+ 3,7 31,80 =+ 1,0°? 42,06 £ 3,3
Piruvato 0,66 = 0,1 0,83 £ 0,0 0,74 = 0,1 0,64 £ 0,1
Lactato 9,96 = 0,54 7,04 £ 1,38 8,40 £ 1,7 9,04 £ 0,7
Proteina 2,56 £ 0,6 4,01 £ 1,5 2,90 = 0,7 393 £ 0,5
AAL 28,01 £ 8,24 14,16 = 0,48 7,25 £ 0,9 6,08 £ 2,2
Amonia 3,43 £ 0,64 2,38 £ 0,28 2,65 = 0,4 3,35 £ 0,2
TG 3,50 £ 0,88 11,98 + 2,84 21,81 = 7.4 18,00 = 8.8
AGL 4,88 = 0,018 8,77 £ 0,84+ 8,52 £ 1,5 8,51 £ 0,1

Valores expressos em média = D,P, de n=9 peixes, AAL — aminodcidos livres, AGL — acidos graxos livres, TG -
triglicerideos, Glicogénio (umolglicosil/mg de tecido); proteina (mg/g de tecido ou ml de plasma); demais
metabdlitos (umol/g de tecido ou ml de plasma). Médias seguidas da mesma letra (maidscula para peletizadas e
mintdscula para extrusadas) nio diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.7.2 Aumento de carboidratos em dietas com 8% de lipideos

O aumento de carboidratos nas dietas peletizadas ocasionou um aumento da aménia

no figado. No plasma ocorreu aumento de glicose e diminui¢do do lactato. As respostas do
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musculo branco foram: aumento de glicose e TG, diminui¢do de piruvato, lactato,

aminoacidos livres e amonia.

Nas dietas extrusadas, o aumento de carboidratos resultou em aumento de

glicogénio e de TG hepatico, e diminui¢ao da proteina plasmatica. No musculo branco houve

aumento de piruvato e diminui¢ao de aminoacidos livres (Tabela 22).

Tabela 22 -

em dietas com alto (8%) nivel de lipideos.

Intermediarios metabdlicos de pacus submetidos ao aumento de carboidratos

Orgio / Dietas peletizadas Dietas extrusadas
Metabolitos 40% CHO 50% CHO 40% CHO 50% CHO
Figado
Glicogénio 389,04 £ 69,7 475,67 = 74,0 538,27 £ 47,1P 659,97 £ 56,9+
Glicose 153,40 = 32,9 125,45 = 12,4 168,51 = 38,0 185,35 + 26,8
Piruvato 0,95 £ 0,1 0,86 = 0,1 0,52 £ 0,1 0,55 = 0,1
Lactato 13,23 £ 04 13,19 = 1,1 10,86 £ 0,6 11,73 £ 1,3
Proteina 4,29 = 1,5 4,01 £ 2,1 4,74 + 0,2 3,72 £ 0,9
AAL 18,23 £ 2.4 18,17 = 0,6 15,88 = 2,7 18,88 £ 0,8
Amoénia 81,51 = 13,98 161,57 = 12,24 69,31 = 8,5 77,39 £ 13,7
TG 18,21 = 3,6 16,27 £ 2,1 46,03 = 6,5P 57,53 = 6,6¢
AGL 2,27 = 0,3 3,38 £ 0,3 2,56 £ 0,2 2,70 = 0.4
Plasma
Glicose 62,78 = 1,78 81,64 + 8,84 7745 = 5,1 72,42 = 54
Piruvato 0,23 £ 0,0 0,21 £ 0,0 0,28 = 0,1 0,26 = 0,0
Lactato 3,11 £ 0,44 1,93 £ 048 5,99 £ 1,6 6,30 £ 2,1
Proteina 12,37 £ 1,0 11,29 £ 2.4 5,92 £ 0,3= 4,72 £ 0,6°
AAL 7,27 = 1,1 8,28 £ 04 8,19 + 04 8,02 £ 0,3
Amoénia 3,41 £ 0,5 3,88 £ 0,2 4,30 = 0,3 4,18 £ 0,8
TG 1,87 =+ 0,3 1,47 £ 0,1 1,59 = 0,1 1,26 = 0,1
Musculo Branco
Glicogénio 13,74 £ 3.1 14,16 = 0,1 14,33 £+ 2,0 13,26 = 1,1
Glicose 30,22 + 3,78 45,89 £ 3,24 34,89 = 2,5 39,57 £ 7.9
Piruvato 091 £ 0,14 0,57 £ 0,18 0,55 = 0,1P 0,69 £ 0,0~
Lactato 9,85 = 1,54 6,79 = 0,68 8,57 £ 0.4 9,06 = 0,8
Proteina 2,55 £ 04 3,61 £ 0,5 4,69 = 0,8 3,64 = 1,0
AAL 20,37 £ 2,34 15,08 £ 2,08 11,19 £ 1,0~ 6,83 £ 1,2b
Amonia 3,52 £ 0,3 298 = 04 2,89 = 0,6 3,57 £ 0,5
TG 4,10 £ 0,58 14,86 £ 4,34 16,94 £ 6,6 21,20 = 6,4
AGL 13,41 = 0,6 10,99 = 0,5 10,28 £ 0,1 12,47 £ 0,3

Valores expressos em média £ D,P, (n=9 peixes), AAL — aminodacidos livres, AGL — dcidos graxos livres, TG -
triglicerideos, Glicogénio (umolglicosil/mg de tecido); proteina (mg/g de tecido ou ml de plasma); demais
metabdlicos (umol/g de tecido ou ml de plasma). Médias seguidas da mesma letra (maidscula para peletizadas e

mindscula para extrusadas) ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.8 Enzimas metabolicas

Nas dietas peletizadas com 4 e 8% de lipideos o aumento de carboidratos, levou a
diminuicao da atividade das enzimas alanina aminotrasferase (ALAT) e aspartato
aminotrasferase (ASAT) (Figura 9 B, C).

Nas dietas extrusadas com 4% de lipideos e 50% de carboidratos (E 50/4), o
aumento de carboidratos levou a diminuicao da atividade da glutamato desidrogenase (GDH)
(Figura 9A). Nas dietas E 50/8, ocorreu diminuicdo da atividade da ALAT e da ASAT
(Figura 9 B, C).
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Figura 9- Atividade enzimatica da (A) glutamato desidrogenase (GDH), (B)

alanina aminotransferase

(ALAT) e da (C) aspartato
aminotrasferase (ASAT) no figado de pacu. Letra diferente (maitiscula
para peletizadas e minidscula para extrusadas) reporta diferenca estatistica pelo
teste de Tukey (P<0,05). Valores expressos em média (n=9) + D.P. (P —
peletizado; E — extrusado; 40 e 50 niveis de carboidratos; 4 e 8 niveis de
lipideos).
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Nas dietas peletizadas com 4% de lipideos, o aumento de carboidratos resultou em
diminuicdo da atividade da malato desidrogenase (MDH) (Figura 10B). O aumento de
carboidratos em dietas com 8% de lipideos causou diminui¢ao da atividade da MDH (Figura
10B) e da lactato desidrogenase (LDH) (Figura 10A).

Nas dietas extrusadas, independentemente do nivel de lipideos, o aumento de

carboidratos aumentou a atividade da MDH e da LDH (Figura 10A, B).

_ ; A)
2
2, 3004
=T}
\g ]
)
g 200 A a
= LI
= y b = b
= L]
100 o [
(O e e e e S ILAN SIS B S m s e m s e s S s e m ey
P 40/4 P 50/4 E 40/4 E 50/4 P 40/8 P 50/8 E 40/8 E 50/8
16000 4
5 _ a (B)
& A
%D 12000 a
;DE -
— 8000
g B 2 B b
= b () *
4000 E 2
o——7—77TT T T T T T T 7
P 40/4 P 50/4 E 40/4 E 50/4 P 40/8 P 50/8 E 40/8 E 50/8

Dietas experimentais

Figura 10-Atividade enzimatica da lactato desidrogenase (LDH) e da
malato desidrogenase (MDH) no figado de pacu. Letra diferente
(maidscula para peletizadas e minuscula para extrusadas) reporta diferenca
estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05). Valores expressos em média (n=9)
+ D.P. (P — peletizado; E — extrusado; 40 e 50 niveis de carboidratos; 4 ¢ 8
niveis de lipideos).
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4.9 Analises Histologicas

4.9.1 Morfologia do figado

No parénquima hepatico do pacu observamos hepatdcitos arranjados em cordoes,
podendo ou nao apresentar vacuolizagao, nicleos com varia¢ao de diametro e condensagao da
cromatina (Figura 11).

Os peixes alimentados com a dieta P 40/4 e com a dieta E 40/4 apresentaram tecido
hepatico com arranjo cordonal normal com hepatécitos organizados.

O figado dos peixes alimentados com a dieta P 40/8 apresentou alguns hepatdcitos
arredondados. O tecido hepatico de pacus alimentados com a dieta E 40/8 exibiram
hepatécitos com nicleo central e citoplasma acidéfilo e alguns nucleos deslocados para a
periferia da célula. O padrao de arranjo cordonal apresentou-se com pequenas alteragdes em
algumas partes.

Nos peixes alimentados com a dieta P 50/4, o tecido hepatico se apresentou
vascularizado, com a grande maioria dos hepatécitos de forma arredondada e maior nimero
de nicleos acidéfilos. Nas dietas E 50/4 houve um desarranjo cordonal por toda extensao do
tecido. Os hepatécitos apresentaram formato arredondado com nucleo deslocado para a
periferia. O tecido apresentou-se com profunda congestdo sanguinea.

Nos peixes alimentados com a dieta P 50/8, o desarranjo cordonal foi evidente. Por
outro lado, o citoplasma apresentou-se menos acidéfilo e com diminuicdo da vascularizagao.
Os peixes alimentados com a dieta E 50/8 apresentaram as mesmas alteragdes que os
tratamentos E 50/4: desarranjo cordonal, formato arredondado com nicleo deslocado para a

periferia e profusa congestdo sanguinea.
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Figura 11-Foto micrografia do hepatécito de juvenis de pacu submetidos as dietas

peletizadas ou extrusadas. (A) hepatécito com nicleos picnéticos (ponta
da seta). H/E 100x. P 40/4 (B) hepatopancreas (p). PAS/H 20 x. E 40/4,
(C) inclusao de lipideo (1). H/E 20 x. P 50/4, (D) acimulo de glicogénio.
PAS/H 20 x. E 50/4, (E) arranjo cordonal dos hepatécitos (linha). H/E 20
x. P 40/8, (F) desorganizacao do arranjo cordonal dos hepatécitos (linha)
PAS/H 20 x. E 40/8, (G) H/E 100x. P 50/8, (H) congestao sanguinea nos
sinusoides (s) e desarranjo cordonal (linha). H/E 20 x. E 50/8.

57
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Os peixes submetidos as dietas extrusadas apresentaram maior porcentagem de
hepatécitos com nticleo picnético (HNP), essa diferenca acentuou-se com o aumento de
carboidratos nas dietas. O aumento de carboidratos nas dietas com baixo nivel de lipideos
aumentou 5,3 vezes a porcentagem de HNP para as dietas peletizadas e 2,9 vezes para as
extrusadas (Figura 12 A). O aumento de carboidratos em dietas com alto nivel de lipideos
reduziu a porcentagem de HNP nas dietas peletizadas e aumentou 1,33 vezes para as

extrusadas (Figura 12B).
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Figura 12-Porcentagem de hepatécitos com nucleos picnéticos (HNP) de pacu
submetidos ao aumento de carboidratos em dietas (peletizada ou extrusada)

com (A) baixo e (B) dietas com alto nivel de lipideos. (P — peletizado; E —
extrusado; 40 e 50 niveis de carboidratos; 4 e 8 niveis de lipideos).

Foi realizada a morfometria do hepatécito e de seus respectivos nicleos. Para isso,
foram separados os hepatécitos com ntcleo picnético e os hepatécitos com niicleo normal
(nao picnético).

A area dos hepatécitos (AHNP) e a area dos nicleos picnéticos (ANP) dos peixes
submetidos ao aumento de carboidratos em dietas com baixo nivel (Figura 13 A, B) e alto
nivel (Figura 13 A’, B’) de lipideos, processadas por peletizacdo e extrusido ndo foram

significativamente diferentes.
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Figura 13-Hepatécitos com nticleo picnético: A) AHNP - Area do hepatécito que

apresentavam ntcleo picnético B) ANP - area do nucleo picnético de pacu.
Letra diferente (mindscula comparagio entre dietas peletizadas e maidscula comparagao
entre dietas extrusadas, (*) comparacdo entre processamentos) reporta diferenca estatistica
pelo teste de Tukey (P<0,05). Valores expressos em média £ D.P. (P- peletizado, E -
extrusado, 40 e 50 — niveis de carboidratos; 4 e 8 — niveis de lipideos).

A morfometria dos hepatécitos com nicleos considerados normais (nao picnéticos)
dos peixes alimentados com dietas extrusadas revelaram area de hepatdcitos (AHNN)
menor que nos peixes de dietas peletizadas, com excecao da dieta com 40% de carboidratos
e 8% de lipideos (Figura 14A, A’). O aumento de carboidratos nas dietas peletizadas com
4% de lipideos (Figura 14A) e das dietas extrusadas com 8% de lipideos diminuiu a area do
hepatocito (Figura 14A°).

Os peixes alimentados pelas dietas extrusadas apresentaram menor area do nicleo
(ANN) em relacdo as dietas peletizadas. O aumento de carboidratos nas dietas peletizadas,
independentemente do nivel de lipideos, diminuiram a area do nticleo do hepatécito (Figura

14B, BY).
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Figura 14-Hepatécitos com nicleo normal: A, A’) AHNN - Area do hepatécito

com nicleo normal; B, B’) ANN - area do nicleo do hepatécito. Letra
diferente (maiuscula comparacgio entre dietas peletizadas e mintiscula comparacao
entre dietas extrusadas, (*) comparacdo entre processamentos) reporta diferenga
estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05). Valores expressos em média £ D.P. (P-
peletizado, E - extrusado, 40 e 50 — niveis de carboidratos; 4 e 8 — niveis de lipideos).

4.9.2 Morfologia do intestino anterior
No tubo digestério, a porcao do intestino anterior exibiu uma camada mucosa
composta por epitélio colunar simples. A submucosa é constituida por tecido conjuntivo
frouxo e elastico, e a camada muscular é dividida em camada circular interna e longitudinal

externa, recobertas externamente pela camada serosa (Figura 15).
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G

Figura 15-Foto micrografia de intestino anterior de juvenis de pacu submetidos as dietas
peletizadas ou extrusadas - (A) células caliciformes (seta), PAS/H 100x,

H

P40/4; (B) muscular longitudinal (ml), camada muscular interna (mi), serosa
(*), H/E 20x, E40/4; (C) P50/4; (D) epitélio da mucosa (ep) E50/4; (E) altura
da camada longitudinal (linha) PAS/H 20x, E40/4, (F) altura da camada da
mucosa (linha) H/E 10x, E40/8, (G) células caliciformes PAS/H 100x, P50/8;
(H) células caliciformes PAS/H 100x, E50/8.
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Na mucosa a reacdo de PAS mostrou células caliciformes, e a intensidade de
coloracao variou em relacao a dieta ofertada. Nas dietas com baixo nivel de lipideos (Figura
16 A) o aumento de carboidratos diminuiu o nimero de células caliciformes. No entanto, nas
dietas com alto nivel de lipideos (Figura 16B) observou-se maior ndmero de células

caliciformes conforme o aumento de carboidratos.

g 507 A a A g 80 1 A B
a
S 40 b g
5 5907
g 307 B S 0 b
2y 2
S 101 By B
: i
% 0 % 0
P 40/4 P 50/4 E 40/4 E 50/4 P 40/8 P 50/8 E 40/8 E 50/8

Figura 16-Quantidade relativa de células caliciformes nas vilosidades do intestino anterior
do pacu submetidos ao aumento de carboidratos em dietas (peletizadas ou

extrusadas) com (A) baixo e (B) alto nivel de lipideos. Letras diferentes (maitiscula
comparacio entre dietas peletizadas e mintiscula comparacio entre dietas extrusadas) reportam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05). Valores expressos em média = D.P. (P-
peletizado, E - extrusado, 40 e 50 — niveis de carboidratos; 4 e 8 — niveis de lipideos).

A reacdo de PAS na borda escovada (glicocalix) mostrou que os peixes alimentados
com dietas extrusadas apresentaram células mais reativas do que os peixes alimentados com

dietas peletizadas. Contudo, o aumento de carboidratos aumentou a intensidade da reacao

(Tabela 23).

Tabela 23 -  Teste histoquimico realizado no intestino anterior do pacu evidenciando a

intensidade de reacdo do glicocalix.

Dietas peletizadas PAS Dietas extrusadas PAS

P 40/4 + E 40/4 ++
P 50/4 ++ E 50/4 +++
P 40/8 ++ E 40/8 ++
P 50/8 ++ E 50/8 +++

Intensidade da colorac¢do da borda escovada: (+) fraca; (++) média; (+++) forte,
(P- peletizado, E extrusado, 40 e 50 — niveis de carboidratos; 4 e 8 — niveis de lipideos),

A espessura da parede intestinal nos peixes alimentados com dietas extrusadas
apresentou-se maior em relacdo as dietas peletizadas, nas dietas com baixo contetddo de
carboidratos e lipideos (40/4). O aumento de carboidratos em dietas extrusadas com 4% de

lipideos diminuiu a espessura da parede intestinal (Figura 17 A). Contudo, o aumento de
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carboidratos em dietas com 8% de lipideos aumentou a espessura da parede intestinal em

ambos os processamentos (Figura 17B).

Espessura da parede (um)
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Figura 17-Espessura da parede do intestino anterior do pacu submetidos ao aumento de
carboidratos em dietas (peletizada ou extrusada) com (A) baixo e (B) alto nivel
de lipideos. Letras diferentes (maitiscula comparagio entre dietas peletizadas e mintscula
comparacio entre dietas extrusadas) reportam diferenga estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05).

Valores expressos em média = D.P. (P- peletizado, E - extrusado, 40 e 50 — niveis de
carboidratos; 4 e 8 — niveis de lipideos).
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5 DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das dietas experimentais

Metodologias relacionadas a preparacao das dietas, tais como extrusdo ou
peletizacao, sao utilizadas com o objetivo de incrementar a eficiéncia da dieta, aproveitando
o potencial de digestdo e a absor¢do do animal (FARIA & STABILLE, 2007). Diversos
trabalhos vém enfatizando que as dietas extrusadas para peixes apresentam melhor eficiéncia
do que as peletizadas (BOOTH et al., 2000; VENOU et al., 2003; CHENG & HARDY, 2003),
mas o pacu obteve boas respostas de crescimento com dietas peletizadas.

O processo de peletizacdo confere as dietas maior preservacao dos carboidratos, os
quais sao liberados lentamente no organismo. Esta caracteristica intrinseca a forma de
processamento pode ter proporcionado as melhores respostas de crescimento para pacu, visto
que, por ser uma espécie de habito alimentar onivoro, ele utiliza muito bem os carboidratos
complexos (MUNOZ-RAMIREZ, 2005).

O processo de extrusao ocasiona rompimento dos granulos de amido através das
rupturas das pontes de hidrogénio entre os grupamentos hidroxilas (LAWRENCE, 1985),
promovendo assim amidos modificados (GROSSMANN et al., 1998). A utilizacao de amidos
modificados pode melhorar a digestibilidade (MELLO Jr., 1991) e a eficiéncia de retencao de
nutrientes em espécies carnivoras (VENOU et al., 2003; CHENG & HARDY (2003).

As caracteristicas das dietas foram alteradas pelo processamento aplicado a matéria
prima. De forma geral, a peletizacdo é uma operagao de moldagem na qual a particula fina é
aglomerada em forma compacta (BEHNKE, 1996; DONZIER, 2001) e o processo de extrusao
permite a obtencao de matéria prima com amido gelatinizado (LEONEL et al., 2006).

Os niveis de nutrientes como os carboidratos e os lipideos sdo fatores que afetam a
eficiéncia de producdo de pellets pela peletizadora e também pela extrusora (LEONEL, et al.,
2006) e como conseqiiéncia altera as caracteristicas do produto final como acabamento do
pellets e estabilidade deste na agua (GUO et al., 2006).

As dietas extrusadas e as peletizadas com altos niveis de lipideos apresentaram
reducao da flutuabilidade e na lixiviacdo de proteinas, o que aumentou a sua estabilidade.
Este fato se deve a maior coesdo das particulas, o que reflete o aumento da densidade e da
estabilidade do pellet.

Segundo Furuya et al. (1998) o efeito da extrusado sobre os nutrientes influencia o

crescimento do animal devido a menor perda de nutrientes pela lixiviacdo melhorando a
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qualidade da agua. Dietas extrusadas comparadas com dietas peletizadas apresentaram-se
mais densas conforme o aumento de lipideos. Toledo, (2004) relata que altos niveis de lipideos
na massa que sera extrusada provocam diminui¢do do atrito da massa no canhao de extrusao
consequentemente altera a eficiéncia de expansao dos pellets (TOLEDO, 2004).

Dentre as alteragdes provocadas pelo processo de extrusdo a mais comum ¢é a
gelatinizacdo do amido. A gelatinizacdo do amido resulta em aumento na absorcido de agua
pela molécula resultando em aumenta a flutuabilidade do pellet (BATAGLIA, 1990). Dietas
processadas a temperaturas entre 50 e 80° C gelatinizam o amido tornando-o mais solavel e
levando a absor¢do de grandes quantidades de agua (GOELEMA, 1999). Com isso o presente
conjunto de resultados ressalta o alto grau de gelatinizagao do amido das dietas extrusadas.

O aumento de carboidratos nas dietas extrusadas diminuiu a lixivia¢do de proteina.
O sucesso no processo de extrusido esta relacionado ao nivel de carboidrato das dietas
(TOLEDO, 2004). Portanto, o aumento de carboidrato nas dietas refletiu em aumento de
amido gelatinizado e maior coesdo da particula que consequentemente aumentou a

estabilidade do pellet, diminuindo as perdas de nutrientes para agua.

5.2 Digestibilidade aparente e tempo de transito gastrointestinal das dietas

O processamento aplicado a dieta tem conseqiiéncias diretas sobre a digestibilidade e
o tempo de transito. Observou-se que o processo de extrusido provocou alteragbes na
estrutura da dieta alterando os coeficientes de digestibilidade de nutrientes para o pacu.
Também se observou que os niveis de carboidratos e lipideos das dietas interagiram
contribuindo assim para essas alteragoes observadas nos coeficientes de digestibilidade. De
forma geral, os niveis de carboidratos e de lipideos estao correlacionados com o
processamento aplicado a dieta. Diversos autores vém ressaltando que o processo de extrusao
provoca alteracdes na composicao quimica dos ingredientes, melhorando os coeficientes de
digestibilidade das dietas de 0. mykiss (CHENG & HARDY et al. 2003) e de Oreochromis
niloticus (AMIRKOLAIE et al., 2006). Neste trabalho ficou evidente que o aumento de
carboidratos nas dietas extrusadas aumentou os coeficientes de digestibilidade.
A melhora dos coeficientes de digestibilidade das dietas extrusadas em comparacao
com as dietas peletizadas deve-se primeiramente a gelatinizacdo do amido pelo processo de

extrusao tornando assim mais eficiente a digestao. O processamento do amido, resultando em

gelatinizacdo, facilita a interagao com a o-amilase (RAWLES & GATLIN, 2000). A eficiéncia
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do processo de extrusio aumenta linearmente com o nivel de amido da dieta, e a
gelatinizacido do amido apresenta essa correspondéncia.

A melhora na disponibilidade da energia das dietas extrusadas foi demonstrada para
0. mykiss (KAUSHIK & OLIVA-TELES, 1985), Cyprinus carpio, tilapia hibrida Oreochromis
niloticus X O. aureus e carpa-do-limo Ctenopharyngodon idella (TAKEUCHI et al., 1994). Os
coeficientes de digestibilidade da energia e do amido sdo melhores proporcionalmente ao nivel
de amido gelatinizado em dietas para C. carpio (HERNANDEZ et al., 1994). O processo de
extrusdo de diferentes fontes de carboidratos na dieta de S. aurata proporcionou os melhores
coeficientes de digestibilidade dos nutrientes (VENOU et al., 2003). O processo de
gelatinizacdo do amido pela extrusdo aumenta o coeficiente de digestibilidade do amido,
porém nao altera o CDPB para O. niloticus (AMIRKOLAIE et al., 2006).

As diferentes respostas observadas nos CDPB revelam que o tipo de processamento
interage com o nivel de lipideos dietario. Nas dietas peletizadas constatou-se aumento no
CDPB conforme o aumento de lipideos da dieta. Nas dietas extrusadas ndo se observou
diferenca para inclusdo de lipideos, provavelmente pela disponibilidade de carboidratos
gelatinizado. Contudo, para O. niloticus o aumento no nivel de lipideos em dietas extrusadas
melhora gradativamente os CDEB, CDPB e CDMS, possibilitando o uso conjugado de fontes
energéticas (TOLEDO, 2004). O uso conjugado de altos niveis de fontes de energia
(carboidratos e lipideos) refletiu em aumento dos CDMS e CDEB. O uso de grandes
quantidades de fontes energéticas para estimular o efeito poupador de proteina é um dos
artificios utilizados na nutricdo de organismos aquaticos. O aumento de carboidratos em
dietas com baixo conteido de proteina aumenta o CDEB para o P. mesopotamicus
(ABIMORAD & CARNEIRO, 2007). Porém, o aumento de carboidratos em dietas para S.
salar prejudica os CDEB e CD do amido. Essas diferencas entre as espécies devem-se
principalmente ao habito alimentar (HEMRE et al., 2002) . O P. mesopotamicus por ser uma
espécie onivora que apresenta habilidade em digerir altos niveis de carboidratos também
aproveita eficientemente a fragao lipidica (MUNOZ-RAMIREZ, 2005).

O aumento no nivel de lipideos para 8% mnas dietas com 40% de carboidratos
proporcionou diminuicdo nos CDMS e CDEB, o que nio ocorreu nas dietas com 50% de
carboidrato. Estes resultados podem ser associados a formacdo do complexo estavel entre a
amilose e o lipideo denominada de complexos do tipo V (CORRADINI et al., 2005),

diminuindo assim a exposicdo dos nutrientes ao ataque enzimatico. Tharanathan (2002)
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relata que a digestibilidade do amido também pode ser afetada por fatores intrinsecos, como
a presenca de complexos amido-lipidio e amido-proteina.

A influéncia da dieta no tempo de transito gastrointestinal (TTGI) ja foi avaliada
para C. macropomum (SILVA et al., 2003; MENDONCA et al., 2006) para O. niloticus
(LANNA et al.,, 2004) para S. auratus (VENOU et al., 2003) e bacalhau Atlantic cod
(HANSEN et al., 2006). A influéncia do processamento da dieta na permanéncia do alimento
no trato digestério do P. mesopotamicus resultou em TTGI inferior nos peixes alimentados
com dietas extrusadas. Isto pode estar associado a maior disponibilidade dos nutrientes
provocada pela gelatinizagao do amido. Leenhouwers et al., (20060) descrevem que altos niveis
de carboidrato nas dietas afetam a viscosidade do bolo alimentar que consequéntemente
aumenta a velocidade de passagem da dieta pelo trato digestério diminuindo assim a ac¢ao das
enzimas digestivas e as possibilidades de absor¢ao dos nutrientes.

Silva et al. (2003) ressalta que a curta permanéncia das dietas no trato digestério
resulta em menor aproveitamento do alimento devido ao menor tempo de exposicido as
enzimas digestivas. Contudo, tempo excessivo de permanéncia do alimento no trato
digestério também seria prejudicial, afetando o desempenho (MEURER et al., 2003)
ocasionando proliferacio de microorganismos (BEDFORD, 1995) e enterotoxinas
bacterianas (YIN et al., 2000). O processamento do amido gera diferencas na sua absor¢ao e
interfere na estabilidade fecal (AMIRKOLAIE et al., 2006) o que certamente muda as

caracteristicas da digestao.

Varios modelos foram propostos para descrever o esvaziamento gastrico em diversas
espécies (GARCIA & ADELMAN, 1985; HOSSAIN et al., 2000; VENOU et., 2003). Neste
trabalho, o TTGI ajustou-se o modelo ao processamento aplicado a dieta. Estes dados
evidenciaram a adaptacao dos peixes ao aumento de nutrientes e ao processamento aplicado
a dieta, possibilitando desta forma otimizacao dos processos digestivos. Para S. auratus o
TTGI adequou-se a um modelo exponencial (VENOU et al., 2003). O uso de diferentes fontes
de proteina de origem vegetal na alimentacao do Atlantic cod levou a adequacao do TTGI

para modulac¢do em equacao linear (HANSEN et al., 20006).

5.3 Enzimas digestivas

As mudancas no tipo, fonte e quantidade de alguns nutrientes podem alterar o perfil

enzimatico ou a quantidade de enzimas digestivas. Estudos de enzimas digestivas ja foram
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realizados em algumas espécies neotropicais como P. mesopotamicus (MORAES &
BIDINOTTO, 2000); Pseudoplatystoma coruscans (LUNDSTEDT, 2003); Colossoma
macropomum (ALMEIDA et al., 2006; CORREA et al., 2007); Brycon amazonicus (Camilo et
al., 2008 no prelo), sendo que o aumento da atividade das enzimas digestivas pode estar
relacionado a melhora de utilizacdo de nutrientes (LHOSTE et al., 1994).

Atualmente, o maior desafio da nutri¢do de organismos aquaticos é a utilizagao de
carboidratos como substituto de proteina (KIRCHNER et al., 2003). A utilizacdo dos
carboidratos entre as diversas espécies de peixes depende da complexidade da fonte de
carboidratos (YAMAMOTO et al., 2000), do nivel de carboidratos (KAUSHIK, 1989) e do
processamento aplicado a dieta (VENOU et al., 2003). A extrusdo vem se mostrando eficiente
na destruicdo da ordem na molécula de amido produzindo assim amidos modificados soluveis
(ROONEY & PFLUGFELDER, 1986) e mais suscetiveis a acdo das enzimas digestivas
(KAUSHIK & OLIVA-TELES, 1985).

A atividade amilohidrolitica do trato digestério de pacu apresentou-se relacionada ao
processamento aplicado a dieta, sendo que os maiores valores relativos foram obtidos para as
dietas extrusadas, podendo se atribuir a diferenca conferida as mudancas nas propriedades da
molécula de amido extrusado, o que o torna mais suscetivel a acdo enzimatica (ROONEY &
PFLUGFELDER, 1986) conferindo assim maior disponibilidade de glicose. A glicose pode
influenciar diretamente a producao de amilase pelo tecido pancreatico, ou indiretamente,
estimulando a liberacdo de insulina pelo pancreas que atuaria estimulando sua producgao
(JOBLING, 1994). O aumento da atividade da amilase intestinal também é maior em Labeo
rohita alimentada com amido gelatinizado (KUMAR et al., 2006). O uso de fontes de
carboidratos extrusados também apresenta maior valor da atividade da amilase no trato
digestoério de S. aurata em comparacio a fontes cruas (VENOU et al., 2003).

Contudo, nas dietas extrusadas com 4% lipideos, o aumento de carboidratos diminuiu
a atividade amilohidrolitica. Estes resultados podem ser reflexos da diminui¢ao da ingestao da
dieta devido ao aumento do aporte energético. Lemos et al. (2002) relatam que o aumento da
viscosidade do meio reflete-se no aumento da saciedade, em menor taxa de absorcao no
intestino e no decréscimo do indice glicémico. A diminuicdo da atividade da amilase de O.
mykiss em func¢ao do aumento de carboidratos na dieta é atribuida a adsor¢cdo da enzima na
molécula de amido (SPANNOF & PLANTKOW, 1983). Outra hipétese que pode ser
considerada é a diminuicao do substrato (amido) em fun¢ao da formacao de complexo estavel

entre a amilose e o lipideo durante o processo de extrusdo. Estas estruturas cristalinas
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tridimensionais sdo altamente estaveis o que confere resisténcia a hidrélise enzimatica (LOBO
et al., 2003) associado a isto, o sucesso do processo de extrusido apresenta correlagiao positiva
com o aumento de carboidratos das dietas.

Nas dietas com alto nivel de lipideos, o aumento de carboidratos resultou em induc¢ao
da atividade da amilase nos cecos piléricos dos peixes aliemntados com as dietas peletizadas,
mas nas extrusadas nado acarretou diferenca. Em C. macropomum alimentado com dietas
peletizadas com altos niveis de carboidratos também ha aumento na atividade das
carboidratases no trato digestério (CORREA et al., 2007). A variac¢io na atividade da amilase
ao longo do trato digestério do P. coruscans é responsiva ao nivel de amido nas dietas
peletizadas (LUNDSTEDT et al., 2004). Desta forma, pode-se inferir que a atividade distinta
da amilase em dietas com niveis diferentes de lipideos foi resultado da induc¢do por outros
fatores que ndo unicamente os carboidratos adicionados a dieta.

Alguns autores ressaltam que o ajuste do perfil enzimatico pode estar associado a
substratos nao especificos (CORREA et al., 2007; ALMEIDA et al., 2006; CAMILO et al.,
2008 no prelo). O estimulo das carboidratases (amilase e maltase) no trato digestério de C.
macropomum também ndo é unicamente devido aos seus substratos (CORREA et al., 2007). A
atividade da amilase no trato digestério de Brycon amazonicus é responsiva a adicdo de
aminoacidos a dieta sem amido (CAMILO et al., 2008 no prelo). O ajuste da amilase no trato
digestoério de C. macropomum também é dependente da oferta de proteina e de lipideo da dieta
(ALMEIDA et al., 2006).

A maltase no trato digestério de P. mesopotamicus segue o mesmo comportamento da
amilase nas dietas com 4% de lipideos, contudo observou-se diminui¢do da atividade. Corréa
et al. (2007) observaram comportamento conjugado entre amilase e maltase e indutivos ao
aumento de carboidratos nas dietas. No geral, a atividade das carboidratases do trato
digestério de peixes esta associada ao nivel de carboidratos da dieta (MORAES &
BIDINOTTO, 2000; CORREA et al., 2007). O processamento de carboidratos, que afeta sua
disponibilidade, alterou a atividade das carboidratases provavelmente pela maior oferta de
energia disponivel. Apesar de espécies onivoras apresentarem um alto potencial
amilohidrolitico isso ndo implica em que a digestibilidade de carboidratos seja maior que a
digestibilidade de proteina (HIDALGO et al., 1999).

A maior atividade de lipase foi verificada no intestino posterior do pacu. Estudos da
digestao in vitro e in vivo em diferentes fracdes do trato digestério de Scophthalmus maximus

sugerem que lipdlise nado especifica na regido posterior do canal alimentar é a maior
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responsavel pela digestao de lipidio (KOVEN et al., 1997). Contudo, estudos sobre alteracdes
na atividade da lipase apresentam-se muito divergentes na literatura. Enquanto C. carpio
submetidas a niveis crescentes de lipideo na dieta nao alteram a atividade da lipase
(MANJAPPA et al., 2002), em P. corruscans o aumento de lipideos na dieta provoca
diminuicao da atividade da lipase nas porcdes anterior e média do trato digestério
(LUNDSTEDT, 2003) e em Brycon cephalus essa atividade é ajustavel pela quantidade de
lipideo na dieta (REIMER, 1982). Os processos tecnolégicos aplicados a dieta podem
proporcionar mudancas na digestibilidade dos nutrientes (WILSON, 1994; STONE, 2003) e
com isso alterar o comportamento das enzimas digestivas. No presente trabalho foi observado
que o processamento de dieta influenciou o comportamento desta enzima.

O aumento de carboidratos em dietas extrusadas com baixo conteido de lipideos
aumentou a atividade da lipase. Amaral et al. (2007) também observou que B. amazonicus
apresentam a lipase estomacal indutivas a baixo conteudo de lipideo da dieta, atribuindo estas
respostas a preferéncia energética lipidica da espécie. Com isso podemos inferir com base na
resposta da lipase digestiva do pacu, que o lipideo é uma fracdo indispensavel para esta
espécie.

A atividade da protease inespecifica no intestino anterior foi maior nas dietas
extrusadas do que nas peletizadas. O aumento da atividade das proteases digestivas das
dietas extrusadas pode ser atribuida a maior disponibilidade de nutrientes, tanto pela
gelatinizacdo do amido como também pela destruicio de fatores anti-nutricionais
(EXTRUSADOS, 2003). A presenca de fatores anti-nutricionais (inibidores enzimaticos)
devido a grandes quantidades de frutos e sementes na alimentagdo de C. macropomum
diminui a atividade da tripsina (KOHLA et al., 1992). A maior atividade das proteases frente
ao amido gelatinizado também é observada em Labeo rohita, alimentado com dietas contendo
baixo teor de proteina (KUMAR et al., 2006).

O aumento de carboidratos nas dietas com 8% de lipideos induziu ao aumento das
proteases inespecifica no pacu. Kumar et al. (2006) também observaram aumento da
atividade proteolitica no figado de Labeo rohita alimentados com dietas contendo niveis
crescentes de amido, correlacionando esta maior atividade proteolitica ao efeito poupador de
proteina pelo carboidrato. A maior atividade proteolitica para C. macropomum é observada
quando os valores de fibra, lipidio e proteina convergem, atribuindo-se esta resposta a
necessidade de um ajuste desses componentes para a inducdo desta enzima (ALMEIDA,

2006). De forma controversa, o aumento de carboidratos na dieta de C. macropomum resultou
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em diminuicdo da atividade especifica da protease acida, sendo atribuida a diminuicdo na
relagio proteina/carboidrato (CORREA et al., 2007). Neste contexto, o aumento de
carboidratos com diminui¢do da concentra¢ido de proteina na alimentacao de P. coruscans
também nao altera a atividade de protease inespecifica sendo estas consideradas constitutivas
(LUNDSTEDT et al., 2004).

A tripsina é considerada uma enzima chave no processo digestivo de proteinas, uma
vez que ¢é responsavel pela ativacdo de outras enzimas proteoliticas, dentre elas a
quimiotripsina (SUNDE et al., 2004). As proteases alcalinas (tripsina e quimiotripsina) foram
observadas em algumas secgoes do trato digestério do pacu, sendo que a tripsina ficou restrita
aos cecos pildricos e a quimiotripsina aos cecos piléricos e intestinos. Este mesmo padrao de
comportamento das proteases alcalinas é encontrado em C. macropomum cujas atividades de
proteases alcalinas encontram-se nos cecos e intestinos (CORREA et al., 2007). Em S. salar a
tripsina é a enzima proteolitica dominante na digestdo nos cecos piléricos enquanto que a
quimiotripsina é mais expressiva na digestdo ao longo do intestino (RUNGRUANGSAK-
TORRISSEN et al., 2006).

A tripsina e a quimiotripsina dos cecos piléricos de pacu alimentado com dietas
extrusadas com 4% de lipideos seguem o mesmo padrdo da protease inespecifica, onde o
aumento de carboidratos induziu a atividade proteolitica. Isto sugere que ambas as enzimas
sao responsaveis pela digestdo proteolitica nesta seccao do trato digestério. Porém a tripsina
secretada mnos cecos piléricos aparentemente era a responsavel pela ativacio da
quimiotripsina tornando-se atuante nas demais se¢oes do trato digestério de pacu. Em B.
amazonicus, a semelhanca entre o perfil da atividade de tripsina e de protease inespecifica nos
cecos piloricos revela que tripsina é uma enzima chave na digestao protéica nesta secao do
trato digestério (CAMILO et al., 2008 no prelo). Este fato também foi reportado em S.
auratus onde houve aumento da atividade da tripsina nos peixes alimentados com amido
extrusado em comparacao aos amidos crus (VENOU et al., 2003).

Os pacus submetidos a alimentagdo peletizada com 4% de lipideos nao revelaram
qualquer diferenca na atividade de tripsina e quimiotripsina. Neste contexto, C. macropomum
submetido ao aumento de carboidratos e diminui¢cdo de proteina ndo revela respostas na
inducio da atividade destas enzimas (CORREA et al., 2007).

De forma geral, observa-se que as enzimas digestivas de pacu sdo moduladas tanto

pelos nutrientes, com ja reportado para outras espécies aquaticas (LUNDSTEDT et al., 2004;
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ALMEIDA, et al., 2006; CORREA et al., 2007; VENOU et al., 2003; MELO, 2004; KUMAR
et al., 2006), como pelo processamento aplicado a dieta.

Igualmente, o pacu apresenta capacidade de se adaptar a diferentes processamentos
aplicados a dieta uma vez que nas extrusadas com baixo lipideo houve adaptacao da amilase
e nas dietas com alto conteido de lipideos houve inducdo das proteases digestivas. Sendo
assim inferimos que ha modulagao das enzimas digestivas do pacu frente ao processamento

aplicado a dieta.

5.4 Crescimento

Diversos trabalhos vém enfatizando o direcionamento da proteina da dieta para o
crescimento, tornando-a economicamente eficiente e ambientalmente sustentavel. Esse efeito
estd diretamente ligado ao processamento das dietas tais como observado no presente
trabalho. A complexidade, o processamento e a concentragao de carboidratos na dieta sao
fatores que afetam sua utilizacao pelos peixes (HERMER et al., 2002). As fontes energéticas,
tais como carboidratos soliveis e lipideos refletem-se na otimizagao da proteina dietética
assim como na sua disponibilidade (NANKERYVIS et al., 2000). Diversos autores enfatizam
ainda que o aumento na taxa de eficiéncia protéica deve-se a utilizacdo de carboidratos
digestiveis, o que varia entre as espécies principalmente devido aos seus hdbitos alimentares
(KIM & KAUSHIK, 1992; MUNOZ-RAMIREZ, 2005).

O consumo de dietas extrusadas foi inferior ao consumo das dietas peletizadas. A
inclusao de amido gelatinizado em dietas reduz o consumo de dietas em peixes carnivoros
como Dicentarchus labarx (PERES et al., 1999). No entanto, Andrigueto et al. (1981)
descreve que as dietas extrusadas apresentam-se mais palataveis o que pode levar ao
aumento do consumo. No presente trabalho, o aumento do consumo das dietas peletizadas
nao se refletiu em baixo indice de conversao alimentar, dado o crescimento satisfatério dos
pacus. A taxa de eficiéncia protéica e a conversdo alimentar foram maiores nos peixes
alimentados com dietas extrusadas, o que demonstrou sua eficiéncia na disponibilizacao dos
nutrientes.

Em dietas com 4% lipideos, o aumento do nivel de carboidratos melhorou o ganho
em peso e a taxa de crescimento especifico, mostrando um efeito poupador de proteina para
este nivel. O efeito poupador de proteina pelo carboidrato também foi observado para
tambacu (Colossoma macropomum x Piaractus mesopotamicus) (CARNEIRO et al., 1994), para

o pacu alimentado com dietas com niveis crescentes de proteinas digestiveis (ABIMORADI &
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CARNEIRO, 2007) e para alevinos de Catala catala alimentados com dietas com baixos niveis
de lipideos e altos niveis de carboidratos (SEENAPPA & DEVARAYJ, 1995).

A utilizacao de lipideo como fonte de energia esta relacionada ao processamento
aplicado a dieta devido as interacdes ocorridas e a disponibilizagao de glicose. Alevinos de
Paralichthys olivaceus apresentam decréscimo no crescimento quando alimentados com altos
niveis de lipideos e diminuicdo de carboidratos (LEE & KIM, 2005). O efeito poupador de
proteina pelo lipideo em S. aurata é improvavel, pois ha aumento no consumo (VALAZQUES
et al., 20006).

Nao obstante, pacus submetidos a dietas extrusadas apresentaram boas respostas de
crescimento e diminuicdo do consumo conforme o aumento de lipideo nas dietas, sugerindo o
efeito poupador de proteina pelo lipideo. Esses dados sao sugestivos de uma estrita relagao
entre o processo de extrusdo e a inclusdo de lipideo. Resultados semelhantes de efeito
poupador de proteina pelo lipideo sdo relatados para alevinos de Sciaenops ocellatus, cuja
combinagao entre baixo nivel de energia e alto nivel de lipideo (15.8 MJ-kg! e 100 g/kg
lipideos) é a que mais se destaca (ELLIS & REIGH, 1991).

No entanto, nao se pode deixar de enfatizar que o processo de extrusio provoca
modificagdes na molécula de amido, alterando assim a sua digestibilidade e contribuindo como
fonte energética na alimentacdo de pacu. O uso do processamento do amido para torna-lo
gelatinizado interfere nas caracteristicas das dietas, aumentando a superficie de contato para
otimizacdo da acdo enzimatica, refletindo no desempenho animal (KAUSHIK & OLIVA-
TELES, 1985, BOOTH et al., 2002).

O bem estar dos peixes no presente experimento foi avaliado pela correlacao entre
peso e comprimento denominada fator de condi¢do. A relacdo peso/comprimento é utilizada
para facilitar a estimativa de peso dos peixes e indicar sua condicdo, o bem estar geral, o
acimulo de gordura ou o desenvolvimento gonadal (ROSSI — WONGTSCHOWKI, 1977). O
fator de condi¢ao, segundo Weatherley & Gill (1987), é uma forma de mensurar o grau de
atividade alimentar da espécie, e se fonte de alimento esta sendo aproveitada. A modula¢ado do
fator de condicao frente a qualidade nutricional da dieta foi verificada em O. niloticus
submetida a diferentes dietas microencapsuladas (HONORATO et al., 2004). De uma forma
geral, o aumento de carboidrato revelou diminui¢ao do fator de condicao. Isto pode ser um
indicativo de crescimento referente ao acimulo de gordura. Hemre et al. (2002) nao
verificaram alteracdo no fator de condi¢ao de S. salar alimentados com dietas com niveis

crescentes de carboidrato.
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5.5 Eficiéncia de retencao de nutrientes

A interacdo entre nivel de carboidratos e nivel de lipideos nao foi observada para
nenhum dos parametros de eficiéncia de retencao de nutrientes. Isto se deve provavelmente
ao fato de os carboidratos e lipidios terem a mesma funcao energética podendo ambos ser
estocados na forma de gordura visceral. Neste contexto, nido se observa diferencas na
eficiéncia de retencao de nutrientes e composicao corporal de P. coruscans, alimentado com
dietas com diferentes proporg¢des de carboidratos e lipideos (MARTINO et al., 2005). Porém,
Hemre et al. (2002) relatam que o balanco entre carboidrato e lipideo na dieta afeta o efeito
poupador de proteina e as eficiéncias de retengao de nutrientes.

Os valores de eficiéncia de retengdo de proteina e proporc¢ao de proteina no ganho em
peso foram responsivos ao aumento de carboidrato independentemente do processamento
aplicado, indicando assim maior produc¢ao de musculo pelo uso de carboidrato para fins
energéticos e poupando assim as proteinas.

Em peixes, a importancia dos carboidratos como fonte de energia ainda ¢é
controversa, particularmente com efeito poupador de proteina. Varios autores tém
demonstrado melhora na utilizacdo de proteina conforme o aumento da digestibilidade de
carboidratos (KIM & KAUSHIK, 1992, AMIRKOLAIE et al., 2006). Contudo, o crescimento
e a eficiéncia de retencdo de nutrientes ndo sao afetados, em 0. mykiss pelo aumento de
carboidrato na dieta (KAUSHIK et al., 1989).

O efeito conjugado entre niveis de lipideos e processamento da dieta influenciou a
eficiéncia de retencao de lipideo e proporcao de lipideo no ganho em peso. As dietas extrusadas
apresentaram as maiores deposi¢des de lipideo na carcaga. O aumento de lipideo na carcaca é
indicio de deterioracao do produto final podendo resultar em rejeicao do produto pelo mercado
consumidor. O incremento do teor de lipideos na carcaca do P. mesopotamicus foi demonstrado
ao utilizar-se carboidrato digestivel na alimentacio (MUNOZ-RAMIREZ, 2005). Dietas
extrusadas favorecem a deposi¢do de lipideo na carcaca de O. niloticus alimentada com dietas
com niveis crescentes de carboidratos (TOLEDO, 2004).

Nao foram observadas diferencas na eficiéncia de retengao de lipideo e na propor¢ao
de lipideo no ganho em peso devidas a inclusao de lipideos, confirmando assim o uso de lipideo
como fonte de energia em dietas extrusadas e resultando em efeito poupador de proteina pelo
lipideo. Em dietas peletizadas, o aumento de lipideo contribuiu para o aumento de retencao de
lipideo, mostrando assim a baixa tolerancia na utilizacdo de lipideo e a preferéncia por

carboidrato como fonte de energia nao protéica. O efeito poupador de proteina foi
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demonstrado em S. aurata através de uma fina correlacido entre carboidratos e lipideos na

alimentacio (VELAZQUEZ et al., 2006).

5.6 Perfil de acidos graxos do filé de pacu

O nivel de lipideo e a composi¢do de acidos graxos do filé refletem a qualidade do
produto que sera comercializado. Rungruangsak-Torrissen et al. (2006) descrevem que a
qualidade do musculo é um dos fatores preponderantes para avaliagdo da qualidade
nutricional da dieta.

O aumento de lipideos totais do filé de pacu foi reflexo do aumento da eficiéncia de
retencao de lipideos e da proporcao de lipideo no ganho em peso da carcaca dos peixes
alimentados com dietas extrusadas. O aumento de lipideo nas dietas reflete-se na regulacao do
consumo e no maior acimulo de lipideos na carcaca (YAMAMOTO et al., 2001). Em Lates
calcarifer o aumento de carboidratos e de lipideos na dieta reflete-se em aumento no conteudo
de lipideos na carcaca o que consequentemente diminui a qualidade do produto final
(CATACUTAN & COLOSO et al., 1997). Quanto ao conteudo lipidico, os animais aquaticos
fornecem comumente acidos graxos de importante valor nutritivo, destacando-se os acidos
graxos poliinsaturados 6mega-3 (AGPI n-3), alfa-linolénico (LNA, 18:3n-3), eicosapentaendico
(EPA, 20:5n-3) e docosahexaenéico (DHA, 22:6n-3).

Como os AG essenciais ndo sdo sintetizados “de novo”, os AG incorporados nos tecidos
representam o conteido destes nos alimentos ingeridos (FRACALOSSI & LOVELL, 1995;
JOBLING et al., 1998). Contudo, o organismo pode fazer sintese de AG a partir de outros
nutrientes como carboidratos e proteina, porém, necessita de enzimas que insiram insaturacdes
entre os carbonos 3-4 e 6-7 da sua porcao terminal (CURI et al., 2002). Com relacdo a
demanda de acidos graxos essenciais (AGE) em peixes (TOCHER & GHIONI, 1999), os
dulcicolas possuem todas as enzimas capazes de alongar e dessaturar acidos graxos precursores
dessas substancias (MARTINO & TAKAHASHI, 2001). O aumento de AGPI n-3 foi
observado no figado de P. coruscam alimentados com dietas a base de 6leo de soja, sugerindo
elongamento e desaturacao (MARTINO et al., 2002).

Nas dietas extrusadas tanto o aumento de lipideos como o aumento de carboidratos
foi benéfico por proporcionar aumento na quantidade de AGPI n-3 no filé. As concentracdes
de acidos graxos AGPI n-3 na carne de peixes, como se sabe, variam de acordo com a espécie
e dependem especialmente da dieta consumida pelo peixe. A maior concentragdo de AGPI

nos filés dos peixes alimentados com dietas extrusadas pode representar a melhora na
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digestibilidade da fragao lipidica, especialmente da farinha de peixe (fonte de n-3). O processo
de extrusao afeta a composicao dos ingredientes e consequentemente altera os coeficientes de
digestibilidade dos nutrientes melhorando em particular o coeficiente de digestibilidade do
lipideo para O. mykiss (CHENG & HARDY, 2003).

Nutricionalmente, quanto maior o teor de poliinsaturados melhor é a qualidade do
alimento. O aumento de carboidrato nas dietas extrusadas favoreceu a relacio n3/n6,
principalmente nas dietas com 8% de lipideos. Diversos estudos vém enfatizando que a relacao
entre n-3 e n-6 fornece informacgdes importantes quanto a satide. Enquanto o n-3 é benéfico o
n-6 nao tem mesma eficicia (MAYSER et al., 1998; MARTINO et al., 2002; SUAREZ-
MAHECHA et al., 2002). A razao entre n3/n6 é variavel entre as espécies de Brycon (matrinxa,
piraputanga e piracanjuba) e observa-se também diferenca entre peixes criados em cativeiro e
peixes de ambiente natural (MOREIRA et al. 2003). Druzian et al. (2007) observaram em
Cyprinus carpio que a alimentacdo modifica a razdo entre n-3/n-6. Moreira et al. (2003)
observaram que Brycon microlepts no ambiente natural apresenta relacdo n-3/n-6 maior que

peixes cultivados em cativeiro.

5.7 Intermediarios metabolicos
A preferéncia metabdlica e a regulacdo das vias metabdlicas estdo diretamente
relacionadas com a exigéncia nutricional da espécie e a disponibilidade dos nutrientes na
dieta. Por isso, a variacdo na taxa de utilizacdo de diferentes tipos de carboidratos para o
crescimento pode ser abordada pelas diferencas nas taxas de digestao (WILSON, 1994;

HUTCHINS et al., 1998) que consequentemente vao se refletir nas respostas metabdlicas.

5.7.1 Aumento de carboidrato em dietas peletizadas com 4% de lipideos

Em dietas peletizadas com 4% de lipideos o aumento de carboidrato diminuiu as
concentragdes de lactato e manteve a concentragio de piruvato muscular. A diminui¢ao no
teor de lactato muscular sugere sua exportacao para o figado e conversio em glicose para
posterior metabolismo energético nos demais tecidos. A relagdo desses dados com o aumento
da concentracao de acidos graxos livres e de triglicerideos do musculo sugere que os pacus
alimentados com dietas peletizadas e baixo contetddo de lipideo apresentam uma preferéncia
metabdlica lipidica em func¢ao do aumento de carboidrato. Esses dados nao convergem com a

proposta de que o musculo branco de peixes que oxida piruvato e lactato em preferéncia a

acidos graxos (MOYES & WEST, 1995). A utilizacao de fontes de carboidratos de diferentes
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graus de complexidade para “striped bass” nao revelou a utilizacao do lactato como precursor

gliconeogénico (RAWLES et al., 2008).

Os estoques de glicogénio e glicose do misculo branco de pacu nio se alteraram, tal

como observado em striped bass (Morone chrysops x Morone saxatilis) frente ao aumento do

teor ou do grau de complexidade do carboidrato da dieta (RAWLES et al., 2008).

A diminuicao da concentracio de aminoicidos com aumento na concentracao de

amonia no figado sugere a utilizacao deste substrato para fins energéticos, contudo, apenas

vestigial uma vez que aparentemente ha entrada de aminoacidos da dieta no figado.

A figura 18 representa o perfil metabdlico e o destino dos metabélitos dos pacus

submetidos ao aumento de carboidrato em dietas peletizadas com baixo teor de lipideos.

Aumento de carboidrato (40 - 50%) em dietas peletizadas 4% de lipideo
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Figura 18- Resposta metabdlica entre musculo e figado frente ao aumento de

carboidrato em dietas peletizadas com 4%

de lipideo na

alimentacao do pacu. Valores referentes as relacdes entre as concentracdes.

5.7.2 Aumento de carboidrato em dietas extrusadas com 4% de lipideos

Em dietas extrusadas com 4% de lipideos o acréscimo de carboidratos levou ao

aumento de glicose no misculo branco, o que sugere que este metabdélito esta sendo adquirido
através da alimentagao devido a sua maior disponibilidade. Esse aumento da disponibilidade
dos nutrientes, devido ao processo de extrusio, ja foi relatado para S. aurata (VENOU et al.,

2003) e para Dicentrarchus labrax (MOREIRA et al., 2008).
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O aumento de carboidratos nas dietas extrusadas resultou em diminui¢ao do lactato
com concomitante aumento na concentracao de piruvato hepatico, o que indica a utilizacao
do lactato como precursor gliconeogénico para a manutencao da glicemia e dos estoques de
glicogénio hepatico. A manutencao da glicemia em B. amazonicus privados de amido na dieta
deve-se a precursores nao glicidios, como lactato e aminoacidos (CAMILO, 2007). O lactato é
um dos substratos mais usados no metabolismo hepatico, ressaltando a importancia do ciclo
de Cori nos peixes para a reciclagem do lactato muscular, lactato muscular—glicose
hepdtica—glicogénio muscular (SUAREZ & MOMMSEN, 1987).

A concentracao de proteina hepatica nao variou, porém observou-se um aumento
nos aminoacidos livres e amonia hepatica. No entanto, o teor de proteinas e a concentragao
de aminoacidos encontravam-se em equilibrio o que sugere que o catabolismo de proteinas
nao esta exacerbado. O aumento de aminoacidos revela que este metabdlito esta sendo
suprido eficientemente através da alimentagao ou por producao do tecido hepatico.

A figura 19 representa o perfil metabdlico e o destino dos metabélitos dos pacus

submetidos ao aumento de carboidrato em dietas extruzadas com baixo lipideo.
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Glicogénio Glicogénio
Gly/Glu (0,73)l TGly/Glu(1,37)
. (0,85) . (1,27) .
Glicose 1 <—1——  Glicose <> Glicose
Gli/Pir(1,52)l /E\ Glu/Pir (0,38)
[}
Piruvato Piruvato Piruvato 1
\Plr/LaC (0,80) 077 (s Lac/Pir (0,23)/' 4\
Lactato ——> Lactato —— Lactato | .
| .
AA/Pir (4,66) | AAPIr(0.54)
Proteina Proteina Proteina :
=7 L% 1
| !

L (0.88) o (1,31) o
Aminoécido <—1—> Aminoacido —> Aminoéacido 1
AA/NH, (0,63) AA/NH4 (2,02)
T Y (04 .

o cetodcido Ambnia > Amoénia " > Amonia 1 a cetodcido
TG, “TG™,
! TeLiAGL (0.83) TGL A TGL/AGL (0.97)
“ AGL/ <« AGL s % AGL ¢
Muisculo Plasma Figado

Figura 19- Resposta metabdlica entre musculo e figado frente ao aumento de
carboidrato em dietas extrusadas com 4% de lipideo na alimentacao

do pacu. Valores referentes as relacdes entre as concentracdes.
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5.7.3 Aumento de carboidrato em dietas peletizadas com 8% de lipideos
Em dietas peletizadas com 8% de lipideo, o aumento de carboidratos resultou em
diminuicao do lactato e piruvato com concomitante aumento dos niveis de triglicerideos e
glicose muscular. O aumento da glicose muscular sugere seu uso na produgdo de energia e na
producdo de gordura. O aumento de triglicerideos foi verificado em O. mykiss alimentado com
dietas contendo altos niveis de carboidratos e lipideos (BRAUGE et al., 1995). Todavia, em
estudo sobre o efeito poupador de proteina pelo carboidrato em Paralichthys dentatus, nao se

observa alteragio na concentracao de triglicerideos (DANIELS & GALLAGUER, 2000).

O aumento na concentragio de glicose e concomitante diminui¢do do lactato
plasmatico revelam que estes metabdlitos estao sendo conduzidos para o figado. Lundstedt
(2003) relata que P. corruscans arragoados com alto contetdo energético apresentam reducao
nos niveis plasmaticos de lactato sugerindo um quadro neoglicogénico associado a diminuigao
do consumo de dieta.

O aumento na concentragao de glicose plasmatica pode estar associado a exportacao
deste metabdlito pelo figado para manter a glicemia. O aumento da glicose plasmatica é
verificado para R. quelen (MELO et al., 2006) alimentado com niveis crescentes de proteina e
decrescente de carboidratos. Brauge et al., (1995) observaram que em trutas arco-iris
alimentadas com altos niveis de carboidratos e lipideos ocorre aumento da glicose e dos
triglicérideos plasmdticos. O aumento de carboidratos em dietas com baixo contetddo de
proteina em P. mesopotamicus aumenta a glicemia plasmatica (ABIMORAD et al., 2007). No
tecido hepatico foi observado aumento de glicose e de glicogénio evidenciando o quadro de
glicogénese. O aumento na concentracio de amoénia com manutengdo nas concentracdes de
proteina e aumento de aminodcidos livres hepaticos revelou um equilibrio entre degradacgao
e/ou sintese de proteina.

A figura 20 representa o perfil metabdlico e o destino dos metabélitos de pacu

submetido ao aumento de carboidrato em dietas peletizadas com alto teor de lipideos.
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Figura 20- Resposta metabdélica entre musculo e figado frente ao aumento de
carboidrato em dietas peletizadas com 8% de lipideo na alimentacao
do pacu. Valores referentes as relagdes entre as concentragdes.

5.7.4 Aumento de carboidrato em dietas extrusadas com 8% de lipideos

Para os pacus alimentados com a dieta E50/8, o estoque de glicogénio hepatico
aumentou significativamente pelo aumento de energia bruta da dieta ofertada. Moreira et al.
(2008) observaram aumento de glicogénio hepatico em juvenis de Dicentrarchus labrax
alimentados com niveis crescentes de carboidratos. O aumento de carboidratos na
alimentacao de C. macropomum reflete-se no aumento de glicogénio hepatico, indicando
também sintese de lipideo (CORREA et al., 2007).

A concentragao de triglicerideos hepatico e muscular acompanhou o aumento de
carboidratos da dieta, revelando seu armazenamento na forma de gordura em ambos os
tecidos. Isso reflete a maior disponibilidade de energia das dietas extrusadas. No misculo
branco houve aumento de piruvato, o que revela o excesso de glicose disponivel. O aumento
da concentracao hepatica de triglicerideos responsivos ao aumento de carboidrato dietario
também é observado em Dicentrarchus labrax (MOREIRA et al., 2008). O uso de carboidrato
extrusado aumenta a deposicao de lipideo hepatico em juvenis de Solea senegalensis devido a
sua maior digestibilidade em comparacao ao amido cru (DIAS et al., 2004). O aumento de
acidos graxos livres e de triglicerideos hepaticos em P. coruscans é observado em resposta ao

aumento de energia da dieta (LUNDSTEDT, 2003).
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A figura 21 representa o perfil metabdlico e o destino dos metabélitos dos pacus

submetidos ao aumento de carboidrato em dietas extrusadas com alto lipideo.
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Figura 21-Resposta metabdlica, entre misculo e figado frente ao aumento de
carboidrato em dietas extrusadas com 8% de lipideo na alimentacao

do pacu. Valores referentes as relagdes entre as concentracdes.

5.8 Enzimas metabolicas

O efeito poupador de proteina pode ser resultado da utilizag¢do de carboidratos e/ou
lipideos como fonte de energia. Varios trabalhos relatam a relacao entre enzimas metabélicas,
metabolismo protéico e o estado nutricional dos peixes (HEMRE et al., 2002; MELO et al.,
2006; ENES et al., 2008; MOREIRA et al., 2008). Neste trabalho verificou-se que as enzimas
relacionadas ao catabolismo de proteinas foram influenciadas pelos niveis de carboidratos das
dietas independente dos niveis de lipideos. A atividade das transaminases e desaminase
podem ser indicadoras metabdlicas de excesso de aminoacidos em peixes. O excedente dos
aminoacidos requeridos para biossintese de proteinas é desaminado e seus residuos de carbono
sao convertidos no ciclo de Krebs em carboidrato ou gordura (DRIEDZIC & HOCHACHKA,
1978).

O aumento de carboidratos em dietas peletizadas levou a diminuicao da atividade

das enzimas ALAT (alanina aminotrasferase) e ASAT (aspartato aminotrasferase) sem
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alterar a atividade da GDH (glutamato desidrogenase). A diminui¢do do catabolismo
protéico pela inclusdo de carboidrato nas dietas é relatada em S. aurata dada a diminuicao da
atividade da ALAT e GDH (ENES et al., 2008). No mesmo contexto, é observado em S.
aurata que a diminuicdo de carboidratos nas dietas resulta em aumento da atividade de
ALAT e ASAT, devido a utiliza¢do de aminoacidos com substrato gliconeogénico (METON et
al., 1999). Por outro lado o aumento de carboidrato na dieta de S. salar nao alterou a
atividade enzimatica de ALAT e ASAT hepaticas (HEMRE et al., 2007). A correlacdo
positiva entre a atividade das enzimas do metabolismo protéico e os niveis de proteina em
Diplodus sargus é um indicativo que esta espécie é capaz de adaptar-se ao catabolismo de
proteina (SA et al., 2006). Em nosso trabalho pode-se evidenciar que o pacu usa carboidrato
como fonte de energia e poupa proteinas para o crescimento.

Nas dietas extrusadas o aumento de carboidratos com baixos niveis de lipideo
provocou diminuicao da atividade de GDH. A desaminacao oxidativa pela GDH representa
um meio de remover o nitrogénio dos aminoacidos e das cadeias carbonadas serem utilizadas
como substratos no ciclo de Krebs. A GDH controla o catabolismo de aminoacidos podendo
resultar em substancial producao de amonia (COWEY & WALTON, 1989). Nas dietas com
altos niveis de lipideos o aumento de carboidratos levou a diminuicao da atividade da ALAT
e da ASAT, demonstrando que o efeito poupador de proteina é reflexo da combinacao entre
carboidratos e lipideos. Almeida (2006) reporta em C. macropomum a diminuicio da atividade
de enzimas envolvidas no metabolismo protéico frente ao aumento de lipideos mostrando o
efeito poupador de proteina pelos lipideos. Por outro lado, a GDH apresenta correlacao
positiva com o nivel de proteina e correlacido negativa com o nivel de lipideo em Diplodus
sargus indicando a baixa habilidade de aproveitamento de lipideo desta espécie (SA et al.,
2006).

O aumento da relagdo proteina/carboidrato resulta em aumento da atividade da
ALAT, ASAT e da GDH em R. quelen (MELO et al., 2006), aumento da atividade da ALAT
em S. aurata (FERNANDEZ et al., 2007) e aumento da GDH para Diplodus sargus (SA et
al., 2006). Sanchez-Muros et al. (1998) associaram a alta atividade da GDH e da ALAT ao
aumento da neoglicogénese. A invariabilidade nas concentragdes dos compostos nitrogenados,
associados a diminui¢do da atividade da ALAT, ASAT e GDH, revela que as proteinas da
dieta nao foram utilizadas como fonte de energia. Rychly (1980) relata que a diminuic¢do de
carboidratos e lipideos em O. mykiss leva ao aumento da excrecdo de compostos

nitrogenados. Segundo Kirchner et al. (2005), peixes com baixa disponibilidade de proteina
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nao apresentam capacidade gliconeogénica aumentada no figado. Nesse estudo, as atividades
das enzimas envolvidas no metabolismo de proteina provavelmente diminuiram por causa do
aumento do nivel de carboidrato da dieta, o qual estaria sendo usado como recurso energético
diminuindo a neoglicogénese a partir de aminoacidos.

A atividade da MDH diminuiu frente ao aumento de carboidratos das dietas
peletizadas indicando uma reduc¢ao do metabolismo oxidativo devido a falta de oxalacetato,
uma vez que os carboidratos estariam sendo desviados para armazenamento de gordura. A
atividade da lactato desidrogenase (LDH) foi menor conforme o aumento de carboidratos nas
dietas peletizadas com alto nivel de lipideo. A enzima LDH hepatica catalisa a oxidagdo de
lactato para piruvato, com reducdo simultinea de NAD para NADH, onde o piruvato é
convertido em oxalacetato e subsequentemente em fosfenolpiruvato via neoglicogénese.

O aumento nas atividades de MDH e LDH, conforme o aumento de carboidratos
nas dietas extrusadas, sugere maior degradacao de intermediarios da glicose gerando outros
que podem ser utilizados em processos como, por exemplo, a glicélise ou a neoglicogénese.
Hemre & Sandnes (1999) observaram diminui¢do linear da LDH com a queda de amido na
dieta para S. salar sugerindo aumento do metabolismo anaerébico. Almeida (2006) verificou
diminuicao da MDH hepatica de C. macropomum submetido a dietas com niveis crescentes de
lipideos. Contudo, em S. salar o aumento de carboidrato nao altera a atividade hepatica da
LDH (HEMRE et al., 2007).

As diferencas encontradas no que tange o processamento da dieta podem estar
relacionadas a digestibilidade das dietas e consequentemente a disponibilizacao da glicose. A
melhor utiliza¢ao da glicose em peixes é atribuida a rapida absorcao de monossacarideos em
comparagdo com os polissacarideos (SHIAU & LIN, 2002). O processo de extrusdo
disponibiliza de forma eficiente os nutrientes (CHENG & HARDY, 2003; AMIRKOLAIE et
al., 2000) levando a absorg¢ao mais rapida da glicose e resultando em efeito poupador de
proteina. Spannof & Plantkow (1983) observaram ineficiéncia de utilizacao do amido cru
acima de 20% para O. myckiss atribuindo esta resposta a adsor¢do da amilase digestiva pela
molécula de amido e ao aumento na velocidade de passagem da dieta pelo trato digestério,
reduzindo assim a possibilidade de absorgao.

Estes resultados confirmam os dados de crescimento onde o uso de carboidrato e

lipideo poupou as proteinas, assim como aos encontrados também em Cirrhinus mrigala

(SINGH et al., 2006) e Puntius gonionotus (MOHANTA et al., 2007).
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5.9 Analises Histologicas
5.9.1 Morfologia do figado

Alteragoes morfoldgicas no figado podem ser provocadas por substancias quimicas,
drogas e até mesmo pela alimentacdo, as quais sdo importantes causas de adaptacdes, lesao e
até morte celular. O figado é um 6rgdo altamente suscetivel as mudangas no estado
nutricional de peixes, e a qualidade da dieta interfere diretamente na sua estrutura histo-
morfo funcional, alterando seu tamanho e sua fungio celular (BRUSLE & ANADON, 1996).

Existem trés tipos de adaptacao celular que sao: atrofia, hipertrofia e hiperplasia.
Os tipos de lesao celular sdo: tumefagao, esteatose, necrose (coagulacdo com liquefacio e
caseosa) e apoptose (KUMAR, 1994). O tamanho do figado em relacdo ao corpo (indice
hepatossomatico) pode variar conforme a alimentagdo ofertada principalmente de acordo
com a digestibilidade dos carboidratos da dieta (KAUSHIK et al., 1989), e o tamanho do
hepatécito também conforme o contetdo de glicogénio no tecido (ESCAFFRE et al., 2007).

Os hepatécitos dos pacus alimentados com dietas extrusadas apresentavam-se mais
reativos (PAS positivo) dos que os alimentados com dietas peletizadas. Isto mostra que ha
maior atividade metabdlica e maior estoque de glicogénio, o que ja havia sido relatado no
perfil metabélico apresentado pela espécie neste trabalho. As diferentes concentragoes de
glicogénio hepatico observadas pelo PAS em resposta a variagdes nas dietas ja haviam sido
demonstrada como um indicativo de adaptacdo de P. mesopotamicus (OSTASZEWSKA et
al., 2005).

A presenca de regides vacuolizadas nos hepatoécitos dos peixes alimentados com
dietas peletizadas é um indicativo de aumento dos estoques de lipideo, o que confirmam os
resultados de metabolismo. Esta mesma resposta também foi observada por Santos et al.
(2004) em O. niloticus. Segundo Sa (1998) o citoplasma das células hepaticas pode apresentar
aspectos variaveis, dependendo do estado nutricional do individuo, e o acimulo de lipideos e
diminuicao de glicogénio hepatico podem prejudicar as atividades metabdlicas
(RODRIGUES & FANTA, 1998). O aumento de lipideo nas dietas de Pagrus pagrus provoca
alteracdes morfolégicas no figado, migracdo do nticleo do hepatécito, vaciolo de lipideo
aumentados e perda do arranjo cordonal (SCHUCHARDT et al., 2008). A presenca de
maiores estoques de lipideos no tecido hepatico também foi observada em P. mesopotamicus
quando alimentados com dietas a base de soja (OSTASZEWSKA et al., 2005).

Observou-se o aumento no nimero de hepatécitos com nicleo picnético nas dietas

extrusadas, o que indica maior atividade hepatica resultando em morte celular. SANTOS et al.
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(2004) observaram que o tecido hepatico de O. niloticus apresenta nicleo com variacao do
diametro e condensacdo da cromatina, semelhante a peixes expostos a agentes téxicos. O
aumento de hepatécitos com nicleo picnético também foi observado em Clarias gariepnus
expostos a organofosforado (SAKR & JAMAL AL LAIL, 2005). A variacdo no tamanho do
hepatécito e do seu niicleo em resposta a variagao ocorrida na dieta também foi evidenciada
por OSTASZEWSKA et al. (2005) em P. mesopotamicus submetido a dietas com diferentes
fontes de proteina. Segundo Segner et al., (1988) o tamanho do nicleo do hepatécito esta

diretamente relacionado com a atividade metabdlica das células do figado.

5.9.1 Morfologia do intestino anterior

Diversos trabalhos vém demonstrando a adaptagao morfolégica do intestino frente
as variac¢des nutricionais para 0. mykiss e P. mesopotamicus (OSTASZEWSKA et al., 2005),
Ictalurus punctatus (EVANS et al., 2005), Rachycentron canadum (ROMARHEIM et al.,
2008), S. aurata (WASSEF et al., 2007), e Pagrus pagrus (SCHUCHARDT et al., 2008).

A estrutura da mucosa intestinal esta relacionada com os processos fisiologicos de
digestdao e absorcdo, e as regides de pregas mais complexas estdo envolvidas nos processos
absortivos dado o aumento da area efetiva para absor¢ao de nutrientes (TAKASHIMA &
HIBIYA, 1995).

Os enterécitos do intestino anterior dos peixes tém habilidade de absorver lipideos e
proteinas. Portanto, o aumento da altura do epitélio, do nimero de células e da espessura da
parede do intestino anterior sdo indicios de melhora na absorcdo. Estas alteracoes
morfolégicas foram observadas no intestino anterior dos pacus submetidos a dietas com alto
conteudo de lipideo e carboidrato, independente do processamento. As alteracdes
morfolégicas no trato digestério também foram observadas no intestino de Rachycentron
canadum submetidos a dietas com diferentes fontes de proteina (ROMARHEIM et al., 2008).

A reducao da 4rea de absorciao devida a menor altura das vilosidades intestinais
resulta em menor trabalho enzimatico e consequentemente diminui¢ao do transporte de
nutrientes e de baixa absor¢ao (CERA et al., 1988; REOPEREZ et al., 1993).

A digestao intestinal depende da secrecao de substancias glicoproteicas das células
caliciformes, da agao proteolitica do suco pancreatico e também da digestao intracelular que
esta ligada a presenca de glandulas gastricas (KAPOOR et al., 1975). A flutuag¢do no nimero

de células caliciformes no intestino de peixes esta relacionada a diferentes condig¢oes de
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alimentacdo e sua principal fungao esta relacionada a protegao contra a atividade bacteriana
(TIBBETTS, 1997).

Observou-se que o nimero de células caliciformes foi maior nos peixes alimentados
com dietas extrusadas com baixos niveis de lipideos. Nas dietas com altos niveis de
carboidratos e lipideos, o nimero de células caliciformes foi alto para ambos os
processamentos. O aumento no nimero de células caliciformes pode estar relacionado com
sua funcao de protecao do epitélio contra a digesta provinda do estomago, rica em enzimas
digestivas e com pH acentuadamente acido (LUNDSTEDT, 2003). Fato este que pode ter
ocorrido devido ao aumento da atividade das proteases inespecifica ao longo do trato
digestério de pacu submetido a dietas com altos niveis de carboidratos e lipideos. Tibbetts
(1997) descreve que as células caliciformes sdo responsaveis pelo aumento da viscosidade
fazendo um fluxo laminar de protecao ao ataque das enzimas digestivas.

Os resultados encontrados neste trabalho reforcam a idéia de que ha adaptacao da
estrutura morfolégica frente a variacdo de nutrientes na dieta, uma vez que no intestino
anterior ha aumento do nimero de células caliciformes, aumento da espessura da parede, e a
borda escovada é mais reativa (PAS +) em pacus submetidos a alimenta¢do com alto nivel de

carboidrato e lipideo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

" A protease digestiva se revelou indutivas frente ao aumento de carboidrato nas dietas

extrusadas com 8% de lipideos;

* O efeito poupador de proteina pelo carboidrato foi encontrado nas dietas peletizadas,

recomendando-se a utiliza¢ao de 50% de carboidratos com 4% de lipideos.

* O efeito poupador de proteina pelo lipideo foi encontrado nas dietas extrusadas,

recomendando-se a utilizagao de 8% de lipideos com 40% de carboidratos.

" As dietas peletizadas e extrusadas proporcionaram perfis metabdlicos distintos;

* O aumento de carboidrato nas dietas peletizadas e nas extrusadas diminuiu o catabolismo

de proteina;

" A histologia revelou adaptagdes morfolégicas no figado e no intestino anterior devido ao

aumento de carboidratos e lipideos nas dietas extrusadas;

7 CONCLUSOES

O efeito poupador de proteina pelo carboidrato foi observado para as dietas peletizadas

recomendando-se 4% de lipideo nas dietas.

O efeito poupador de proteina pelo lipideo s6 foi observado para as dietas extrusadas

independente do nivel de carboidrato.
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