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RESUMO

A alimentacao ¢ o fator mais importante praticado por criadores de peixes e as dietas
devem fornecer as necessidades nutricionais para aumentar a biomassa de peixes, por isso o
aumento na produgdo piscicola exige pesquisa continua na formulacdo de dietas e na busca de
melhorias tecnoldgicas na confeccdo das dietas. Visando a melhoria das dietas, foi realizado
um estudo para determinar a capacidade de matrinxd (Brycon amazonicus) e de hibrido
pintado (Pseudoplatistoma corruscans X Pseudoplatystoma fasciatum) em utilizar diferentes
tipos de carboidratos em suas dietas. Juvenis de matrinxd foram alimentados até a saciedade
aparente com uma das cinco dietas isoproteicas (30% de proteina bruta) e isolipidica (lipidos
em bruto 10%) que continham: 40% de glicose, maltose 40%, dextrina 40%, 40% pré-
gelatinizados ou 40% de amido cru por 27 dias. Ganho de peso, conversdo alimentar,
consumo de racdo, enzimas digestivas (amilase, maltase, proteases inespecificas, tripsina,
quimotripsina, lipase inespecifica e fosfatase alcalina), metabolitos (glicose, lactato, piruvato,
proteina, amonia, triglicerideos, aminoacidos e glicogénio) foram medidos. O mesmo foi feito
com os juvenis de hibridos de pintado, mas a dieta continha 40% de proteina bruta, de 10%
lipidios e 30% de um dos cinco tipos carboidratos. As atividades das carboidratases de
matrinxa foram superiores aos de pintado. Em ambas as espécies, a dieta que continha glicose
como fonte de carboidrato tiveram os piores valores de ganho de peso, de conversdao
alimentar, de consumo de alimentos e das atividades das enzimas digestivas (P <0,05) entre
todos os grupos. Estes resultados foram seguidos pelos peixes alimentados com dieta que
continha maltose. O ganho em peso e conversdo alimentar de matrinxd alimentados com
dietas contendo amido pré-gelatinizado ou amido cru e de hibrido pintado alimentados com
dieta contendo pré-gelatinizado foram superiores aos dos peixes alimentados com a outros
carboidratos. No trato intestinal de ambas as espécies, a atividade de amilase foi maior nos
grupos alimentados com dietas com amido cru. Em matrinxa, as atividades de outras enzimas
digestivas ndo apresentaram alteragdes significativas. Em pintado a maior atividade maltase
foi observada em peixes alimentados com amido pré-gelatinizado. As alteragdes plasmaticas,
de do musculo e do figado concentracdo intermedidrios metabolicos torna evidente que o
matrinxa e os hibridos de pintado foram capazes de adaptar o seu metabolismo intermediario

para preservar as fungdes vitais perante as mudancas na dieta.

Palavras-chave: Nutricdo de peixe. Carboidratos. Matrinxd. Hibridos de pintado.

Crescimento. Digestdo. Metabolismo.



ABSTRACT

Improvements in fish farming production require continuous research in nutrient
formulation and diet technology. Feeding is the most important handling daily practiced by
fish farmers and diets must supply the nutritional requirements to increase fish biomass.
Aimed at improving the diets, a study was conducted to determine the ability of matrinxa
(Brycon amazonicus) and of hybrid pintado (Pseudoplatistoma corruscans X
Pseudoplatystoma fasciatum) to utilize different sources of carbohydrate in their diets.
Triplicate groups of juveniles matrinxa were fed visual satiety one of five diets isonitrogenous
(30% crude protein) and isolipidic (10% crude lipids) containing: 40% glucose, 40% maltose,
40% dextrin, 40% pregelatinized or 40% raw starch for 27 days. Weight gain, feed conversion
ratio, feed consumption, digestive enzymes (amylase, maltase, unspecific proteases, trypsin,
chymotrypsin, unspecific lipase and alkaline phosphatase), metabolites (glucose, lactate,
pyruvate, ammonia, protein, fat acids, triglycerides, amino acids and glycogen) were
measured. The same was done with juvenile hybrid, but the diet containing 30% crude
protein, 10% crude lipids and 30% one of five carbohydrates. The matrinxd amylase and
maltase activities were higher than those of pintado. In both species, fish fed diet containing
glucose had the worst weight gain, feed conversion ratio and feed consumption, digestive
enzymes (P < 0.05) among all groups. These results were followed by fish fed with diet
containing maltose. Weight gain and feed conversion of matrinxa fed with diets containing
pregelatinized starch or raw starch and of hybrid pintado fed with diet containing
pregelatinized were higher than those of fish fed with the other carbohydrates. In intestinal of
both species, amylase activity was higher in group fed with raw starch diets. In matrinxa, the
activities of other digestive enzymes showed no significant changes. In pintado the highest
maltase activity was observed in fish fed with pregelatinized. The alterations in plasmatic,
muscular and hepatic metabolic intermediaries’ concentration become evident that the
matrinxd and hybrid pintado were able to adapt its intermediary metabolism to the changes on

the feeding condition to preserve vital functions.

Keywords: Fish nutrition. Carbohydrates. Matrinxd. Hybrid pintado. Growth.
Digestion. Metabolism.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes gerais

O termo aquicultura diz respeito ao conjunto de atividades relacionadas a
criacdo de organismos que vivem parte ou a totalidade de suas vidas no ambiente aquatico,
tais como peixes, moluscos, anfibios, répteis, crustaceos e algas (SILVA, 2005). No entanto,
para que o organismo seja considerado de origem aquicola é necessario que durante o seu
processo de criagdo ou cultivo haja algum tipo de interven¢do humana, tais como adubacao,
alimentagdo artificial, controle populacional, prote¢do contra predadores, aeracdo artificial,
que visem o aumento da produgdo (FAO, 1987).

De acordo com tipo de organismo cultivado, a aquicultura pode ser
classificada, em piscicultura, maricultura, ranicultura, carcinicultura, algicultura, dentre
outras. A criacdo de peixes e de outros animais aquaticos ¢ uma pratica antiga que se acredita
datar de pelo menos 4.000 anos porquanto ha referéncias de criatorios na China pré-feudal.
No entanto, apesar das suas origens antigas, a aquicultura permaneceu, por muito tempo,
como um meio de subsisténcia e com baixa frequéncia de exploragdo em relagdo as outras
atividades agricolas, at¢ meados do século XX. A partir deste periodo, iniciou-se a exploragao
comercial de novas espécies, tais com salmao, truta e tildpia o que ocorreu devido ao
desenvolvimento e implantacao de técnicas adequadas de manejo
(MARTINS;HIPOLIOTO;CATROXO, 2011).

Dentre os ramos da aqiiicultura, aquele que mais se destaca no cendrio
internacional atual € a piscicultura, visto que, além desta pratica proporcionar a preservagao
dos estoques naturais, a producdo de peixes parece ser melhor controlada por meio do cultivo
de peixes sob condi¢cdes de manejo, obtendo-se dessa forma maiores rendimentos. Assim
sendo, atualmente, dado o crescimento da demanda mundial por alimentos de origem aquatica
devido a preferéncia por alimentos mais sauddveis e ao aumento da populacio (DE
ALMEIDA, 2010), bem como de pesquisas e a abertura de linhas de crédito, o cultivo de
peixes pode ser considerado como um investimento viavel e lucrativo.

Segundo relatério produzido pela Food and Agriculture Organization - FAO
(2010), a produgao mundial da pesca e da piscicultura ¢ atualmente a maior registrada e segue
sendo muito importante para a seguran¢a da alimentagdo mundial, j4 que proporciona quase
16% do total da proteina animal consumida. Neste mesmo relatério, consta que a criagdo de
peixes em cativeiro apresentou um crescimento trés vezes superior a da taxa mundial de

producdo de carne de aves e bovinos desde meados do século XX. Atualmente, ¢ responsavel



pela produgdo de 46% dos 115 milhdes de toneladas de peixes consumidos pelos seres
humanos.

Em relacdo a producdo de peixes em cativeiro, a situagdo brasileira mostra-se
de acordo com o cendrio mundial. A produgao total da aquicultura no Brasil foi de 365.367 t
em 2008, e de 415.649 t em 2009, representando um incremento de 13,8% no periodo. A
piscicultura apresentou um crescimento de 19,6% comparando 2008 e 2009, quando passou
de 282.008 t para 337.353 t (BRASIL, 2010). No entanto, apesar deste crescimento, da grande
variedade de espécies que podem ser cultivadas e das boas condi¢des climaticas, atualmente o
Brasil tem a necessidade de importar, principalmente pescado, para suprir a demanda interna
crescente visto que o consumo individual anual passou 7,58 kg em 1996 para 9,03 kg/ano em
2009. Isso se deve principalmente a falta de informacdes sobre as espécies nativas (PRIETO
et al., 20006), visto que grande parte das técnicas usadas na piscicultura nacional devem-se a
adaptagoes empiricas de estudos aplicados a outras espécies, em especial o salmdo (Salmo
salar), e a truta (Onchorinchus mykiss) (HACHBARTH, 2004). Assim sendo, para que essa
atividade possa atingir toda a sua potencialidade, além dos estudos relacionados ao
melhoramento das técnicas de reproducdo, ao manejo e aos fatores fisico-quimicos que
interferem na sobrevivéncia dos peixes nativos criados em cativeiro, o conhecimento relativo
as necessidades nutricionais € ao comportamento alimentar das espécies tem um papel

fundamental no desenvolvimento da piscicultura nacional.

1.2. Nutricao de peixes

O conhecimento relativo as necessidades nutricionais € ao comportamento
alimentar das espécies tem um papel fundamental no desenvolvimento da piscicultura, ja que
as dietas utilizadas na produgdo dos peixes devem suprir adequadamente as necessidades
nutricionais dos animais para que haja um ganho satisfatorio de biomassa. A alimentacdo ¢
um dos componentes mais relevantes nos custos de produgdo de peixes (KUBITZA, 1997;
SCORVO FILHO;MARTIN;AYROZA, 1998), pois pode corresponder de 40 a 80% dos
custos da producdo (THOMPSON et al., 2008; RAWLES et al., 2010). Além disso, boas
praticas de aracoamento e dietas bem balanceadas contribuem para a manutengdo da
qualidade da 4gua de cultivo e dos efluentes de piscicultura (AZZAYDI et al., 2000; HENRY -
SILVA;CAMARGO;PEZZATO, 2006). Desta forma, para que haja um aumento sustentavel
na producdo piscicola sdo necessarias pesquisas continuas na formulacao de dietas eficientes e

com menores custos de produgao.



Apesar das diferengas entre os habitos alimentares das varias espécies de
peixes cultivados dificultarem a elaboracao de dietas especificas, que atendam as exigéncias
nutricionais nas diferentes fases de cultivo de cada espécie (ABIMORAD, 2004), o alimento
utilizado deve proporcionar aos animais o acesso a todos os nutrientes necessarios ao
crescimento, engorda e reproducdo, ja que devido ao confinamento, o alimento natural se
torna escasso (ROTTA, 2003). Assim, os alimentos fornecidos aos peixes devem ser de facil
captura e devem ser digeridos até moléculas que possam ser absorvidas pela mucosa intestinal
dos animais.

Os peixes, assim como o0s animais terrestres, necessitam de proteinas,
carboidratos, lipideos, vitaminas ¢ minerais em propor¢des adequadas para que apresentem
boa taxa de crescimento, de reprodugdo e desempenhem de forma satisfatoria outras fungdes
fisiologicas (TACON, 1989; DE ALMEIDA, 2006). Dentre os nutrientes, os carboidratos, os
lipidios e as proteinas podem ser usados como fonte de energia pelos peixes. Entretanto, esses
compostos sao utilizados de maneiras distintas dependendo do habito alimentar das espécies e
ndo proporcionam as mesmas taxas de crescimento (JOBLING, 1995). Assim, além de ser
necessario um balanco adequado entre nutritentes energéticos e construtores (PHILLIPS,
1969), a supressdo de qualquer nutriente requerido pelo peixe reduzira a taxa de crescimento,
aumentard a taxa de conversdo alimentar e poderd, ainda, causar doencas e mortalidade
(HEPHER, 1989).

Todavia, o valor nutricional de uma dieta ndo esta baseado somente em sua
composi¢ao quimica ¢ na qualidade de seus componentes, mas também na quantidade dos
nutrientes que serdo absorvidos. Nos peixes, taxas, excessivamente, altas de energia/nutriente
podem ainda acarretar a deposi¢do de grandes quantidades de gordura corporal, causando a
reducdo na qualidade da carne (LOVELL, 1988; N.R.C, 1993). Portanto, o balango entre
proteina e energia ¢, obviamente, o ponto central para o maximo crescimento
(CARTER;HOULIHAN, 2001) ¢ a taxa proteina/energia deve ser determinada separadamente
para cada espécie visando o desenvolvimento de uma dieta 6tima (CRAIG;HELFRICH,
2002).

1.1.1. Nutrientes
a) Proteina
Um dos principais objetivos dos estudos contemporaneos em aquicultura é a
busca pela otimizagao da quantidade de proteina utilizada na confec¢ao de uma dieta ¢ a

manuten¢do de uma alta taxa de crescimento (RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al.,



2009), ja que ela ¢ o nutriente que mais afeta o crescimento dos peixes € o custo da
alimenta¢do (VAN DEN THILLART;VAN RAAIJ, 1995; LEE;CHO;KIM, 2000; LEE;LEE,
2004). Além disso, a quantidade de proteina consumida pelos peixes afeta diretamente seu
estado metabolico, ja que altos niveis resultam em aumento das concentragdes de aminoacidos
livres circulantes, da excrecdo de amonia, da sintese proteica, da atividade das enzimas
gliconeogénicas e na reducao da atividade das enzimas glicoliticas (DE SILVA;ANDERSON,
1995) e também na taxa de deposicio de lipideos no corpo do animal
(MEYER;FRACALOSSI, 2004; OPPEDAL et al., 2006)

Altos niveis de proteina dietética também estdo associados a impactos
ambientais negativos devido aos residuos nitrogenados potenciais que podem resultar em
eutrofizacdo da agua (ENES et al., 2006). Varias pesquisas que podem trazer beneficios
econdmicos e ambientais estdo sendo realizadas com o objetivo de diminuir o uso de
proteinas como fonte calorica, por meio da substituicdo parcial deste nutriente da dieta por
carboidratos e/ou lipidios (BONAMUSA et al., 1992; METON et al., 1999; PERES;OLIVIA-
TELES, 1999; VENOU et al., 2003; FERNANDEZ et al., 2007). A capacidade dos peixes de
usar esses nutrientes permite poupar proteinas como fonte energética, deslocando-as para o
aumento da biomassa (HONORATO et al., 2010).

Outro fator que interfere na utilizacdo da proteina presente no alimento como
fonte de aminodcidos para o crescimento ¢ sua qualidade. A qualidade da proteina ¢ baseada
na proporcdo de aminoacidos essenciais e ndo-essenciais presentes na fonte proteica. Uma
proteina que possua uma composi¢ao de aminoacidos bastante semelhante as necessidades de
aminoacidos da espécie cultivada, ¢ descrita como sendo de alto valor nutritivo (CAMILO,
2007). Devido a este fator, as proteinas presentes na farinha de peixe apresentam valores
nutricionais mais elevados que as proteinas presentes nos vegetais (DE ALMEIDA, 2010).
Portanto, como a farinha de peixe ¢ utilizada na maior parte das formulagdes de dietas, ha
uma grande demanda, o que resulta em custo crescente e oferta decrescente. Estes fatos
contribuem para os pregos mais altos de alimentos para peixes.

Em geral, independentemente de seu habito alimentar, os peixes necessitam de
grandes quantidades de proteina para crescer (HEPHER, 1989). Seu requerimento protéico
estimado varia entre 25% e 50% do peso seco da dieta dependendo da espécie (N.R.C, 1993)
e da idade. WILSON (1989) salienta que tais requerimentos podem ser muitas vezes
superestimados ja que o excesso de aminoacidos pode ser utilizado como fonte de energia.
Entretanto, como a fra¢do protéica ¢ geralmente a parte mais cara da dieta, esta seria mais

eficiente do ponto de vista econdmico se destinada ao crescimento, para o qual € essencial,



enquanto que as fontes nao proteicas como carboidratos e lipidios, seriam utilizadas para fins
energéticos (HEPHER, 1989). Desta forma, o custo das dietas para peixes poderia ser
reduzido utilizando-se ingredientes mais baratos como fonte de energia (MUNOZ-
RAMIREZ;CARNEIRO, 2002). A inclusdo de fontes de energia ndo protéica reduz a
utilizagdo desta fracdo da dieta para fins energéticos e melhora a sua utilizacdo para o
crescimento, em um processo conhecido como efeito poupador da proteina ou "protein

sparing effect" (CHOU;SU;CHEN, 2001).

b) Carboidratos

Os carboidratos perfazem a mais abundante classe de biomoléculas da face da
Terra. Sua oxidagdo ¢ o principal meio de abastecimento energético da maioria das células.
Além do suprimento energético, os carboidratos atuam como elementos estruturais da parede
celular e como sinalizadores no organismo (FRANCISCO JUNIOR, 2008).

Apesar de alguns carboidratos apresentarem nitrogénio, fosforo ou enxofre em
sua composi¢do, a maioria deles sdo compostos organicos constituidos apenas por carbono,
hidrogénio e oxigénio que geralmente seguem a formula empirica C, (H,O),, sendo n > 3.
Quimicamente, os carboidratos sdo definidos como poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas ou
substancias que liberam tais compostos quando hidrolisadas (Figura 1). Estas moléculas
podem ser classificadas principalmente em monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos

e polissacarideos de acordo com o numero de ligagdes glicosidicas presentes na molécula.

H-lc=o0 HT'ZHJCIH
1| 20—
H-2C—OH F=°
N 3CH,O0H
SCH,O0H -
Gliceraldeido Diidroxiacetona

Figura 1) Representagdo das estruturas quimicas do gliceraldeido e da diidroxicetona, respec-

tivamente uma aldose (poliidroxialdeido) e uma cetose (poliidroxicetona) (MOTTA, 2006).

Monossacarideos, ou aglcares simples, sdo moléculas organicas ndo
ramificadas que possuem de trés a nove atomos de carbono (STRYER, 1992) e que
apresentam apenas uma unidade poliidroxialdeido ou poliidroxicetona
(LEHNINGER;NELSON;COX, 2005). Devido a alta polaridade, sdo sélidos cristalinos em

temperatura ambiente, soliveis em agua e insoluveis em solventes ndo polares. O



monossacarideo mais abundante na natureza ¢ a D-glicose. Esta molécula ¢ um dos principais
produtos da fotossintese e ¢ uma das principais fontes de energia e fornece quatro calorias de
energia por grama. E um cristal solido de sabor adocicado, de formula molecular C¢H;,O,
encontrado na natureza na forma livre ou combinada formando carboidratos maiores, tais
como o amido, glicogénio e celulose.

Os oligossacarideos sdao carboidratos resultantes da unido de duas a 20 moléculas de
monossacarideos ligados por ligagdes glicosidicas, formada entre o carbono anomérico
(carbono carbonilico) de um monossacarideo e qualquer outro carbono do monossacarideo
seguinte, por meio de suas hidroxilas e com a saida de uma molécula de agua
(LEHNINGER;NELSON;COX, 2005). Os oligossacarideos sao soliveis em agua, mas, como
ndo sdo carboidratos simples como os monossacarideos, necessitam ser quebrados na digestao
para que sejam aproveitados pelos organismos como fonte de energia. O grupo mais
importante dos oligossacarideos sdo os dissacarideos, formados pela unido de apenas dois
monossacarideos. A maltose ¢ um dissacarideo constituido por dois residuos de D-glicose
ligados por uma ligacdo glicosidica a 1,4) na qual o C1 de uma glicose liga-se ao C4 de outra

glicose (Figura 2).

CH,OH
—0
* OH
OH
OH

Maltose, ligacdo a(l—4)

Figura 2) Representacdo da molécula de maltose (LEHNINGER;NELSON;COX, 2005).

Acucares contendo mais de 20 unidades sdo denominados polissacarideos
(LEHNINGER;NELSON;COX, 2005), os quais podem possuir milhares de monossacarideos
e sdo a forma predominante dos carboidratos na natureza. Sao insoluveis em agua e ndo tem
sabor nem poder redutor. A diferenciacdo ¢ dada pela unidade monomérica, comprimento e
ramificagdo das cadeias. Amido e glicogénio s3o dois polissacarideos formados milhares de
moléculas de glicose. Estas duas moléculas sdo as principais formas de armazenamento
energético das células vegetais e o segundo nas células animais, respectivamente
(FRANCISCO JUNIOR, 2008). O amido ¢ um homopolissacarideo depositado nos

cloroplastos das células vegetais como granulos insoluveis. Ele ¢ constituido por uma mistura



de dois tipos de polimeros da glicose: amilose e a amilopectina. Segundo MELO e
colaboradores (1998), a amilose ¢ formada por 200 a 20.000 unidades de glicose unidas entre
si por ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4, formando uma cadeia ndo ramificada (Figura 3).
Entretanto, a amilopectina difere da amilose porque ¢ ramificada (Figura 3). Este tipo de
estrutura ¢ constituido por cadeias curtas formadas por aproximadamente 30 unidades de
glicose unidas a cadeia principal por ligagdes a-1,6, aproximadamente a cada 20 ou 30
unidades de glicose, que estdo unidas entre si por ligacdes do tipo o-1,4. O
INTERNATIONAL STARCH INSTITUTE (2012) define a amilose como a responsavel pela
propriedade geleificante do amido, enquanto que a amilopectina ¢ indicada como a
responsavel pela sua viscosidade. A maior parte do amido estd composto por 20-30% de

amilose e 70-80% de amilopectina (GALLANT et al., 1992).
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Figura 3) Representagdo da cadeia de amilose (A) e amilopectina (B) (FRANCISCO
JUNIOR, 2008)

As diferengas estruturais que caracterizam os amidos podem estar associadas
aos diferentes graus de digestdo das fontes de carboidratos encontradas nos mamiferos e

algumas espécies de peixes. RAWLES & LOCHMANN (2003). Uma grande variedade de



produtos derivados do amido ¢ utilizada em processos industriais ou para alimentagao animal
(MUNOZ RAMIREZ, 2005). O aquecimento do amido em 4gua a uma temperatura minima
de 60°C promove uma altera¢do Irreversivel na estrutura desta molécula. Os granulos de
amido expandem com a entrada da dgua, a amilose se solubiliza e as cadeias de amilopectina
se quebram facilmente (VAN SOEST, 1994), promovendo a ruptura da estrutura granular,
hidratacdo e solubilizagdo do amido. A esse processo da-se o nome de gelatinizagao
(BILIADERIS, 1991). Um destes ¢ a dextrina que ¢ um amido granular, ndo ramificado, com
moléculas reorganizadas pela conversao termoquimica do amido, o que confere aos granulos a
propriedade de se solubilizar na agua fria (INTERNATIONAL-STARCH-INSTITUTE,
2012).

A estrutura do glicogénio assemelha-se & da amilopectina, exceto pelo maior
nimero de ramificagdes que ocorrem em intervalos de 8—12 residuos de glicose (na
amilopectina os intervalos das ramifica¢des sdo de 24-30 residuos de glicose). Essa estrutura
altamente ramificada, torna suas unidades de glicose mais facilmente mobilizdveis em
periodos de necessidade metabolica. O glicogénio estd presente principalmente no musculo
esquelético e no figado, onde ocorre na forma de granulos citoplasmaticos (MOTTA, 2006).

Muitos trabalhos vém sendo realizados buscando a otimiza¢do do seu uso
como fonte de energia em substituicao a fontes protéicas, ja que estas apresentam custo mais
elevado (WILSON, 1994; LEE;LEE, 2004; VIEIRA;INOUE;MORAES, 2005). Ainda que os
lipideos sejam reconhecidos pelo seu alto valor energético, as caracteristicas fisicas atrativas e
a disponibilizacdo a baixos custos dos carboidratos poderiam privilegiar a sua inclusdo em
dietas comerciais (ERFANULLAH;JAFRI, 1998a; CRAIG;HELFRICH, 2002; RUEDA-
JASSO et al., 2004; KROGDAHL;HEMRE;MOMMSEN, 2005).

A eficiéncia relativa da utilizagdo de carboidratos por peixes depende
principalmente da quantidade de carboidratos presente na dieta, da complexidade molecular
deste carboidrato (BERGOT;BREQUE, 1983; WILSON, 1994;
HUTCHINS;RAWLES;GATLIN, 1998), do tipo de processamento ao qual a dieta ¢
submetida, além da temperatura de cultivo, do regime alimentar associado a estagdo climatica
(verdo ou inverno), dos niveis dos outros nutrientes da dieta (KAUSHIK, 1989; VENOU et
al., 2003), de o habito alimentar da espécie, entre outros fatores.

Os carboidratos utilizados na produg¢do de ragdes para peixes vao desde
acucares simples de facil digestdo e absorcdo até aglicares complexos que nao sdo digeridos,
como a celulose (SMITH, 1980b; KROGDAHL;HEMRE;MOMMSEN, 2005). Alguns

carboidratos, como o amido, podem ser utilizados como agentes aglutinantes na preparagao



das dietas (CRAIG;HELFRICH, 2002; KROGDAHL;HEMRE;MOMMSEN, 2005). Sabe-se
que o amido cru ¢ considerado uma fonte pobre de energia, principalmente devido a sua baixa
digestibilidade. Por isso, hd estudos que visam melhorar o aproveitamento da fonte de
carboidrato por meio do processamento desta fonte, tais como extrusdo, micronizacao,
cozimento, entre outros, objetivando a “desorganizacdo” da estrutura do granulo de amido,
para facilitar a agdo da enzima amilase no processo de digestao (KAUSHIK;OLIVA-TELES,
1985).

O processamento do amido, que inclui a gelatinizagdo por extrusdo ou pelo
cozimento (ARNESEN;KROGDAHL, 1993; PERES;OLIVA-TELES, 2002; VENOU et al.,
2003; FERNANDEZ et al., 2007), proporciona um aumento da digestibilidade do amido e,
como consequéncia a maior sua disponibilidade para os animais (WILSON, 1994;
HEMRE;MOMMSEN;KROGDAHL, 2002; STONE;ALLAN;ANDERSON, 2003a). O
processo de extrusdo melhora as caracteristicas nutricionais do trigo e do milho na
alimentacdo de dourada (Sparus aurata). Alguns autores relatam que o melhor
aproveitamento de carboidratos pelos peixes ocorre quando as dietas contem ingredientes
extrusados, devido ao aumento da taxa de amido gelatinizado nas ragdes. A utilizagdo de
dietas contendo ingredientes extrusados na alimentagao de truta (O. mykiss) e carpa (Cyprinus
carpio) provocou melhor crescimento e melhores taxas de eficiéncia alimentar e de eficiéncia
protéica (TAKEUCHL,JEONG;WATANABE, 1990).

A complexidade molecular dos carboidratos na dieta ¢ outro fator que pode
influencia sua utilizagdo pelos peixes (WILSON, 1994; HEMRE;MOMMSEN;KROGDAHL,
2002; STONE;ALLAN;ANDERSON, 2003a; ENES et al., 2009). Nao h4a um padrdo exato na
capacidade de diferentes espécies em utilizar carboidratos simples ou complexo. Estudos
sobre algumas espécies como o salmao “chinook” (Onchorhynchus tshawytscha), truta arco-
iris (O. mykiss), carpa capim (Ctenopharyngodon idella) e dourada (S. aurata) mostram que
elas utilizam a glicose ou a maltose de maneira mais eficiente do que dextrina ou amido
(BUHLER;HALVER, 1961; BERGOT, 1979; HUNG;STOREBAKKEN, 1994;
TIAN;LIU;HUNG, 2004; ENES et al., 2008). Outros estudos mostram que linguado japonés
(Paralichthys olivaceus), linguado estrelado Solha (Platichthys stellatus) e Rachycentron
canadum utilizam de forma mais eficiente dextrina e amido como fontes nado-proteicas de
energia que a glicose (LEE;LEE, 2004; CUI et al., 2010).

Apesar dos carboidratos serem necessarios aos organismos por desempenharem
importantes fungdes bioldgicas, tais como fornecer energia para o cérebro e tecido nervoso na

forma de glicose, e como precursor metabdlico de acidos nucléicos e mucopolissacarideos
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(COWEY;ADRON;BROWN, 1975; PERAGON et al., 1999b), eles possuem, somente, um
papel secundario em relagdo aos lipidios e as proteinas na composi¢do da dieta
(HEMRE;MOMMSEN;KROGDAHL, 2002), uma vez que os peixes tendem a oxidar
aminoacidos mais eficientemente e preferencialmente a glicose (LOVELL, 1988;
HEMRE;MOMMSEN;KROGDAHL, 2002). Além disso, ¢ importante ressaltar, também, que
devido as poucas informacdes existentes a respeito das funcgdes bioldgicas e da metabolizagao
deste nutriente em peixes (PERAGON et al., 1999b) e ao fato dos carboidratos, geralmente,
ndo serem tdo bem aproveitados por algumas espécies (DE SILVA;ANDERSON, 1995), o
consumo excessivo deste nutriente pode resultar em uma condicao patoldgica (LALL, 1991;
KUMAR et al., 2005), afetar o crescimento, a conversao alimentar, a retencao de nutrientes e

a composi¢do corporal.

1.3. Habito alimentar

Uma abordagem consistente na avaliacdo das propor¢des dos nutrientes que
devem estar presentes em uma dieta para uma dada espécie de peixe ¢ primeiramente
conhecer o hdbito alimentar desta espécie. A importancia do conhecimento do hébito
alimentar da espécie e suas interrelagdes com a capacidade de digestdo e de absor¢do de
nutrientes nao ¢ consenso entre os nutricionistas que estudam os peixes. No entanto, a maioria
concorda que o estudo do hdbito alimentar pode contribuir para definir a estratégia de
alimenta¢do da espécie.

O espectro alimentar pode ser influenciado tanto pelas condigdes ambientais
como pela biologia de cada espécie (ABELHA;AGOSTINHO;GOULART, 2001). A
ocorréncia de dieta flexivel ¢ uma caracteristica marcante da ictiofauna fluvial tropical, na
qual a maioria das espécies pode mudar de um alimento para outro tdo logo ocorram
oscilagdes na abundancia relativa do recurso alimentar em uso motivadas por alteragdes
ambientais espago-temporais de ofertas de alimentos (ESTEVES;ARANHA, 1999;
ABELHA;AGOSTINHO;GOULART, 2001; BRANDAO-GONCALVES;LIMA-
JUNIOR;SUAREZ, 2009). A maioria das investigacdes sobre o espectro alimentar de peixes
ocorre por meio de estudos de seus conteudos estomacais.

As diversas estratégias e taticas de forrageamento desenvolvidas pelos peixes
possibilitam que eles facam uso dos mais diferentes recursos alimentares disponiveis nos
ambientes aquaticos € em seu entorno. Dentre os varios tipos de classificagdo, quanto aos
habitos alimentares, as espécies podem ser agrupadas em trés grupos troficos: herbivoros,

onivoros e carnivoros (KAPOOR;H. SMITH;I. A. VERIGHINA, 1975).
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Os peixes herbivoros alimentam-se de vegetais vivos, como plantas aquaticas,
algas macroscopicas e de plantas terrestres, quando estas caem na dgua ou nas inundacdes
ciclicas. O alimento geralmente ¢ triturado por dentes faringeos e pelo estdmago, que neste
caso possui paredes muito espessas, ou ainda pode ser fermentado por microrganismos, ou
entdo ser destruido pela acidez do estomago até romper a parede de celulose e permitir a
digestdo. Os peixes herbivoros podem ser criados em sistemas com uso de ragdo, mas sua
principal finalidade hoje em dia tem sido o controle de plantas aquaticas e invasoras em
tanques de cultivo de grandes dimensdes. Tais espécies também sdo utilizadas no controle
destas plantas em ambientes naturais, para permitir a navegagao.

As espécies de peixes que se alimentam de vegetais e de animais vivos sao
consideradas onivoras, sendo que algumas possuem maior tendéncia aos héabitos herbivoros e
outras aos carnivoros. De maneira geral, os onivoros ndo consomem outras espécies de peixes
e sua fonte de proteina animal € composta por invertebrados. Os peixes onivoros estdo
adaptados a digerir diversos tipos de alimentos de origem vegetal e animal, e por isso
aproveitam bem as ragdes comerciais, mesmo aquelas pobres em proteina animal. Alguns
peixes desta categoria se alimentam de animais e vegetais, aleatoriamente. Outros possuem
ciclos anuais relacionados com padrdes climaticos, como o tambaqui. Peixes onivoros, assim
como os herbivoros, realizam muitas refei¢des diarias, porém, consomem pouco alimento por
refeicdo e, por isso, geralmente apresentam estdmago de menor volume.

As espécies de peixes carnivoras sdo aquelas que apresentam uma dieta a base
de animais vivos. A maioria das espécies marinhas é carnivora, assim como um grande
numero de espécies dulcicolas. Estas espécies possuem dentes pontiagudos ou placas
dentigradas, para captura das presas, sendo que nestes, os dentes podem estar ausentes.
Geralmente estas espécies ndo apresentam cecos piloricos e o intestino ¢ relativamente curto.
Diversas espécies de carnivoros se alimentam de animais de grupos diferentes. Consomem
insetos, larvas de peixes, crustaceos, € sdo pouco seletivas, mas apresentam boa adaptagao ao
cultivo com ragdes. Estas sdo espécies que necessitam de treinamento alimentar, no qual ¢
oferecida, inicialmente, uma racdo composta de peixe fresco. Gradualmente, vao sendo
introduzidas ra¢des cada vez mais semelhantes a comercial com alto teor de proteina de

origem animal.

1.4. Processo digestivo
O habito alimentar, como mencionado anteriormente, pode nos nortear a

respeito da capacidade de digestdo dos peixes. Animais que se alimentam de vegetais
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possivelmente possuem grande atividade de enzimas para digestdo de carboidratos. Embora
bastante util e difundido no estudo da alimentacdo de peixes, a frequéncia de ocorréncia de
determinados itens alimentares no trato digestorio nem sempre representam a dieta da espécie
de peixe em questdo (BRAGA, 1999). Somente com a utilizagdo dos dados do conteudo
presente no trato digestdrio ndo € possivel saber efetivamente quais nutrientes estdo sendo
utilizados pelos animais.

Assim, para que o peixe possa se nutrir, as macromoléculas presentes no
alimento ingerido deverdo ser reduzidas em suas respectivas subunidades, que sdo os
nutrientes. A este processo denominamos digestao.

O processo de digestao € necessario para que os nutrientes possam atravessar a
parede do tubo digestorio e chegar as células dos diferentes tecidos do peixe, onde
efetivamente serdo utilzados. Desta forma, o valor nutricional de um alimento ndo esta
baseado somente em sua composi¢do quimica, mas também na quantidade dos nutrientes que
serdo absorvidos. Portanto, para a otimizagdo dos niveis de nutrientes da dieta € preciso saber
se estd havendo seu aproveitamento adequado, ou seja, se a digestdo e a absor¢do estdo
ocorrendo adequadamente.

A eficiéncia da absor¢do dos nutrientes e da conversdo alimentar dependem da
disponibilidade de enzimas digestivas e da capacidade de transporte trans-epitelial do trato
digestorio (SMITH, 1980a; JOBLING, 1995). Estes parametros estdo diretamente
relacionados a atividade das enzimas digestivas presentes na luz e nas células da mucosa
intestinal (HARPAZ;UNI, 1999). A determinacdo da atividade dessas enzimas tem mostrado
sua importancia na piscicultura (HOFER;KOCK, 1989; LUNDSTEDT;MELO;MORAES,
2004; MELO, 2004; DE ALMEIDA;LUNDSTED;MORAES, 2006), visto que a sua
disponibilidade e o seu efeito na capacidade digestiva podem estabelecer um limite fisiologico
na taxa de crescimento e na eficiéncia da conversdao alimentar (PEREZ-CASANOVA et al.,
2006). LEMIEUX e colaboradores (1999) reportaram que a atividade da tripsina de salmao do
Atlantico (Gadus morhua) esta relacionada a eficiéncia da conversdo alimentar e possui um
papel importante na regulacao do crescimento.

Na maioria das espécies de peixes, o alimento ¢ ingerido sem ser triturado e,
em muitos casos, o alimento ¢ ingerido vivo. Poucas espécies trituram o alimento, em geral as
que o fazem sdo espécies herbivoras ou onivoras. Esta forma de ingestdo, associada ao fato de
que os peixes ndo possuem glandulas salivares, faz com que a digestdo mecanica e quimica

comecem no estdmago. O quimo segue para o intestino onde se completa a digestao iniciada



13

no estdmago e ocorre a maior parte da absorcdo dos nutrientes, ions e agua oriundos da dieta
(ROTTA, 2003).

Apesar da mucosa do estdmago apresentar um papel importante na secre¢ao de
enzimas e na digestdo do alimento, principalmente proteinas, em peixes, assim como em
outros vertebrados, a maior parte da digestdo ¢ realizada no intestino, devido a presenca de
enzimas digestivas produzidas pelo proprio tecido intestinal (enteroquinase, maltase,
glucosidade, galactosidase e lipase) ou pelo tecido pancredtico exdcrino (tripsina,
quimotripsina, amilase e lipase).

Além disso, pode-se encontrar nesta regido do trato digestéorio uma ampla
variedade de estruturas especializadas em diferentes espécies de peixes, tais como 0s cecos
piloricos. Esta estrutura ¢ formada por um conjunto de evaginagdes digitiformes que se
encontra na primeira porg¢ao intestinal. Suas caracteristicas histologicas e composicao quimica
sdo semelhantes as do intestino anterior (ROTTA, 2003). Além de servir para aumentar a
superficie intestinal sem aumentar o comprimento ou espessura do intestino, os cecos
piloricos também participam ativamente no processo digestivo secretando enzimas, tais como
tripsina, quimiotripsina, amilase, lipases e quitinase, j4 que podem estar associados ao tecido
pancreatico exdcrino (CHESLEY, 1934; KAPOOR;H. SMITH;I. A. VERIGHINA, 1975; DE
SILVA;ANDERSON, 1995). Geralmente, a distribuicao e a atividade dessas enzimas variam
em funcdo do hébito alimentar e da morfologia do trato digestorio (FAGBENRO et al., 2000)
da espécie.

Apesar de existirem varios estudos a respeito das enzimas digestivas em varias
espécies de peixes (KOHLA et al, 1992; MORAES;BIDINOTTO, 2000;
DEGUARA;JAUNCEY;AGIUS, 2003; LUNDSTEDT;MELO;MORAES, 2004;
VIEIRA;INOUE;MORAES, 2005; DE ALMEIDA;LUNDSTED;MORAES, 2006; MELO et
al., 2006; CAMILO, 2007; CORREA et al., 2007; HONORATO, 2008; MORO et al., 2010),
0s quais mostram que as enzimas digestivas estudadas sdo qualitativamente similares as
observadas em outros vertebrados (HIDALGO;UREA;SANZ, 1999), os processos digestivos
em peixes sao menos conhecidos que em mamiferos. O processo de secrecdo destas enzimas
em peixes parece ser similar & que ocorre nos vertebrados superiores. Gastrina,
colecistoquinina e outros hormonios atuam na secrecao de zimogénios e bile seguindo um
padrao pos-prandial.

Os peixes também apresentam uma grande capacidade de adaptacdo do
processo digestivo, tais como ajustes da secre¢cdo enzimatica, da absor¢do e do transporte de

nutrientes. Essa capacidade lhes permite adequarem-se as mudancgas da dieta e aperfeicoarem
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suas estratégias alimentares, (KAPOOR;H. SMITH;I. A. VERIGHINA, 1975; HOFER,
1979).

REIMER (1982), estudando a adaptacao das atividades das enzimas digestivas
de matrinxa, concluiu que as atividades da amilase, tripsina e lipase podem ser aumentadas
com dietas ricas em carboidratos, proteinas e gorduras, respectivamente; sendo que a pepsina
ndo mostrou mudangas da atividade com a dieta. Em tambaqui (Colossoma macropomum),
observa-se também alteracdes na atividade enzimatica devido a altera¢do das proporgdes dos
nutrientes  presentes na dieta (CORREA;BIDINOTTO;MORAES, 1998; DE
ALMEIDA;LUNDSTED;MORAES, 2006).

O padrao enzimatico digestivo reflete, além de o hdbito alimentar (herbivoria,
onivoria ou carnivoria), a capacidade digestiva dos peixes (DE ALMEIDA, 2010). Os
conhecimentos de enzimas digestivas em peixes sdo ainda mais complexos do que em outros
animais domésticos, visto que estes apresentam inumeras espécies, com diferentes
composi¢des anatdmicas digestivas e habitos alimentares diversos (SEIXAS FILHO, 2003).
SABAPATHY e TEO (1993) estudando a distribuicdo de enzimas digestivas e suas
atividades no tubo digestorio de Sigamus canaliculatus, de habito alimentar onivoro, e Lates
calcarifer, carnivoro, relataram a presenga de tripsina ao longo do tubo digestorio no onivoro,
sendo a presenca desta enzima restrita ao intestino e cecos piloricos, no carnivoro. Ademais,
estes autores também relataram que as atividades de amilase foram menores para o carnivoro.

Sabe-se que a habilidade de utilizar carboidratos difere entre as espécies de
peixes e depende da complexidade da fonte (WILSON, 1994). Sua utilizagdo parece estar
relacionada com o sistema metabolico, o sistema digestorio, os diferentes ambientes aquaticos
e os diferentes niveis e tipos de carboidratos utilizados na preparagdo da dieta
(WALTON;COWEY, 1989; THIBAULT;BLIER;GUDERLEY, 1997;
HUTCHINS;RAWLES;GATLIN, 1998; MEDALE et al.,, 1999). Os peixes carnivoros
apresentam pouca habilidade para digerir e metabolizar carboidratos. Por outro lado, os peixes
herbivoros e onivoros podem digerir e metabolizar nutriente relativamente bem quando
comparados com espécies carnivoras, como os salmonideos (FURUICHI;YONE, 1981;
WEATHERLEY;GILL, 1987; MOON, 2001; LEE;LEE, 2004).

TAN e colaboradores (2006), estudando o peixe onivoro ‘“gibel carp,
(Carassius auratus gibelio) e o peixe carnivoro “chinese longsnout catfish” (Leiocassis
longirostris) alimentados com diferentes fontes de carboidratos, concluem que peixes
onivoros e carnivoros apresentam diferentes habilidades para utilizar carboidratos complexos.

Neste estudo eles mostraram que a espécie onivora utiliza melhor o amido solavel como fonte
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de energia enquanto que a espécie carnivora utiliza sacarose e dextrina. Isto pode ser devido
ao fato de que peixes herbivoros e onivoros, geralmente, apresentarem mais amilase do que
peixes carnivoros (CHESLEY, 1934). Segundo SABAPATHY e TEO (1993), a amilase do
peixe onivoro macua de pinta branca (S. canaliculatus) é mais ativa do que a do peixe
carnivoro perca-gigante (L. calcarifer). SHIMENO e colaboradores (1977) também
verificaram que atividade amilohidrolitca no trato digestorio do Seriola quinqueradiata, (5,6
umols de glicose liberados /min/g de tecido) ¢ muito menor do que a de C. carpio (350 umols
de glicose liberados /min/g de tecido). Além disso, a presenca de amido ou dos produtos de
sua hidrélise pode estar diretamente ligada a sintese e secre¢do de enzimas digestivas
proteoliticas.

Os conhecimentos atuais sobre enzimas digestivas indicam que a atividade
enzimatica em peixes apresenta uma grande correlacdo com a dieta: os herbivoros processam
niveis mais altos carboidratos que os carnivoros e estes apresentam maior atividade
proteolitica (SABAPATHY;TEO, 1993; KUZ'MINA;GOLOVANOVA;IZVEKOVA, 1996;
FERNANDEZ et al., 2007). No entanto, a correlagdo com a dieta baseia-se, principalmente,
em comparagdes independentes (HOFER, 1979; SABAPATHY;TEO, 1993;
CHAKRABARTI et al., 1995; DIVAKARAN;KIM;OSTROWSKI, 1999), ja que a diferencas
nos métodos utilizados pelos distintos investigadores podem limitar ainda mais as
comparagdes entre as espécies (JONAS et al, 1983; BITTERLICH, 1985;
HIDALGO;UREA;SANZ, 1999). Sendo assim, a determinacdo do perfil das enzimas
digestivas, sua especificidade, a otimiza¢ao de suas atividades e suas limitacdes adaptativas,
permitem predizer, com maior exatidao, o aproveitamento de alimentos usuais e at¢ mesmo de

novas fontes de alimento (GLASS et al., 1989).

1.5. Absorcéo

Um importante passo no processo digestivo ¢ a absor¢ao dos nutrientes através
da borda em escova das células epiteliais do intestino. Sabe-se que em peixes adultos,
mudan¢as nos ingredientes da dieta, na manipulacdo da alimentacdo e no horario da
alimentagdo atuam sobre a atividade das enzimas da borda em escova intestinal
(KROGDAHL;SUNDBY, 1999; KROGDAHL;BAKKE-MCKELLEP;BAEVERFJORD,
2003; HARPAZ et al., 2005; HAKIM et al., 2006).

O mecanismo de absor¢do em peixes ainda ¢ pouco conhecido principalmente
devido a escassez de estudos. Ademais, a maioria destes estudos foi realizada com espécies

herbivoras e onivoras (FERRARIS;AHEARN, 1984; COLLIE;FERRARIS, 1995). MOSS
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(1992) sugere que a desfosforilagdo dos nutrientes pela fosfatase alcalina intestinal deva ser
necessaria para tornd-los permedveis a membrana plasmatica. PENTTINEN e HOLOPAINE
(1992) observaram a ocorréncia de um aumento total da atividade total da fosfatase alcalina
intestinal durante o periodo de maxima alimentacdo de carpas. Estudos mostram que esta
enzima estd envolvida na absor¢do de nutrientes tais como lipidios, glicose, calcio e fosfato
inorganico (FRAISSE et al., 1981; TENGJAROENKUL et al., 2000).

Nos peixes, as proteinas sdo absorvidas principalmente como aminoacidos. A
absor¢cdo dos aminoacidos livres ¢ realizada por meio de transportadores especificos
dependentes de Na" de transportadores nio-dependentes de Na' e por difusdo facilitada. Do
interior do enterocito, o aminoacido passa por difusdo facilitada para os capilares sanguineos
existentes nas vilosidades intestinais. Este processo ocorre nas primeiras por¢des do trato
digestorio, em especial nos cecos pildricos, quando presentes (BAKKE-MCKELLEP et al.,
2000) e o tempo de absor¢do também depende do tipo de aminoacido, variando de 2 a 24
horas apods a ingestio do alimento (MANNERSTROM;SOIVIO;SALAMA, 2001). As
proteinas também podem ser absorvidas inteiras, por meio da pinocitose na por¢ao posterior
do intestino médio, independentemente do tipo de dieta e da idade do animal, sendo
posteriormente hidrolisadas a aminoacidos no citosol dos enterdcitos antes de entrarem na
corrente sangiiinea (BAKKE-MCKELLEP et al., 2000; ROTTA, 2003).

Da mesma forma que os aminodacidos, a absor¢do de glicose pode ocorrer por
um transportador especifico dependente do gradiente de Na" (FERRARIS;AHEARN, 1984;
VIEIRA;BALDISSEROTTO, 2001). A méaxima absor¢do de monossacarideos por unidade de
peso intestinal  ocorre  principalmente na  segunda metade do intestino
(KROGDAHL;HEMRE;MOMMSEN, 2005), sendo que o pico de glicemia ocorre entre 4 ¢
12 horas apos a ingestdo do alimento (FURUICHIL;YONE, 1981; DENG;REFSTIE;HUNG,
2001).

Dos componentes da alimentagdo, os lipipios sdo os unicos que ndo sao
soliveis em meio aquoso e, dificulta a acdo das enzimas sobre eles. A solubilizagdo destas
moléculas ¢ realizada pelos sais biliares (bile) produzidos pelo figado. Estes agem
proporcionando a fragmentacdo de grandes glébulos de gordura em pequenas micelas. Essa
emulsificacdo dos lipideos permite que eles sejam distribuidos pelo intestino e digeridos pela
lipase intestinal e pancredtica em acidos graxos e glicerol. Os acidos graxos de cadeia curta
sdo absorvidos diretamente por difusdo pelos enterdcitos, sendo langados posteriormente nos
capilares sanguineos. Ja os de cadeia longa, por serem totalmente insoluveis em agua, reagem

com glicerol para formar os triglicerideos no reticulo endoplasmatico. Esses sdo, entdo,
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incorporados a lipoproteinas, juntamente com colesterol, fosfolipidios e vitaminas
lipossoluveis, formando os chamados quilomicrons, que se difundem para o sangue ou linfa e
sdo responsaveis pelo transporte das gorduras no organismo.

Sabendo-se que o processo de absor¢do ¢ de vital importancia para a utilizagao
e aproveitamento dos nutrientes, o entendimento da capacidade digestiva enzimatica da borda
em escova de diferentes espécies de peixes pode ajudar no ajuste das dietas (HARPAZ;UNI,
1999; GAWLICKA et al., 2000). No entanto, essa capacidade enziméatica da borda em escova
de espécies peixes utilizadas na aquicultura ndo tem sido investigada cuidadosamente

(HARPAZ;UNI, 1999).

1.6. Metabolismo

Os produtos da digestdo que circulam no organismo sdo utilizados por uma
variedade de tecidos e 6rgdos, nos quais estdo sujeitos a diferentes reacdes quimicas. Essas
reacdes, que constituem o metabolismo intermediario, podem ter como destino a total
degradagdo de moléculas visando a liberacdo de energia para a realizacdo de trabalho ou para
a producao de constituintes teciduais, sejam eles estruturais ou de reserva.

Metabolismo pode ser descrito como o conjuto de processos quimicos
catalisados por enzimas que proporcionam a manutencdo da vida. O metabolismo usa
produtos denominados metabolitos, os quais incluem a matéria organica de alimentos e
elementos inorganicos, tais como oxigénio. O metabolismo estd ligado a todos os outros
processos do organismo, fornecendo energia, ou por construir € manter as estruturas
necessarias para que funcionem. Nestas reagdes, ha um equilibrio dindmico entre os processos
que proporcionam a total degradacdo de moléculas para a liberagdo de energia e os processos
de sintese de moléculas complexas que constituem os tecidos. No entanto, este equilibrio
depende diretamente do estado nutricional do animal, uma vez que mudancas realizadas nas
dietas proporcionam ajustes bioquimicos do metabolismo com mudanga na velocidade de
reagdes quimicas para a manutencdo da homeostasia. Sendo assim, o perfil metabolico pode
servir como excelente indice do estado fisiologico e nutricional do peixe (CAMILO, 2007).

Os requerimentos energéticos nutricionais de peixes representam apenas dez
porcento do que ¢ necessario para aves ¢ mamiferos (SMITH, 1989), ja que eles nao
apresentam a capacidade de manter a temperatura corpérea. Em alguns aspectos, no entanto, o
metabolismo dos peixes ¢ semelhante ao dos animais homeotérmicos.

Assim como nos mamiferos, o figado dos peixes desempenha papel

fundamental no metabolismo, uma vez que ele ¢ o principal local de ocorréncia de varias
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reacdes quimicas importantes, além de ser um centro de distribuicdo de nutrientes
provenientes do alimento (DE SILVA;ANDERSON, 1995; LUNDSTEDT;MELO;MORAES,
2004). O figado também ¢ responsavel pela manutencio do montante de aminoacidos
corporeo (LOVELL, 1988), desempenhando um papel fundamental no metabolismo e na
regulacdo do transporte destes aminoacidos para os tecidos (CARTER et al., 2001) ¢ na
manutengdo da glicemia, via hidrélise do glicogénio hepatico ou a partir de precursores
gliconeogénicos (NEWGARD et al., 1983), tais como os aminoacidos e o lactato. Assim
sendo, os aminoacidos oriundos da dieta podem, além de serem utilizados na construgdo de
novas proteinas, indesejavelmente ser utilizados como fonte de energia em vdrias vias
catabolicas, como a gliconeogénese, lipogénese ou pelo ciclo de Krebs. O aumento do
catabolismo de aminodcidos tem, como consequéncia direta, aumento nos teores de amonia
hepatica ou plasmatica, que em condi¢des normais ¢ excretada pelas branquias. No entanto,
como a fragdo protéica da dieta ¢ a grande responsavel pelo encarecimento da ragdo, seria
mais conveniente financeiramente evitar que os peixes oxidassem aminodcidos para a
producdo de energia por meio da sua substituicdo por uma fonte de menor custo. Sabe-se que
ingredientes ricos em carboidratos sdo excelentes recursos poupadores de proteina,
especialmente em espécies onivoras (SATPATHY;MUKHERIJEE;RAY, 2003).

A glicose oriunda da dieta pode ser armazenada como glicogénio no figado e
nos musculos através de uma série de reagOes enzimaticas; ou utilizada na sintese de
componentes como triglicerideos e aminoacidos ndo essenciais (CHAMPE;HARVEY, 1994).
A glicose também pode ser utilizada como substrato para obtencdo de energia
(DABROWSKI;GUEDERLEY, 2002), além de inibir a gliconeogénese, estimular a sintese
protéica e inibir a degradacdo de proteinas. Porém, apesar de ser uma molécula central no
metabolismo da maioria dos vertebrados, especialmente em mamiferos, a glicose ndo parece
ter o mesmo papel no metabolismo dos peixes (HEMRE;MOMMSEN;KROGDAHL, 2002),
ja que ela nao ¢ a fonte preferencial de energia, mesmo na presenca da maioria das enzimas
envolvidas no metabolismo de carboidratos.

Apesar da existéncia de varias enzimas do metabolismo da glicose ter sido
detectada em peixes, a regulacdo do metabolismo de carboidratos difere, em alguns aspectos,
entre as espécies de peixes (COWEY;WALTON, 1989). O metabolismo de carboidratos em
peixes carnivoros parece ser menos eficiente do que em peixes herbivoros e onivoros.
Espécies carnivoras, como a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) alimentadas com altas
concentragdes de carboidratos, apresentam baixa utilizacdo da glicose associada a uma

prolongada hiperglicemia (MOON, 2001). Em contraste, a carpa comum (C. carpio) usa com
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habilidade altas concentragdes de carboidrato da dieta enquanto que a dourada (S. aurata) tem
um fenotipo intermediario (WILSON, 1994).

O mecanismo que pode explicar a distinta capacidade das espécies em
metabolizar glicose ainda ndo esta totalmente entendido (CAPILLA et al., 2004). Em peixes
carnivoros, a prolongada hiperglicemia, observada em testes de tolerdncia a glicose, ¢
associada a possivel inabilidade do figado em utilizar glicose. Essa ¢ provavelmente a mesma
razdo da intolerancia aos altos niveis de carboidratos na dieta. Este quadro tem sido atribuido,
em parte, a baixa capacidade do figado de converter a glicose intracelular em glicose-6-
fosfato mesmo em altas concentragdes de glicose (PANSERAT et al., 2000). Isso pode ser
devido ou a baixa atividade da glicoquinase (GK) ou a sua baixa expressao no figado dos
peixes em geral (CASERAS et al., 2000).

O musculo branco desempenha papel de destaque no metabolismo de
proteinas, pois apresenta a maior quantidade relativa de aminoéacidos essenciais do organismo
e representa o maior volume de massa corporea (CARTER;HOULIHAN, 2001).
Diferentemente do que ocorre no figado, em muitas espécies de peixes o glicogénio muscular
ndo ¢ mobilizado, exceto em condigdes extremas. Assim sendo, as células deste tecido sdao
mantidas as custas da glicose sanguinea, que por sua vez, ¢ mantida pela glicose absorvida do
alimento ou pelos processos hepaticos de gliconeogénese e glicogenolise. O musculo, assim
como o mesentério adiposo e o figado, também apresenta um importante papel na estocagem
de lipideos (VAN DEN THILLART;VAN RAAIJ, 1995).

Os lipideos representam a maior reserva energética do organismo, fornecendo
um maior rendimento energético por grama de lipideo metabolizado em comparagdo com os
carboidratos. Estas moléculas sdo adquiridas a partir da dieta e endogenamente, sendo
distribuidos por todo o organismo através das lipoproteinas. Os triacilglicerdis sdo os lipidios
mais abundantes. Sua mobiliza¢do, quando necessaria, ocorre pela a¢do da lipase, com
liberacao de glicerol e acidos graxos. O glicerol, no figado e tecidos, se transformara em um
intermediario da glicolise ou da gliconeogénese. Os acidos graxos serdo utilizados como fonte
de energia nos tecidos, a partir do processo de P-oxidagdo nas mitocOndrias, tendo como
produto acetil-CoA. Os lipideos corpdreos refletem os lipideos da dieta, em termos de
qualidade e composi¢do de acidos graxos, embora possam ser sintetizados a partir de
carboidratos e aminoacidos (CARTER et al., 2001).

Segundo VIEIRA e colaboradores (2005), mudancas na concentracdo dos

metabolitos plasmaticos refletem ajustes bioquimicos do metabolismo as mudangas nas
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dietas. O perfil metabolico plasmatico reflete o papel do sangue de transportador dos diversos

intermediarios metabolicos e integrador entre os diferentes tecidos.

1.7. As espécies

Estudos da nutricdo de peixes sdo relevantes particularmente quando focam
espécies comercialmente significativas (LUNDSTEDT;MELO;MORAES, 2004). Ademais, a
comparacdo entre diferentes espécies com diferentes habitos alimentares pode ampliar o
entendimento acerca de alguns aspectos da sua nutricdo (LIN et al., 1997) e fornecer pistas
sobre a evolugdo de seus habitos alimentares (TAN et al., 2006). Tal abordagem pode ainda
esclarecer alguns mecanismos que possibilitem a interferéncia direta no aproveitamento de
nutrientes normalmente pouco utilizados, tais como os carboidratos. Existem poucos estudos
comparativos relatando a utilizagdo de carboidratos na nutri¢gdo de peixes (LIN et al., 1997;
RAWLES;GATLIN, 1998).

Atualmente ¢ inegavel a necessidade de estudos sobre peixes neotropicais, uma
vez que a procura por estas espécies vem crescendo de forma acelerada. Os peixes do género
Brycon, que apresenta aproximadamente 67 espécies (DREWE et al., 2004), t€ém sido
incorporados com maior intensidade tanto nas criagdes experimentais como nas comerciais.

Neste trabalho, a espécie estudada foi o Brycon amazonicus, popularmente
conhecido como matrinxd. Em ambiente natural, essa espécie apresenta habito reofilico com
periodo de reproducdo entre dezembro e fevereiro. Apresenta desova total, porém a
reprodugdo em cativeiro pode ser induzida por horménios. O B. amazonicus ¢ originario da
Bacia Amazonica e do Araguaia-Tocantins, e vem sendo cultivada com sucesso na Regido
Sudeste do Brasil, atendendo ao crescente mercado (GOMIERO et al., 2003). Este teledsteo
de agua doce apresenta um grande potencial econdmico para a piscicultura, pois, além de
aceitar facilmente racdo artificial (CASTAGNOLLI, 1992) e subprodutos agroindustriais
(IZEL et al., 2004), possui carne saborosa (GOMIERO et al., 2003).

Em ambiente natural, o B. amazonicus, uma espécie reofilica, possui amplo
espectro alimentar (GOULDING, 1979) sendo considerada uma espécie onivora, ja que sua
alimentagdo natural consiste de frutos, sementes, flores, plantas herbaceas, insetos, restos de
peixe, etc. (VAL;HONCZARYK, 1995; PIZANGO-PAIMA, 1997). Esta espécie acumula
grandes reservas lipoprotéicas para fins reprodutivos e de sobrevivéncia na época seca

(LEITE, 2004). Além disso, ¢ sabido que esta espécie responde as mudangas nutricionais
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(REIMER, 1982), possibilitando a otimizacdo da composicao das suas dietas através de
inferéncias a partir do conhecimento dos mecanismos regulatorios envolvidos.

Esse peixe apresenta um grande potencial de crescimento e ao final de um ano
de idade pode alcangar 0,8 kg a 1 kg de peso, com rendimento de 50% de filé com pele, o que
lhe confere um rendimento de parte comestivel muito maior que de outros peixes
(MENDONCA, 1996). Em média, o matrinxa adulto pode atingir até 4 kg e alcangar sua
maturidade sexual com trés anos de idade. Por apresentar rapido crescimento em cativeiro e
alcancar bons pregos no mercado, o matrinxa ¢ a segunda espécie mais criada na Regido
Amazénica (BRANDAO et al., 2005).

O género Pseudoplatystoma compreende os maiores peixes da familia
Pimelodidae e podem ser encontrados nas principais bacias hidrograficas sul-americanas. E
constituido pelas espécies: P. coruscans (pintado), P. fasciatum (cachara) e P. tigrinus
(camapari, pirambucu), regionalmente conhecidos como “surubins”. Na Bacia Amazodnica
podem ser encontradas as espécies P. coruscans e P. tigrinus, na Bacia do Prata, P. fasciatum
e P. coruscans e na Bacia do Sao Francisco, apenas P. coruscans (WELCOME, 1985;
PETRERE, 1995).

O pintado e o cachara, peixes de habito alimentar carnivoro, principalmente
piscivoro, sao bastante apreciados por apresentar em sua carne poucas espinhas, podendo
alcangar de 100 a 120kg. A linhagem usualmente comercializada hoje ¢ o hibrido entre
P.coruscans e P. fasciatum. Tal escolha se deu a partir da premissa de que os hibridos teriam
um maior desenvolvimento e menor agressividade, quando comparados aos peixes de
linhagem pura. Dados obtidos por CREPALDI e colaboradores (2003) em um ensaio de 84
dias comparando as linhagens pura e hibrida confirmaram que os primeiros cresceram mais,
dentro da classe de peso analisada, porém mais estudos sdo necessarios a fim de avalid-los
esses peixes em outras fases de cultivo.

Embora muito apreciado e provido de melhores indices zootécnicos, a
producdo de hibrido de pintado ainda ¢ limitada pelo alto custo. A dieta destes animais pode
representar a maior fragdo do custo da produgdo. O alto preco das ragdes ¢ atribuido a dois
fatores: a elevada demanda de proteina e energia e a capacidade desta espécie em aproveitar
nutrientes de baixo custo, como os carboidratos.

Conforme destacado por DEL CARRATORE (2001), no que se refere as
espécies carnivoras de clima tropical, notadamente as nativas, informagdes acerca da nutri¢ao
e metabolismo s3o escassas, sendo que as ragdes para espécies, como o pintado, ainda sao

elaboradas baseadas nas informacdes adquiridas pela literatura com espécies exoticas,
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principalmente de clima temperado e muitas vezes marinhas. Desta forma, o estudo dos
mecanismos metabodlicos adaptativos de hibrido de pintado, seja para fins econdmicos como
para fins de aqiiicultura, ¢ de extrema importancia.

Devido a importincia comercial crescente que essas espécies apresentam e a
possibilidade do estudo da secrecdo de enzimas digestivas em peixes pode tornar mais claros
alguns aspectos da fisiologia nutritiva e também auxiliar a resolver alguns problemas
nutricionais (HIDALGO;UREA;SANZ, 1999), o conhecimento das respostas metabdlicas em
diferentes condi¢des alimentares pode possibilitar o ajuste do uso de nutrientes para

otimizagdo do crescimento e para o preparo de dietas mais economicas.

2. OBJETIVOS

Por considerar a relevancia dos carboidratos face as possiveis vantagens
oriundas da sua utilizagdo em substituicdo racional as proteinas, particularmente em peixes
Neotropicais de agua doce este trabalho teve como objetivo central estudar comparativamente
o desempenho produtivo, a indu¢do de enzimas digestivas e o metabolismo intermediario de
matrinxa (B. amazonicus) e de hibridos de pintados (P.coruscans X P. fasciatum) alimentados
com cinco dietas com tipos de carbohidratos diferentes (glicose, maltose, dextrina, amido pré-
gelatinizado e amido cru). Para atingir este objetivo, alguns parametros foram avaliados nos
peixes alimentados com as diferentes dietas experimentais, como:

- Desempenho produtivo, por meio de pardmetros de crescimento;

- Eficiéncia digestiva, por meio do perfil das atividades enzimaticas digestivas:
proteases, amilase, lipase e fosfatase alcalina;

- Perfil metabdlico, através da quantificacdo e interacdo dos intermediarios

metabdlicos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Dietas experimentais
Foram formuladas cinco dietas semi-purificadas para cada espécie contendo
como fonte de carboidrato: glicose livre, maltose, dextrina, amidos pré-gelatinizados ou
amido de milho cru. Para os exemplares de matrinxd foram formuladas dietas isoenergéticas,
isoproteicas com 30% de proteina bruta e isoglicidicas com 40% de carboidratos (Tabela 1)

(IZEL et al., 2004). Para os hibridos de pintado as dietas formuladas possuiam 40% de
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proteina e 30% de carboidratos (Tabela 2) (LUNDSTEDT, 2003). A composi¢ao centesimal
das dietas foi realizada segundo as especificacoes da “Association of Official Analytical

Chemists” (A.O.A.C., 1990).

3.2. Desenho experimental

Depois de um periodo de sete dias sob aclimatacdo nas condigdes de
experimentacdo, 135 peixes foram separados em 15 grupos de nove animais por espécie, €
distribuidos em caixas iguais de 250L. A qualidade da dgua foi mantida por meio de sistema
de recirculagdo termostatizado, com aeracao artificial e bio-filtro em linha. Os peixes foram
distribuidos aleatoriamente nas caixas preservando-se a semelhanca de peso e tamanho. As
quinze caixas foram agrupadas aleatoriamente trés a trés para compor as cinco condigdes
distintas de arragoamento (triplicata). Essas cinco condigdes corresponderam aos grupos que
receberam dietas com glicose livre (GLI), maltose (MAL), dextrina (DEX), amidos pré-
gelatinizados (PRE-GEL) ou amido de milho cru (AMIDO) como fonte de carboidratos. Os
experimentos foram realizados em momentos diferentes para cada espécie.

Antes do periodo experimental os peixes foram submetidos a jejum de 24 horas
sendo a partir de entdo arragcoados duas vezes ao dia, pela manha e a tarde, até saciedade
aparente. Os periodos experimentais para matrinxa e para hibridos de pintado foram 27 e 24
dias, respectivamente. Decorrido o periodo experimental de arragoamento os peixes
permaneceram por 24 horas em jejum, em seguida, foram anestesiados com 1,0 ppm de
eugenol (INOUE;SANTOS NETO;MORAES, 2003) e trés peixes de cada caixa, que
somaram nove peixes por tratamento, foram amostrados para coleta de tecidos e sangue.
Primeiramente, os peixes foram puncionados na veia caudal e imediatamente apos a coleta de
sangue, foram eutanasiados por sec¢do medular. Apods a eutandsia foram pesados e medidos, e
amostras do figado, musculo branco e trato digestério foram coletadas. O trato digestorio foi
dissecado sobre placa de Petri contendo solug¢do salina gelada, o conteudo digestivo foi
descartado e o trato de matrinxa foi subdividido em estdmago, cecos pildricos, intestino
anterior e intestino posterior. Nos hibridos de pintado o trato digestorio foi dividido em
estobmago, intestino anterior, intestino médio e intestino posterior. Os tecidos foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e transferidos para —20 °C até as analises

bioquimicas.



Tabela 1. Composi¢do bromatoldgica das dietas experimentais de Brycon amazonicus.

Dietas experimentais.

GLI MAL DEX PRE-GEl AMIDO

Ingredientes (%)

Farinha de peixe 38,50 38,50 38,50 38,50 38,50
Caseina 9,50 9,50 9,50 9,50 9,50
Carboximetil celulose? 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00
Oleo de soja 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Glicose’ 40,00 - - - -
Maltose’ - 40,00 - - -
Dextrina’ - - 40,00 - -
Amido pré-gelatinizado® - - - 40,00 -
Amido cru’ - - - - 40,00
Premix vitaminico-mineral® 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Composicao quimica analisada (%)

Matéria seca 93,28 95,76 94,82 95,07 94,54
Proteina bruta 31,063 32,022 30,092 30,082 30,097
Energia bruta (kcal g'l) 4261,10  4571,82 4519,73 4567,26 4495,04
Fibra bruta 3,098 6,053 5,044 4,024 3,057
Cinzas 7,095 8,011 7,082 8,010 7,086
Extrato etéreo 10,009 9,081 7,095 7,076 10,010

Extrato ndo  nitrogenado

(ENN)*" 39,063 39,009 42,069 44,015 42,004

'SYNTH® (Diadema. SP. Brazil)
? Celulose microfina — RHOSTER Industria e Comércio Ltda (Aragoiaba da Serra - SP/ Brasil)

’CORN PRODUCTS BRASIL (Mogi Guagu. SP. Brazil): Dextrose monohid. (Glicose) CERELOSE®
020020 — GLI; Maltose MOR SWEET® 1557 — MAL; Dextrina ARGO® 182 DT 7482 - DEX; Amido
pré-gelatinizado ARGO® GCS 2201 — PRE-GEL; Amido de milho regular ARGO® CS 3400 — AMIDO.

* Comoposi¢do do suplemento vitaminico-mineral para peixe (Premix). 1000 g: vitamina A.
600000 IU; vitamina D3 600000 IU; vitamina E 12000 IU; vitamina K 1200 mg; vitamina B1 1200 mg;
vitamina B2 1536 mg; vitamina B6 1287 mg; vitamina B12 4000 mg; folato 198 mg; Pantotenato de
calcio 3800 mg; vitamina C 48000 mg; Biotina 20 mg; Colina. 30000 mg; Niacina 19800 mg; Ferro 25
714 mg; Cobre 1960 mg; Manganésio 13334 mg; Zinco 6000 mg; Iodo 948 mg; Cobalto 2 mg; Selenio.

30,10 mg.

"ENN (extrato nio nitrogenado)= [MS-(PB+MF+MM+EE)], no qual MS, PB, MF, MM e EE sao matéria

seca, proteina bruta, materia fibrosa, materia mineral e extrato etéreo, repectivamente.
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Tabela 2. Composi¢do bromatologica das dietas experimentais de Pseudoplatistoma
corruscan X Pseudoplatistoma fasciatum

Dietas experimentais.

GLI MAL DEX PRE-GEl AMIDO

Ingredientes (%)

Farinha de peixe 48,00 48,00 48,00 48,00 48,00
Caseina' 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Carboximetil celulose? 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Oleo de soja 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Glicose® 35,00 - - - -
Maltose® - 35,00 - - -
Dextrina’ - - 35,00 - -
Amido pré-gelatinizado’ - - - 35,00 -
Amido cru’ - - - - 35,00
Premix vitaminico-mineral® 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Composicdo quimica analisada (%)

Matéria seca 91,17 92,25 94,62 95,61 96,36
Proteina bruta 40,09 39,47 40,17 39,59 40,47
Energia bruta (kcal g) 4666,82  4570,62 4625,88 4657,90 4658,33
Fibra bruta 3,04 3,87 4,07 3,77 4,96
Cinzas 9,04 9,64 7,082 9,60 11,06
Extrato etéreo 9,01 9,71 7,98 9,67 10,010

Extrato n3o  nitrogenado

(ENN)*" 30,08 29,57 32,79 32,98 30,07

"SYNTH® (Diadema. SP. Brazil)

% Celulose microfina — RHOSTER Industria e Comércio Ltda (Aragoiaba da Serra - SP/ Brasil)

3CORN PRODUCTS BRASIL (Mogi Guagu. SP. Brazil): Dextrose monohid. (Glicose) CERELOSE®
020020 — GLI; Maltose MOR SWEET® 1557 — MAL; Dextrina ARGO® 182 DT 7482 - DEX; Amido
pré-gelatinizado ARGO® GCS 2201 — PRE-GEL; Amido de milho regular ARGO® CS 3400 — AMIDO.
* Comoposi¢do do suplemento vitaminico-mineral para peixe (Premix). 1000 g: vitamina A.
600000 IU; vitamina D3 600000 IU; vitamina E 12000 IU; vitamina K 1200 mg; vitamina B1 1200 mg;
vitamina B2 1536 mg; vitamina B6 1287 mg; vitamina B12 4000 mg; folato 198 mg; Pantotenato de
calcio 3800 mg; vitamina C 48000 mg; Biotina 20 mg; Colina. 30000 mg; Niacina 19800 mg; Ferro 25
714 mg; Cobre 1960 mg; Manganésio 13334 mg; Zinco 6000 mg; lodo 948 mg; Cobalto 2 mg; Selenio.
30,10 mg.

"ENN (extrato ndo nitrogenado)= [MS-(PB+MF+MM-+EE)], no qual MS, PB, MF, MM ¢ EE sdo matéria
seca, proteina bruta, materia fibrosa, materia mineral e extrato etéreo, repectivamente.
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3.3. Condi¢cbes Ambientais
A qualidade de 4dgua do sistema de cultivo foi mantida em 29,3 + 1,0°C; pH 6,5
+ 0,2; oxigénio dissolvido 4,7 + 0,3mg/L e NH," 0,05 + 0,01ng/L. Esses parametros fisico-
quimicos da agua estdo dentro da faixa de conforto prevista para a criagdo de peixes tropicais

(VINATEA ARANA, 1997).

3.4. Variaveis de desempenho
Os valores de desempenho foram calculados para cada condi¢dao experimental,
de acordo com as férmulas a seguir:
*Ganho em peso (GP) = (peso final - peso inicial)
*Consumo = consumo médio de alimento / tempo experimental
» Taxa conversdo alimentar (TCA) = consumo de alimento / ganho em peso

total

3.5. Determinages enzimaticas

3.5.1. Preparacéo dos homogeneizados celulares
Dos tecidos coletados foram retiradas amostras de aproximadamente 100mg,
homogeneizadas em tampao de homogeneizacdo (tampao fosfato de sdédio 20mM e Tris
10mM - pH 7,0 em glicerol 50% v/v) a 1.000 rpm por aproximadamente dois minutos sob
banho de gelo em homogeneizador rotativo tipo Potter-Elvehjem provido de haste de Teflon.
Os homogeneizados celulares de estdbmago eram centrifugado a 13.400 x g por 3 minutos; os
de cecos piloricos, de intestino anterior e de posterior eram centrifugados a 13.400 x g por 10

minutos. Os sobrenadantes foram utilizados como fonte de enzima.

3.5.2.Ensaios enzimaticos
a) Amilase
O ensaio da atividade amilohidrolitica dos segmentos intestinais das duas
espécies foram realizados segundo o “kit” clinico Amilase CNPG Liquiform (LABTEST,
Lagoa Santa, MG, Brazil). O principio do método baseia-se na conversdo de a-(2-cloro-4-
nitrofenil)-B-1,4-galactopiranosilmaltosideo (Gal-G2—0—CNP) em 1,4-

galactopiranosilmaltose e 2-cloro-4-nitrofenol, o qual era mensurado em 405nm. A atividade



27

especifica esta expressa em pmole de glicose hidrolisado por minuto por miligrama de
proteina tecidual solubilizada.

b) Maltase

As atividades da maltase foram ensaiadas separadamente em cecos pildricos,
intestino anterior e posterior de matrinxa e no intestino anterior, médio e posterior de hibridos
de pintado. A atividade de maltase foi determinada em um meio de reagdo contendo: 0,5 ml
de tampao citrato fosfato 0,2M 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). Apos a incubagdo por 60 minutos a temperatura
de 25°C, a reagdo era interrompida com 0,1ml de 4cido perclérico (PCA) 0,6N e em seguida
0,Iml de KHCO3 0,6N para neutralizagdo. No sobrenadante, resultante da centrifugacdo a
14.400 x g por 5 min, era determinada a concentragcdo de glicose livre pelo método da glicose
oxidase. Dez microlitros de cada sobrenadante eram colocados em duplicata nos pogos de
uma micro-placa e adicionados de 200ul do reagente utilizado no método enzimatico da
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 hidrolisar 1 pmol de maltose

por minuto por miligrama de proteina.

c) Protease inespecifica

A atividade proteolitica total foi quantificada através da hidrdlise de caseina,
adaptado de HIDALGO e colaboradores (1999). Resumidamente, a mistura de reagdo era
composta por tampao adequado segundo o pH o6timo de reagdo previamente estabelecido
(500ul), caseina 1% como substrato (500ul) e uma aliquota do sobrenadante do
homogeneizado tissular como fonte de enzima. Para o estdbmago, utilizava-se tampao glicina-
HC1 0,2M (pH 2,0) e uma aliquota de 20ul de homogeneizado. Para cecos piléricos, intestino
anterior e posterior, utilizava-se tampao Tris-HCl 0,1M (pH 9,0) e aliquotas de 50ul.
Decorrido o tempo de incubacao, de 30 minutos para o estomago ¢ de 60 minutos para os
demais tecidos, a reagdo, ocorrida a 25°C, era interrompida com adi¢ao de 500 pl de acido
tricloroacético (TCA) 15% e posteriormente centrifugada 13.400 x g por 3 minutos para a
leitura da absorbancia do sobrenadante em 280nm. Tirosina foi utilizada como padrdo, e uma
unidade de atividade enzimadtica foi definida como a quantidade de enzima necesséria para
formar 1pg de tirosina por minuto (U). A atividade especifica estd expressa em unidades por

miligrama de proteina (U/mg de proteina).
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d) Tripsina

A atividade proteolitica da tripsina foi determinada nos cecos piloricos de
matrinxa e no intestino anterior e no médio de hibridos de pintado conforme o método de
HUMMEL (1959). Para a quantificagdo da atividade triptica eram misturados 10ul do
sobrenadante do homogeneizado tissular e o substrato TAME (p-toluenesulfonil-L-arginina
etilester) 1,04mM diluido no tampao Tris-HCI 0,2 M e CaCl, 0,01 M com pH ajustado para
8,1. A temperatura de incubagdo era de 25°C e a reagcdo acompanhada por dois minutos. Uma
unidade de tripsina foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir 1umol de
arginina por minuto por miligrama de proteina. A leitura da absorbancia das amostras era

realizada em 247nm.

e) Quimiotripsina

A atividade proteolitica de quimiotripsina foi determinada conforme
HUMMEL (1959) nos homogeneizados celulares de cecos piloricos de matrinxd e no
intestino anterior ¢ no médio de hibridos de pintado. Foi utilizada a mistura de reacao
contendo tampao TRIS 0,2M e CaCl, 0,01M pH 7,8 € 0,001lmM de BTEE (benzolil-L-tirosina
etilester) como substrato de reacdo. A reacdo era incubada a 25°C por um minuto. Uma
unidade de quimiotripsina foi estabelecida como a variacdo de absorbancia do substrato em
256mm apos sua hidrolise completa e expressa como lumol de tirosina por minuto por

miligrama de proteina.

f) Lipase inespecifica

As atividades lipoliticas nao-especificas dos cecos piloricos, do intestino
anterior ¢ do posterior de matrnxa e de intestino anterior, médio e posterior de hibridos de
pintado foram determinadas segundo ALBRO e colaboradores (1985). Para a quantificagdo da
atividade lipolitica ndo-especifica, eram incubados, a 25 °C por 30 minutos, uma mistura que
continha 30ul de sobrenadante do homogeneizado tissular ¢ 500ul do substrato p-nitrofenil
meristato 0,4mM diluido em tampao bicarbonato de amonio 24mM (pH 7.8) e Triton-X 100
0,5% (usado como emulsificante). Decorrido o tempo de incubacdo, as reagdes eram
interrompidas pela adicdo de NaOH 25mM e a variacdo de densidade Optica era registrada em

405mm. Para os célculos de atividade enzimatica, 1 unidade foi definida como a quantidade
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de enzima necessaria para formar 1umol de produto por minuto (U). A atividade especifica

esta expressa em unidades por mg de proteina (U/ mg proteina).

g) Fosfatase alcalina (FALC)

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada nos homogeneizados
celulares de cecos pildricos, intestino anterior e intestino posterior de matrinxa e de intestino
anterior, médio e posterior de hibridos de pintado pelo método modificado de
BRETAUDIERE e SPILMAN segundo BERGMEYER e BEACH (1983). A uma aliquota de
homogeneizado celular era adicionada 100uL de p -nitrofenilfosfato (0,12M) em uma mistura
contendo 2,7mL de tampdo glicina pH 8,5 (0,05M) e MgCl, (0,01M). Ap6s incubacdo a 30°C
por tempo previamente padronizado, a reagdo era interrompida pela adicdo de 400uL de
NaOH (2,0N) e os tubos eram centrifugados a 5000 x g por trés minutos. O sobrenadante era
lido em 405mm contra um branco de reacdo e o produto de reagdo foi quantificado pelo
coeficiente de extingdo molar do p-nitrofenol (Ess= 18,200 M cm'l) previamente
determinado. A atividade enzimatica foi expressa em nmols de p-nitrofenolato/min/mg de

proteina (U/mg proteina).

h) Determinagdo de proteina total

As concentragdes de proteina total dos tecidos do trato digestério foram
determinadas pelo método de BRADFORD (1976). Este método consiste na mistura de 10ul
do sobrenadante dos homogeneizados tissulares, previamente diluidos em tampao de
homogeinizac¢do para ajuste da concentracao, com o reativo de Bradford. Apds incubacdo da
mistura & 25°C por 5 minutos, a leitura das amostras era feita em “Microplate Reader”
(Molecular Devices) a 620nm. A concentracdo de proteina era estimada contra uma solucao
padrao de caseina Img/ml. O reagente de Bradfort ¢ composto de 100mg de Comassie blue
G250 em 50ml de etanol 95%. A essa solugdo sao adicionados 100ml de acido fosférico 85%
e o volume completado para um litro com 4gua destilada. Os sobrenadantes dos
homogeneizados tissulares eram diluidos trés vezes para a determinagdo de proteina no

estdmago e cecos piloricos e diluidos quatro vezes para intestino anterior € posterior.
3.6. Intermediarios metabdlicos

3.6.1. Preparacdo dos extratos acidos
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Aliquotas de plasma, figado e musculo branco foram diluidas em acido
tricloroacético (TCA) 20% na propor¢do de 1/10 para a quantificacdo de piruvato, lactato e
amonia. Figado e o musculo branco eram homogeneizados em homogeneizador mecanico tipo
Potter Elvehjem com dois "strokes" de 30 segundos a 1.000 rpm, sob banho de gelo. Apos a
homogeneizagdo, os extratos foram centrifugados a 13.400 x g por trés minutos e 0s

sobrenadantes foram utilizados como extratos celulares.

3.6.2. Preparacédo dos extratos neutros
Aliquotas de figado e de musculo branco eram diluidas em agua destilada na
propor¢ao de 1/10 para a quantificacdo de aminoacidos livres, glicose, triglicerideos e
proteina. Esse processo foi realizado como descrito na preparagdo de extratos acidos,

substituindo-se o0 TCA por agua destilada.

3.6.3. Determinacao dos intermediarios metabdlicos

a) Glicogénio

A extragdo do glicogénio tecidual foi realizada segundo BIDINOTTO e
colaboradores (1997). Esse método consiste na precipitacao alcodlica do glicogénio seguida
pela determinacdo direta de agucares redutores totais apds hidrélise acida (DUBOIS et al.,
1956). Foram utilizados para as analises 50mg de figado ¢ 100mg de musculo branco. No
processo de precipitagao alcodlica (BIDINOTTO;SOUZA;MORAES, 1997) utilizou-se como
reagentes; hidroxido de potéassio (KOH 6N), alcool etilico e sulfato de potassio 10% (K,SOs),
enquanto que na determinagdo de agucares redutores totais utilizou-se fenol a 4,1% e de acido
sulfirico concentrado. A leitura optica foi realizada em espectrofotometro “Hach DR/2010”
em um comprimento de onda de 480nm, contra um padrao de glicose que continha 100nmols.

O contetdo de glicogénio foi expresso em pumols de glicosil-glicose/g de tecido.

b) Glicose

A quantificacdo de glicose foi feita com o Kit Labtest de Glicose Oxidase
(TRINDER, 1969), cujo principio ¢ a oxidagdo enzimdtica da glicose e a determinagdo de
produto resultante colorido em quantidades equimolares. Este método consiste na mistura de
10ul de plasma ou de extrato neutro hepatico ou muscular diluidos previamente em agua
(plasma 1:200, figado 1:20 e musculo branco 1:1), com o reativo do Kit Labtest para glicose.

Ap0s essa mistura ter sido incubada a 37°C por 10 minutos, a leitura das amostras era feita na
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“Microplate Reader” (Molecular Devices) com filtro de 525nm contra uma curva padrao de
glicose.

c¢) Lactato

A determinagdo da concentragdo de lactato total foi feita de acordo o método
de Harrower ¢ Brown (1972). Em um volume adequado de extrato acido, eram adicionados
20ul de sulfato de cobre 4% e 3,5ml de acido sulfirico. Posteriormente, os tubos de reagao
eram agitados e colocados a 100°C por cinco minutos. Apds serem resfriados em gelo, eram
adicionados 80ul e de p-fenilfenol (1,5g de p-fenilfenol em 100ml de solu¢do aquosa de
NaOH 2%). Os tubos eram entdo agitados periodicamente em vortex por uma hora. Passado
este periodo, as amostras eram novamente fervidas por 90 segundos. Apds o resfriamento em
gelo, a leitura Optica das amostras era efetuada em espectrofotometro “Hach DR/2010”, em

570nm contra uma solu¢@o padrao de lactato de 20nmols.

d) Piruvato

As concentragdes de piruvato foram determinadas segundo LU  (1939),
baseando-se na reacdo da dinitrofenilhidrazina. Em sintese, o homogeneizado acido era
diluido em 500pul de agua destilada, 250l de dinitrofenilhidrazina eram adicionados a mistura
de reac¢do a qual permanecia em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Em seguida, 3ml de
NaOH (1,3N) eram adicionados a reacdo. A leitura Optica era realizada em espectrofotdmetro
“Hach DR/2010” em um comprimento de onda de 440nm. A concentracdo de piruvato foi

estimada utilizando-se um padrdo de piruvato contendo 100 nmols.

e) Proteinas totais

As concentracdes plasmaticas, hepaticas e musculares de proteina total foram
determinadas pelo método de BRADFORD (1976). Este método consiste na mistura de 10pul
de plasma ou de extrato neutro hepatico ou muscular diluidos previamente em agua (plasma
1:200, figado 1:20 e musculo branco 1:10), com o reativo de Bradford. Apds essa mistura ter
sido incubada a 25°C por 5 minutos, a leitura das amostras era feita em “Microplate Reader”
(Molecular Devices) em 620nm e a concentragao de proteina era estimada contra uma solugao
padrdo de caseina Img/ml. O reagente de Bradford ¢ composto de 100mg de Comassie blue
G250 em 50ml de etanol 95%. A essa solugdo sdao adicionados 100ml de acido fosfoérico 85%

e o volume completado para 1 litro com agua destilada.
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f) Aminoacidos livres

O teor de aminoacidos livres foi determinado nos tecidos segundo Copley
(1941). Uma aliquota de plasma total, bem como dos extratos neutros, era adicionada a 2,0ml
de solu¢do de ninhidrina 0,1% em propanol. Os tubos de reacdo eram vedados e entdo
colocados em banho-maria a 40°C, por 40 minutos. Apds este periodo, a leitura Optica era
realizada em um espectrofotdometro “Hach DR/2010” em um comprimento de onda de 570nm,

contra um padrao de acido a-aminoacético ImM.

g) Amonia

A amonia plasmatica, hepatica e muscular foi quantificada por Nesslerizagao
(GENTZKOW;MAZEN, 1942), utilizando-se um volume adequado de extrato 4cido,
completado com agua até atingir 2,0mL de solucdo, na qual era adicionado 0,5mL de reativo
de Nessler. A leitura Optica era realizada em espectrofotdometro “Hach DR/2010” em 420nm.

A concentragdo era estimada contra padrdes de amdnia contendo 100nmols de NH4CL.

h) Triglicerideos

A andlise de triglicerideos foi realizada utilizando o Kit Labtest para
triglicerideos Liquiform, que se baseia em método colorimétrico-enzimatico (TRINDER,
1969). Este método consiste na mistura de 10ul de plasma ou de extrato neutro 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. Apds essa mistura ter sido incubada a 37°C
por 10 minutos, a leitura das amostras era feita em “Microplate Reader” (Molecular Devices)
com filtro de 525nm cont