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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Estatisticas recentes publicadas pelo Ministério da Pesca e Aquicultura - MPA
indicaram importante avanco da piscicultura brasileira em 2011, apresentando producao
de 544.490 toneladas. Quando comparado com anos anteriores apresentou aumento de
31,1% e 51,2%, em relagcao a 2010 e 2009, respectivamente.

As fébricas de racdes tem acompanhado tal expansdo, alcan¢ando no ano de
2012 uma producdo de 740.000 t. para o segmento de aquicultura, que correspondeu ao
aumento de 15%, quando comparado ao ano anterior (ZANI, 2013). Por outro lado, os
custos com alguns alimentos para ragao de peixes aumentaram substancialmente nesses
ultimos anos. O farelo de soja (FS), ainda é fonte proteica de origem vegetal mais
utilizada, porém, a saca de soja de 60 kg esta cotada no estado do Mato Grosso do Sul
em R$ 70,00 (AGROLINK, 2013). Dessa forma, as inddstrias estdo investindo na busca
de potenciais sucedaneos ao FS capazes de proporcionar equivalente desempenho com
custo reduzido.

O pinhdo-manso destaca-se como possivel substituto ao FS, com perfil
nutricional superior, quando previamente descascado e desengordurado. Seu cultivo esta
ganhando destaque no Brasil, em virtude de seu potencial para produgao de biodiesel e
também por apresentar caracteristicas agrondmicas interessantes, como tolerancia a seca
e a solos de baixa fertilidade, e principalmente, pelo alto teor de 6leo da semente.

Além de alternativa para producdo de biodiesel, seu 6leo também pode ser
empregado para iluminacdo em pequenas propriedades, producdo de sabdo e velas (EL-
GAMASSY, 2008). Além disso, outras partes da planta também possuem variadas
aplicacdes, como o uso na medicina popular, uso veterindrio, acao anti-inflamatdria,
anticoagulante, propriedade acaricida e inseticida (MUJUMDAR & MISAR, 2004;
ABDEL-SHAFY et al., 2011)

No entanto, o uso de seus coprodutos, como tortas e farelos, € limitado em
funcdo de alguns fatores toxicos como o éster de forbol, e de antinutrientes como fitato,
lectina, inibidores de protease, polissacarideo nao amildceo e saponina. Portanto,
estudos estdo sendo realizados objetivando eliminar ou modificar a estrutura quimica do
éster de forbol, para que o mesmo diminua sua toxicidade, tornando assim vidvel a

utilizacdo deste coproduto na alimentacdo animal (MENDONCA & LAVIOLA, 2009).
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A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) € uma espécie que se destaca pelo
rapido crescimento, rusticidade e por ser amplamente difundida no pais. Além disso, é
representativa para a piscicultura nacional, sendo atualmente a espécie mais produzida
(253.824,1 toneladas), representando 53,4% da producdo aquicola continental
(BRASIL, 2013).

Considerando as informagdes apresentadas, torna-se necessdria a avaliacdo do
potencial de uso das tortas e farelos destoxificados de pinhdo-manso na alimentacdo de
espécies com relevada importincia para a aquicultura nacional, visando contribuir para

o desenvolvimento das cadeias produtivas do biodiesel e da piscicultura.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

- Avaliar a viabilidade do uso do farelo de pinhdo-manso destoxificado em ragdes para

juvenis de tildpia.

2.2. Objetivos especificos

- Caracterizar a composi¢do nutricional e antinutricional do farelo de pinhdo-manso

destoxificado;

- Substituir parte do farelo de soja pelo farelo de pinhdo-manso destoxificado em dietas

para juvenis de tildpia;

- Avaliar o efeito da inclusdo do farelo de pinhdo-manso sobre o crescimento,
digestibilidade de racdes experimentais, metabolismo, fisiologia e composi¢do do filé

de tilapia-do-nilo.
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3. REVISAO BIBLOGRAFICA

3.1. Tilapia (Oreochromis niloticus)

A produgdo mundial de tildpias pela aquicultura cresceu 160,27% em dez anos
(2000 a 2009), enquanto o Brasil apresentou incremento da producio em 309,62%,
quando considerado este mesmo periodo (FAO, 2011). Atualmente, é a segunda espécie
mais produzida no mundo, depois das carpas, e a tendéncia € que se torne a principal em
algumas décadas (FAO, 2011). No Brasil, a tildpia mantém a lideranca na producdo
continental, representando 53% do total produzido (253.824,1 t.) pela aquicultura
continental, cabendo destaque para o estado do Parand (BRASIL, 2013). O pais também
se destaca como maior produtor de tildpia da América do Sul, seguido pela Colombia e
Equador (FAO, 2008).

Existem mais de 100 espécies de tildpias registradas mundialmente e que sdo
agrupadas em seis géneros: Tilapia, Tristamella, Danakilia, Saroterodon, Oreochromis
e Pelmatochromis, além dos hibridos comerciais. No entanto, cerca de 20 espécies de
tildpia sdo produzidas, especialmente nos paises que apresentam clima tropical e
subtropical, e as que se destacam comercialmente sdo: tildpia-do-nilo (Oreochromis
niloticus), tilapia azul (O. aureus), tildpia Zanzibar (O. hornorum), tilapia-do-congo (7.
rendalli), O. galilaeus e a Tilapia zillii (EL-SAYED, 2006).

No Brasil, a tildpia-do-nilo foi introduzida em 1971 no municipio de Pentecoste,
estado do Ceard, por meio do Departamento Nacional de Obras Contra a Seca, DNOCS.
Os animais foram importados da Costa do Marfim, na Africa Ocidental, e entdo
distribuidos para as demais regides do pais (LOVSHIN, 2002; MOREIRA et al., 2007).

Animal de rdpido crescimento, rustico, facil manejo, reprodugdo simples,
apresenta carne de 6tima qualidade e possibilidade de comercializacdo de filés sem
espinhas intramusculares (DEGANI & REVACH, 1991). E um peixe de dguas quentes,
21 e 35 °C, embora tolere o frio até 15 °C ou calor acima da faixa de conforto e que
aproveita eficientemente a proteina de origem animal e vegetal, além de elevados teores

de carboidrato, reduzindo os custos com racdo (GALLI & TORLONI, 1999). Estas
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caracteristicas sdo proporcionadas pelas adaptacgdes fisioldgicas: baixo pH estomacal e

intestino longo (KUBARIK, 1997).

3.2. Caracteristicas gerais e nutricionais do pinhao-manso

O pinhdo-manso (Jatropha curcas) pertence a familia das euforbidceas, a qual
engloba também a mamona (Ricinus communis), mandioca (Manihot esculenta) e
seringueira (Hevea brasiliensis). Apesar de algumas divergéncias, grande parte dos
pesquisadores afirmam que o pinhdo-manso € nativo da América do Sul e Central, tendo
0 México como provével pais de origem, sendo também cultivado no Sudoeste da Asia,
India e Africa (NUNES, 2007; GUSMAO, 2010).

O J. curcas € um arbusto perene, caducifélia que atinge em média dois a trés
metros de altura, sendo tolerante a seca e solos com baixa fertilidade e pedregosos
(GONCALVES et al., 2009). Por outro lado, Gusmao (2010) relata que o pinhao-manso
apresenta susceptibilidade a solos com déficit hidrico e fertilidade aquém de sua
exigéncia, e também a pragas e doengas. A producdo de dleo € cerca de trés vezes
superior ao da soja, com rendimento médio de 1500 kg de 6leo ha’ (BECKER &
MAKKAR, 1998; KING et al., 2009; NITHIYANANTHAM et al., 2012).

InformacOes divulgadas pela “International Jatropha curcas Organization”,
prospectam que a area plantada em 2017 em todo o mundo alcangard 330.000 km?,
resultando em 160 milhdes de toneladas de sementes, € cerca de 53 milhdes de
toneladas de torta e farelo resultantes do processo de extracdo do dleo (XIAO &
ZHANG 2011). No Brasil, acredita-se que a drea de producdo atual esteja proxima de
30 mil ha, com estimativa de producdo em torno de 90 mil toneladas de sementes, o que
corresponderia cerca de 58 mil toneladas de torta ano por ano (MENDONCA &
LAVIOLA, 2009).

A torta de pinhdo-manso, resultante da prensagem das sementes, apresenta
elevado valor nutritivo, com proteina bruta variando de 25,00 a 63,00%, extrato etéreo
de 4,00 - 14,21 %, fibra bruta 36,68 - 45,00% e energia bruta em torno de 12,82 KJ g'1
(ABDALLA et al., 2008; SOUZA, et al., 2009; FERNANDES, 2010). De acordo com
Nunes (2007), a composi¢do quimica da torta de pinhdo-manso varia conforme o

genotipo e processamento, apresentando bom perfil de aminoacidos, exceto para lisina.
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O autor salienta que o pinhdo apresenta em média a seguinte composi¢do: arginina
(12,90%), cistina (1,58%), fenilalanina (4,89%), histidina (3,08%), isoleucina (4,85%),
leucina (7,50%), lisina (3,40%), metionina (1,76%), tirosina (3,78%), treonina (3,59%),
triptofano (1,31%) e valina (5,30%).

No entanto, seu uso na alimentacdo animal estd limitado devido a presenca de
compostos de natureza toxica (éster de forbol-EF), e antinutricionais como fitato,
lectina, saponina, inibidores de tripsina e polissacarideos ndo amildceos (PNA)
(MAKKAR et al., 1997; HAAS & MITTELBACH, 2000; GONCALVES et al., 2009;
LAVIOLA et al., 2010; SOUSA et al., 2011; KUMAR, et al., 2011a), porém, muitos
destes antinutrientes sdo termoléabeis, exceto o fitato e PNA.

O EF (12-deoxi 16-hidroxiforbol) é o principal componente téxico presente no
pinhdo, e quando ingerido pelos animais, induz respostas inflamatérias intensas,
tumores, reducdo no consumo de racdo, piora da conversdo alimentar, e consequente
reducdo no ganho de peso (GONCALVES et al., 2009; FERNANDES, 2010). Esta
localizado principalmente no albimen, e sua composicdo varia conforme o gendtipo
(DEVAPPA et al.,, 2010). Em variedades cultivadas no Brasil, pesquisadores
encontraram concentragdes de EF de 1,41 a 8,97 mg g'1 (FERRARI et al., 2009;
LAVIOLA et al., 2010).

Em funcdo do conteido de EF, processos de destoxificacio por métodos
quimicos e fisicos sdo necessdrios para tornar vidvel a aplicacdo do farelo de pinhdo-
manso na alimentacdo animal (MENDONCA & LAVIOLA, 2009). Por outro lado,
também existe possibilidade de avaliacdo de acessos atoxicos oriundos de regides do

México como Quintana Roo, Vera Cruz e Morelos (MAKKAR et al., 1998).

3.3. Pinhao-manso na alimentacao animal

O pinhdo-manso caracteriza-se como um alimento proteico alternativo, contudo,
poucos sdo os trabalhos desenvolvidos com acessos toxicos, atéxicos e destoxificados
sob os diferentes métodos quimicos, fisicos e bioldgicos na alimentacdo de vdrias
espécies de interesse zootécnico, visando avaliar seus efeitos sobre o desempenho,

digestibilidade, metabolismo e satide dos animais.
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Apenas um trabalho com a utilizacio do farelo de pinhdo-manso foi
desenvolvido para peixes até o momento no pais. O farelo ndo tratado foi incluido em
racOes para tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus) em niveis crescentes, variando de 1
a 16%. Os animais que consumiram acima de 2% de torta na ra¢do apresentaram sinais
de anorexia, hemorragia nos opérculos, escoliose, inanicdo, alteracdes teciduais das
vilosidades do intestino. O tratamento com 16% de inclusdo resultou em 100% de
mortalidade do lote, demonstrando o efeito dos fatores antinutricionais e toxicos do
produto estudado (FERNANDES, 2010).

Na Alemanha, alguns pesquisadores da Universidade de Hohenheim estdo em
processo de patenteamento do método de destoxificacdo do farelo de pinhdo-manso a
partir de tratamento com solvente seguido de autoclavagem. Com os resultados obtidos
por Kumar et al. (2011b), foi possivel verificar que a substituicdo de até 50% da
proteina da farinha de peixe (FP) pela do farelo de pinhdo-manso destoxificado (FPMD)
€ vidvel para carpa. Além disso, o farelo apresentou alta digestibilidade para matéria
seca, proteina bruta, extrato etéreo e energia bruta. No entanto, os peixes alimentados
com pinhdo-manso apresentaram significativa redu¢do da atividade de enzimas
digestivas, atribuida a presenca de alguns antinutrientes.

Resultados semelhantes foram obtidos para juvenis de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), no qual também foi possivel substituir em 50% a proteina da
FP pela FPMD, sem prejuizo ao desempenho, utilizacdo dos nutrientes, metabolismo e
alguns parametros hematoldgicos dos peixes que receberam o pinhdo-manso em sua
alimentacdo (KUMAR et al., 2011a).

Em pesquisa realizada com camardo-do-pacifico (Litopenaeus vannamei),
Harter et al. (2011) observaram melhores resultados de desempenho e utilizacdo de
nutrientes nos animais que receberam dieta com FPMD em compara¢do aos animais que
receberam a dieta controle (FP como principal fonte proteica). Estes autores também
verificaram boa aceitacdo das ragdes e comportamento normal em toda fase
experimental.

Em funcdo da expansdo mundial do cultivo do pinhdo-manso, alguns estudos
estdo sendo executados com vdrias espécies de animais. Abdel-Shafy et al. (2011)
avaliaram o efeito do farelo de semente de pinhao-manso téxico e desengordurado (2,5;

5,0; 7,5 e 10% de inclusdo) sobre os parametros de desempenho, efeito acaricida e
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hemograma de coelhos alimentados durante oito semanas. Verificou-se reducdo no
ganho de peso, consumo de matéria seca e piora na efici€éncia alimentar dos animais nos
niveis de 5 a 10% de inclusdao. Além de reducdo na concentracdo de hemoglobina,
volume de células, conteido de células vermelhas, aumento do volume corpuscular;
leucopenia, linfopenia e neutropenia. No grupo alimentado com 10% de farelo de J.
curcas, verificou-se efeito acaricida, com 60-90% de rejeicdo dos carrapatos
(Hyalomma marginatum marginatum).

De acordo com El-Fadel et al. (2011), cordeiros ao serem alimentados com
farelo de pinhdo-manso atéxico sob tratamento térmico ou bioldgico (Lactobacillus
acidophilus) em substituicdo ao farelo de soja (25 ou 50%) apresentaram melhora na
cinética de degradacdo; degradabilidade efetiva da matéria seca, matéria organica e
proteina bruta, quando submetidos ao tratamento com bactéria, comparadas ao farelo
ndo tratado, e com tratamento térmico. Para o desempenho, a substituicdo de 50% de
farelo tratado biologicamente ndo interferiu no peso final, ganho médio didrio e
consumo alimentar dos animais alimentados durante 150 dias, confirmando a eficiéncia
do processamento, quando corretamente utilizado, sobre a inativacdo dos fatores
antinutricionais.

Katole et al. (2011) avaliaram o hidréxido de cédlcio Ca(OH), e cloridrato de
sodio (NaCl) na destoxificac@o do farelo de pinhdao-manso e posterior utilizacao da torta
tratada quimicamente na alimentagdao de ovelhas. Ao término do periodo experimental
(90 dias), os animais apresentaram reduc¢do no consumo de proteina bruta, matéria
organica, além de alteracdes dos metabdlitos sanguineos (hematdcrito, albumina sérica,
glicose), enzimaticos (aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina e lactato
desidrogenase) e hormonais (tiroxina, triiodotironina e testosterona), no entanto, a
digestibilidade dos nutrientes ndo foi afetada pela inclusdo do farelo na dieta.

Belewu et al. (2010), ao avaliarem ragdes contendo torta de albimen de J.
curcas tratadas com fungos (Aspergillus niger ou Trichoderma longibrachiatum) na
alimentacdo de cabras, observaram efeito negativo da inclusdao de 2 ou 4% de pinhao-
manso na dieta sobre todos varidveis estudadas (consumo e digestibilidade de matéria
seca, proteina bruta, fibra bruta e extrato etéreo), quando comparados ao controle (torta

de soja).
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3.4. Destoxificacao do farelo de pinhao-manso

A viabilidade do uso das tortas ou farelos de J. curcas na alimentacdo animal
depende de metodologias e processos que extraiam ou modifiquem a estrutura quimica
do EF para reduzir seus efeitos nocivos aos animais. Nesse sentido, pesquisas estao
sendo realizadas a partir de tratamentos quimicos, fisicos e bioldgicos, de modo a
agregar valor ao coproduto e torné-lo aplicavel para uso na alimentacao animal.

Makkar et al. (2009) verificaram completa degradacdo do EF com tratamento do
6leo de pinhdao-manso a 260 °C, com 3 mbar de pressdo e 1% de vapor injetado. El
Diwani et al. (2011) conseguiram remover 75% do EF da torta a partir de bicarbonato
de s6dio (NaHCOs3) seguido da adi¢ao de ozdnio. Devappa & Swamylingappa (2008),
conseguiram eliminar o EF do farelo de améndoa do pinhdo, durante preparo de isolado
proteico. Os autores sugerem que a eficdcia na remocao esteja relacionada a injecao de
vapor, lavagem e eficiéncia na remocao do 6leo, durante o processamento.

Abou-Arab & Abu-Salem (2010) avaliaram diferentes tratamentos fisicos
(imersdo em &agua destilada, germinacdo e tostagem) e quimicos (NaHCOj;, extracdo
com etanol, NaOH) e relataram reducdo efetiva dos compostos fendlicos, acido fitico,
saponina e inibidores de tripsina. Reducdo significativa no fitato, saponina, cianeto,
tanino e oxalato também foram verificados por Ameen et al. (2011), a partir de
processos biolégicos envolvendo tratamento com fungos Aspergillus niger e Mucor
mucedo. Utilizando fermentagdo bioldgica com Bacillus licheniformi, Phengnuam &
Suntornsuk (2013) obtiveram redu¢do de 62% do éster de forbol, 42% do fitato e 75%
dos inibidores de tripsina, ndo apresentando efeito sobre a lectina. Refor¢cando a eficécia
dos métodos de destoxificagdo por acdo bioldgica, Joshi et al. (2011), conseguiram a
completa degradacdo do EF, a partir de fermentacao em estado sélido por Pseudomonas
aeruginosa.

De acordo com Belewu & Ogunsola (2010), cabras apresentaram alteragdes nos
niveis de creatinina, ureia, neutréfilos, hemoglobina, conteido de células brancas e
vermelhas quando substituiram até 100% da soja pelo pinhdo-manso tratado com A.
niger. Os autores concluiram que a substitui¢ao de 50% nao afetou os indices séricos e
hematolégicos dos animais. Porém, nos tratamentos com 50 ou 100% de substitui¢ao

com pinhdo-manso tratado com 7. longibrachitum, observou-se desidratacdo dos
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animais e consequente morte, demonstrando a ineficiéncia de algumas cepas de fungos
no processo de destoxificacdo.

Annongu et al. (2010) avaliaram o efeito de cinco métodos de destoxificagdo do
FPMD envolvendo processos fisicos (fervura e/ou tostagem) e quimicos (hexano e/ou
etanol) na alimentacdo de frangos em substituicdo de 5% ao farelo de soja, sobre os
parametros de desempenho, bioquimicos e hematolégicos e verificaram que ndo houve
efeito adverso no desempenho animal e consumo alimentar, entretanto, para o
tratamento que correspondeu ao método de fervura e tostagem, seguidos de fermentacao
foi observado alta taxa de mortalidade dos animais (83%). Os autores reportaram ainda,
alteracoes nos niveis de colesterol sanguineo, ureia e alanina aminotransferase,

provocados pela acdo das toxinas e antinutrientes do pinhdo-manso.

3.5. Fatores antinutricionais

3.5.1. Ester de forbol

A principal limitacdo do uso do 6leo e farelo de pinhdo-manso como alimento é
a presenca do EF (12 deoxi — 16 hidroxiforbol), que pela sua alta toxicidade, tornam
estes produtos impréprios para o consumo humano ou animal (PRASAD et al., 2012).
Os EF sao lipofilicos e encontram-se principalmente no 6leo e améndoa, sao
termoestaveis, e suas concentracoes variam de 1 a 3 mg g'1 no farelo da améndoa e de 2
a4 mg g'1 de 6leo de pinhdao-manso (MAKKAR et al., 1997; DEVAPPA et al., 2011), e
que podem variar conforme regido onde a planta esta inserida (WAKANDIGARA et al.,
2013). Haas et al. (2002) identificaram a presenca de 6 moléculas de éster de forbol
diferentes no 6leo de J. curcas, no entanto, todas variacdes da mesma molécula de
diterpeno (12 deoxi — 16 hidroxiforbol) (Figura 1).

Na tabela 1 estdo apresentados os conteidos de éster de forbol presentes nas

diferentes partes da planta do pinhdo-manso.
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Tabelal. Teores de éster de forbol em cada parte da planta J. curcas

Partes Ester de forbol (mg g matéria seca)
Améndoa 2,00-6,00

Folhas 1,83-2,75

Hastes 0,78-0,99

Flor 1,39-1,83

Botdes 1,18-2,10

Raizes 0,55

Latex ND

Madeira 0,09

Fonte: MAKKAR & BECKER, 2009.

Os EF sdo diterpenos que causam severos sintomas téxicos aos animais, € que
atuam como agonistas do diacilglicerol, um ativador da proteina quinase C (PKC), no
qual regula diferentes vias de transducdo (DEVAPPA et al., 2010; 2011), e regula o
crescimento e diferenciacao celular (GOEL et al., 2007). Sua interagdo com a PKC afeta
a sintese de proteina e do DNA, atividades de vérias enzimas, fosforilacdo de proteinas,
diferenciacdo celular e expressdao génica, além de possuir efeito co-carcinogénico,
purgativo, irritacao da pele, e intensa resposta inflamatéria (GOEL et al., 2007).

Ratos que receberam aplicacdo de EF intragéstrica nas dosagens de 21,26 a
36,00 mg kg'1 de massa corporal, demonstraram DLsg ¢om concentracdo de 27,34 mg kg'1
de peso (LI et al., 2010). Segundo os mesmos autores, doses acima de 32,4 mg kg
provocaram alteracdes histopatoldgicas no pulmao e rim. Além disso, o consumo de
6leo de pinhdo-manso em 2g kg'1 de peso, causou toxicidade aguda, inibindo o
nascimento de filhotes de ratos (ODUSOTE et al., 2002).

Da mesma forma, a carpa comum (Cyprinus carpio) demonstrou ser altamente
sensivel ao EF, uma vez que niveis acima de 31 ug g na dieta induziram rejei¢do ao
alimento, diminuicdo do crescimento e producdo de muco fecal. No entanto, ndo
provocou mortalidade aos animais at€é mesmo na dose mais elevada de 1000 ug g'1
(BECKER & MAKKAR, 1998).

Na tabela 2, apresenta alguns efeitos do éster de forbol em diferentes espécies de

animais.



Tabela 2. Toxicidade do éster de forbol por diferentes animais.

Animal Aplicacio Sintomas

Humanos Ingestao Ardor e dor na boca e garganta, vomitos, delirio, choque muscular, pulso
acelerado e morte (WINK et al., 1997).

Bovinos Ingestdo Diarreia, inflamag@o gastrointestinal, desidratacdo, salivacio (AHMED
& ADAM, 1979).

Coelhos/ Tépica Eritema, edema, necrose, diarreia, espessamento da pele, formacdo de
tumor (GANDI et al., 1995).

roedores
Diarreia, depressdo, perda de peso, morte (ADAM, 1974).

Caprinos Ingestdo Perda de apetite, redu¢do do consumo de dgua, diarreia, desidratacio e
efeitos hemorrdgicos em varios 6rgaos (ADAM & MAGZOUB, 1975).

Ovinos Ingestdo Distirbios pulmonares, renais e hepdticos, diarreia, desidratagdo,
caquexia e redug@o do consumo de alimento (FERREIRA et al., 2012).

Peixes Ingestdo Alteragdes bioquimicas, reducdo no consumo, hemorragia opercular e na

boca, escoliose, inani¢do, natagdo errdtica e morte (FERNANDES,
2010).

Jotropha factors C, and Cs

Jatropha factor Cy Jatropha factor Cy

Figura 1 - Diferentes estruturas da molécula do éster de forbol (HAAS et al. 2002).

20



21

3.5.2. Inibidores de protease

Os inibidores de tripsina (IT) estdo presentes, principalmente, em cereais e
leguminosas, apresentando papel fundamental na defesa das plantas, tanto contra
predadores como para agentes patogénicos (RYAN, 1990). Além disso, inibem a
atividade de enzimas proteoliticas pancredticas no trato gastrintestinal de
monogdstricos, reduzindo o crescimento do animal pelo baixo aproveitamento da
proteina, provocando hipertrofia do pancreas por constante estimulo pela
colecistoquinina na liberagao de mais enzima (FRANCIS et al., 2001a).

Sado divididos tradicionalmente em dois grupos: os inibidores termolébeis tipo
Kunits, com peso molecular entre 20 e 25 kDa e poucas ligacdes de dissulfeto,
apresentando exclusividade para tripsina e o outro grupo, Bowmann-Birk termo estavel,
possui peso molecular de 6 a 10 kDa e altas proporcoes de ligacdes de dissulfeto.
Apresenta diferentes sitios para inibir tripsina e quimiotripsina (LIENER, 1994,
FRANCIS et al., 2001a).

No pinhdao-manso, Kodekalra (2012), identificou que 95,32% dos IT estao
contidos no endosperma (25,36 mg g'). Valores semelhantes (27,3 mg g ') foram
determinados por Xiao & Zhang (2011), quando o farelo foi desengordurado por
extracdo com solvente organico pelo método de Soxhlet. Contudo, quando extraido por
prensagem, verificou-se reducdo significativa na atividade de IT (2,7 mg kg™"), devido a
elevada temperatura (120 °C) gerada no processo. Refor¢cando os resultados obtidos,
Makkar et al. (1997) e Makkar & Becker (2009), avaliaram genétipos toxicos e atoxicos
de J. curcas e encontraram atividades de IT entre 18,4 ¢ 27,3 mg g, que foram
préximos aos obtidos por Smith et al. (1980) para o FS sem tratamento térmico (18,6 a
30 mg kg™).

Avaliando acessos de pinhdo-manso atéxicos tratados ou ndo termicamente na
alimentacgdo de peixes e ratos, Makkar & Becker (1999) verificaram reducdo de 83% na
atividade de IT, quando tratados com calor imido (121 °C, 66% de umidade, por 30 a
45 minutos). Os mesmos autores nao observaram efeito negativo de IT e lectina
presentes no pinhdo-manso administrado para peixes, demonstrando que estes animais
ndo sdo sensiveis a estes antinutrientes durante o periodo experimental de 35 dias.

Nesse mesmo trabalho, os ratos alimentados durante sete dias, foram altamente
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sensiveis a estes fatores, apresentando um peso corporal 23% menor que os animais do
grupo controle.

Para tildpia-do-nilo, niveis de 1,6 mg g' de inibidores de tripsina sdo
prejudiciais ao crescimento, sendo aconselhdvel concentracdo de até 0,6 mg g de dieta,

para que ndo se tenha interferéncias ao desempenho animal (WEE & CHU, 1989).

3.5.3. Fitato

O fitato é a principal forma de estoque de fésforo no tecido vegetal, sendo
encontrado, tanto em animais, quanto vegetais, nas formas de inositol mono, di, tri,
tetrakis e pentakisfosfato (KOHLMEIER, 2003). Porém, o inositol hexakisfosfato (IP6)
¢ encontrado somente nas plantas, conhecido também como myo-inositol
hexakisfosfato, acido fitico ou fitato (LOEWUS & MURTHY, 2000).

Por complexar elementos carregados positivamente, como proteinas e minerais
di e tri valentes (Ca®*, Mn**, Mg*, Zn*, Cu™, Fe** e Fe’*), o fitato reduz a
biodisponibilidade para animais monogastricos, sendo considerado um dos principais
antinutrientes presentes no pinhdo-manso, variando entre 7,2 a 10,1%.

Os efeitos deletérios do 4cido fitico foram observados para peixes. Dietas
formuladas com niveis acima de 1% de acido fitico para o salmao-do-atlantico (Salmo
salar) resultaram em reducdo no consumo alimentar, crescimento € piora na conversao
alimentar, além de diminuir a atividade da tripsina, digestibilidade do Zn*t e Mg2+, e
retencdo de P e Mg2+ (DENSTADLI et al., 2006). O linguado japonés, Paralichthys
olivaceus, também teve seu crescimento afetado, quando alimentado com niveis acima
de 1,3% de 4cido fitico (LAINING et al., 2010). Os mesmos autores observaram que 0s
animais apresentaram reducdo no consumo de racdo, reducdo do P e Mg** no plasma,
Ca®*, Mg”* e Zn** nas vértebras e lipidio corporal.

Para contornar os efeitos negativos causados pela presenga deste antinutriente é
usual a adi¢do de fitase para degradar o inositol hexakisfosfato. No entanto, sua
eficiéncia estd relacionada com a forma de aplicacdo, e a espécie em estudo. Sua
suplementacdo pode melhorar o consumo do alimento, elevar a digestibilidade dos
nutrientes e energia, apresentando impacto positivo no crescimento de peixes € camarao

(FOX et al., 2006; NWANNA et al., 2008; WANG, 2009).
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Kumar et al. (2011c) avaliaram o crescimento, utilizacio de nutrientes,
hematologia, respostas bioquimicas e metabdlicas em tilapias alimentadas com 1,5 € 3%
de fitato na dieta, com ou sem a utilizacdo de fitase (1500 UF kg'). Os animais
apresentaram comprometimento no desempenho, reducdao do conteido corporal de
proteina e lipidios, hemoglobina, hematdcrito e eritrécitos, além de diminuir a
digestibilidade da proteina e lipidios e menor atividade de amilase e protease, quando
comparado ao grupo controle.

Todavia, pesquisas realizadas com carpa comum, Cyprinus carpio, nao
verificaram melhoria no desempenho dos animais quando alimentados com até 4000
UF. Tal efeito se deve pela forma de aplicacdo da fitase na racdo ja pronta, além da
caracteristica inerentes aos ciprinidios (auséncia de estomago), resultando em pH

inapropriado para a atividade desta enzima (NWANNA & SCHWARZ, 2007).

3.5.4. Saponina

As saponinas estdo presentes em grande parte dos alimentos de origem vegetal
utilizados para peixes. Apresentam estrutura quimica complexa, constituindo-se de uma
variedade de glicosideos ou esteroides, que podem ocasionar sabor amargo ao alimento,
podendo reduzir a palatabilidade da dieta, proporcionar a formacao de espuma quando
em contato com solu¢do aquosa, e hemolise das células vermelhas do sangue
(FRANCIS, 2001a).

Por formar um complexo saponina-proteina, pode reduzir sua digestibilidade
inibindo a hidrdlise da quimiotripsina (SHIMOYAMADA et al.,, 1998). Quando
presente na dieta de peixes proporciona efeitos adversos no crescimento, alteracdes
histolégicas e reducdo no consumo (BUREAU et al., 1998; IWASHITA et al., 2009;
KNUDSEN et al., 2007).

Por outro lado, quando em adi¢@o a 4gua, apresenta efeito toxico, resultando em
danos ao epitélio respiratério das branquias (FRANCIS, 2001a). Além disso, possui
capacidade de alterar a viscosidade intestinal, inibindo o aproveitamento de alguns
nutrientes (FRANCIS, 2001a).

A saponina extraida da semente de Sesbania aculeata, quando administrada na

dieta de carpas comum, reduziu o crescimento, elevou a conversao alimentar e diminuiu
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os teores de proteina e lipidios no filé, quando adicionados em 0,24% na dieta
(HOSSAIN et al., 2001).

A saponina ndo é considerada termolabil, porém a partir de tratamento com
etanol, conseguiram reduzir em até 50% sua concentracdo no pinhao-manso (REDDY &
PIERSON, 1994; MARTINEZ-HERRERA et al., 2006). Resultados mais significativos
foram obtidos por Devappa et al. (2008), também com o pinhdo-manso, a partir de
processo envolvendo pH alcalino, precipitacdo isoelétrica e aplicagdo de vapor, com
eficiéncia de 98%. Por outro lado, Ameen et al. (2011) testaram a destoxificacdo do
pinhdo-manso com fungos (Aspegillus niger e Mucor muced), com reducao significativa
apo6s fermentacio dos microrganismos, com eficiéncia de 77 a 83%.

Knudsen et al. (2008), em estudo com salmao-do-atlantico, verificaram que a
saponina aumentou a permeabilidade do intestino, tornando o epitélio mais susceptivel a
antigenos da microbiota. Por outro lado, a saponina Quillaja apresentou efeito positivo
em tilapias e carpas, sendo verificado um efeito promotor de crescimento (FRANCIS et
al., 2001b; FRANCIS et al., 2002; FRANCIS et al., 2005).

Saponinas estdo presentes no farelo de ambos os gendtipos de J. curcas em
niveis de entre 1,8 e 3,4% (como diosgenina), no entanto, estas ndo possuem atividade
hemolitica. Além disso, os niveis de saponinas presentes em variedades toxicas e
atoxicas de pinhdo-manso sdo semelhantes (MARTfNEZ—HERRERA et al., 2006;
MAKKAR & BECKER, 2009).

3.5.5. Lectina

A lectina € uma glicoproteina encontrada em vegetais, animais e
microrganismos. Nos animais, caracteriza-se por gerar aglutinacao dos eritrocitos e por
ligar-se aos carboidratos no intestino, resultando em sérios danos a suas paredes
(FRANCIS, 2001a).

Inicialmente se atribuia a curcina, os efeitos toxicos gerados pela ingestdo de
pinhdo-manso (STIRPE et al., 1976). Esta é uma lectina que tem potencial de inibir a
sintese proteica, assim como a ricina, proteina toxica isolada da semente da mamona

(Ricinus communis), porém em estudos mais recentes, foi relatado que o efeito da
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curcina € 1000 vezes menor que a ricina (GANDI et al., 1994), possivelmente por ndao
apresentar carreadores intracelulares (STIRPE et al., 1976).

Este antinutriente € considerado termolabil (FRANCIS, 2001a), no entanto, em
amostras de J. curcas, a lectina foi parcialmente (50%) inativada, quando submetida ao
tratamento térmico (MAKKAR et al, 1998). Aregheore et al. (1998) também
trabalhando com pinhdo-manso, reportaram resultados de inativacdo usando o método
(tratamento umido + calor, 100 °C por 10 minutos) sobre a atividade hemaglutinante de
102 para 1,17 unidades.

Por outro lado, o tratamento por fermentacdo bioldgica (Bacillus subtilis e B.
licheniformes) nao apresentou eficcia na inativacio da lectina, apesar de ter reduzido o
éster de forbol, inibidores de protease e dcido fitico (PHENGNUAM &
SUNTORNSUK, 2013). Ja o tratamento com etanol seguido de 0,07% de NaHCO;
reduziu consideravelmente a atividade da lectina em acesso de pinhdo-manso de
diferentes provincias do México (MARTfNEZ—HERRERA et al., 2000).

A lectina, quando combinada com saponina, gerou alteracdes histoldgicas no
intestino distal em trutas arco-iris IWASHITA et al., 2009). Para carpa comum, quando
alimentada com dietas com alta (51 unidades hemaglutinina) ou baixa (< 1,2 unidades)
atividade de lectina foi obtido crescimento similar (MAKKAR & BECKER, 1999).
Segundo os autores o efeito prejudicial € potencializado na presenca de outros

antinutrientes.
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Crescimento e metabolismo de tilapias-do-nilo alimentadas com farelo
de pinhao-manso destoxificado

Artigo adaptado as normas da Food and Chemical Toxicology
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Resumo

A torta/farelo de pinhdo-manso (Jatropha curcas) é um alimento proteico com
potencial de substitu¢do ao farelo de soja em ragdes para peixes. Em fun¢do da presenca
de compostos toxicos (éster de forbol) e alguns antinutrientes, o processo de
destoxificacdo deste coproduto € recomendado. Entretanto, faltam informacdes a
respeito de seu valor nutritivo e da a¢do dos fatores antinutricionais na alimentagdo de
peixes. Por 65 dias foi avaliado o efeito da inclusdo do farelo de pinhdo-manso
destoxificado (FPMD) por solvente, seguido de extrusdo em dietas para tildpia-do-nilo.
Foram utilizados 200 peixes com 3,59 + 0,06 g de peso médio inicial, os quais foram
distribuidos aleatoriamente em 20 gaiolas de 70L em delineamento inteiramente
casualizado. Os peixes foram alimentados com dietas (isoproteicas = 26,81% PD,
isoenergéticas = 12,71 KJ ED g'1 e isofibrosas = 6,41% de FB), contendo niveis
crescentes de inclusao de FPMD (0,0; 3,0; 6,0; 9,0 e 12,0%), totalizando cinco
tratamentos e quatro repeti¢cdes. O peso médio final, ganho de peso, taxa de crescimento
especifico, conversdo alimentar aparente e consumo total de racdo apresentaram efeito
linear decrescente (p<0,05). Os dados de hemoglobina, volume corpuscular médio,
indices hepatossomadtico de gordura visceral, quociente intestinal, proteinas plasmaticas
totais, triglicerideos, e os teores de lipideos, ferro e zinco no filé tiveram seus valores
significativamente reduzidos. O oposto foi verificado para aspartato e alanina
aminotransferases, e teores de fosforo e magnésio no filé. Os dados de hematdcrito,
eritrocitos, concentragcdo de hemoglobina corpuscular média, indices digestivo e
esplenossomatico, niveis de colesterol e glicose, e teores de proteina bruta, célcio e
cobre no filé ndo foram afetados pelos distintos tratamentos. Os peixes apresentaram
mortalidade a partir da segunda semana do inicio do experimento, com sobrevivéncia de
100; 65; 90; 70 e 50% para FPMD O0; 3; 6; 9 e 12, respectivamente, porém nao
observou-se diferenca (p >0,05). A presenca de fatores antinutricionais e téxicos
residuais presentes no pinhdao-manso proporcionou efeitos negativos ao desempenho e
saude dos peixes.

Palavras-chave: Antinutricionais, intoxicagdo, oleaginosa, Oreochromis niloticus.
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Abstract

Jatropha curcas cake/meal is an alternative protein feedstuff with potential to replace
soybean meal in fish diets. Due to the presence of toxic compounds (phorbol ester) and
some anti-nutrients, a detoxification process is recommended. However, there is not
sufficient information regarding its nutritional value and the action of anti-nutritional
factors in fish feeding. Levels of jatropha meal (DJM) detoxified by solvent, followed
by extrusion in diets of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) was evaluated for 65 days.
A total of 200 fish with 3.59 + 0.06 g initial weight were distributed in 20 cages (70 L)
in a completely randomized design. The fish were fed diets (isonitrogenous CP =
26.81%, isoenergetic = 12.71 KJ of DE g'1 and isofibrous = 6.41% of CF) containing
increasing levels of DIM (0.0, 3.0, 6.0, 9.0 and 12.0%) corresponded to five treatments
and four repetitions. The average final weight, weight gain, specific growth rate, feed
conversion ratio, and total feed intake presented a decreasing linear effect (p < 0.05).
Data showed that hemoglobin, mean corpuscular volume, hepatosomatic indexes of
visceral fat, intestinal quotient, total plasma protein, triglycerides, and lipid levels, iron
and zinc in the fillet reduced significantly (p < 0.05). The opposite was observed for
aspartate and alanine aminotransferasis, as well as for concentrations of phosphorus and
magnesium in the fillet. Hematocrit, erythrocyte, mean corpuscular hemoglobin
concentration, digestive and esplenossomatic indexes, cholesterol and glucose, and total
protein, calcium and copper in the fillet were not affected by the different treatments.
Fish showed mortality from the second week counting from the beginning of the
experiment, with a survival of 100, 65, 90, 70 and 50% for DIM 0, 3, 6, 9 and 12,
respectively, without difference (p > 0.05). The anti-nutritional factors and toxic
residues present in the jatropha provided negative performance and fish health.

Keywords: Antinutritional, intoxication, oilseed, Oreochromis niloticus
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1. Introdugdo

A tilapia Oreochromis niloticus ¢ uma espécie que se destaca pelo rapido
crescimento, rusticidade e por ser amplamente difundida em vdrios paises tropicais e
sub-tropicais (DEGANI & REVACH, 1991). Em 2009, sua producdao mundial superou
trés milhdes de toneladas, e o Brasil contribuiu com 4% deste volume (FAO, 2011).
Atualmente € a espécie mais produzida (253.824,1 t.) na piscicultura brasileira,
representando 53,4% da produgdo aquicola continental (BRASIL, 2013).

O farelo de soja (FS) € a fonte proteica de origem vegetal mais utilizada nas
formulacdes de racOes para peixes (EL-SAYED, 1999), em virtude de seu elevado teor
proteico, alta digestibilidade, perfil de aminoécidos e disponibilidade durante todo o ano
(STOREBAKKEN et al., 2000). No entanto, mesmo o Brasil sendo um dos maiores
produtores de soja do mundo, com uma estimativa de safra de 90 milhdes de toneladas
em 2014 (CONAB, 2014), nesses ultimos anos, houve aumento expressivo do preco do
grao e do farelo de soja, que impactou no preco final das ra¢des para peixes. Além
disso, a demanda externa e interna de consumo da soja para alimentacdo humana esta
crescendo, tornando necessdrio identificar outras fontes proteicas vegetais de baixo
custo e com potencial para serem utilizadas em dietas para peixes.

O pinhdo-manso, quando previamente descascado e desengordurado, apresenta
perfil nutricional superior ao do FS (XIAO & ZHANG, 2011). Atualmente, seu cultivo
estd ganhando destaque no Brasil, em virtude de seu potencial para producdo de
biodiesel e pela tolerancia a seca e a solos de baixa fertilidade, e principalmente, pelo
alto teor de 6leo da semente (EL-GAMASSY, 2008). Além disso, apresenta a¢do anti-
inflamatdria, anticoagulante, propriedade acaricida e inseticida com aplicacdo medicinal
e veterindria (MUJUMDAR & MISAR, 2004; ABDEL-SHAFY et al., 2011).

Informagdes divulgadas pela “International Jatropha curcas Organization”
prospectam que a drea plantada de pinhdo-manso em 2017 em todo o mundo alcangara
330.000 km?2, resultando em uma producdo de 160 milhdes de toneladas de sementes, e
cerca de 53 milhdes de toneladas de torta e farelo resultantes do processo de extracdao do
6leo (XIAO & ZHANG, 2011). No Brasil, estima-se que a drea de producao atual seja
cerca de 30 mil hectares, com projecdes de producdo em torno de 90 mil toneladas de
graos, o que proporcionaria em média 58 mil toneladas de torta/ano (MENDONCA &
LAVIOLA, 2009).
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No entanto, o uso na alimentacdo animal de seus coprodutos (tortas e farelos) é
limitado em func¢do de fatores téxicos, como o éster de forbol, e antinutricionais como
fitato, lectina e saponina. Portanto, € necessario avaliar metodologias que visem extrair
ou modificar a estrutura quimica do EF e reduzir seus efeitos nocivos aos animais.
Nesse sentido, pesquisas estdo sendo realizadas para destoxificar o pinhdo-manso a
partir de tratamentos quimicos, fisicos e biolégicos, de modo a agregar valor ao
coproduto e tornd-lo vidvel para seu amplo uso na alimenta¢do animal (MENDONCA
& LAVIOLA, 2009; BELEWU et al., 2010; KUMAR et al., 2010; EL-FADEL et al.,
2011).

Assim, objetivou-se com a presente pesquisa avaliar o crescimento, resposta
metabolica e digestibilidade das dietas experimentais para juvenis de tildpia alimentadas

com farelo de pinhao-manso destoxificado.

2. Material e métodos

2.1 Preparo do farelo de pinhdo-manso

O pinhdo-manso (com casca) foi prensado mecanicamente para extracdo do dleo
da semente e, posteriormente, o farelo foi separado e tratado com dois solventes a 45-50
°C e seco em temperatura ambiente. Em seguida, o material foi submetido ao tratamento
térmico, pressdo e umidade ao ser processado em extrusora de dupla rosca Clextral
(Firminy, Franca) com perfil de temperatura em torno de 130 °C e velocidade de rotacio
das roscas de 250 rpm, com adicdo de hidréxido de sddio durante o processamento na

Embrapa Agroenergia, Brasilia, DF, Brasil.

2.2 Peixes e condicoes experimentais

Para avaliacdo do desempenho foi utilizado um sistema de recirculacio com

troca parcial de dgua, composto por cinco caixas de fibra com volume total de 1000 L
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cada, com entrada e saida de &4gua independentes, filtragem fisica, biolégica e
temperatura mantida por trocador de calor e aeragdo por compressor radial (1cv).

Em cada caixa foram alojadas quatro gaiolas com volume de 70 L, totalizando
vinte gaiolas. Apds periodo de adaptacdo de 20 dias, os peixes foram anestesiado em
solucio de benzocaina (50 mg L) e submetidos a biometria inicial, em que foram
selecionados 200 juvenis de tildpia (dez peixes / gaiola), linhagem GIFT, com peso
médio inicial de 3,59 + 0,064g, obtidos de piscicultura comercial em Palotina, PR,
Brasil, e transportados até o Laboratério de Piscicultura da Embrapa Agropecudria
Oeste, Dourados, MS, Brasil.

Os peixes foram alimentados durante 65 dias com dietas isoproteicas (26,81% de
PD), isocaldricas (3036 Kcal de ED kg'l) e isofibricas (6,41% de FB), formuladas para
atender as exigéncias da espécie (FURUYA, 2010; NRC, 2011) sendo incluidos cinco
niveis de farelo de pinhdo-manso na dieta (0; 3; 6; 9 e 12%) (Tabela 1) em delineamento
experimental inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro repeticdes. Os
ingredientes utilizados para confeccdo das ra¢des experimentais foram moidos, pesados,
homogeneizados e umedecidos para processamento em moedor industrial.
Posteriormente, as racdes foram desidratadas em estufa de circulacio de ar for¢ado a 55
°C por 24 horas. Apés, foram moidas em tamanhos de 1 a 2 mm, embaladas e
armazenadas a -18 °C até sua utilizacdo. As dietas de uso imediato foram pesadas e
mantidas em refrigerador, e fornecidas quatro vezes ao dia (8:00; 11:00; 14:00 e 17:00
h) até saciedade aparente.

Periodicamente foram realizadas sifonagens, com intuito de retirar fezes e
eventuais sobras de ragcdo, para manutencao da qualidade da dgua. Diariamente foram
aferidas a temperatura da agua (28,41 £ 0,73 °C) e oxigénio dissolvido (6,63 + 0,47 mg
L'l) com auxilio de multiparametro digital (YSI, 55 A), e semanalmente a alcalinidade
total, 39,63 + 1,02 mg CaCOs3 L'l, amonia total, 0,06 = 0,02 ppm, nitrito, 0,01 + 0,01
ppm com kit colorimétrico (Alfakit®), e pH, 7,52 = 0,16, com pHmetro digital de
bancada (Marconi, MA522/P).

Para a biometria de 30 dias, ap6s periodo de jejum (24 h), os peixes foram
previamente sedados com benzocaina (100 mg L), pesados e medidos para
acompanhamento do crescimento dos animais e status de saude. Ao final do

experimento (65 dias), os animas permaneceram em jejum por 24 h, apds, foram
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anestesiados, pesados individualmente, medidos, contados e posteriormente, abatidos
por sobredosagem de anestésico (250mg LY seguido de seccdo da medula. Esta
pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal da Grande Dourados, sob o protocolo n® 026/2012.

2.3 Determinagdo do éster de forbol e antinutrientes

O procedimento de extragao do éster de forbol - EF foi realizado de acordo com
metodologia proposta por Makkar et al. (2009), com extracdo por tetraidrofurano, e
posteriormente foi adicionado metanol para leitura em HPLC, no qual os valores foram
expressos a partir de um padrdao comercial. Esta andlise foi realizada no Laboratério de
Andlises Quimicas e Instrumentais da Embrapa Agroenergia, DF, Brasil.

Os antinutrientes foram analisados pelo Laboratério Fisico-Quimico da Embrapa
Agroindustria de Alimentos, Guaratiba, RJ, Brasil. Os inibidores de tripsina (IT) foram
determinados por procedimentos espectrofotométricos pelo método, Ba 12-75, descrito
pela American Oil Chemists' Society (2009), e fitato determinado por metodologia
modificada da AOAC (2010) (Método: 986.11), expresso em mg de 4cido fitico por

grama de amostra.

2.4 Composicdo quimica

As andlises de composicdo quimica dos ingredientes, dietas, filés (trés
peixes/repeticao) e fezes foram realizadas no Laboratorio de Solos, Plantas e Corretivos
da Embrapa Agropecudria Oeste, seguindo a metodologia proposta pela AOAC (2010).
As amostras foram analisadas quanto 3 matéria seca, minerais (P, Ca**, Mg**, Zn*",
Cu?* e Fe™), proteina bruta e lipidios. Nas racdes experimentais e farelo, foram também

determinados FDA, FDN e energia bruta.
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2.5 Varidveis de crescimento e sobrevivéncia

O desempenho foi avaliado quanto ao peso final (PF), taxa de crescimento
especifico (TCE), ganho de peso (GP), ganho em peso didrio (GPD), conversao
alimentar aparente (CAA), consumo total de racdo (CTR), e sobrevivéncia (SO). Estes

foram calculados como segue:

—TCE (% dia’l) = (In (peso final) — In (peso inicial)/dias)*100;
—GPD (g) = (peso final — peso inicial)/dias;

—CAA = (consumo total)/(biomassa final — biomassa inicial);
—Consumo total de ragdo (CTR);

—SO = (n° de peixes final experimento/n® peixes no inicio do experimento).

2.6 Indices somdticos

Trés peixes por repeticdo foram abatidos, pesados, eviscerados, filetados,
retirados e pesados a gordura, baco, figado e trato gastrointestinal. Para andlise do
indice de gordura visceral (IGV), indice digestivo somadtico (IDS), Indice

hepatossomatico (IHS), e indice esplenossomaético (IES).
Os indices foram avaliados pelas seguintes férmulas:

—IGV (%) = (peso da gordura visceral/peso inteiro)*100;
—IDS (%) = (peso trato/peso inteiro)*100;

—IHS (%) = (peso figado/peso inteiro)*100;

—IES (%) = (peso bago/peso inteiro)*100.
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2.7 Andlises hematoldgicas bioquimicas e enzimdticas

Doze peixes por tratamento foram anestesiados em benzocaina € o sangue
colhido com auxilio de seringa de 1,0 mL por meio de venopuncdo caudal. Uma
aliquota foi destinada para extensdo sanguinea, as quais foram posteriormente corados
com corante May Griinwald-Giemsa-Wright (TAVARES-DIAS & MORAES, 2003). O
anticoagulante usado foi EDTA 3%. As amostras foram acondicionadas nos tubos,
refrigeradas e imediatamente destinadas para anélise.

Foram determinados os valores de eritrdcitos através da técnica de dilui¢do em
solucdo de formolcitrato (1:200). Para hematdcrito utilizou-se o método do
microhematdcrito, com contagem em hemocitometro (GOLDENFARB et al., 1971). A
concentracdo de hemoglobina foi determinada pelo método da cianometahemoglobina,
utilizando kit comercial para determinagdo colorimétrica (Analisa Diagnéstica). Com
base nos resultados anteriores, calculou-se ainda, os indices hematimétricos: volume
corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

O colesterol total e triglicerideo foram analisados por kits bioquimicos
colorimétricos da marca Goldanalisa, com leitura em analisador semi-automatico
(BIOPLUS). As proteinas plasmaticas totais (PPT) foram determinadas por
refratometria, e a glicose pelo aparelho portatil Accu-Chek® performa.

Além disso, as atividades das enzimas transaminases, aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT) foram quantificadas também em analisador
semi-automéatico (BIOPLUS), pelo método cinético, utilizando kit comercial (Analisa

Diagndstica).

2.8 Digestibilidade das dietas experimentais

As tilapias (50g) foram alimentadas durante duas semanas com as ragdes
experimentais adicionadas de marcador inerte, 0,1% de 6xido de cromio (Cr,O3). As
coletas foram realizadas em aqudrios de formato cilindrico e fundo conico (250 L) com
registro na extremidade inferior adaptado para tubos de rosca, local de deposi¢ao das

fezes dos peixes.
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Durante as coletas de fezes, os animais foram alimentados ad libitum pela manha
e tarde, apds, transferidos para os aqudrios de coleta, onde permaneceram até a manha
do dia seguinte, para a coleta das fezes. O procedimento de coleta foi realizado a cada
dois dias, para minimizar o estresse aos animais.

O calculo do coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca das ragoes
experimentais foi feito pela férmula CDA MS (%) = [1 - {(% Cr203r)/(%Cr203f)}] x
100.

Para cdlculo dos demais nutrientes utilizou-se a férmula proposta por Cho &

Slinger (1979):

Da =100 -| 100 | 2672050 |, [ %N,
%Cr,0,, ) | %N,
Onde:

Da = Digestibilidade aparente;

Cr,03r = % de 6xido de cromio na racao;
Cr,0sf = % de 6xido de cromio nas fezes;
Nr = Nutrientes na raco;

Nf= Nutriente nas fezes.

O delineamento experimental utilizado para analisar os coeficientes de
digestibilidade da proteina, extrato etéreo, matéria seca, disponibilidade de minerais foi

o inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro repeticdes (dia de coleta).

2.9 Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a teste de normalidade, homogeneidade da
variancia, seguido por andlise de variancia. Nos dados de crescimento, € quando
significativo, realizou-se andlise de regressdo polinomial em nivel de 5% de
significancia. Nas demais varidveis avaliadas foram comparadas pelo teste de Tukey. As
que nao apresentaram distribui¢do normal foram analisadas através do teste de Kruskall-

Wallis. O SPSS 13.0 foi utilizado para realizacdo destas andlises estatisticas.
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3. Resultados

3.1 Composicdo quimica, éster de forbol e antinutrientes no farelo destoxificado

O farelo apresentou 95,52% de matéria seca (MS), 18,00 KJ g'1 de energia bruta,
27,19% de proteina bruta (PB), 40,92% de FDA, 61,50% de FDN, 1,65% de extrato
etéreo (EE), 0,42% de calcio e 0,82% de fésforo. O contetddo de éster de forbol foi de
0,023 mg g'1 (23 ppm). O teor de fitato foi 21,49 mg g'1 (2,15%) e atividade de inibidor
de tripsina de 1.153,89 TIU g™

3.2 Desempenho produtivo

O peso médio final (PMF), taxa de crescimento especifico (TCE), ganho em
peso (GP), ganho de peso didrio (GPD), conversdo alimentar aparente (CAA), consumo
total de racdo (CTR) foram afetados pela inclusao do pinhao-manso na dieta (tabela 2).
Os dados de PMF, GP, GPD, TCE e CTR apresentaram efeito linear negativo, € o
inverso foi observado para a CAA (p < 0,05). Para a SO nao foi verificada diferencga (p

> (0,05) entre os niveis de pinhdo-manso na dieta.

3.3 Digestibilidade da matéria seca e nutrientes

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca (MS) e
nutrientes estdo descritos na tabela 3. Para MS e fosforo das dietas experimentais nao
foi observado diferenca (p > 0,05). Por outro lado, o CDA da proteina, extrato etéreo e
calcio foram reduzidos significativamente a partir do tratamento FPMD 9, entretanto,
sem diferir do FPMD 12. Para os CDAs do ferro e zinco verificou-se efeito negativo do
pinhdo-manso na racdo apenas com adicdo de 12%, comparados a todos demais

tratamentos que foram equivalentes ao FPMD 0.
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3.4 Avaliagées hematologicas

Os valores de hemoglobina (Hb), hematdcrito (Htc), contagem de eritdcitos
(Erit), concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e volume corpuscular
médio (VCM) estdo descritos na tabela 4. As varidveis de Htc, Erit e CHCM néo
apresentaram efeito entre os tratamentos (p > 0,05).

Por outro lado, verificou-se reducdo no conteido de Hb com a inclusdao do
pinhdo-manso na dieta, ndo diferindo entre os tratamentos FPMD 0 e 6, no entanto,
apesar dos tratamentos com 9 e 12% de substituicdo ndo apresentarem diferenca, estes
apresentaram valores abaixo (p<0,05) aos obtidos no grupo controle. O VCM foi menor
nos tratamentos FPMD 3 e 12, ndo diferindo entre si e também com FPMD 0 e 9. O
maior valor foi detectado no tratamento com 6% de inclusao, e este nao diferiu do O e

9%, respectivamente.

3.5 Indices somdticos

Os dados do indice hepatossomatico (IHS), indice esplenossomatico (IES),
indice de gordura visceral (IGV), indice digestivossomatico (IDS) dos diferentes grupos
experimentais, estdo descritos na tabela 5. O maior IHS foi detectado no grupo FPMD
0, que diferiu significativamente do FPMD 9 e 12%. Por outro lado estes maiores niveis
diferiram dos tratamentos intermedidrios, 3 € 6% de inclusdo na racdo. Os tratamentos
também apresentaram efeito sobre IGV, cujo grupo controle apresentou os maiores
valores, porém a inclusdo de J. curcas na ragdo nao interferiu nesse indice para os niveis
(3; 6; 9 e 12%). Para os demais indices mensurados, IES e IDS, ndo foram verificados

efeitos entre os cinco grupos avaliados.

3.6 Metabolitos e transaminases sanguineos

Os parametros metabdlicos estdo apresentados na tabela 6. O colesterol (Col) e
glicose (Glic) ndo apresentaram diferencgas significativas para os diferentes tratamentos.
As proteinas plasmadticas totais (PPT) foram mais elevadas no tratamento controle

(FPMD 0), e reduziram significativamente a partir de 9% de pinhao-manso na dieta, ndo
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diferindo dos grupos intermedidrios (FPMD 3 e 6). O triglicerideo (Trig) foi menor nos
tratamentos FPMD 9 e 12, quando comparado ao grupo controle e com 3% de inclusdo.
A atividade das transaminases aspartato (AST) e alanina aminotransferases
(ALT) estao descritas na tabela 6. A AST e ALT apresentaram mesma tendéncia de
aumento em sua atividade a medida que o pinhdo-manso foi adicionado a dieta, com

maiores atividades nos tratamentos FPMD 9 e 12.

3.7 Composicdo de proteina, lipidio e minerais no filé

Os resultados da composi¢ao de proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE) do filé
dos peixes alimentados com as dietas contendo os diferentes niveis de inclusdo do farelo
de pinhdo-manso destoxificado em substituicdo ao farelo de soja estdo descritos na
tabela 7. Nao foi observada diferenca para PB. Porém, para o EE, verificou-se reducao
do teor lipidico dos filés de tilapia.

Os valores médios de cdlcio (Ca), fésforo (P), cobre (Cu), magnésio (Mg) ferro
(Fe) e zinco (Zn) do tecido dos peixes, estdo descritos na Tabela 7. Nao houve efeito
nos valores de Ca e Cu com a substituicao do farelo de soja pelo pinhdo-manso nas
racoes. Os teores de Fe, Zn, P e Mg do filé foram afetados com a inclusdo do pinhao-

manso, em que os dois primeiros apresentaram reducgao, ao contrario dos demais.

4. Discussdo

4.1 Composicdo nutricional e antinutricional

A semente do pinhdo-manso apresenta teor de proteina variando de 19 a 31%
(MAKKAR et al., 1997), porém quando previamente desengordurado e descascado,
pode possuir de 50 a 62% (MARTINEZ-HERRERA et al., 2006). No presente estudo, o
valor de 27,19% de proteina, encontra-se dentro do intervalo esperado.

O J. curcas apresenta cerca de 35-40% dleo, resultando em 1,75 toneladas de

Oleo por hectare apds sua extragdo (TEWARI, 2007). Os valores analisados para o EE
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no presente trabalho (1,65%) foram semelhantes aos obtidos por Kumar et al. (2011b)
(1,14%), Harter et al. (2011) (1,14%) e Xiao & Zhang (2011) (1,61%) e inferiores aos
reportados por El-Fadel et al. (2011) (10,33%), Katole et al. (2011) (10,60%) e Parasibu
et al. (2010) (16,47%). As variacdes nos valores de EE podem estar relacionadas com os
tipos de cultivares, diferentes processos de obtencdo da torta e farelo, assim como
metodologias utilizadas para a extracdo do 6leo.

Por ter sido prensado com casca, o pinhdo-manso apresentou elevados teores de
FB, FDA e FDN, fator limitador ao consumo pelos animais, resultando em baixas
inclusdes nas ragdes. Segundo Abdalla et al. (2008) e Souza et al. (2009), o J. curcas
possui fibra bruta entre 36,68 e 45,00%.

Resultados obtidos por Makkar et al. (1997) demonstraram altos niveis de dcido
fitico no pinhdo-manso, com concentra¢des de 7,2 a 10,1%. No presente estudo, o dcido
fitico foi determinado em 2,15%. O contetiido de fitato pode variar de acordo com a
cultivar do pinhdo-manso, bem como as propor¢des casca/améndoa (ABOU-ARAB &
ABU-SALEM, 2010).

A atividade de inibidores de tripsina reportada por Pradhan et al. (2012) na torta
de J. curcas foi de 8347 TIU g'. Na presente pesquisa verificou-se atividade de 1153,89

TIU g, mostrando a eficiéncia do tratamento térmico na inativacio dos IT.

4.2 Varidveis de crescimento

As varidveis de desempenho (PMF, TCE, GP, GPD, CTR) apresentaram efeito
linear decrescente, com respectivos 1?=0,88; 0,86; 0,88; 0,88; 0,91. Resultado contrario
foi verificado para CAA, com 12=0,60. Os resultados obtidos na presente pesquisa
indicam que mesmo em baixos niveis de inclusao de FPMD na dieta, houve
interferéncia negativa nas varidveis analisadas. A piora na CAA pode estar relacionada
com a baixa palatabilidade das dietas experimentais, e também pelo estabelecimento de
dominancia nos grupos alimentados com pinhao-manso.

Esta mesma tendéncia foi verificada por Kumar et al. (2010) em estudo com
carpas comum alimentadas com farelo de améndoa de J. curcas destoxificado (4 a 9
ppm de EF) por solvente seguido de extrusdo. Segundo os autores, fatores tais como

palatabilidade, aceitabilidade das dietas, presenca de fatores toxicos e antinutricionais,
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aliadas a baixa digestibilidade da proteina e energia das dietas, contribuiram para
reduc¢do no peso final, ganho em peso e taxa de crescimento especifico.

Por outro lado, para juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), quando
substituida 50% da proteina de FPMD (processo quimico e térmico) pela FP nao foi
observado efeito negativo no desempenho, utilizacdo dos nutrientes, metabolismo e
alguns parametros hematoldgicos dos peixes que receberam o pinhdo-manso em sua
alimentacdo (KUMAR et al., 2011b).

Para camardo-do-pacifico (Litopenaeus vannamei) também foram verificados
bons resultados de desempenho e utilizacdo de nutrientes nos animais que receberam
dieta com FPMD, em comparacdo aos que receberam a dieta controle a base de FP,
além de boa aceitacdo das ragdes e comportamento normal em toda fase experimental
(HARTER et al., 2011).

Outro fator relevante de possiveis diferencas dos resultados dos distintos
trabalhos que avaliaram a inclusido de pinhdo-manso na alimentacdo animal pode estar
relacionado aos possiveis efeitos ocasionados pelas varias moléculas de ésteres de
forbol, suas propor¢des no material avaliado, bem como a bioatividade de cada uma
delas. Assim, trabalhos in vitro e in vivo realizados por Haas et al. (2002) e Roach et al.
(2012) comprovam que as distintas formas de éster de forbol sdo altamente ativas, e
ocasionaram elevada mortalidade para caramujos vetores da esquistossomose (Physa

fontinalis) e artemia (Artemia salina).

4.2 Digestibilidade das racoes experimentais

As racdes experimentais apresentaram coeficientes de digestibilidade (CDA)
para a proteina, variando entre 88,07 a 92,80% (FPMD 12 a 0).

No entanto, foram negativamente afetados pela inclusdo do pinhdo-manso,
possivelmente pela presenca de inibidores de tripsina e fitato do farelo. Estudos
demonstram que o fitato inibe a atividade da lipase, amilase, tripsina e pepsina, além de
formar complexo com proteinas (KUMAR et al., 2011b; KUMAR et al., 2012b). Os
inibidores de tripsina também inibem a atividade de enzimas proteoliticas pancredticas,
provocando hipertrofia do pancreas por constante estimulo pela colecistoquinina na

liberacdo de enzima (FRANCIS et al., 2001a).
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A digestibilidade dos lipidios também seguiu a mesma tendéncia de reducdo,
com valores de CDAs de 65,47 a 83,60%. Como ressaltado anteriormente, o fitato pode
afetar o aproveitamento de lipidios, seja por atuar sobre a atividade de enzimas ou pela
formacdo de complexos, conhecidos por “lipofitins”, justificando a reducdo do extrato
etéreo do filé e triglicérides circulantes.

A disponibilidade dos minerais, cdlcio, ferro e zinco também foram reduzidos

com a inclusao do pinhdo-manso na dieta, provavelmente pelo poder quelante do fitato.

4.3 Minerais no filé

A menor retengdo muscular de zinco e ferro observados nos animais alimentados
com pinhdo-manso, possivelmente ocorre pela presenga de fitato, pois este € conhecido
por diminuir a absor¢cdo de minerais, especialmente o cdlcio, zinco e ferro (KUMAR et
al., 2012a). O efeito de dietas contendo 0,5 ou 1% de 4cido fitico na alimentacdo de
carpas foi investigado por Hossain & Jauncey (1991). Os autores verificaram redugdo
significativa dos niveis plasmaticos de cdlcio, zinco e ferro; além dos teores de zinco no
figado, rim e carcaca.

A concentragio de zinco determinada no farelo foi de 28,01 mg kg'. Valor
39,3% menor do que o descrito para o farelo de soja (ROSTAGNO et al., 2011),
resultando na reducio do zinco das ra¢des experimentais de 129,96 mg kg™ para 115,87
mg kg'1 dos tratamentos FPMD 0 ao 12. No entanto, segundo Barros et al. (2004) estes

niveis nao interfeririam na fisiologia de til4pias a ponto de reduzir sua absorcao.

4.4 Triglicerideos, colesterol e glicose sanguinea

O nivel de colesterol sanguineo nao foi afetado pela inclusdo do pinhdo-manso
na dieta (p > 0,05). Como cerca de 70% do colesterol € sintetizado endogenamente, os
efeitos negativos da dieta no trato gastrointestinal pode ter pouco efeito sobre os niveis
circulantes (CHIVANDI et al., 2006).

Por outro lado, resultados diferentes foram reportados por Kumar et al. (2010)

para carpa comum, cuja substituicao da FP pelo farelo de J. curcas resultou em reducdo
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do nivel de colesterol plasmatico. Resultados semelhantes também foram observados
em outros estudos com carpa comum (RICHTER, 2012) e camardo-do-pacifico
(HARTER et al., 2011). Este decréscimo do colesterol pode estar relacionado a agao
hipocolesterolémica dos isoflavonéides do Jatropha.

A glicose sanguinea também ndo apresentou diferenca (p>0,05) entre os
tratamentos. Nas dltimas semanas do periodo experimental, a partir do tratamento com
6% inclusao de FPMD, os peixes apresentaram menor consumo de ragdo, e a
mobilizacdo das reservas enddgenas, por meio da gliconeogénese, pode ter influenciado
na manutencdo dos niveis basais de glicose sanguinea, explicando a auséncia de
diferencas. Por outro lado, quando substituido pela FP, o pinhao-manso elevou os niveis
glicémicos de tildpias (AKINLEYE et al., 2012) e carpas (KUMAR et al., 2011a), o que
segundo os autores, se deve pela alta quantidade de carboidratos presente no pinhao-
manso.

No presente estudo, as concentragdes plasmadticas de triglicerideos foram
maiores no grupo controle do que nos alimentados com pinhao-manso, que pode ter
ocorrido pelo elevado teor de PNAs presente no pinhao-manso, cerca de 16% (KUMAR
et al., 2011a). Os PNAs em animais monogdstricos atuam no processo de solubiliza¢dao
das gorduras, pois se ligam a superficie de micelas e 4cidos biliares, interferindo assim
na absorcao de triglicerideos (KAUSHIK, et al., 2004; KUMAR et al., 2011Db).

Kumar et al. (2010) avaliaram o efeito do pinh@o-manso sobre a integridade
intestinal de carpa comum e observaram redu¢do do tamanho dos 6rgdos do sistema
digestorio, dobraduras das mucosas, desintegracdo das vilosidades e necrose dos
enterdcitos. Essas lesdes geradas pela toxicidade residual do pinhao-manso, aliada ao
elevado teor de PNAs podem ter interferido na absorcdo de triglicerideos dos animais
que receberam o alimento nas racdes. Resultados semelhantes foram verificados para
leitdes (CHIVANDI et al., 2006) e ratos (MARTINEZ-HERRERA et al., 2012).

Para carpas e tildpias o inverso foi verificado. Os animais apresentaram elevacao
dos nives de triglicerideos, tanto plasmético quanto corporal, indicando mobilizacao dos
tecidos nos grupos alimentados com pinhdo-manso (AKINLEYE et al., 2012; KUMAR
et al., 2010; KUMAR et al., 2011a).
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4.5 Atividade de transaminases e proteinas plasmadticas totais

A atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) podem indicar possivel dano hepético (RACICOT et al., 1975;
ASZTALOS et al, 1988). No presente trabalho foi observada atividade
significativamente maior de AST nos grupos alimentados a partir de 6% de inclusdo e
ALT a partir de 9%.

Os danos hepaticos e digestérios causados pelo éster de forbol (EF) foram
avaliados por Kumar et al. (2010) em carpas comum alimentadas com até 75% de
substituicdo da proteina do pinhdo-manso pela FP. Os autores avaliaram os figados e
intestinos apds oito semanas de ensaio e verificaram danos aos enterdcitos, porém nao
foram observadas alteragdes patoldgicas (esteatose) no figado. Para truta (KUMAR et
al.,, 2011b) e tilapia (AKINLEYE et al., 2012) também ndo observou-se alteragdes,
quando o farelo/torta de pinhdo-manso foi totalmente destoxificado.

Varidveis bioquimicas como proteinas totais, albumina, globulina e bilirrubina
geralmente sdo utilizados como biomarcadores (BARNHOORN & VAN VUREN,
2004). Segundo Martinez (1976), a concentragdo de proteinas totais no sangue ¢é
utilizada como indicativo da satide e estado nutricional de peixes. Entre as proteinas no
sangue, as albuminas e globulinas sdo as principais, as quais desempenham importante
papel na resposta imune. A albumina é também utilizada como indicador de disfuncdo
hepatica, por este ser seu principal local de producao (SILVERMAN et al., 1986).

As alteracdoes causadas nas proteinas plasmadticas totais (ppt) no presente
trabalho reforcam a ocorréncia de injdrias hepaticas. Estes dados corroboram com
aqueles relatados por Ahmed e Adam (1979), Abdel Gadir et al. (2003), Kumar et al.
(2010) e Ferreira et al. (2012).

4.6 Varidveis hematologicas

A hemoglobina foi afetada pela inclusdo do pinhao-manso na racao, porém, para
o hematdécrito ndo se verificou diferenga significativa. Uma provavel explicacdo para
reducdo dos niveis de Hb pode estar relacionada a presenca de dcido fitico nas ragdes

experimentais, que pelo forte poder quelante reduziu a absor¢do de ferro, interferindo na
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hematopoiese, e que pode ser visualizado pela reduc@o na disponibilidade e retencao de
ferro do filé.

Apesar do hematdcrito e eritrécitos ndo apresentarem diferenca entre os
tratamentos, quando utilizados para cédlculo do volume corpuscular médio (VCM),
verificou-se significativa reducdo deste indice. No entanto, € pertinente ressaltar que
todos os valores obtidos entre os tratamentos estdo dentro das faixas consideradas
normais para espécie, em que os intervalos sao de 1,82-1,98 x 10° uL'l; 26-29%: 6,9-8.5
g dL" e 26,5-29,3 g dL”" para nimero de eritrécitos, porcentagem de hematdcrito, taxa
de hemoglobina e concentracio de hemoglobina corpuscular média, respectivamente
(BARROS et al., 2009).

Por outro lado, Kumar et al. (2010) observaram aumento de eritrécitos, e
reducdo da hemoglobina corpuscular média, nao verificando efeito nas demais
varidveis, Hb, Htc, CHCM e VCM em carpas alimentadas com farelo de pinhdo-manso.
Segundo os autores, a substituicdo de um ingrediente de origem animal por um de
origem vegetal, pode resultar em liberacao antecipada de eritrécitos imaturos. As
alteracdes no conteido de eritrocitos resultaram nas alteracdes da hemoglobina

corpuscular média.

4.7 Indices somdticos

A redu¢do do IHS dos peixes alimentados com pinhdo-manso sugerem
diminui¢do no depdsito de gordura no figado. Este cendrio reflete a mesma tendéncia
verificada no filé, indice de gordura visceral e triglicerideo sérico. Ha evidéncias de
interacdo entre fitato e lipidios, conhecidos por “lipofitins”, que sdao um complexo de
Ca/Mg-fitato, lipidios e peptideos. E possivel que os complexos Ca-fitato e lipidios
possam estar envolvidos na formagdo de sabdes metélicos no limen intestinal, o que
seria a maior restri¢do na utilizacao da energia derivada dos lipidios (LEESON, 1993).

Resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho foram reportados por
Fernandes (2010), no qual foi verificado efeito linear decrescente no IHS com o
aumento do farelo de pinhdo-manso toxico na dieta de tildpias. Em trutas arco-iris
alimentadas com pinhdo-manso destoxificado também foi observado reducdo do IHS

(KUMAR et al., 2011b).
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Por outro lado, a carpa comum apresentou aumento no IHS quando alimentada
com pinhdo-manso ou soja em substitui¢do a farinha de peixe. Mas, segundo os autores,
este fato ocorreu devido ao maior teor de carboidratos dos ingredientes vegetais. O

mesmo comportamento foi observado por Richter (2012), também para carpas.

5. Conclusédo

Apesar do processo de destoxificacdo do farelo de pinhdo-manso com solvente
seguido de extrusdo reduzir significativamente o teor de éster de forbol, este coproduto,
quando incluido em dietas para juvenis de tildpia-do-nilo, provoca alteracdes sobre as
respostas zootécnicas, nutricionais, fisiologicas e de satide dos animais. Dessa forma,
estudos adicionais que permitam a avalia¢do de diferentes formas estruturais do éster de
forbol e respectivas respostas metabdlicas e toxicoldgicas devem ser incentivados para

diferentes espécies de peixes.
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7. Tabelas
Tabela 1
Formulacdo e composicdo proximal das dietas experimentais para tildpia-do-nilo (Oreochromis
niloticus).
Ingredientes Niveis de inclusdo (%)
0 3 6 9 12
Farelo de soja 48,81 47,20 45,62 44,03 42,59
Farelo de pinhdo-manso 0,00 3,00 6,00 9,00 12,00
Farinha de peixe 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
Milho (fubd) 18,80 18,80 18,25 19,58 14,00
Quirera de arroz 14,49 14,69 15,29 14,15 19,12
Oleo de soja 2,13 1,80 1,53 1,14 1,26
Fosfato bicalcico 2,33 2,20 2,11 2,04 1,91
Calcario 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08
Celulose 4,51 3,36 2,22 1,04 0,00
L-Treonina 0,16 0,16 0,16 0,17 0,17
L-Lisina 0,00 0,02 0,05 0,08 0,09
DL-Metionina 0,35 0,35 0,35 0,35 0,36
Suplemento min. e vit.! 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
BHT (antioxidante) 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Composi¢do quimica analisada
Energia Bruta (KJ g) 17,79 17,74 17,68 17,65 17,60
Proteina Bruta(%) 31,36 32,19 31,66 32,02 31,90
Extrato etéreo (%) 3,74 3,45 3,28 2,70 3,00
FDN (%) 16,12 17,27 15,73 16,21 17,62
FDA (%) 9,08 8,83 8,40 8,40 8,75
Cilcio (%) 1,44 1,42 1,38 1,37 1,43
Fésforo total (%) 1,25 1,26 1,23 1,25 1,30
Composi¢do quimica calculada
Lisina (%) 1,74 1,74 1,74 1,74 1,74
Metionina (%) 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70
Triptofano (%) 0,29 0,29 0,28 0,28 0,28
Treonina (%) 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10
Arginina (%) 1,91 1,93 1,95 1,98 2,00

' Suplemento mineral e vitaminico: (Composicio/kg de produto) Selénio: 75 mg, ferro: 15g, cobre: 1.250
mg, manganés: 3750 mg, zinco: 17,5 g, cobalto: 50 mg, iodo: 100 mg. niacina: 8750 mg, dcido folico:
625 mg, dcido pantoténico: 7500 mg, biotina: 50 mg, vitamina C 37,5 g, colina: 100 g, Inositol: 12,5 g
vitamina A: 1.750.000 Ul, vitamina D3, 375.000 Ul, vitamina E 20.000 Ul, vitamina K3, 500 mg,
vitamina Bl 2.000 mg, vitamina B2: 2.500 mg, vitamina B6: 2.500 mg, vitamina B12: 5.000 mcg.?Butil-

Hidroxi-tolueno.
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$2Ibi§il\?eizs zootécnicas de juvenis de tildpia alimentados com niveis de inclusdo de farelo de pinhao-manso
na dieta.
Niveis de inclusao (%)
Varidveis
0 3 6 9 12

PMI (g) 3,57+0,11 3,63 +0,07 3,60 £ 0,02 3,59 +£0,03 3,59 £ 0,07
PMF(%)' 74,10 £4,21 55,48 £4,34 44,16 +£9,89 28,93 £3,17 25,42 £ 6,57
TCE (%/dia)! 4,66 + 0,07 4,19+0,11 3,82 +0,38 3,20+0,18 297+0,43
GP (g)' 70,53 +£4,14 51,85 +4,31 40,55 £ 9,89 25,34 £ 3,19 21,83 £ 6,60
GPD(g)' 1,08 £ 0,06 0,80 = 0,07 0,62 0,15 0,39 £ 0,04 0,33 £0,10
CAA! 1,32 +£0,08 1,43 £ 0,05 1,59+0,11 1,66 £0,12 1,82 +0,35
CTR (g/px)’ 93,01 £3,41 74,21 £4,43 60,31 £ 10,45 36,53 £ 6,63 32,72 £ 6,21
SO (%) 100 = 0,00 65 + 38,73 90 + 20,00 70 + 17,08 50 £46,19

"Valores expressos como média + desvio padrio;
Variaveis: PMI: peso médio inicial; PMF: peso médio final; TCE: taxa de crescimento especifico; GP:
ganho em peso; GPD: ganho em peso didrio; CAA: conversdo alimentar aparente; CTR: consumo total de

racdo por peixe e SO: sobrevivéncia.

'Efeito linear: PMF: ¥=-4,13x+70,40, R?=0,88; TCE: Y =-0,15x+4,64, R?=0,86; GP: }? =-4,13x+66,81,
R2=0,88; GPD: Y =-0,064x+1,03, R?=0,88; CAA: Y =0,04x+1,32, R?>=0,60; CTR: Y =-5,27x+91,01,

R2=0,91;



Tabela 3
Coeficiente de digestibilidade aparente de nutrientes e alguns minerais de juvenis de tildpia alimentados com niveis de inclusdo de farelo de pinhdo-manso na dieta.

Niveis de inclusao (%)

*

CDA
0 3 6 9 12

MS 76,09 % 1,75 73,96 3,13 75,07 0,69 73,27 +2,72 72,43 £2,29

PB! 92,80 % 0,70a 91,39 % 1,14ab 90,97 + 1,32ab 89,28 + 1,70bc 88,07  1,01c

EE! 83,60 + 6,662 80,66 +2,11a 79,35 +4,32a 65,66 % 7,19b 65,47 % 5,54b
Ca! 40,5043,75a 35,06+2,92ab 38,67+3,91a 31,68+4,81bc 24,68+4,46¢
P 58,80+1,73 56,11%1,05 59,21%1,21 56,1043,61 56,87+3,42
Fe! 16,94+3,82a 15,94+4,92a 9,58+0,72ab 8,37+4,78ab 6,1524,01b
Zn! 38,23+2,36a 35,0622, 74ab 36,64+0,95ab 30,87+4,38ab 26,23+2,71b

"Valores expressos como média #+ desvio padrio;
Variaveis: MS: matéria seca; PB: proteina bruta; EE: extrato etéreo; Ca: célcio; P: fésforo; Fe: ferro; Zn: zinco
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.



Tabela 4
Pardmetros hematolégicos dos juvenis de tildpia alimentados com niveis de inclusdo de farelo de pinhdo-manso na dieta.

Niveis de inclusdo (%)

Varidveis
0 3 6 9 12
Hb (g/dL)! 9,12 +£0,53a 8,09 £ 0,85ab 8,07 £ 1,15ab 7,65+ 1,11b 7,92 +0,89b
Htc(%) 29,33 +5,34 27,14 + 10,78 30,21 + 8,26 25,71 +7,61 26,23 + 7,46
Erit (106/pL) 2,34+ 1,24 2,90 £ 0,79 2,07 +£0,91 2,24 +0,56 2,42 +0,70
VCM (fL)! 125,05 £ 44,70ab 95,69 + 39,08b 181,13 £78,73a 122,96 £ 51,95ab 104,67 £ 47,52b
CHCM (%) 32,17+ 6,75 27,27+2091 28,49 + 8,33 26,63 +5,40 28,80 £ 4,04

“Valores expressos como média + desvio padrio;

Varidveis: Hb: hemoglobina; Htc: hematdcrito; Erit: eritrécitos; VCM: volume corpuscular médio, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular
média;

Letras diferentes na mesma linha, indicam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Tabela 5
Indices digestivos dos juvenis de tildpia alimentados com niveis de inclusdo de farelo de pinhdo-manso na dieta.

Niveis de inclusdo (%)

Varidveis
0 3 6 9 12
IHS (%)! 1,86 = 0,40a 1,66 = 0,22ab 1,46 = 0,19ab 1,38 £ 0,38b 1,35+0,27b
IES (%) 0,19 0,08 0,19 +0,11 0,22 £ 0,08 0,21 £0,09 0,13 £ 0,06
IGV (%)! 1,16 £ 0,68a 0,50 +£0,11b 0,41 £0,14b 0,19 £0,32b 0,14 £0,27b
IDS (%) 2,77+ 0,44 2,62 + 1,08 2,63 £0,87 2,59 +0,59 2,48 +£0,49

“Valores expressos como média + desvio padrio;
Varidveis: IHS: indice hepatossomético; IES: indice esplenossomadtico; IGV: indice de gordura visceral; IDS: indice digestivossomadtico;
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Tabela 6
Metabdlitos e transaminases sanguineos de juvenis de tildpia alimentados com niveis de inclusdo de farelo de pinhdo-manso na dieta.

Niveis de inclusdo (%)

Varidveis
0 3 6 9 12

GLIC (mg/dL) 47,50 £7,79 50,25 £ 11,85 47,78 £7,29 61,83 £ 20,87 65,75 £22,54
PPT(g/dL)! 7,78 £ 1,39a 6,54 + 1,05ab 6,47 + 0,54ab 5,28 + 1,21b 5,10+ 1,47b
COL (mg/dL) 175,64 £ 12,43 192,08 + 26,75 195,14 + 36,39 160,63 + 37,35 179,22 + 24,59
TRIG (mg/dL)! 185,27 £39,77a 185,91 +£78,32a 151,56 +42,49ab 103,10 + 49,02b 111,45 +£42,02b
AST (U/L)! 69,04 +23,88a 66,33 £40,15a 147,68 +79,32b 106,91 +43,74b 105,76 +32,11ab
ALT(U/L)! 16,54 + 4,82a 14,34 + 8,88a 18,50 £ 6,51a 24,38 £9,23ab 32,67 +11,15b

"Valores expressos como média #+ desvio padrio;

Variaveis: GLIC: glicose; PPT: proteinas plasmadticas totais; COL: colesterol; TRIG: triglicerideos; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase;

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.



Tabela 7

Composic¢do quimica do filé de juvenis de tildpia alimentados com niveis de inclusio de farelo de pinhdo-manso na dieta.

Variaveis” Niveis de inclusao (%)
0 3 6 9 12
EE (%)! 387+122a 3,50 + 1,08 ab 2,64+1,26b 2,31 +£0,46 be 1,09+ 0,48 ¢
PB(%) 86,09 + 1,29 86,51 + 1,17 85,81 + 1,21 87,62 +2,08 87,48 £ 0,79
Ca (%) 0,13+0,03 0,14 £ 0,03 0,12 +£0,02 0,16 £ 0,02 0,16 + 0,02
P (%)! 0,54 +0,02¢ 0,57 £ 0,02b 0,58 £ 0,02ab 0,60 +0,03a 0,60 + 0,02a
Mg (%)! 0,11 +£0,02¢c 0,12 £ 0,02bc 0,12 £ 0,02b 0,13 £ 0,02a 0,13 £ 0,02ab
Cu (ppm) 1,59 + 0,20 1,60 = 0,24 1,58 +0,31 1,82 £ 0,31 1,86 £ 0,46
Fe (ppm)! 52,26 £ 16,10a 35,31 £8,81b 29,58 +£5,11bc 26,58 £2,14c 26,06 £ 2,59¢
Zn (ppm)! 26,98 £2,19a 27,28 + 1,46a 26,97 £2,29a 27,03 £1,79a 24,37 £ 1,67b
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“*Valores expressos como média + desvio padrio;
Variaveis: EE: Extrato etéreo; PB: Proteina bruta; Ca: Célcio; P: Fésforo; Mg: Magnésio; Cu: Cobre; Fe: Ferro; Zn: Zinco;
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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8. Consideragoes finais

a) O processo de destoxificagdo por extrusdao por solvente seguido de extrusao reduziu
os teores de EF em niveis tolerdveis para algumas espécies de peixes, no entanto, para
juvenis de tildpia-do-nilo, a inclus@o provocou alteragdes nas respostas zootécnicas,

nutricionais, fisioldgicas e de saide dos animais;

b) As tildpias que consumiram FPMD apresentaram sinais de anorexia, natacao erratica,

apatia, boca e opérculos hemorréagicos, olhos escuros, inani¢ao;

¢) Recomenda-se o desenvolvimento de pesquisas futuras com acessos de pinhdo-manso
atoxico, e também de outras formas mais eficientes de destoxificacio a partir de
tratamentos quimicos, fisicos e bioldgicos; bem como compreender os efeitos das

diferentes formas de EF para diferentes espécies de peixes.



9. Anexos

Figura 1- Estabelecimento de dominancia e letargia do grupo
de peixes (FPMD 9).

Figura 2 — Peixe com sinais hemorrdgicos no opérculo e
olhos enegrecidos (FPMD 12)
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Figura 3 — Peixes ainda vivos apresentavam branquias
palidas (FPMD 12).

Figura 4- Peixe com boca hemorragica (FPMD12).



Figura 5 — Exemplares de tildpias dos tratamentos FPMD
0; 3; 6; 9 e 12 aos 65 dias experimentais.
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