UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

Soja crua em dietas para a tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus)

GRACIELA PESSOA MARTINS

Dissertacédo apresentada ao Programa de
Po6s-graduagdo em Aquicultura como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre

JABOTICABAL — SP
Abril — 2011



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

Soja crua em dietas para a tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus)

GRACIELA PESSOA MARTINS
Zootecnista

ORIENTADORA: Profa. Dra. Margarida Maria Barros

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s-graduagdo em Aquicultura como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre

JABOTICABAL — SP
Abril - 2011



Martins, Graciela Pessoa

M379s Soja Crua em Dietas Para a Tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) | Graciela Pessoa Martins. — — Jaboticabal, 2011
iv, 79 1. ;28 cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista, Centro
de Aquicultura, 2011

Orientadora: Margarida Maria Barros

Banca examinadora: Dalton José Carneiro, Edma Carvalho de
Miranda

Bibliografia

1. Tilapia-do-Nilo-dieta. 2. Piscicultura. 3. Soja-Crua-Tilapia-dieta.
I. Titulo. Il. Jaboticabal-Centro de Aquicultura.

CDU 639.3.043

Ficha catalografica elaborada pela Segdo Técnica de Aquisi¢do e Tratamento da Informacdo —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentag@o - UNESP, Campus de Jaboticabal.



DEDICATORIA

A DEUS por sempre estar ao meu lado, me guiando, me fortalecendo e sendo luz
constante no meu caminho.

“Senhor, tu chegas ao mais profundo de mim e me conheces por dentro. Sabes quando
me detenho ou quando ndo sei o que fazer; entendes minhas ilusGes e meus desejos
como se fossem teus; em meu caminho puseste uma trilha, em meu descanso te
sentaste a meu lado; tocaste todos os meus projetos palmo a palmo.”

Salmo 139

Aos meus pais, Adevir e Maria Lucia, por serem pais maravilhosos e terem sempre me
ensinado valores tdo nobres a respeito da vida. Obrigada pai e mde por tudo, amo
muito vocés!!!

“Um lar é muito mais que uma casa... Dialogar é muito mais que contar o que passa
conosco... Reunir-se é muito mais que estar juntos... Compartilhar é muito mais que
emprestar coisas... Viver felizes é muito mais que estar contentes...”

Juan Carlos Pisano

As minhas irmds, Givdnia e Luciana pelas conversas, orientacdes a respeito da vida e
pelas inumeras alegrias que juntas pudemos compartilhar. Gi e Lu, amo vocés!!!

Ao meu namorado Bruno, pelo apoio constante em tudo que faco e pela sua
cumplicidade nos momentos dificeis. Amor te amo demais!!! Obrigada por vocé ser
parte da minha vida!!!

Aos meus amados sobrinhos Julia, Vitéria, Maisa e Vinicius, por sempre proporcionar
muitas risadas em nossa familia!!



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, agradego a Deus pela minha vida e por seu infinito amor por mim,
por nunca permitir que me sentisse s6, por sempre soprar palavras de seguranga e incentivo no
meu coragdo, por ser uma “fé viva” dentro de mim e por ter permitido que eu nascesse numa
familia maravilhosa e encontrasse sempre pessoas iluminadas ao longo da minha caminhada;

A Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP, pela concesséo
da bolsa de estudos;

A minha orientadora, Profa. Dra. Margarida Maria Barros, pela paciéncia,
ensinamentos constantes e por ser exemplo de dedicagdo, for¢a e exceléncia em tudo que faz;

Ao Prof. Dr. Luiz Edivaldo Pezzato, pelos ensinamentos, amizade, incentivo e exemplo
profissional;

Ao Prof. Dr. Ricardo Oliveira Orsi, pelo incentivo e apoio em todos os momentos;

Ao Prof. Dr. Carlos Roberto Padovani, Departamento de Bioestatistica, pela atengdo e
auxilio na realizacdo das andlises estatisticas;

A Profa. Dra. Renée Laufer Amorim, Departamento de Patologia Veterindria da FMVZ —
Unesp Botucatu pelo auxilio nas andlises histoldgicas;

A Profa. Dra. Silvana Pando, por sua atengdo e auxilio na andlise de hemaglutinina;

A Profa. Dra. Maria Regina Barbieri de Carvalho, Departamento de Tecnologia da
FCAV- Unesp Jaboticabal pelo auxilio na andlise de hemaglutinina;

A Profa. Dra. Edma Carvalho de Miranda e ao Prof. Dr. Dalton José Carneiro pelas
sugestoes dadas para o aprimoramento da dissertag¢do;

A toda a equipe do Laboratdrio de Nutrigio de Organismos Aqudticos — AquaNutri; Igo
Gomes Guimardes, Vivian Gomes dos Santos, Ademir Calvo Fernandes Junior, Jodo Fernando
Albers Koch, Caroline Peregrina Teixeira, Rosangela do Nascimento Fernandes, Altevir Signor,
André Moreira Bordinhon, Fernando Kojima Nakagome, Daniel de Magalhdes Araujo, Luis
Gabriel Quintero Pinto, Blanca Stella Pardo Gamboa, Renan de Mattos Botelho, Mariucha
Karina Hondrio Ribeiro Rocha, Rafael Lopes da Silva, Felipe Tendrio Cintra, Flavia Mota
Damasceno, Erica Fernandes Paris Martins, Pedro Luiz Pucci Figueiredo de Carvalho, William
Ferdinand Koptian Senske, Eric (Jundid), Mariana (Vuku) entre muitos outro que passaram pelo
laboratdrio agradeco pelo apoio, ajuda, amizade e carinho.

Aos professores e funciondrios do Departamento de Melhoramento e NutricGo Animal
pelo auxilio e amizade;

Ao Prof. Dr. Edson Ramos da Siqueira por ser esse ser iluminado, paciente e de enorme
sabedoria;



Ao Prof. Dr. Mdrio de Beni Arrigoni por sempre ser esse amigo maravilhoso e pelos
conselhos ao longo desses anos;

A Prof. Dra. Valquiria, pelo exemplo de pessoa e de dedicagéo;

Aos funciondrios e amigos da Secdo de Pds-graduacgdo do Centro de Aquicultura da
UNESP — CAUNESP, Veralice Capatto e David Oliveira pela atengdo e auxilios prestados;

Aos funciondrios da Segdo de Pds-graduagdo da FMVZ, Posto de Servico Lageado, Seila
Cristina Cassineli Vieira e Carlos Pazini Junior;

Aos funciondrios da biblioteca, pela ajuda nos momentos de estudo,

A Gisele Setznagl do Laboratdrio de Bromatologia pela ajuda nas andlises quimicas e
pela amizade;

Ao José Carlos Pedroso de Lima, pela ajuda na realiza¢éo das Idminas histoldgicas;

A Tania de Lima do Laboratério de Tecnologia de Jaboticabal pela ajuda na andlise de
hemaglutinina;

Aos meus cunhados Luis Cldudio e Marcos, aos meus lindos sobrinhos Julia, Maisa,
Vinicius e Vitdria, aos meus avés Antonio, Conceigcdo, Sofia e em memdria meu avé Eujdcio;

Aos meus tios pela torcida e oragées por mim;
Aos meus primos por terem sempre me ajudado e pelas conversas amigas;

A minha querida sogra Rita Mazini e cunhada Ariane, por terem aberto com todo o
carinho a porta de sua casa;

Aos amigos Vanessa Pontes, Fabiola, Débora Aline, Daniele de Lova, Fldvio, Ricardo,
Talita, Tatiane, Tatiana Dias, Margarete, Larissa, Fdbio, Sander, Suzana, Fernanda Victor,
Fernanda Greco, Cinthia, Bdrbara, Dayana e Raquel pela lealdade e amizade que néo tem fim.

Aos queridos amigos do Aconchego (Centro de Convivéncia do Idoso) por ter me
recebido com todo o amor e carinho e acima de tudo ter me proporcionado grande
aprendizado sobre a vida;

A todos que de alguma forma me ajudaram para a realizagdo deste trabalho, o meu
muito obrigada!!

“Embora ninguém possa voltar atrds e fazer um novo comego, qualquer um pode
comegar agora e fazer um novo fim.”
Francisco Cédndido Xavier



SUMARIO

CAPITULO |

CONSIDERAGOES INICIAIS.......oo oottt eeenens 2
TILAPIA-DO-NILO ..ottt nseeen et e neaeenens 2
AVALIACAO NUTRICIONAL DA SOUJA ...ttt 3
USO DA SOJA NA ALIMENTACAOQ DE PEIXES.......cocoeoeceeeeeeeeeeeee e 4
DIGESTIBILIDADE DA PROTEINA DA SOUJA......oeeeeeeeeee e 6
FATORES ANTINUTRICIONAIS......ooeeeieiieeeeeee et 9
INIBIDORES DE PROTEASE ... .o ittt 10
HEMAGLUTININAS E ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE.........ccooiiiiiieeeeeee 13
I 1 S OO PPPPPPPUPPR 17
SAPONINAS ..ottt e e e e e e e e e e e e e e et b bt b e e reeeaaaaaeaeeaeeaaaaaaanaa 20
OUTROS FATORES ANTINUTRICIONAIS DA SOJA. ... 21
CONTROLE DE QUALIDADE DA SOJA CRUA......co ot 22
HEMATOLOGIA . ...ttt e e e e e s e e e e e e e e e e e e e eeaaeeeannnnnnsnnenees 24
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 27
CAPIiTULO Il

SOJA CRUA EM DIETAS PARA A TILAPIA-DO-NILO........ccoccoevieeeereeeeeeeae 40
TS0 o 40
ADSIIACT. ... e e e e e e e aeananne 41
] (oo 11 [o7= o J RS 42
Material € METOAOS. .......coiiiiiiii e 43
(TS0 | =T [0 1 S 51
DT U 1T Lo 53
Referéncias BibliografiCas. .........uuuuieiiiiiiiiiii e 61

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicao quimico-bromatoldgica e o percentual dos ingredientes
da dieta referéncia e da dietateste..........ooooiiiiiiii 68

Tabela 2. Composicao quimico-bromatoldgica e o percentual dos ingredientes
das dietas experimentais. .........ccooooiiiiiii i 69



Tabela 3. Analise quimico-bromatoldgica e coeficiente de digestibilidade
aparente da matéria seca, energia bruta, proteina bruta, extrato etéreo e cinzas
(o F= T To] 1= I (U 1= TP PR PP PPPPP 70

Tabela 4. Analise dos fatores antinutricionais e valores digestiveis da soja

Tabela 5. Médias e desvio padrédo de ganho de peso (GP), consumo aparente

racao (CR), converséao alimentar aparente (CAA), taxa de eficiéncia proteica

(TEP), taxa de retengéao proteica (TRP) e sobrevivéncia (SOB) de juvenis de
tilapia-do-nilo alimentadas com dietas contendo niveis 0; 15; 25 e 35% de
substituicdo da proteina do farelo de soja pela proteina da soja crua..................... 71

Tabela 6. Média e desvio-padréo da composigao quimica da carcaga da tilapia-
do-nilo alimentadas com dietas contendo niveis 0; 15; 25 e 35% de substituicao
da proteina do farelo de soja pela proteina da soja crua crua..........ccccceeeeeeeeeennnn... 72

Tabela 7. Média e desvio-padrdo do numero de eritrécito (Erit), porcentagem de
hematocrito (Htc), taxa de hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM) e
concentragéo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) de juvenis de tilapia-
do-nilo alimentadas com dietas contendo niveis 0; 15; 25 e 35% de substituicao

da proteina do farelo de soja pela proteina da soja crua.............ccccoevvvevviviiinnnn e, 73

Tabela 8. Média e desvio padrao de proteina plasmatica (PPT), albumina (ALB),
globulina (GLOB) e relagao albumina/globulina (ALB:GLOB) de juvenis de tilapia-
do-nilo alimentadas com dietas contendo niveis 0; 15; 25 e 35% de substituicdo

da proteina do farelo de soja pela proteina da soja crua.............oceevvvviiiiiciiiiinneeens 74

Tabela 9. Mediana e valores minimos e maximos de numero absoluto leucdcitos
(LEUC), trombdcitos (TROMB), linfécitos (LF), neutréfilos (NT), mondcitos (MN),
basofilos (BAS), células imaturas (Cl) e eosinéfilos (EOS) de juvenis tilapia-do-

nilo alimentadas com dietas contendo niveis 0; 15; 25 e 35% de substituicéo da
proteina do farelo de soja pela proteina da soja crua.............cccoovvceeeieeiiiiici e, 75

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Analise macroscépica do figado de tilapia-do-nilo (Oreochromis
NIlOtICUS) A0S 45 AIAS.......ccce oo 77

Figura 2. Analise macroscépica do figado de tilapia-do-nilo (Oreochromis
NIlOtICUS) @0S 90 IAS.. ..o i e e e e e e 77

Figura 3. Fotomicrografia do figado de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) aos
TSR0 LF= 1 TSR UUPPPPOPR 77

Figura 4. Fotomicrografia do figado de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) aos

Figura 5. Fotomicrografia do figado de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) aos
00 o = T 78



IMPLICAGOES

Vi



CAPITULO |



CONSIDERAGOES INICIAIS

A nutricdo de peixes cresce consideravelmente no Brasil e no mundo,
acompanhando o avanco e o desenvolvimento de outros segmentos da
aquicultura. No entanto, a alimentagcéo representa aproximadamente de 60 a
70% dos custos de produgdo e, um dos nutrientes que transforma a racao
onerosa é a proteina (Tacon, 2003). Pesquisadores tem estudado alternativas
para a substituicdo de ingredientes protéicos de alto custo na ragdo. No Brasil
esta realidade se pauta em sucedaneos para o farelo de soja, sendo que em
outros paises, como por exemplo os Estados Unidos, o principal foco de
estudos é a substituicdo da farinha de peixe.

Os ingredientes proteicos de origem vegetal sdo atrativos na industria de
ragdes, pois apresentam menor custo e, ainda, por existirem em abundancia no
Brasil. Porém, podem apresentar varios fatores antinutricionais, que prejudicam
o0 desempenho dos animais. Como exemplo de alimento que possui fatores
antinutricionais, pode-se citar a soja (Glycine max) conhecida pela presenca
dessas substancias, cuja inativagado requer a presenca de calor, que pode
encarecer o produto e até mesmo prejudicar seu valor nutritivo se o tratamento

for inadequado.

TILAPIA-DO-NILO

A tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, pertence a familia dos ciclideos,
e é originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa; sua producdo concentra-
se em paises que apresentam climas tropical e subtropical. E espécie de facil
manejo e muito resistente a doencgas (Lovshin,1998).

A criagao de tilapia também merece destaque na produgao aquicola, que
chegou a 132 mil toneladas/ano, que representa 39% do total de pescado
cultivado, ocasionando somente da piscicultura, elevacédo de 60,2% em 2008 e
2009, em comparagédo com 2007 (Ministerio da Pesca e Aquicultura, 2010). No
ano de 2011, a expectativa do Ministério da Pesca e Aquicultura é de que a
producao total de pescado atinja a meta de 1,43 milhdes de toneladas. De

acordo com essas projegdes, a aquicultura respondera por cerca de 570 mil



toneladas/ano e a pesca extrativa, tanto maritima quanto continental, com

cerca de 860 mil toneladas/ano (Ministerio da Pesca e Aquicultura, 2010).

AVALIAGCAO NUTRICIONAL DA SOJA

A soja € uma leguminosa que apresenta alto valor nutricional. Tem
origem na China e € conhecida desde 2800 A.C. O seu nome originario &
“Chian lou”, posteriormente traduzido pelos japoneses como “So-y-a” e, hoje,
conhecida mundialmente por soja (Butolo, 2002). Desde a década de 50
passou a ter importancia no Brasil (Costa, 1972) e atualmente ocupa o 2° lugar
na producdo mundial (Butolo, 2002). Muitas pesquisas foram realizadas na
area de melhoramento genético a fim de se obter cultivares altamente produtivo
e com altos teores de 6leo nas sementes (Kiihl et al., 1971), sendo a obtencéo
deste produto, o foco principal da industria. Os gréaos de soja apresentam
pouco ou nenhum amido, cerca de 20% de 6leo e 40% de proteina (Sgarbieri,
1996).

O oleo de soja apresenta altas concentragcdes de acidos graxos das
séries linoléica e linolenica e apesar das altas propor¢cbes de acidos graxos
poliinsaturados é relativamente estavel a oxidacao (Sgarbieri, 1996).

A proteina da soja possui adequada composigdo em aminoacidos,
particularmente lisina, triptofano, fenilalanina e leucina, sendo por isso muito
apreciada pelos nutricionistas, embora seja deficiente em aminoacidos
sulfurados (metionina e cistina), para a maioria das espécies animais (Lovell,
1985). A composigcdo em aminoacidos esta relacionada a diversos fatores,
entre eles: variabilidade genética, condigdes climaticas e de plantio e, ainda,
aos tipos de processamento a que sdo submetidos (Giacheto, 1995). A soja
também é excelente fonte de minerais como: cobre, ferro, fosforo, potassio,
manganés, magnésio e vitaminas do complexo B (Embrapa, 2010).

Entretanto, o valor nutricional da soja & limitado pela presenca de
diversos fatores antinutricionais. Entre as substancias que produzem efeitos
prejudiciais destacam-se os inibidores de proteases (tripsina e quimotripsina),
as hemaglutininas (lectinas), os compostos fendlicos (taninos), as anti-

vitaminas, os quelantes de metais e alguns glicosideos (saponinas). Dentre



esses, 0s mais investigados s&o os inibidores de proteases (Pusztal, 1991).
Estes séo proteinas de ampla distribuicdo no reino vegetal, capazes de inibir as
atividades da tripsina, quimotripsina, amilase e carboxipeptidase (Silva e Silva,
2000). O inibidor de tripsina bloqueia a agao da tripsina resultando em aumento
excessivo da concentragdo plasmatica de colecistoquinina, e desta forma, o
pancreas é continuamente estimulado a liberar mais enzima, provocando
hipertrofia pancreatica (Carvalho, 2002).

Os fatores antinutricionais estdo presentes nos grdos de soja. Para
melhorar a qualidade nutricional e utiliza-la como alimento, ha necessidade de
remover ou inativar esses constituintes. Uma alternativa seria a criacdo de
cultivares, por meio de manipulagdo genética, que contenha pequena ou
nenhuma quantidade desses constituintes indesejaveis, porém, esta estratégia
requer estudos prolongados sobre a natureza quimica e bioquimica desses

compostos.

USO DA SOJA NA ALIMENTAGAO DE PEIXES

Dentre os inumeros produtos de origem vegetal o farelo de soja vem
recebendo grande atencado por parte dos nutricionistas, como substituto da
fragdo proteica animal. Por exemplo, em uma ragao inicial para aves, a base de
milho e farelo de soja, quase 70% da proteina é proveniente do farelo de soja.
Na industria da nutricdo animal, o farelo de soja e a soja integral séo
processados com a acédo do calor, antes de utiliza-los nas ragdes, com a
finalidade de destruir os fatores antinutricionais, tais como o inibidor de tripsina
e quimiotripsina (kunitz e Bowman-Birk), que inibem a digestdo protéica e as
hemaglutininas (lectinas) (Butolo, 2002).

No caso do farelo de soja, também deve-se utilizar o calor para evaporar
o0 hexano que se usa na extracéo do oOleo, pois além de caro ele é toxico, tanto
para o homem quanto para os animais, entretanto em qualquer processo que
requer aquecimento, ocorrerdo casos de “subaquecimento” e/ou
“superaquecimento”. Quando a soja € subprocessada, continuam ativos
inibidores de tripsina que reduzem os indices de produtividade dos animais

monogastricos. Em caso de superaquecimento, o valor nutritivo da soja se



reduz com os danos ocasionados pelo excesso de calor, ocorrendo a reacgéo
de “Maillard”, onde o aminoacido lisina se complexa com o agucar e sua
disponibilidade é reduzida (Butolo, 2002).

A farinha de peixe tem sido tradicionalmente utilizada nas ragdes
comerciais para peixes, devido ao seu valor nutritivo e palatabilidade. Os
nutricionistas tém procurado fontes alternativas de proteina em funcédo da
limitada oferta e do alto custo das farinhas de pescado (Lovell, 1981). Elevados
niveis de proteina vegetal em dietas para peixes de agua quente podem
resultar em redug&o no crescimento e baixa eficiéncia alimentar (Lim e Dominy,
1991). Isto, em funcdo de balancgo incorreto de nutrientes essenciais, devido a
fatores antinutricionais das leguminosas ou, ainda pela diminuicdo da
palatabilidade.

Para os peixes de agua fria, como a truta-arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), a soja crua oferece alternativa mais econémica que a farinha de peixe,
devido ao alto conteudo de oleo (Akiyama,1992), que proporciona
disponibilidade similar em valor energético (4.220 kcal/kg) a farinha de peixe
(4.328 kcal/kg) (NRC,1981).

Estudo realizado com a espécie tilapia-do-nilo, com substituigcao
progressiva da farinha de peixe por soja crua, os autores observaram
diminuicdo no crescimento dos animais a medida que se aumentou o nivel de
substituicdo com soja crua (Wee e Shu, 1989). Lovell (1981) demonstrou que o
ganho de peso e a utilizacdo da proteina pelo bagre do canal (/ctalurus
punctatus) diminuiram quando os alevinos foram alimentados com soja crua.
Robaina et al. (1995) estudaram os efeitos da substituicdo da farinha de peixe
por 10, 20 e 30% do farelo de soja para a dourada (Gilthead seabream) e
observaram resultado similar para crescimento nos diferentes tratamentos em
relacdo ao grupo controle de animais. Entretanto, a atividade da tripsina foi
retardada em 30% e ocorreu deposicao de lipideos no figado pelo alto nivel de
soja.

Foram estudadas as taxas de incluséo na ragcdo de 0,37; 0,74; 1,11 e
1,48% de inibidores de protease da soja para truta-arco-iris. Os autores
observaram aumento do inibidor de tripsina com o aumento da inclusédo, sendo

parcialmente compensado pelo aumento da secrecédo de enzimas e a absorgéo



pelo intestino. A compensacao foi total em niveis mais baixos do inibidor de
tripsina (Krogdahl et al., 1994).

Em estudo utilizando ragbes contendo soja crua e processada na
alimentacdo de bagre africano (Clarias gariepinus), os autores observaram
decréscimo gradual no crescimento e na utilizagcdo dos nutrientes, em dietas
com altas porcentagens de soja crua, entretanto nao foi discutido se a causa foi
os fatores antinutricionais ou os altos teores de carboidratos para este peixe
carnivoro (Balogun e Ologhobo, 1989). Resultados opostos foram descritos por
Carratore et al. (1996) para alevinos de tilapia-do-nilo alimentados com dietas
contendo 6,0; 12,0 e 18,0% de soja crua por 90 dias, os quais nao

apresentaram prejuizo no desempenho produtivo.

DIGESTIBILIDADE DA PROTEINA DA SOJA

A determinagdo da digestibilidade dos componentes de uma dieta é
importante no atendimento adequado das exigéncias nutricionais, uma vez que
o fornecimento de dieta equilibrada e o conhecimento de habitos alimentares,
nao sao suficientes para assegurar resposta positiva no desempenho animal. A
respeito da digestibilidade de nutrientes de dietas para peixes ocorre a
dificuldade de se coletar, separadamente, fezes e urina, pois o manejo de
grande volume de agua para analise é problematico (Nose, 1966).

A digestibilidade de varios ingredientes pode ainda ser alterada por
fatores como o processamento durante a manufatura da ragéo, por interacdes
entre ingredientes distintos presentes na mistura (NRC,1977) ou ainda, pelo
nivel de proteina utilizada (Carneiro e Castagnolli,1984).

Nose (1966) classificou dois métodos para determinagdo da
digestibilidade de nutrientes em dietas para peixes. O método direto, que
envolve coleta total das fezes e controle do consumo de alimentos e o método
indireto, que utiliza substancia inerte de referéncia como marcador.

Para o método do indicador, a substancia marcadora pode ser
constituinte natural do alimento ou fonte exdgena, ou ambas. As substancias

mais utilizadas para este propoésito sdo: 6xido de ferro, 6xido de cromio-lll,



lignina, silica, fibra bruta, nitrogénio fecal e cromogénio, um pigmento natural
das plantas (Schneider e Flatt, 1975).

Nose (1960) e Inaba et al. (1962) foram os primeiros a usarem o 6xido
de cromio-lll para investigar a digestibilidade da proteina em peixes. Kotb e
Luckey (1972) concluiram que o 6xido de cromo ndo é toxico e que é quase
totalmente recuperado nas fezes, portanto, pode ser usado como indicador
inerte em estudos de digestibilidade. O procedimento experimental torna-se
mais simples quando o método indireto € aplicado aos peixes, pois diminui o
tempo de fornecimento de alimento, o manejo de grande volume de agua para
andlise da excregdo fecal e os ensaios de digestibilidade passam a ser
possiveis até mesmo em agua corrente, condicdo muito préxima a natural
(Austreng, 1978; Souza, 1989).

A digestibilidade da fragdo protéica da soja pode ser prejudicada pelo
processamento inadequado, pela ndo destruicdo ou desativagéo total do fator
antitriptico, pelo excessivo aquecimento, o qual possibilita a formacdo de
complexo proteina-carboidratos via “‘reacdo de Maillard”. Os coeficientes de
digestibilidade aparente da proteina do farelo de soja, embora ligeiramente
inferiores ao da farinha de peixe, ndo foram suficientes para explicar as
diferencas observadas no desempenho dos peixes, na tentativa de se
confeccionar ragdes a base de proteina de origem vegetal (Hepher, 1988).

Os coeficientes de digestibilidade aparente da proteina do farelo de soja
e da farinha de peixe, para a tilapia-do-nilo, foram de 86% e 91%,
respectivamente (Hanley, 1987). Tais resultados reforcam a hipdtese de que
um dos principais limitantes na utilizacdo do farelo de soja como substituto de
alimento proteicos de origem animal seja seu desequilibrio na composi¢cdo em
aminoacidos e a presenca de fatores antinutricionais.

Fontainhas-Fernandes et al. (1999) determinaram, com a tilapia-do-nilo,
a digestibilidade da soja integral, farelo de soja e, da semente de ervilha. Estes
autores observaram que a extrusdo, por desativar os fatores antinutricionais,
aumentou significativamente a digestibilidade da proteina desses alimentos.

Carratore et al. (1996), em estudo realizado com tilapia-do-nilo,
observaram, pelos resultados das analise de coeficientes de digestibilidade

aparente, que os tratamentos com 12 e 18% de farinha de soja crua



apresentaram tendéncia de diminuicdo da digestibilidade, evidenciando, o inicio
de efeito deletério pela utilizagado da farinha de soja crua nesses niveis.

Pezzato et al. (2002), determinaram para a tilapia-do-nilo, os coeficientes
de digestibilidade aparente de 17 alimentos. Obtiveram para a proteina do
farelo de soja 91,56% de digestibilidade, classificando-o como um dos
alimentos com melhor coeficiente de digestibilidade aparente.

Estudo contendo soja tratada e soja crua, em varios niveis de inclusao,
para a truta-arco-iris e salmao do Atlantico (Salmo salar), determinou-se que a
digestibilidade dos nutrientes foi afetada pela atividade dos inibidores somente
com a utilizacdo da soja crua e que outros constituintes dos grdos afetaram a
digestibilidade mais do que os inibidores de tripsina, quando utilizou-se soja
tratada (Olli et al., 1990).

Segundo Stech et al. (2010) em estudo realizado com o pacu (Piaractus
mesopotamicus) utilizando soja tostada, extrusada, farelo de soja, soja crua e
macerada foi obtido 94,99; 95,23; 93,88; 80,06 e 82,80% de coeficiente de
digestibilidade, respectivamente, segundo esses autores a utilizagdo de sojas
tostada e extrusada ou de farelo de soja para o pacu deve ser priorizada
perante as sojas crua ou macerada, em vista dos maiores coeficientes de
digestibilidade da fracéo proteica.

Mendes et al. (2004) obtiveram melhores resultados de digestibilidade
no processo de extrusdo e micronizagdo das sojas semi-integral e integral,
respectivamente, sendo estes eficientes na inativacdo dos fatores
antinutricionais. Porém, para a soja integral expandida o processo de expansao
nao foi adequado resultando nos piores valores de digestibilidade para suinos
em crescimento.

Olli et al. (1994a) mostraram, por meio de curvas de digestibilidade de
nutrientes e do crescimento, que o salmé&o do Atlantico foi habil em compensar
a presenca de 5,0 mg de tripsina inibida por grama de alimento, aumentando a
secrecgao de tripsinogénio. Com altos niveis de atividade, os autores relataram
que a capacidade do péancreas em sintetizar tripsina parecia se exaurir.
Krogdahl et al (1994) observaram decréscimo na digestibilidade da proteina (93
para 70%), bem como correlagdo entre a atividade da tripsina intestinal e a

digestibilidade da fracdo proteica em dietas para trutas, apds terem sidos



alimentadas por 10 dias com ragdes contendo altos niveis de soja crua. Estes
autores relatam que a inibicdo de enzima parece ser parcialmente compensada
pelo aumento na secregao e absorg¢ao de proteinas na parte distal do intestino

e que a digestao de lipidios nao foi afetada pelos inibidores.

FATORES ANTINUTRICIONAIS

O termo antinutricional implica em substancia com capacidade de alterar
o aproveitamento dos nutrientes contido nos alimentos, podendo tornar
indisponivel os nutrientes de um ingrediente ou parte desses, diminuir a
digestibilidade ou metabolismo e/ou reagir de forma antagOnica. Podem
também causar hipertrofia pancreatica, estimular a hiper e a hipo secrecéo de
enzimas pancreaticas, reduzir a disponibilidade de aminoacidos, vitaminas e
minerais (Butolo, 2002), alterar a fisiologia dos peixes, interferir na utilizagéo
dos alimentos, diminuir o apetite, prejudicar o desempenho produtivo e levar a
morte, se utilizado por periodos prolongados (Makkar, 1997).

Os fatores antinutricionais sao classificados em exdgenos ou
endogenos. O primeiro refere-se a substancias contaminantes, quimicos ou
bioldgicos ocasionadas em determinado produto (agrotéxicos, toxinas, fungos,
etc), sendo que os endogenos sao substancias tdéxicas ou antinutricionais de
ocorréncia natural nos ingredientes, sendo na maioria, de origem vegetal,
limitando a sua utilizagdo nas formulag¢des de ragdes.

Os antinutricionais podem ser didaticamente divididos em quarto grupos:
a) fatores que agem na utilizacao e digestdo da proteina, como os inibidores de
proteases, taninos e lectinas; b) fatores que agem na utilizagédo dos minerais
dos quais inclui os fitatos, os pigmentos do gossipol, oxalatos e glicosilatos; c)
antivitaminas e d) substancias mistas como as micotoxinas, mimosina,
cianogénicos, nitrato, alcaldides, agentes fotossensibilizantes, fitoestrogénios e
saponinas. Esses fatores também podem ser classificados de acordo com sua
aptidao em resistir aos processamentos térmicos de desativacdo, sendo que o
tratamento térmico é o mais comum deles. Os antinutricionais termolabeis
abrangem os inibidores de proteases, hemaglutininas (lectinas), antiminerais

(fitatos), goitrogénios, fatores bociogénicos e antivitaminas, enquanto que os



10

fatores termoestaveis sao representados pelas saponinas, isoflavonas, fatores
de flatuléncia, polissacarideos nao amidicos, alergénicos, lisinoalanina,
estrogénios e alguns componentes fendlicos (Francis et al., 2001a; Miura et al.,
2001).

Sao varios os fatores antinutricionais presentes nos produtos e
subprodutos de origem vegetal e estes podem diferir significativamente na sua
forma de acdo, sendo que o potencial desses efeitos depende da espécie
animal. Destaca-se também, a habilidade desses antinutricionais em resistir
parcialmente ao processo térmico, sendo comum a sua utilizagdo para a
destruicdo destes (Makkar, 1997).

Os fatores antinutricionais, possuem a finalidade de proteger a planta
contra as susceptibilidades do meio, predadores, por exemplo. Porém os
nutricionistas buscam o alimento com menos fatores antinutricionais para o
melhor desempenho dos animais, gerando conflito de interesses e objetivos
entre a ciéncia vegetal e a ciéncia animal (Francis et al., 2001a).

Segundo Durigan (1995) é dificil o estudo especifico dos fatores
antinutricionais que se apresentam nos alimentos. Afirma o autor que muitas
pesquisas sao necessarias, porém, o grau de dificuldade é significativo por
encontrarem-se diferentes substadncias num mesmo ingrediente. Os niveis de
substancias toxicas e/ou antinutricionais, podem alterar a composi¢éo ou tornar
indisponiveis os nutrientes presentes nos alimento (Pezzato, 1995).

A maioria dos alimentos composto por plantas, graos e raizes possuem
ampla variedade de fatores antinutricionais. Na soja podemos citar os
inibidores de protease, lectinas, acido fitico, saponinas, fitoestrégenos,

antivitaminas e os alérgenos (Francis et al., 2001a).

INIBIDORES DE PROTEASE

O inibidor de protease é um fator antinutricional distribuido nos
ingredientes de origem vegetal. Estes sao peptideos capazes de se ligar com
as enzimas proteoliticas pancreaticas (tripsina e quimotripsina), tornando-as
inativas (Silva e Silva, 2000). Sao classificados em dois grupos: o tipo Kunitz

que é relativamente sensivel a temperatura (termolabel) e aos acidos, possui
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peso molecular de aproximadamente 20 kDa e especificidade primaria para a
tripsina. Embora classificados como termolabeis, ndo sdo completamente
desativados durante o cozimento rapido e podem reduzir a digestibilidade das
proteinas da dieta e, consequente, deficiéncia na absor¢do de aminoacidos
(Fallon, 2000). O tipo Bowman-Birk € mais estavel (termoestavel), apresenta
peso molecular entre seis e 10 kDa e capacidade para inibir a tripsina e a
quimotripsina em sitios de ligacao independentes (Silva e Silva, 2000; Francis
et al., 2001a; Brito, 2006).

O mecanismo de acgéo do inibidor de protease inicia-se na digestao de
proteinas, onde age desativando a acdo da enzima protease no quimo e, pelo
mecanismo de feedback negativo, o pancreas é estimulado a produzir e liberar
mais enzimas no intestino. Porém, o inibidor de tripsina continua bloqueando a
acao desta enzima, estimulando o pancreas a liberar mais enzimas, causando
sua hiperatividade (Silva e Silva, 2000). O pancreas ao detectar a menor
presenca de tripsina no intestino delgado, aumenta sua secregao,
hipertrofiando-se. Esse aumento de producéo e hipertrofia pancreatica, podem
compensar a presenca de inibidores de tripsina (IT), desde que a atividade
ureatica da soja esteja em até 0,20 (Butolo, 2002). Consequentemente ocorre
reducdo da taxa de crescimento nos animais, pois ha a redugdo na
digestibilidade das proteinas da dieta.

Os inibidores de protease também causam danos a parede celular da
mucosa, estimulo a resposta imune e aumento da perda de nitrogénio
endégeno (Hannas e Pupa, 2010).

Nitsan e Liener (1976) estudaram o efeito de dietas com farinha de soja
crua e aquecida sobre os niveis de tripsina, quimotripsina e amilase no
pancreas de ratos. Os autores concluiram que a ingestdo de soja crua, ao
contrario da soja cozida, estimulou a secre¢do das enzimas pancreaticas. Os
resultados da pesquisa de Grant et al. (1988) com ratos alimentados com
proteina de soja mostraram consideravel aumento do tamanho do péancreas
dos animais.

Kakade et al. (1973) relataram que aproximadamentes 40% da
depreciacédo do crescimento em ratos alimentados com soja crua pode ser

explicada pelos inibidores de tripsina. Diferentemente de ratos, a ingestao de
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farinha de soja e feijéo crus por porcos da india, bezerros, cachorros e porcos
nao provoca hipertrofia pancreatica, contudo, observa-se hiposecrecédo das
enzimas pancreaticas e sérica, depressao do ganho de peso corporal ou perda
de peso dos animais (Hasdai et al., 1989).

Produtos comerciais de soja apresentam inibidores de tripsina na faixa
de 2,0 a 6,0 mg/g, com média de 4,0 mg/g (Synder e Kwon, 1987). Os
inibidores de tripsina tém ampla distribuigdo no reino vegetal e estdo presentes
na maioria das sementes de leguminosas e cereais. As espécies de peixes
diferem em sua capacidade de tolerar os inibidores de tripsina nas dietas.
Tildpia (Jackson et al., 1982; Shiau et al., 1987, 1989; Wee e Shu, 1989), carpa
(Abel et al., 1984; Makkar e Becker, 1999), truta-arco-iris (Dabrowski et al.,
1989; Rumsey et al., 1993; Krogdahl et al., 1994), bagre do canal (Wilson e
Poe, 1985), salméo (Higgs et al., 1982; Olli et al., 1994) e douradas (Robaina et
al., 1995) séo capazes de manter taxas de crescimento comparavel ao da
farinha de peixe com base nas dietas controles. Apds a inclusdo de niveis de
farelo de soja, sementes de tremoco, farelo de canola e farelo de semente de
pinhdo manso, que sao conhecidos por conterem inibidores de tripsina, niveis
de IT de 1,6 mg/g ou superior na dieta diminuiram o crescimento de tilapia-do-
nilo, mas com niveis dietéticos de 0,6 mg IT g/dieta, os peixes obtiveram
adequado crescimento (Wee e Shu, 1989).

Makkar e Becker (1999) encontraram que as carpas alimentadas com
dietas contendo farelo de pinh&do manso provenientes de sementes nao-toxica,
com 24,8 mg IT/g e o farelo tratado termicamente, com 1,3 a 8,3 mg IT/g, ndo
apresentaram diferengcas no desempenho quanto ao crescimento, o que implica
que os peixes foram capazes de tolerar altos niveis de inibidores de tripsina.

Estudo realizado por Fernandes (2010), contendo niveis crescentes de
inclusdo de farelo de pinhao manso (0,0; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0%) em dietas
para tildpia-do-nilo, apresentaram sinais de anorexia, natagcéo erratica, apatia,
boca e opérculos hemorragicos, olhos escuros, escoliose e inani¢cdo. Os peixes
do tratamento com 16% do farelo de pinhao manso apresentaram menor tempo
de vida e 100% de mortalidade, indicando a alta toxidade do farelo de pinhao
manso, por causa da agao dos fatores antinutricionais sobre o desempenho da

tilapia-do-nilo.
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A truta-arco-iris, considerada espécie sensivel a esse fator
antinutricional, ndo apresentou alteracdo com o nivel de até 3,0 mg/g de
inibidor de tripsina presente na dieta contendo farelo de soja (Kaushik et al.,
1995). Porém, o salmao do Atlantico apresentou menor ganho de peso e
consumo da dieta contendo farelo de soja em relagédo aos demais grupos num
periodo de 55 dias (Refstie et al., 1997). Os autores afirmaram dificuldade de
identificar os fatores que afetaram negativamente o desempenho do salmao,
porém sugeriram haver substancia termorresistente presente no farelo de soja
capaz de alterar o processo digestdrio desses peixes.

Com niveis abaixo de 5,0 mg/g, diferentes especies de peixe tém
compensado a presencga dos IT pelo aumento da producado de tripsina. Muito
farelos de origem vegetal que ndo passaram por adequado processamento,
contém inibidores de protease, como o farelo de soja avaliado comercialmente
€ que séo incluidos nas dietas dos peixes, que também podem possuir outros
fatores antinutricionais ou importantes interagbes entre eles (Francis et al.,
2001a).

O processamento térmico (autoclave por 15 a 30 minutos) é
recomendado para reduzir os inibidores de tripsina abaixo dos niveis criticos
(Norton, 1991). O processamento térmico, deve ser realizado com cautela,
sendo que as maquinas devem estar reguladas para minimizar a perda da
qualidade nutricional dos ingredientes, como a lisina e também para né&o

determinar degradagao proteica.

HEMAGLUTININAS E ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Sé&o albuminas soluveis em agua que interagem com as glicoproteinas
presentes nas membranas celulares dos glébulos vermelhos, aglutinando-os
(Butolo, 2002). Estas sdo encontradas em varias leguminosas como, por
exemplo, a soja (Francis et al., 2001a). As hemaglutininas possuem, em suas
moléculas, um centro ativo especifico para combinacdo com carboidratos.
Aglutinam eritrécitos seletivamente, in vitro, iniciam mitose em culturas de
linfécitos humanos, podem aglutinar ou inativar células de tumores (Sharon e

Lis, 1972) e contribuem para toxidade das sementes cruas (Liener, 1976). As
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células do epitélio do intestino grosso em presenca das hemaglutininas tendem
a se unir prejudicando a absorgéo de nutrientes (Butolo, 2002).

Os efeitos prejudiciais das hemaglutininas a fisiologia dos monogastricos
sdo relatados como retardo do desenvolvimento (Francis et al., 2001a),
diminuicdo da digestibilidade de carboidratos, alteracdo na atividade das
enzimas intestinais e hepaticas, diminuigdo de insulina no sangue (Heugten,
2001), perturbacdao no metabolismo do intestino delgado e lesbes nas
vilosidades intestinais (Grant, 1991). Jaffé (1968) propés que o efeito
antinutricional causado pela ingestdo das hemaglutininas deve-se a sua
habilidade em interagir com os receptores especificos das células da parede
intestinal. Pusztal et al. (1979) demonstraram que as hemaglutininas reagem
com as células intestinais in vivo e causam o rompimento das microvilosidades
das células epiteliais do duodeno e do jejuno. De acordo com os autores,
embora prejudicada, a absor¢do ainda pode ocorrer, provavelmente através
das células n&o alteradas, levando a absor¢do anormal de substancias
potencialmente perigosas, como as préprias hemaglutininas ou toxinas de
origem bacteriana. Pusztal et al. (1975) concluiram que a toxidade relaciona-se
diretamente com o titulo hemaglutinante.

O fator antinutricional da soja integral e seus produtos, quando utilizados
em dietas para salmonideos, poderia ocorrer pela capacidade das
hemaglutininas ligarem-se as bordas das membranas nos enterdécitos (Robaina
et al.,, 1995). No salmao do Atlantico, as hemaglutininas da soja se ligam na
parte distal do intestino delgado e podem contribuir para o efeito toxico da soja
integral e produtos da soja (Hendriks et al., 1990). Van der Ingh et al. (1991)
observaram efeitos distintos do farelo de soja integral em comparacao com a
dieta controle confeccionada a base de farinha de peixe, na mucosa do
intestino distal do salmdo do Atlantico. No tratamento com farelo de soja
integral o epitélio teve aumento da densidade de células caliciformes e
acentuada diminuigdo ou auséncia de vacuolos de absorgdo, apresentando
ainda microvilosidades dos enterdcitos encurtadas com o aumento da formacao
de vesicula microvilares. O aumento da densidade de células caliciformes pode
ter sido o resultado da producdo de muco no intestino hipertréfico quando

submetidos a irritacdo pela hemaglutinina. Carpas em crescimento obtiveram
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resultados similares quando alimentadas com dietas contendo alta (51
unidades de hemaglutinagdo) ou baixa atividade de hemaglutinina (< 1,2
unidades de hemaglutinagao) (Makkar e Becker, 1999).

A hemaglutinina causa irritagcdo a membrana intestinal, resultando em
mais secrecdo de muco que pode prejudicar a capacidade enzimatica e
absor¢ao da parede intestinal (Francis et al., 2001a).

Outros efeitos das hemaglutininas, tais como perda de massa muscular,
deplecdo de lipideos no tecido adiposo e aumento do figado, ndo foram
observados em peixes (Grant, 1991).

Segundo Sgarbieri (1996) as hemaglutininas interferem no sistema
enddcrino e hormonal, baixando o nivel de insulina circulante e a glicemia, isto
€, a hemaglutinina seria capaz de, a exemplo da insulina, permeabilizar as
membranas celulares, estimulando a entrada de glicose nas células e a sua
metabolizagdo. A diminuicdo do nivel de insulina circulante teria efeito
catabolizante, aumentando a degradacao de proteinas musculares, ativagdo do
ciclo da uréia e excrecao do nitrogénio urinario. Da mesma forma, a lipolise
seria ativada com a liberacdo e oxidagdo de acidos graxos e o acumulo
sanguineo de corpos cetbnicos, ocorreria, num quadro muito semelhante ao
diabetes.

Stech (1996), ao avaliar seis cultivares de soja na alimentacao de pacu,
concluiu que o inibidor de tripsina e a hemaglutinina, presentes nos gréaos de
soja integral, apresentaram pequena importancia como fator antinutricional
para este peixe, ndo sendo suficientes para comprometer o desenvolvimento, a
sobrevivéncia e os parametros metabdlicos desta espécie. Stech et al. (2010)
analisaram o farelo de soja, soja crua e processada em dietas para o pacu, e
apresentaram maiores valores de atividade hemaglutinante para a soja crua e
macerada (1024 ug/g) em relagdo aos demais alimentos, enquanto a extrusada
apresentou os menores valores médios (8,0 pg/g). A extrusao foi o processo
que proporcionou a menor atividade hemaglutinante.

Estudo realizado por Liener (1953) mostrou que a hemaglutinina
purificada, quando adicionada a uma dieta contendo farelo de soja
termicamente tratado, retardou significativamente o crescimento dos ratos.

Contrario ao estudo realizado por Tuner e Liener (1975), no qual nao foi
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observado a inibicdo do crescimento em ratos alimentados com farelo de soja
termicamente tratado e acrescido de extrato de hemaglutinina purificada. Os
autores observaram, que sob condi¢cdes de ingestdo alimentar controlada, a
hemaglutinina n&o exerce efeito depressor de desenvolvimento sobre o
crescimento dos ratos.

As interagcbes complexas entre diferentes fragcbes protéicas podem
modificar a atividade biolégica. Por exemplo, € concebivel que o inibidor de
tripsina de alguma forma possa suprimir os efeitos adversos fisioldgicos que a
hemaglutinina poderia ter sobre o animal. Estudos realizados por Sambeth et
al. (1967), envolvendo a avaliacdo da atividade biolégica de varias fragdes de
proteina de soja, demostraram que muitos dos efeitos biol6gicos manifestados
pelas fracbes de soja sao os resultados de interagbes entre os diferentes
componentes neles contidos.

As hemaglutininas sao facilmente destruidas pelo calor umido.
Temperaturas na ordem de 100 a 105°C por 10 a 15 minutos e umidade de 16
a 18%, eliminam a acado da hemaglutinina (Réhr, 1978 e Grant, 1991).
Aregheore et al. (1998) reduziram o teor de hemaglutinina do farelo de
sementes de Jafropha de 102 para 1,17 unidades de hemaglutinagao pelo calor
umido a 100 °C por 10 min.

As hemaglutininas, também denominadas lectinas, sdo glicoproteinas
que tém a propriedade especifica de se ligar a certos carboidratos (Reynoso-
Camacho et al., 2003).

A nomenclatura das hemaglutininas ou lectinas € originada da
denominacéo cientifica das espécies em que sao purificadas, de acordo com o
protocolo de purificagéo, pela designacédo dos monossacarideos aos quais tém
especificidade ou ainda pela designagdo do tecido ao qual foram extraidas.
Assim, a lectina da Vicia faba é conhecida como favina. A concanavalina A,
lectina obtida da Canavalia ensiformis, e D-galactose-N-acetil-D-galactosamina
€ uma lectina especifica da Erythrina cristagalli (Kennedy et al., 1995).

Martin-Cabrejas et al. (1995) encontraram quantidades consideraveis de
inibidores de tripsina/quimotripsina e a-amilase e elevada atividade de
hemaglutinina em cinco cultivares de feijdes (Phaseolus vulgaris) frescos e

estocados por cinco anos.



17

A inativacdo de lectinas ou reducédo da atividade hemaglutinante a
reduzidos valores é usualmente obtida por métodos tradicionais de preparo
domeéstico ou processamento industrial dos alimentos (Ojimelukwe et al., 1995).

Barca et al. (1991) analisaram o teor de hemaglutinina de soja in natura
e processada. Os niveis de hemaglutinina mais altos foram encontrados em
soja crua (3600 pg/g) e os mais baixos (3,75 a 12,92 ug/g) em produtos de
proteina de soja texturizada. Como esperado, os niveis de atividade
hemaglutinante de soja dependeram do processamento térmico.

Jaffé e Brucher (1972) pesquisaram a toxicidade intraperitoneal e oral de
lectinas de feijdes crus em ratos. Quatro tipos de lectina foram encontradas nos
feijoes, embora somente dois tipos tenham apresentado efeitos toxicos. Ratos
que receberam injegbes intraperitoneais de extratos de lectinas toxicas
morreram e o0s animais alimentados com dietas contendo lectinas tdxicas
apresentaram perda de peso, crescimento reduzido, baixa absorcdo de
nitrogénio, alteragbes do bacgo e pancreas e apo6s duas semanas morreram. A
toxicidade e inibicdo do crescimento em animais alimentados com feijées crus,
pode ser devido em parte ao efeito das lectinas. Entretanto, deve-se enfatizar
que nem todas as lectinas sao necessariamente toxicas ou possuem efeito
inibitoério sobre o crescimento de animais (Liener, 1974; 1976).

Turner e Liener (1975) pesquisaram em ratos, o efeito da lectina no valor
nutricional da soja e sugeriram que, provavelmente, a lectina da soja é o fator
que menos afeta o aproveitamento da soja crua como alimento.

Freed e Buckley (1978) estudaram o efeito da aplicag¢ao intragastrica de
50 mg de concanavalina A em ratos. Os exames histolégicos demonstraram
hipersecrecédo das células mucosas com subsequente extravasamento de

MuCo No jejuno dos animais.

FITATOS

Fitato (hexafosfato de mio-inositol) ou acido fitico &€ comum em sementes
de plantas, cereais e farelos de oleaginosas como a soja, o algodéo e a colza
(Francis et al.,, 2001a). Nas leguminosas o acido fitico contém

aproximadamente 70% do conteudo de fosfato, sendo estruturalmente
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integrado com proteinas e/ou minerais na forma de complexos (Zhou e
Erdman, 1995). Cerca de 75% do acido fitico esta associado com componentes
da fibra soluvel presentes na semente (Torre et al., 1991).

A disponibilidade de zinco, cobre, calcio, cromo e outros minerais é
reduzida pela presenca de &acido fitico nos gréos crus (Butolo, 2002). Em
estudo realizado com ratos, os autores avaliaram o efeito inibitério do acido
fitico em produtos de soja sobre a biodisponibilidade de zinco nesses animais e
encontraram correlagao linear negativa (p<0,05) entre a percentagem de acido
fitico na farinha de soja e a concentragao de zinco na tibia de ratos (Zhou et al.,
1992). De fato, Stuart et al. (1986) observaram que em ratos, o zinco de fontes
animais € mais biodisponivel do que o de fontes vegetais, sendo que a
retencdo de zinco com a dieta contendo proteina de ovo (85%) foi
significativamente maior do com a dieta contendo proteina de soja (79%).

Para Hurrell et al. (1992), a remocgéo de acido fitico de isolados protéicos
de soja até niveis menores do que 1,0 mg/g pode assegurar aumento
significativo na absorcdo de ferro em humanos. Porém, algumas pesquisas
sugerem papel positivo do acido fitico quanto a agédo antioxidante (Empson et
al., 1991; Messina, 1991). O &acido fitico altera o potencial redox do ferro
mantendo-o na forma férrica (Fe**). Este efeito oferece protecéo contra danos
oxidativos, visto que o Fe®" (ferroso) causa producdo de oxiradicais e
peroxidacao de lipidios, enquanto o Fe3* é relativamente inerte (Empson et al.,
1991).

Ingredientes de origem vegetal utilizados na alimentacdo dos peixes
como os farelos de soja, de colza e de gergelim contém de 10-15, 50-75 e 24
g/kg de fitato, respectivamente. O reduzido crescimento de diferentes espécies,
como a carpa, tilapia, truta e o salméo foram afetados por ingredientes que
continham fitato na dieta (Francis et al., 2001a).

Spinelli et al. (1983) observaram diminuigcdo do crescimento em truta-
arco-iris alimentadas com dietas contendo 5,0 g/kg de acido fitico sintético.
Dietas contendo niveis elevados de acido fitico (25,8 g/kg, sintético), para o
salmdo, também determinaram diminuicdo no crescimento dos animais
(Richardson et al., 1985).
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Estudos realizados com juvenis de dourada apresentaram valores
reduzidos de digestibilidade e alteragdes histolégicas no figado quando foram
alimentadas com dietas contendo 30% de inclusao da proteina do farelo de
soja em substituicdo a proteina da farinha de peixe. Porém, os valores de
inibidores de proteases nao foram significativos para causar tais alteracgdes,
dessa forma Robaina et al. (1995) sugeriram que as alteragbes provavelmente
foram causadas pelo fitato.

Dietas suplementadas com a enzima fitase neutralizaram o efeito
negativo dos ingredientes vegetais que continham fitato. Riche e Brown (1996)
constataram que ao suplementar fitase na racéo que continha fontes proteicas
vegetais, houve aumento de 46,2 a 75,6% dos valores de disponibilidade de
fésforo para trutas-arco-iris. A adicao de fitase nas dietas de aves e suinos
reduz a excrecao de fosforo nas fezes em 20 a 30% e aumenta a
disponibilidade de outros nutrientes, tais como minerais (calcio, zinco e cobre),
proteinas, aminoacidos e energia, reduzindo as excregbes e,
consequentemente, diminuindo a contaminagdo ambiental com estes residuos
(Bixo online, 2010). Porém, a adicdo dessa enzima pode elevar o custo da
producao de ragéo, tornando inviavel para a industria de nutricdo animal.

O baixo crescimento dos peixes alimentados com dietas de alto fitato
pode ser atribuido a varios fatores como, reducéo da biodisponibilidade dos
minerais, baixa digestibilidade proteica causada pela formagdo do complexo
proteina—acido fitico e a diminuicdo da absor¢cdo de nutrientes, por danos a
regido do ceco pilorico (Francis et al., 2001a).

Os fitatos presentes nos cereais estdo concentrados na parte exterior do
endosperma. O processo de moagem remove a camada externa das
sementes, que reduz consideravelmente o teor de fitato. A fermentacao da torta
também se mostra eficiente, pois minimiza o efeito do acido fitico proveniente
dos graos, devido a acao das fitases produzidas pelo acido latico das bactérias
(Francis et al., 2001a). O tratamento térmico (autoclave) também demonstrou
reduzir o acido fitico na linhaga e no gergelim em 72% e 74%, respectivamente
(Hossain e Jauncey, 1990). Salmonideos toleram niveis de fitato na dieta ao

redor de 5,0 a 6,0 g/kg, no entanto as carpas sao sensiveis a este niveis.
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Parece apropriado manter o nivel de fitatos abaixo de 5,0 g / kg em alimentos

para peixes (Francis et al., 2001a).

SAPONINAS

As saponinas sao esterdides ou glicosideos presentes em grande parte
dos ingredientes alternativos para dietas de peixes.

Estas sdo caracterizadas pelo sabor amargo, capacidade de formar
espuma em solugdes aquosas, provocar hemolise e, ainda, de se complexarem
em esterdides. Quando adicionada a agua, sédo altamente tdxicas para peixes,
devido aos danos causados ao epitélio respiratério das branquias pela acao
detergente das saponinas. Elas podem aumentar a digestibilidade dos
alimentos ricos em carboidratos devido a sua atividade detergente, a qual
reduz a viscosidade e, portanto, impede a acdo normal dos alimentos contra o
movimento de digestéo do intestino (Francis et al., 2001a).

As saponinas também estdo relacionadas as modificacbes na
permeabilidade da mucosa intestinal, inibindo o transporte de alguns nutrientes
e facilitando a absorgcdo de outros compostos. Elas ainda podem retardar o
crescimento dos animais e diminuir a digestibilidade da proteina. Por causa da
alta solubilidade da saponina na agua, a remocgao pela extracdo aquosa pode
ser feita para a maioria dos ingredientes que contém saponina, ja que este
processo nao afeta a qualidade nutricional do alimento (Francis et al., 2001a).

Apesar dos efeitos maléficos citados, as saponinas provenientes da
planta Quillaja (Quillaja saponaria Molina), provocaram efeitos diversos em
tilapias-do-nilo. A taxa de crescimento nos grupos que receberam maiores
niveis de saponina na ragao foi maior quando comparado ao grupo controle. O
indice hepatossomatico e o intestino-somatico apresentaram declinio conforme
0 aumento de saponina na dieta e 0s grupos que receberam saponina
demonstraram menor excre¢cdo e maior assimilagdo da energia presente na
racdo, o que indicou o uso mais eficientemente do alimento que o grupo
controle (Francis et al., 2001b).

Outro estudo semelhante foi conduzido em carpas e foi observado

crescimento significativo no grupo de peixes alimentados com saponina de
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Quillaja (Francis et al., 2002a; Francis et al., 2002b). Francis et al., (2005)
relataram que este tipo de saponina age como promotor de crescimento natural
e que pode ser vastamente utilizado na aquicultura, pois promove o
crescimento de algumas espécies de peixes, reduz sua taxa metabdlica e inibe
a reproducéo da tilapia.

Bureau et al. (1998) testaram os extratos purificados de farelo de soja e
de proteina isolada de soja suplementados com a saponina Quillaja. Foi
observado que as dietas provocaram completa supressao no desempenho do
salmao “chinook” (Oncorhynchus tshawytscha) devido a drastica reducdo do
consumo de ragdo. Trutas-arco-iris também apresentaram decréscimo
significativo no crescimento. Em ambas as espécies foram observados danos a
mucosa intestinal.

A formagéo do complexo entre a saponina e outros nutrientes ocorrem e
podem, principalmente, inativar o efeito toxico de ambas as substancias
(Makkar et al., 1995a). O consumo simultaneo de saponina e tanino resultaram
na perda da sua toxicidade para ratos (Freeland et al., 1985). Foi considerada
reacao quimica entre eles, formando o complexo tanino-saponina, inativando a
atividade bioldgica de ambos.

Devido a alta solubilidade da maioria das saponinas na agua, a extracao
aquosa elimina a maioria das saponinas, desde que ndo afetem a qualidade
nutricional dos ingredientes de origem vegetal. Niveis abaixo de 1,0 g/kg da
dieta ndo sao susceptiveis para afetar o crescimento dos peixes (Francis et al.,
2001a). Mais investigacbes sao necessarias sobre os efeitos e limites de

tolerancia desse fator amplamente presentes nos alimentos de origem vegetal.

OUTROS FATORES ANTINUTRICIONAIS DA SOJA

Fitoestrdgenos sao substancias estrogénicas néo esterdides, distribuidas
em varios ingredientes de origem vegetal (Farnsworth et al., 1975 a, b). A acdo
estrogénica esta presente na soja, algodao e linhacga, entre outros (Francis et
al.,, 2001a). Quimicamente, os estrédgenos vegetais sao isoflavonas, que
ocorrem na forma de glicosideos. A molécula de agucar esta ligado a um ou

mais dos grupos hidroxila localizados em varias posi¢cdes do nucleo de
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isoflavonas (Liener, 1980). Por exemplo, a soja contém isoflavonas
estrogénicas e derivados, tais como coumestrol, formononetina, diadzeina,
biochanina A, genisteina e equol (Pelissero et al., 1991a).

Os efeitos estrogénicos dietéticos dos ingredientes de origem vegetal
podem ter consequéncias nos processos fisioldgicos dos animais (Francis et
al., 2001a). Kaushik et al. (1995) detectaram daidzeina e genisteina na bile de
trutas alimentadas com dietas ricas em farinha de soja e atribuiram as menores
taxas de crescimento a essas substancias.

Os goitrogénios sao agentes antitireoideanos que inibem a producao de
iodo, bloqueando a utilizacado da tiroxina. Ha fatores antivitaminas A e E que
aumentam a necessidade dessas vitaminas. A lipase e lipoxidase, promovem a
oxidacao e rancificacao do 6leo de soja, as saponinas, estrogenos, fatores de
flatuléncia e alergenos representados pela proteina glicina e  conglicina, que
provocam reacao de hipersensibilidade (Grant, 1989) reduzem a absorc¢éo de
nutrientes, causando efeitos deletérios sobre as microvilosidades do intestino
delgado em suinos (Butolo, 2002).

O baixo nivel energético do farelo de soja é conseqiéncia dos altos
niveis de oligossacarideos, principalmente a rafinose e a stachyose, que néo
podem ser digeridas no trato gastrintestinal das aves em virtude da auséncia
da enzima endoégena a (1,6) galactosidase e, em funcdo disto
(indigestibilidade), a rafinose e stachyose podem induzir diarréias, diminuindo o
tempo de passagem da digesta com decréscimo da digestdo e absorgcéo de
nutrientes da dieta (Butolo, 2002). Oligossacarideos de rafinose sdo capazes
de produzir flatuléncia, resultante do metabolismo anaerébico desses agucares
(De Lumen, 1992).

CONTROLE DE QUALIDADE DA SOJA CRUA

A atividade ureatica da soja € o teste que indica a presencga de fatores
antinutricionais, como os inibidores de tripsina e a solubilidade proteica avalia o

grau de processamento da soja (Mendes et al., 2004).
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O método mais adotado, mais econdmico e mais rapido é o da medida
da atividade ureatica, porém de dificil correlagdo numérica com a solubilidade
em KOH 0,2%.

A urease é a enzima que atua quebrando os compostos nitrogenados
nao proteicos, em amoénia e didxido de carbono. A determinacdo da urease na
soja crua mede, de maneira eficaz, o grau de inativagdo dos fatores
antinutritivos termolabeis. Sua afericdo se faz pela variacdo do pH (atividade
ureatica). Entretanto, o método mais pratico € o da proteina soltuvel em solugao
em hidréxido de potassio a 0,2% (Butolo, 2002).

Varios pesquisadores tém demostrado decréscimo na solubilidade
proteica e na atividade ureatica da soja com o aumento do aquecimento
utilizados no seu processamento (Antunes e Sgarbieri, 1980 e Lee e Garlich,
1992). Em experimento com autoclavagem da farinha de soja por 0, 5, 10, 20,
40 e 80 minutos, Araba e Dale (1990) demonstraram que a solubilidade da
proteina em hidréxido de potassio diminuiu de 86,6% para 40,8% com o
cozimento maximo e que, valores abaixo de 70% indicam super aquecimento e
acima de 85% relacionam-se a soja subprocessada (Sakomura, 1996).
Segundo recomendagbes da Anfar (2005), o produto para ser comercializado,
deve possuir solubilidade superior a 70% e atividade ureatica inferior a 0,05
unidades de pH. No entanto a perda de solubilidade da proteina pode ser
resultado de mudangas na estrutura covalente, devido a forte formacao de
pontes de dissulfetos e isto pode n&o apresentar, necessariamente, alteragcbes
drasticas de conformacao (Sgarbieri, 1996). Desta forma, esse critério parece
nao ser o mais adequado para ser utilizado como parametro da qualidade da
proteina a ser ingerida. Igualmente, Marsman et al. (1993) concluiram que a
atividade ureatica ndo se mostrou adequada para a avaliacdo de produtos
extrusados, pois o indice de solubilidade do nitrogénio em hidréxido de
potassio foi maior até mesmo quando as condicbes de extrusdo foram
extremas.

Estudo realizado por Stech et al. (2010) apresentaram solubilidade
proteica e atividade ureatica da soja crua de 72,22% e 1,05 unidades de pH

respectivamente. Mendes et al. (2004) obtiveram resultados de 86,21% de
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solubilidade proteica e 2,09 unidade de pH para a soja integral expandida o que
resultou na sua n&o expanséo pelo fato da soja ter sido subprocessada.
Atividade ureatica igual a zero, em farelo de soja, nem sempre é
indicativo de perdas pelo aquecimento, pois baixos niveis desta atividade nao
se correlacionam com o prejuizo no desempenho das aves (McNaughton e
Reece, 1980). Esta analise ndo permite expressar valores para a severidade do
super processamento (Araba e Dale, 1990 e Anderson-Hafermann et al., 1992).
Noland et al. (1976) ja haviam sugerido que a atividade ureatica ndo deve ser

utilizada como unico indicador do valor nutricional da soja integral para suinos.

HEMATOLOGIA

O sangue, tecido liquido que estd em equilibrio com praticamente todos
os outros tecidos. Distribui calor, transporta gases respiratérios, nutrientes e
produtos de excrecao, além de atuar na defesa do organismo. O seu estudo é
importante, pois, fornece informacdes sobre o estado geral do animal (Ranzani-
Paiva, 2004).

Nos ultimos anos, melhorias tém sido realizadas por meio da adoc¢ao de
tecnologias e pesquisas avangadas na area animal, e um dos fatores que leva
ao melhor entendimento da saude animal é a avaliagdo hematologica. No
entanto, apesar da variedade de fatores que podem interferir nos valores
hematolégicos dos animais, muito pouco se tem disponivel na literatura,
principalmente relacionado com fatores antinutricionais, sendo necessarios
estudos inerentes ao tema, de forma a esclarecer a influéncia que estes
compostos exercem no perfil hematolégico.

Segundo Paes et al. (2000), o hemograma é o exame complementar que
fornece ao profissional da area de producgéo animal informagdes sobre o estado
de saude dos animais. Assim, diversos pesquisadores, das mais variadas
regides do mundo, tém se preocupado em estabelecer valores referenciais
para o numero de eritrécitos e outros constituintes sanguineos.

Silveira (1988) descreveu o hematdcrito como sendo a estimativa da
massa de eritrécitos em relagdo ao volume sanguineo. De acordo com Nunes

et al. (2002), quanto maior a solicitagao fisica do animal maior sera o valor do
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hematocrito por causa da perda de liquidos por meio da forma evaporativa. Lee
et al. (1974) relataram que o hematocrito pode estar diminuido em funcéo de
anemias, hemolise e prenhez avangada. O hematdcrito, segundo (Blaxhall,
1972), pode ser maior em peixes, se comparado aos mamiferos, pois 0s
eritrécitos possuirem nucleo.

Baixos valores de hematocrito correspondem a espécies bentdnicas e
sedentarias, enquanto altos valores correspondem as espécies mais ativas
(Larsson et al., 1976). Souza (1994) cita que as variagdes intraespecificas
ocorrem por fatores como: dieta e estado nutricional, fatores genéticos,
salinidade, estresse, densidade de estocagem, mudangas sazonais, ciclos
diarios, peso e idade. Os valores de hematocrito diminuem quando os peixes
encontram-se em estado de inanicdo, ou estdo supostamente doentes
(Blaxhall, 1972). A redugdo que corre durante o jejum, provavelmente, é
resultante da menor capacidade de produzir novas células sanguineas
vermelhas ou de mudanga adaptativa, devido a relativa inatividade do peixe
sob condicdes de jejum (Lovell, 1970).

Segundo Schimidt-Nielsen (1996), a funcdo da hemoglobina consiste no
transporte de oxigénio dos pulmdes para os diferentes tecidos e durante o
esforco fisico a liberagdo do oxigénio se processa de forma mais rapida,
contribuindo para a elevacdo na taxa de consumo de oxigénio e
consequentemente aumento do valor da hemoglobina. Em virtude dessas
variagdes & fundamental o estudo hematoldgico dos animais.

Indubitavelmente, os fatores antinutricionais influenciam no perfil
hematolégico, como exemplo pode-se citar as lectinas que séo fatores
antinutricionais e estdo presentes em maior quantidade em graos de
leguminosas e gramineas, e também em outros alimentos como a soja e a
ervilha. As lectinas ou hemaglutininas podem ser caracterizadas e detectadas
por sua habilidade em aglutinar eritrécitos, em certos casos com alta
especificidade. Podem também promover estimulagcdo mitogénica de linfocitos
e aglutinacdo de células cancerosas (Lis e Sharon, 1973).

Geralmente, a atividade citotdéxica do gossipol esta associado com a
diminuicdo da taxa de hemoglobina e porcentagem de hematdcrito, e

consequentemente o desenvolvimento da anemia (Berardi e Goldblatt, 1980).
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Ha dois possiveis mecanismos de acao para o desenvolvimento da anemia
pelo gossipol que € a anemia dependente de ferro e a anemia hemolitica, ou
ambas. Dietas com gossipol reduzem a biodisponibilidade do ferro e
consequentemente se desenvolve a anemia pela falta de ferro (Clawson et al.,
1975). O gossipol livre na dieta diminuiu a resposta hematoloégica do suino
(Braham et al., 1967) e a reducgado da sua toxicidade melhora o desempenho
das aves (Rojas e Scott, 1969). O gossipol também causa anemia hemolitica

por aumentar a fragilidade do eritrocito.

Barros et al. (2002) substituiram o farelo de soja por farelo de algodao
em dietas para juvenis de bagre do canal durante 10 semanas e nhao
observaram mudancgas nos valores de eritrocitos, leucécitos, hematécrito e
hemoglobina desses peixes, mesmo recebendo 55% de farelo de algodao
(0,07% de gossipol livre). Avaliaram ainda, o efeito do gossipol nos bagres do
canal, infectados com a bactéria Edwardsiella ictaluri e observaram que o0s
peixes alimentados com dietas contendo gossipol apresentaram taxa de
sobrevivéncia 48% maior. Essa substadncia aprimorou a resposta e a
resisténcia imunoldgica frente a bactéria, fato evidenciado pela melhora da
migracdo dos macréfagos ao exoantigeno, maior producdo de anticorpos e
maior sobrevivéncia com continuo consumo de alimento. A maior palatabilidade
e consumo das dietas com farelo de algoddo também podem ter contribuido
para a melhor resposta imunologica e resisténcia dos peixes a infecgao.
Segundo Barros et al. (2002), devido a escassez de informagbes nessa area,
sdo necessarios estudos adicionais para avaliar os efeitos benéficos do

gossipol frente a imunidade e resisténcia dos peixes a infecgdes.

Em peixes estudos sobre a hematologia se faz necessario para o melhor
esclarecimento do estado de saude frente ao meio ambiente, a nutricdo, ao
estresse e a varios outros fatores que os influenciam.

Com base nessas informagdes, esta pesquisa se apresenta em um

capitulo intitulado:

Capitulo Il — “Soja crua em dietas para a tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus)”.
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Soja crua em dietas para a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)

RESUMO - A pesquisa teve por objetivo avaliar o coeficiente de
digestibilidade aparente (CDA) da soja crua (SC) e a substituigdo (0,0; 15,0;
25,0; 35,0%) da proteina do farelo de soja pela proteina da soja crua em dietas
praticas, sobre o desempenho produtivo, resposta hematolégica e analise
histopatoldgica do figado. A pesquisa foi dividida em dois estudos: Estudo | -
ensaio de digestibilidade. Foram utilizados 80 juvenis (x 50,0 g) de tilapia-do-
nilo num sistema para determinagdo dos CDA, sendo a ragao teste acrescida
de 0,1% de cr203. Estudo Il - ensaio de desempenho produtivo e saude. Por 90
dias. Foram utilizados 160 peixes com peso médio inicial de 17,0 + 1,55 g,
distribuidos em 32 tanques-rede de 200L (cinco peixes/aquario). Foi utilizado
um delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e oito
repeticdes. Ao final do periodo experimental determinou-se o desempenho
produtivo (ganho de peso, consumo de rac¢do, conversao alimentar aparente,
taxa de eficiéncia proteica, taxa de retencdo proteica e porcentagem de
sobrevivéncia). Posteriormente, foram efetuadas as analises hematoldgicas
dos peixes (contagem de eritrocitos, porcentagem de hematécrito, taxa de
hemoglobina e contagem diferencial de leucocitos) e aos 45 e 90 dias as
laminas histolégicas dos figados. Os peixes alimentados com ragdo sem SC
apresentaram melhor ganho de peso e consumo de ragao. Sinais de estresse,
confrontos agonisticos, dominancia entre os animais e lesdo dérmica foi
observado nos peixes alimentados com ragdes contendo niveis crescentes de
soja crua. O figado dos peixes nao apresentou edema ou necrose, apenas
degeneracgdo. A soja crua prejudicou o desempenho produtivo da tilapia-do-
nilo, porém no periodo de 90 dias, ndo determinou alteragcbées no eritrograma e

histologia do figado.

Palavras chave: antinutricional, digestibilidade, hematologia, nutricdo, soja

crua.
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RAW SOYBEANS IN DIETS FOR NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT - The research aimed to evaluate the apparent digestibility
coefficient (ADC) of raw soybean (RS) and the replacement of protein from
soybean meal by raw soybean protein in increasing levels of RS (0.0, 15.0, 25,
0, 35.0%) in practical diets on productive performance, hematological response
and histopatological analysis of liver. The present research was divided into two
studies: Study | - the digestibility trial. In this study 80 juveniles (+ 50.0 g) of Nile
tilapia were used to determining the ADC. Chromic oxid was added in test diet
at a rate of 0.1%. Study Il - productive performance and health trial. In this study
the experimental period was 90 days. One hundred and sixty fish with initial
average weight of 17.0 + 1.55 g were used. The animals were distributed into
32 cages of 200L containing five fish per aquarium. Treatments were arranged
in a completely randomized design with four treatments and eight replicates. At
the end of the experimental period fish were weighed to determine productive
performance (weight gain, feed intake, apparent feed conversion, efficiency
protein ratio, protein retention ratio and survival percentage). Hematological
parameters evaluated after 90 days were total (erythrocyte and leukocytes
count, differential leucocytes, hematocrit, hemoglobin, total plasmatic protein,
albumin and globulin). Hematimetric indices were calculated. At the 45th and
the 90th days histological slides of fish livers were performed. Fish fed diet with
no RS showed better weight gain and feed intake. Signs of stress, agonistic
behaviors, dominance among animals and skin lesions were observed in fish
fed diets containing raw soybean. Fish livers showed no edema or necrosis,
only degeneration. Raw soybean impaired growth performance, however 90
days did not determined alterations neither on erythrogram nor in histological

characteristics of liver.

Keywords: antinutritional, digestibility, hematology, nutrition, raw soybeans.
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INTRODUGCAO

Dentre os inumeros produtos de origem vegetal, os grdos de soja
(Glycine max) recebem atengé&o por parte dos nutricionistas como substituto da
fracdo proteica animal. No entanto, s&o varios os fatores antinutricionais
presentes nos produtos e subprodutos de origem vegetal, podendo diferir
significativamente nos niveis de toxicidade, sendo que esses efeitos dependem
da espécie animal. Destaca-se também, a habilidade desses antinutricionais
em resistir ao processo térmico, comum a sua desativagéo (Makkar, 1997).

O termo antinutricional implica em substancia com capacidade de alterar
o aproveitamento dos nutrientes contido nos alimentos, podendo tornar
indisponivel os nutrientes ou parte desses, diminuir a digestibilidade ou
metabolismo e/ou reagir de forma antagdnica (Makkar, 1997). Podem reduzir a
disponibilidade de aminoacidos, vitaminas e minerais (Butolo, 2002), alterar a
fisiologia dos peixes, interferir na utilizagdo dos alimentos, diminuir o apetite,
prejudicar o desempenho produtivo e levar a ébito, se utilizado por periodos
prolongados (Makkar, 1997).

Os graos de soja possuem varios antinutricionais, tais como os
inibidores de protease, lectinas, acido fitico, saponinas, fitoestrogenos,
antivitaminas e alérgenos (Francis et al., 2001a). Porém, apresentam alto valor
nutricional, como elevadas concentragdes de acidos graxos das séries linoléica
e linolénica (Sgarbieri, 1996), proteina com adequada composicdo em
aminoacidos, particularmente lisina, triptofano, fenilalanina e leucina, sendo por
isso apreciada pelos nutricionistas, embora seja deficiente para a maioria das
espécies animais em aminodacidos sulfurados (metionina e cistina) (Lovell,
1985).

O estudo da soja crua se torna interessante para peixes, ja que o avango
das pesquisas realizadas por geneticistas tem sido significativo pelo
desenvolvimento de cultivares de soja com baixa atividade do inibidor de
tripsina, o que tem permitido avaliar sua potencialidade no arragoamento dos
animais e, também, considerar sua disponibilidade e satisfatéria composigcéo
em nutrientes (Lovell, 1981 e Costa, 2004).

Com base no exposto, esta pesquisa teve por finalidade avaliar o

coeficiente de digestibilidade aparente da soja crua, e os seus efeitos
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antinutricionais, em dietas praticas, no desempenho produtivo, resposta

hematica e histologia de figado da tilapia-do-nilo.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, UNESP, Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu,
Laborat6ério de Nutricdo e Saude de Peixes, AquaNutri, unidade integrada ao
Centro de Aquicultura da UNESP.

Descrigdo do Material Testado

A soja crua, cultivar Dow 5D688RR, utilizada foi produzida na
Fazenda Lageado da Faculdade de Ciéncias Agronbmicas de
Botucatu/UNESP. Os graos de soja crua (SC) foram triturados em moinho
de facas, mantendo a temperatura de 30 °C durante a moagem, obtendo-se
o produto para posterior utilizacdo nas ragdes. O mesmo foi analisado
quanto aos teores de umidade, proteina bruta, extrato etéreo, cinzas, fibra
bruta e energia bruta, conforme metodologia descrita pela AOAC (2000).
Estas analises foram realizadas no Laboratério de Bromatologia do
Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da FMVZ - UNESP -

Campus de Botucatu.

Analise dos Fatores Antinutricionais e de Controle de Qualidade

Para a analise de atividade dos inibidores de tripsina, a soja crua, foi
finamente moida (“mesh” 60) e desengordurada a frio, com sucessivas
lavagens em éter de petrdleo. Estas analises foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica de Fatores Antinutricionais do Departamento de

Tecnologia da FCAV, Campus de Jaboticabal.
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Atividade dos Inibidores de Tripsina

O valor para atividade do inibidor de tripsina foi determinado
utilizando-se o método descrito por Kakade et al. (1969), que emprega o
BAPNA (Na-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida) como substrato para tripsina.
Uma Unidade de Tripsina (UT) foi definida como o aumento de 0,01 unidade de
absorbancia a 410 nm por 100 mL do meio de reacado. A atividade do inibidor
de tripsina representa as unidades de tripsina inibida (UTlI/mg de amostra

desengordurada).

Solubilidade Proteica e Atividade Ureatica

As analises de atividade ureatica e de solubilidade protéica em KOH
(g/100) da soja crua foram realizadas no LABTEC (Laboratério de Analises

Quimicas — Campinas, SP).

ESTUDO I - DIGESTIBILIDADE
Confecgéo das Dietas

Foi empregada uma dieta referéncia (Tabela 1) para a determinagéo dos
coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca, proteina bruta,
energia bruta, extrato etéreo e a disponibilidade dos minerais do farelo de soja
crua (SC).

A dieta-teste foi confeccionada de forma que a soja crua substituisse
30,0% da ragéo referéncia. Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA)
foram determinados pelo método indireto utilizando-se o 6xido de crémio-lll
como marcador inerte na concentragcédo de 0,1% da dieta de acordo com
Bremer Neto et al. (2005).

Na confeccdo das dietas (referéncia e teste), apés pesagem e
homogeneizagéo dos ingredientes, foi acrescida agua (temperatura a 55,0 °C)
na proporgcao de 18,0% do peso total da racdo. As misturas foram peletizadas
em prensa especial para as dietas referéncia e teste (Acao Cientifica ®) e secas
em estufa com ventilagdo forgada (55 °C/24:00 horas). Apos, os péletes foram
desintegrados em equipamento préprio para fracionamento, o que possibilitou a

obtencao de granulos homogéneos com didmetro geométrico médio (DGM) de
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4,0 mm. As dietas foram armazenadas em freezer a -18,0 °C até a utilizagdo. O
processo de peletizacéo foi escolhido visando-se minimizar a agéo do calor na

inativagao dos fatores antinutricionais.

Sistema Experimental e Peixes

Para alojamento e alimentagcéo dos peixes, foram utilizados oito aquarios
de formato circular, confeccionados em fibra de vidro com capacidade de 250
litros/cada. Estes possuem sistema de recirculagao continua de agua, com filtro
fisico-biolégico e temperatura controlada por meio de termostato. Para a coleta
de fezes foram utilizados quatro aquarios de formato conico com capacidade
de 300 litros. A temperatura e o oxigénio dissolvido da agua dos aquarios de
digestibilidade e de alimentagdo foram mantidos por meio de aquecedores
(25,5 °C) e pedra porosa acoplada a aerador central (6,50 mg/L),
respectivamente. O nivel de aménia foi monitorado e mantido abaixo de 0,01
mg/L, por meio de sifonagem e reposicdo de agua. Os parametros
apresentados foram determinados utilizando-se sonda YSI 556 MPS®.

Foram alojados 80 juvenis de tilapia-do-nilo invertidos sexualmente,
provenientes da Piscicultura Fernandes (peso médio de 50,0 g) em oito
tanques-rede (10 peixes/tanque-rede) de formato circular (80,0 cm de didametro
e 60,0 cm de altura), confeccionados em tela plastica (malha de 1,50 cm
entre/nos).

Os tanques-rede foram utilizados para abrigar os peixes e facilitar o
manejo de alimentacédo e coleta de fezes, proporcionando o menor estresse

possivel.

Procedimento Experimental

Foi empregada a metodologia descrita por Pezzato et al. (2004), sendo
que os peixes foram arragoados fora do sistema coletor de fezes, nos aquarios
de alimentagao, por meio do arragoamento manual.

Para adaptacao do sistema experimental os peixes foram alimentados

durante cinco dias, antes do inicio do experimento.
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Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos, durante o
dia, nos aquarios de alimentacdo, sendo alimentados duas vezes no periodo
matutino, as 8:00 e 12:00 horas. No periodo vespertino, a alimentagcéo foi
intensificada a cada hora, até as 17:00 horas. No final de cada tarde, 18:00
horas, os tanques-rede eram transferidos aos aquarios de coleta de fezes,
onde permaneceram até a manha do dia seguinte, sendo, entdo, o tanque-rede
devolvido ao respectivo aquario de alimentagcédo. Esses tanques, dotados de
sistema de coleta de fezes por gravidade, possibilitaram a obtengédo do material
para analise em coletores adaptados e acoplados ao aquario. Apos os periodos
de alimentacdo e de coleta de fezes, foi efetuada a limpeza dos aquarios,
preparando-os para nova coleta (repeticdo). Foram necessarios trés dias de
coleta de fezes (repeticao/dia) para a dieta referéncia e para a dieta teste. Apds
a coleta, as fezes foram desidratadas em estufa com ventilacdo forcada (55
°C/48 horas), moidas em micro moinho, retiradas as escamas, utilizando-se
pingca e microscépio esterioscopico e, posteriormente, armazenadas a —18,0 °C

para analises.

Analises Quimicas

As analises quimico-bromatolégicas dos alimentos, das racdes e das
fezes e a determinacdo da concentracdo de crémio, das fezes e das ragdes,
foram realizadas no Laboratério de Bromatologia do Departamento de
Melhoramento e Nutrigdo Animal da FMVZ - UNESP — Cémpus de Botucatu.
As analises de proteina foram realizadas segundo a AOAC (2000). As analises
para determinagdo da concentragdo de crédmio, das fezes e das ragdes, foram

realizadas segundo Bremer Neto et al. (2005).

Calculo do Coeficiente de Digestibilidade Aparente

O coeficiente de digestibilidade aparente foi calculado com base na

seguinte férmula (Cho et al., 1987):

e
% Nr /|

F % Cr 203r
CDA =100 —|100 —
% Cr 20f
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sendo:

CDA = coeficiente de digestibilidade aparente (%);
%Cr03, = percentagem de 6xido de crémio-lll na ragéo;
%Cr;03¢ = percentagem de 6xido de crémio-lll nas fezes;
%Nt = percentagem de nutriente nas fezes;

%N, = percentagem de nutriente na ragéo.

A digestibilidade aparente dos nutrientes da soja crua foi calculada de

acordo com a seguinte férmula, proposta por Forster, (1999).

CDAW = [(CDAgr X D7) - (0.7 X Dr X CDAgg)]/ (0.3 X Dy)

sendo:

CDAN\ = coeficiente de digestibilidade aparente de nutriente;

CDARgT = coeficiente de digestibilidade aparente de nutrientes na racao teste;
CDAgrr = coeficiente de digestibilidade aparente de nutrientes na racao
referéncia;

Dt = percentagem de nutriente da racéo teste;

Dr = percentagem de nutriente da ragao referéncia;

Dn = percentagem de nutriente do ingrediente teste.

ESTUDO Il - DESEMPENHO PRODUTIVO
Confecgéo das Dietas

A dieta controle (0% SC) foi formulada com base nas exigéncias
nutricionais da espécie e confeccionada a base de farelo de soja como fonte
proteica principal. Trés niveis de substituicdo 15,0; 25,0 e 35,0% da proteina do
farelo de soja pela proteina da soja crua constituiram os tratamentos SC15,
SC25 e SC35, respectivamente (Tabela 2). As dietas praticas foram
balanceadas de acordo com os valores de proteina bruta determinados por
Rostagno et al. (2005) e formuladas para atender a exigéncia em 30,0% de PB
e 4.000 kcal EB/kg da dieta.

Os ingredientes utilizados na confec¢do das dietas que compdem os

tratamentos experimentais tiveram seu diametro de particulas homogeneizados
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(0,42 mm), acrescidos de agua a 55 °C, na proporgéo de 35% do peso total da
mistura. Posteriormente, as misturas foram peletizadas (Acdo Cientifica ©) e
secas em estufa de circulacéo de ar a 55 °C, durante 24 horas. Em seguida as
dietas foram fracionadas e os granulos de didmetros geométrico meédios
ajustados ao tamanho da boca dos animais, sendo posteriormente,

armazenadas a -18,0 °C até sua utilizagao.

Sistema Experimental e Peixes

Foram selecionados 160 juvenis de tilapia-do-nilo, invertidos
sexualmente, com peso médio inicial de aproximadamente 17,0 £ 1,55 g
provenientes da mesma desova, os quais foram distribuidos aleatoriamente em
32 tanques-rede (quatro tanques-rede/ aquario de 1000 L) com volume de 200
litros cada, numa densidade de estocagem de cinco peixes/aquario. Do mesmo
lote de peixe foram separados dez juvenis para determinagdo da composicao
quimico-bromatoldgica inicial da carcaga.

Os tratamentos experimentais foram aleatoriamente distribuidos nos
aquarios, os quais sédo dotados de sistema de recirculacdo de agua, com
biofiltro de 1000 L para o conjunto de aquarios, para manutencao da qualidade
fisico-quimica da agua. A temperatura foi mantida dentro da faixa de conforto

para a espécie (25,0 £ 2,0°C), por meio de sistema de termostato digital.

Procedimento Experimental

Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente, quatro vezes ao
dia: as 8:00, 11:00, 14:00 e 17:00 horas, durante toda a fase experimental.
Manteve-se o fotoperiodo de 10L:14E durante os 90 dias experimentais. As
analises fisico-quimicas da agua foram medidas quinzenalmente utilizando-se
a sonda YSI 556 MPS® apresentando 6,6 + 0,70 mg/L de oxigénio dissolvido e
pH préximo a 7, segundo as recomendagdes de Boyd (1990). Os aquarios
foram sifonados semanalmente para a limpeza e retirada das fezes, resultando
na renovagao diaria de aproximadamente 20,0% do volume total da agua do

sistema.
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Ao final de 90 dias foram determinados os valores de ganho de peso
(GP), consumo aparente de ragao (CR), converséo alimentar aparente (CAA),
taxa de eficiéncia proteica (TEP), taxa de retencéo proteica (TRP) e a

porcentagem de sobrevivéncia (SOB).

Analises Quimicas

As andlises quimicas das ragdes e das carcagas dos peixes foram
realizadas no Laboratério de Bromatologia do Departamento de Melhoramento
e Nutricdo Animal da FMVZ - UNESP - Campus de Botucatu. As fragdes
matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra bruta (FB) e
cinzas foram determinadas segundo AOAC (2000). A energia foi determinada
por meio de bomba calorimétrica (IKA® Werke — JK C2000 basic). Um lote de
alevinos ao inicio e ao final do periodo experimental foi anestesiado com
solugdo alcodlica de benzocaina, abatidos e determinados os valores quimicos
da composi¢ao corporal (AOAC, 2000). Desses peixes foram retiradas as
escamas antes de serem moidos e, logo em seguida, acondicionados em

frascos e armazenados a -18,0°C até posterior analise.

Analises Hematologicas

Para a avaliagcdo dos parametros hematolégicos foram analisados
aleatoriamente oito peixes por tratamento. Os peixes foram anestesiados
(benzocaina, 19/15 L de agua) e, apos estarem completamente sedados, foram
realizadas as coletas de sangue por punc¢éo vaso caudal, com seringa de 1,0
mL banhada com anticoagulante, EDTA a 3,0%.

A contagem do numero de eritrécitos (Erit) foi realizada pelo método do
hemocitdmetro em camara de Neubauer, utilizando Azul de Toluidina Merck® a
0,01% diluido em solugao fisiologica 0,9%, em pipeta de Thoma na proporcao
1:200. A taxa de hemoglobina (Hb) foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina, utilizando-se kit comercial Hemoglobina Analisa
Diagnc’)stica®, para determinag&o colorimétrica. A porcentagem de hematdcrito
(Htc) foi obtida utilizando-se o método do microhematoécrito. As variaveis foram

avaliadas utilizando-se as técnicas descritas por Jain (1986). Foram calculados
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os indices hematimétricos, volume corpuscular médio [VCM = (Htc/eritrécitos) x
10] e concentracdo de hemoglobina corpuscular média [CHCM = (Hb/Htc) x
100], uteis na classificagdo morfolégica das anemias e avaliagdo da resposta
eritropoiética (Wintrobe, 1934).

A diferenciacdo dos leucdcitos foi realizada em extensdo sanguinea,
corada com May-Grinwald Giemsa (Rosenfeld, 1947). Para tal, as laminas
foram previamente limpas, desengorduradas e devidamente identificadas (duas
laminas/peixe). Apos a confecgdo, essas foram acondicionadas em caixas
apropriadas e posteriormente coradas, utilizando-se técnica descrita por Jain
(1986). A contagem diferencial foi realizada em microscopio utilizando-se
aumento 100X. Foram contadas 200 células, estabelecendo-se o percentual de
cada componente celular de interesse.

Os valores de proteina plasmatica total (PPT) foram mensurados por
meio do uso de refratdmetro manual de Goldberg, pela quebra do capilar de
microhematécrito logo acima da camada de leucécitos, apds a leitura do
hematécrito. Para a anélise de albumina, foram utilizadas as mesmas amostras
de sangue colhidas para o hemograma. Estas foram centrifugadas em
centrifuga refrigerada Eppendorf® a 3000 rpm durante 10 minutos para a
obtencdo do plasma. A quantidade de albumina (ALB) foi determinada pelo
método do verde de bromocresol utilizando-se kit comercial Albumina Analisa
Diagnostica®, para determinagdo colorimétrica. De posse dos resultados de
albumina e proteina plasmatica total foi determinada a quantidade de globulina

(GLOB) no plasma e a relagéo albumina:globulina (ALB:GLOB).

Anélise Histopatoldgica do Figado

Aos 45 e 90 dias de experimento foram coletados os figados de cinco
peixes por tratamento. Para tal, os animais foram anestesiados como solugao
alcodlica de benzocaina (1,5 g/15 L agua), pesados e abatidos por
aprofundamento do plano anestésico. Apds a retirada os figados foram
mantidos em formol a 10%.

Ao confeccionar as laminas histolégicas, o material foi submetido a

desidratacéo por tratamento com alcool em concentragdes crescentes (70,0 a
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100,0%). As amostras foram diafanizadas e incluidas em parafina e submetidas
a cortes em microtomo rotativo. Os cortes, com cinco micrometros de
espessura, foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE). Realizou-se a
avaliagdo histopatologica dos figados, com auxilio de microscopio o&tico
acoplado ao sistema analisador de imagens Leica QWin, v3.0 no Servico de
Patologia Veterinaria, Departamento de Clinica Veterinaria, Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Campus de Botucatu.

Delineamento experimental e Analises Estatisticas

O delineamento experimental usado foi inteiramente casualizado com
quatro tratamentos e oito repeticdes.

Os dados de ganho de peso médio, consumo aparente de racéo,
conversdo alimentar aparente, taxa de eficiéncia proteica e taxa de retencéo
proteica foram submetidos a técnica da analise de variancia para o modelo com
um fator, complementada com o teste de comparagdes multiplas de Tukey
(Zar, 1999). Os dados de sobrevivéncia foram submetidos ao teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis, complementado com as compara¢des multiplas
de Dunn (Zar, 1999). Os dados de carcaca foram submetidos a técnica da
andlise de variancia para o delineamento inteiramente casualizado,
complementada com o teste de comparagdes de Tukey para todos os pares de
médias (Zar, 1999). Os dados de hematologia foram submetidos a analise de
variancia para o modelo de medidas repetidas em grupos independentes
(Johnson e Wichern, 2002).

RESULTADOS

As analises quimico-bromatologicas e os coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA) da soja crua (SC) estdo apresentados na Tabela 3. Os
resultados de energia e extrato etéreo sdo considerados altos para a SC, e o
nivel de proteina bruta esta de acordo com a composi¢ao proteica de elevado

valor bioldgico.
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Os valores de atividade ureatica, solubilidade proteica, atividade do
inibidor de tripsina e os valores digestiveis da soja crua estao apresentados na
Tabela 4.

Os valores médios de ganho de peso (GP), consumo aparente de ragao
(CR), conversao alimentar aparente (CAA), taxa de eficiéncia proteica (TEP),
taxa de retencdo proteica (TRP) e a mediana da sobrevivéncia (SOB) dos
peixes, alimentados com as diferentes dietas estdo apresentados na Tabela 5.
N&o houve diferencgas estatisticas para a taxa de sobrevivéncia.

A substituicdo da proteina do farelo de soja pela proteina da soja crua na
dieta influenciou o ganho de peso e o consumo aparente de ragcéo apds 90 dias
de alimentacdo. Foi obtida a maior média para a taxa de retencéo proteica com
0% de soja crua na dieta em relagcdo aos demais tratamentos (Tabela 5).

A composicdo quimica das carcagas dos peixes que consumiram as
diferentes dietas esta apresentada na Tabela 6. Houve diferenca estatistica
para as variaveis analisadas, umidade (UM), cinzas e extrato etéreo (EE),
exceto para a proteina bruta (PB). O extrato etéreo no tratamento sem soja
crua resultou na maior média, em resposta a alta quantidade de 6leo incluido
na dieta.

Os valores médios do numero de eritrécitos (Erit), porcentagem de
hematocrito (Htc), taxa de hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM)
e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) dos peixes,
estdo apresentados na Tabela 7. Nao houve efeito (P>0,05) nos valores
hematolégicos com a substituicdo de soja crua nas ragoes.

A Tabela 8 apresenta a quantidade de proteina plasmatica total (PPT),
albumina (ALB), globulina (GLOB) e a relagdo albumina-globulina (A:G) dos
peixes alimentados com as ragdes contendo SC. Houve efeito significativo
apenas para a variavel albumina.

A substituicdo da proteina do farelo de soja pela proteina da soja crua
ndo influenciou na quantidade de leucocitos totais (LEUC), trombécitos
(TROMB), linfocitos (LF), monécitos (MN), baséfilos (BAS), células imaturas
(Cl) e eosindfilos (EOS). Houve, porém, diferenca estatistica (P<0,05) apenas

para o numero de neutréfilo (NT), Tabela 9.
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A avaliagdo macroscépica do figado dos peixes aos 45 dias, revelou que
a forma, cor, consisténcia e tamanho dos 6rgéos estavam normais para 0%,
15%, 25% e 35% SC (Figura 1). Aos 90 dias, os figados dos animais
submetidos aos diferentes tratamentos tinham aspecto amarelado, com bordos
arredondados e consisténcia mais fridvel (aspecto gorduroso); porém, mais
pronunciada esta caracteristica no tratamento isento de SC, devido a
quantidade de 6leo presente na dieta. Os figados dos peixes do tratamento
com 35% SC também apresentaram menor tamanho e a cor mais amarelada
que os demais tratamentos (Figura 2).

A andlise histopatolégica dos figados revelou hepatécitos com
vacuolizagdes no citoplasma e nucleo central, caracteristicos de degeneracéo
hidropica. Aos 45 dias, nos tratamentos 0%, 25% e 35% de SC foi observado
degeneragdo hidrépica intensa, e com o 15% SC ocorreu degeneracao
hidropica moderada nos figados dos peixes.

Havia outros com macro e/ou microgoticulas citoplasmaticas e nucleo
deslocado para a periferia, caracterizando degeneracdo gordurosa. Essas
leses nao tinham distribuicao lobular, estando difusa pelo parénquima e em
diferentes graus de intensidade e também n&o apresentavam diferengas entre
os grupos. Como todos os animais apresentaram o mesmo padrao de lesdo de
hepatdcitos, incluindo o grupo controle, ndo pode-se atribuir ao tipo de dieta a
causa da degeneragdo observada (Figura 3), entretanto, aos 90 dias nos
tratamentos 0%, 25% e 35% de SC foi observado degeneragdo hidropica
moderada a intensa, degeneracdo gordurosa leve a moderada e colestase
leve. Nos peixes do tratamento com 15% de SC foi observado degeneracao
hidropica leve a moderada e colestase leve, sendo esses achados semelhantes

aos figados dos peixes do grupo controle (Figuras 4 € 5).

DISCUSSAO

Durante o periodo experimental, o consumo de alimento foi afetado pela
substituicdo da soja crua nas ragdes. De acordo com Francis et al. (2001a), os

antinutricionais presentes na soja crua, tais como, lectinas, acido fitico,
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saponinas, inibidores de protease e os alérgenos, podem influenciar a ingestéao
das ragoes.

Indicadores quimicos (inibidor de tripsina, solubilidade proteica e a
atividade ureatica) e indicadores biolégicos (ganho de peso, conversao
alimentar, digestibilidade e sinais subclinicos) tém sido usados para determinar
a presenca dos antinutricionais nos alimentos e os seus efeitos nos animais
(Lim e Akiyama, 1991).

A soja crua utilizada apresentou atividade ureatica indicando a
presenca de fatores tdxicos; solubilidade proteica que retratou o seu
subprocessamento e alto inibidor de tripsina que contribuiu para a sua
toxidade. Respostas semelhantes foram descritas para o pacu, Piaractus
mesopotamicus, alimentados com dietas contendo soja crua (Stech et al,
2010). Diferentemente dos resultados encontrados neste estudo, no que se
refere aos antinutricionais presentes na SC para a tilapia-do-nilo, a analise feita
no farelo de soja revelou inibidor de tripsina de 1-5 mg/g, solubilidade proteica
de 60-70% e atividade uredtica inferior a 0,05 unidade de pH, considerados
adequados para a maioria das espécies de peixes como, a carpa comum,
Cyprinus carpio (Viola et al., 1983); bagre do canal, Ictalurus punctatus (Wilson
e Poe, 1985); truta- arco-iris, Oncorhynchus mykiss (Olli e Krogdahl, 1994) e
salmao do Atlantico, Salmo salar (Olli e Krogdahl, 1994; Olli et al., 1994a).

Neste estudo, o CDA da proteina bruta da soja crua foi de 68,71%
considerado baixo se comparado a outros estudos (Pezzato et al., 2002 e
Stech et al., 2010). Isso ocorreu provavelmente, devido a presenca de fatores
antinutricionais, como o inibidor de tripsina, o qual diminui a agado da principal
enzima proteolitica presente no estomago, a tripsina. Explicagbes semelhantes
foram apresentadas por Hepher (1988) sobre a baixa digestibilidade da fragédo
proteica do farelo de soja, o qual relata que esta pode ter sido prejudicada pelo
processamento inadequado, pela n&o destruicdo ou desativacéo total do
inibidor de tripsina ou pelo excessivo aquecimento, o qual possibilita a
formacao de complexo proteina-carboidratos via “reacao de Maillard”. Sgarbieri
(1996) relatou ainda que mudancas na conformacgédo das proteinas que

sofreram desnaturagdo sao as responsaveis pelo maior ataque de enzimas



55

proteoliticas, pois a conformacédo mais aberta da proteina aumenta o grau de
digestibilidade.

Segundo Haard et al. (1996) e Arndt et al. (1999), para aumentar a
digestibilidade da proteina da soja crua, ha a necessidade do seu tratamento
térmico, como relatado para salmonideos. No que se refere a esse tipo de
tratamento, Costa et al. (2006) relataram que os coeficientes de digestibilidade
mais baixos foram obtidos com as sojas cruas e os mais altos com a soja
tostada a 130°C; no entanto, temperaturas superiores a essa reduziram
disponibilidade dos aminoacidos em ragbes para frangos de corte.

Em relacéo a digestibilidade aparente da soja crua para o pacu, Stech
et al. (2010) encontraram 80,06% de CDA da proteina bruta, valor mais
elevado comparado a média de 68,71% para a soja crua avaliado neste estudo.

Pezzato et al. (2002) avaliaram a digestibilidade aparente da proteina
bruta do farelo de soja para a tilapia-do-nilo. Encontraram 91,56% de CDA da
proteina bruta, destacando a maior digestibilidade do farelo de soja, por se
tratar de produto, na qual é realizado o tratamento térmico. Entretanto,
encontraram para o CDA da energia, média de 73% (sendo o resultado similar
ao obtido neste estudo) e maior CDA para o extrato etéreo, média de 82,67 %.

No que se refere ao desempenho produtivo dos peixes durante 90 dias,
as dietas contendo soja crua influenciaram as varidveis ganho de peso,
consumo aparente de racdo e taxa de retencdo proteica. Resultados
semelhantes foram encontradas por Refstie et al. (1997), com o salmdo do
Atlantico, que apresentou menor GP e CR quando alimentado com dietas
contendo farelo de soja, num periodo de 55 dias. Os autores observaram
dificuldade em identificar os fatores que afetaram o desempenho do salmao;
porém, sugeriram haver substancia termorresistente no farelo de soja, capaz
de alterar o processo digestério desses peixes. Igualmente, prejuizos no GP e
no CR com a inclusdo de soja crua em dietas foram descrito para varias
espécies de peixe de clima temperado (Lovell, 1981; Balogun e Ologhobo,
1989; Shu e Wee, 1989; Olli et al., 1990 e Krogdahl et al., 1994).

Respostas positivas foram observadas por Toledo (1995), onde
demonstrou que a inclusédo de soja crua em racgdes, para alevinos de tambaqui

(Colossoma macropomum), nao provocaram alteracbes nos parametros de



56

desempenho de produgdo e sobrevivéncia dos peixes, mostrando a
possibilidade de utilizagdo da soja como principal concentrado proteico em
dietas para essa espécie.

A soja crua afetou o consumo de ragao, observando diminui¢do no CR
na terceira semana de experimento para os peixes do tratamento contendo
35% SC. Os animais também apresentavam agressividade entre si, sendo este
comportamento observado em todos os tratamentos, influenciando o consumo
de racdo. Duas a trés semanas apoés, os peixes do tratamento 25% SC também
apresentaram diminuicdo no consumo, estendendo até o fim do periodo
experimental quando abrangeram também os peixes do tratamento 15% SC. O
maior nivel de inclusdo de soja crua influenciou negativa e mais precocemente
a ingestdo de racdo. Além dos fatores antinutricionais presentes nas dietas
contendo SC, a agressividade entre os peixes, apresentada nos tratamentos
com soja crua, pode ter influenciado o consumo de racéo.

A sobrevivéncia néo foi afetada pelos niveis de soja crua na ragao,
sendo que a mortalidade registrada, embora pequena, foi provavelmente
devido a confrontos agonisticos entre os animais, sugeridos pelo
comportamento dos peixes. Essa hipdtese pode ser, ainda, reforcada pelos
ferimentos e lesbes na pele observados nos peixes mortos. Este tipo de
comportamento agressivo também foi descrito (Medeiros et al., 2005) e,
segundo estes, isso pode estar associado ao habito territorialista da tilapia, que
apresenta interagdes agressivas caracterizadas por ataques diretos de um
individuo ao outro, resultando em confrontos nos quais ha agressodes fisicas,
ameacas, perseguicoes e fugas.

A influencia negativa da soja crua na conversido alimentar aparente e
taxa de eficiéncia proteica, atribuidas ao inibidor de tripsina presente nas
dietas, foram anteriormente descritos por Refstie et al. (1998) para o salmao do
Atlantico e para o salméo “chinook” (Oncorhynchus tshawytscha) e truta arco-
iris, por Bureau et al. (1998).

Avaliando-se de forma conjunta os resultados de desempenho
produtivo, pode-se constatar que a soja crua causou menor ganho de peso e

consumo aparente de racdo, e baixa taxa de retencdo proteica; porém, o
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periodo de 90 dias pode n&o ter sido suficiente para refletir, de modo
significativo, a mortalidade dos peixes.

Na presente pesquisa, em todos os tratamentos, o0s peixes
apresentaram em suas carcagas, elevado conteudo de extrato etéreo, que
decresceu gradativamente nos animais arragoados com dietas contendo niveis
crescentes de soja crua, provavelmente pelo menor consumo aparente de
ragdo. Porém, nao foi observada diferenga no teor de proteina bruta corporal.
Diferente dos resultados apresentados neste trabalho, Tacon et al. (1983)
observaram maior acumulo de gordura corporal em peixes alimentados com
soja crua integral em relagdo aos que ingeriram farelo de soja ou farinha de
peixe, devido a maior quantidade de Oleo presente nos grdos de soja crua
integral.

O estudo dos componentes do sangue e suas fungdes tem sido
importante ferramenta para o conhecimento das condi¢cdes de equilibrio
organico normal e patoldgico. Por meio da hematologia € possivel determinar a
influéncia de condi¢des nutricionais e ambientais que possam alterar a higidez
dos peixes, colaborando no diagnéstico de condi¢gbes adversas (Ranzani-Paiva
e Silva Souza, 2004) e na compreensdo da relagéo entre as caracteristicas
sanguineas e a saude dos peixes e sua associacao com o ambiente (Tavares-
Dias et al., 1999).

As caracteristicas hematoldgicas dos peixes higidos apresentam ampla
variagdo em funcéo de fatores internos e externos. Desta forma, para se utilizar
estes parametros como instrumento de diagnésticos de possiveis patologias é
preciso, inicialmente, conhecer os valores normais, considerando-se a
amplitude de sua variacao fisiologica e as caracteristicas de cada espécie, em
cada local (Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004).

Nesta pesquisa, a substituicdo da proteina do farelo de soja pela
proteina da soja crua nas ragbes manteve o eritrograma dos peixes ao final do
periodo experimental, dentro dos parametros normais para peixes sadios
definidos por Tavares-Dias e Faustino (1998) para a espécie: 25,6-30,6 %; 6,6-
8,5 g/dL e 19,2-28,9 g/dL para porcentagem de hematédcrito, taxa de
hemoglobina e concentracdo de hemoglobina corpuscular média,

respectivamente. Em pesquisas realizadas sob as mesmas condi¢cdes
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laboratoriais e com a mesma espécie, ficaram definidas as faixas de valores
normais entre 1,82-1,98 x 10%/uL; 26-29 %; 6,9-8,5 g/dL e 26,5-29,3 g/gL para
numero de eritrécitos, porcentagem de hematdcrito, taxa de hemoglobina e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, respectivamente (Barros et
al., 2009).

Peres et al. (2003) obtiveram médias do eritrograma utilizando 45% de
soja crua nas dietas: de 2,65 10%uL; 2,10 10%uL; 32,88 % e 8,08 g/dL para
contagem de células totais, contagem do numero de eritrocitos, porcentagem
de hematécrito e taxa de hemoglobina, respectivamente, ndo diferindo
significativamente entre os tratamentos; estes valores estdo dentro da faixa de
normalidade relatada para o bagre do canal (Grizzle e Rogers, 1976; Lim e
Klesius, 1997, Barros et al ., 2002).

Resultados diferentes foram encontrados por Carvalho et al. (1997), que
avaliaram cultivares de soja crua na alimentacdo de pacu e encontraram
porcentagens de hematocrito diminuindo aos16 e 60 dias, em relagdo ao inicio
do experimento.

Devido a observagdes diarias em todos os tratamentos, os peixes
aparentavam estresse por causa de confrontos agonisticos, sugeridos pelo seu
comportamento e pela caracteristica da espécie. Notou-se que, apesar dos
peixes de todos os tratamentos estarem estressados e 75% deles estarem
recebendo ragbes com soja crua, isto n&do determinou alteragbes na
eritropoiese, demonstrando que os peixes, mesmo sob condi¢cdes adversas,
continuaram a produzir células sanguineas, nao se registrando hemaglutinacao
dos eritrécitos, conforme esperado pela possivel presengca da hemaglutinina.

Embora tenham sido observados confrontos agonisticos, ndo houve
diminuicdo do numero de leucécitos e linfocitos, denominada leucopenia e
linfocitopenia, respectivamente, que sio efeitos do estresse descritos por
varios autores (Barton e Iwana, 1991; Falcon et al.,, 2008; Signor, 2007).
Apesar de nao significativo, houve aumento do numero de leucécitos e
linfécitos dos peixes alimentados com 35% SC na dieta, provavelmente
causado pelo fator antinutricional presente na dieta.

A imunidade inata, que corresponde a primeira linha de defesa, é

composta por neutréfilos e macrofagos (Tizard, 2002). Aumento significativo no
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namero de neutrofilos foi observado em peixes alimentados com dietas
contendo 35% SC, entretanto este nao foi diferente dos peixes alimentados
com dietas isentas de SC. A presenca aumentada dessas células pode estar
associada a possiveis ferimentos causados pelos confrontos agonisticos, que
permitem a entrada de agentes patdgenos e, por consequéncia, exigem a
presenca de maior numero de neutréfilos para combater infecgdes. A queda do
numero de leucocitos e linfocitos, bem como o aumento no nUumero de
neutréfilos, € quadro caracteristico de estresse. Resultados similares foram
apresentados por Guimardes (2009) que obteve aumento significativo no
numero de neutréfilos apds o estimulo pelo frio, enquanto a porcentagem de
linfécitos foi reduzida, para a tilapia-do-nilo. A leucopenia, a queda na produgao
total de células brancas acompanhada de linfocitopenia e o aumento na
producao de neutréfilos para a tilapia-do-nilo, ap6s estimulo pelo frio e bactéria,
também foi reportada por Falcon (2007), caracterizando, dessa forma, o
estresse que esses animais sofreram. A caracterizacao e a identificagéo deste
parametro sdo importantes na avaliacdo das alteracbes do estado fisiologico
dos peixes (Ranzani-Paiva et al, 2004).

Segundo Thomas (2000), o comprometimento da resisténcia organica
em peixes sob condi¢cbes de estresse tem sido também avaliado por meio da
concentracdo de proteina plasmatica. A proteina plasmatica total refere-se a
fracdo albumina e globulina presente no plasma ou soro sanguineo. Estas duas
classes de proteina do soro sao produzidas no figado, sendo a primeira, a
fracdo mais abundante e responsavel pelo transporte de nutrientes e
manutengcdo do equilibrio osmético do sangue, enquanto a fragdo globulina
esta envolvida nos mecanismos de defesa do animal. Embora ndo de modo
significativo, houve tendéncia de diminuicdo da relagdo ALB:GLOB com a
maior substituicdo da proteina do farelo de soja pela proteina da soja crua. Isto
pode ser indicio de possivel aumento de imunoglobulinas, as quais estédo
associadas ao sistema imune. Em monogastricos, a restricdo dietética de
proteina pode causar hipoproteinemia e hipoalbumineia, mas as concentragdes
de globulina normalmente n&o sofrem alteracdes. Alteracbes significativas
apresentadas nos valores de ALB podem refletir ainda possivel condicédo de

estresse dos animais.
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De acordo com Rotta (2003), o 6rgdo que metaboliza e sintetiza boa
parte das proteinas corporeas e todas as proteinas sanguineas, é o figado, que
nos teledsteos possui consideravel volume em relagdo ao corpo. Este é um
orgao multifuncional responsavel pelo processamento e depdsito de
metabdlitos importantes para a sobrevivéncia desses animais. Em peixes que
se alimentam de racdo, sua cor € mais clara do que a dos peixes, da mesma
especie, que se encontram em habitat natural. Na tilapia-do-nilo, apresenta-se
como oOrgdo compacto que se combina com o pancreas formando o
hepatopancreas, sendo que em outras espécies se encontram totalmente
separados (Rotta, 2003).

Aos 45 dias, os peixes dos diferentes tratamentos apresentaram
degeneragao hidropica leve, moderada e intensa. Neste tipo de degeneracao
celular reversivel ha o acumulo de agua no meio intracelular, consequéncias de
desequilibrios no controle do gradiente osmoético, no nivel da membrana
citoplasmatica e nos mecanismos de absorcgé&o, eliminagédo de agua e eletrélitos
intracelulares. A degeneragdo hidropica ocorre nos casos de excesso de
cortisol (Miranda e Santos, 2008). Este resultado foi confirmado pelas
observagbes diarias, na qual os peixes de todos os tratamentos aparentavam
estresse pelos confrontos agonisticos.

Aos 90 dias, os peixes dos diferentes tratamentos apresentaram
degeneragao hidropica de leve a intensa, degeneracdo gordurosa leve a
moderada e colestase leve. Na degenerac&o gordurosa ou esteatose, ocorre o
acumulo citoplasmatico reversivel de gordura sob a forma de triglicerideos, em
quantidade maior que a normal ou em células que normalmente ndo a contém;
a degeneracgdo gordurosa também é um tipo de les&o celular reversivel, como
na hidrépica. Na colestase ocorre a redugéo ou supresséo do fluxo de bile
devido a disfuncao do hepatécito ou obstrugédo das vias biliares intra- ou extra-
hepaticas e caracteriza-se pelo acumulo de bile nos canaliculos biliares e no
interior de hepatocitos, que podem apresentar-se tumefeitos e espumosos
(Camargo e Oliveira, 2007). A degeneragdo gordurosa apresentada nesta
pesquisa foi secundaria a hidrépica, uma vez que o estimulo persistiu,
confirmando estes resultados pelo estado gorduroso com que os figados se

apresentaram nas anadlises macroscopicas. Seguida da degeneracao
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gordurosa, foi observada a colestase. Resultados similares foram apresentados
por Hipolito et al. (2001) em figados de ras-touro (Rana catesbeiana)
alimentadas com ra¢des contendo aflatoxinas.

A degeneracdo gordurosa foi mais evidente no tratamento sem SC,
indicando que houve degeneracao pelo excesso de gordura na dieta; porém,
como esta foi observada em todos os grupos, néo se pode inferir que esta seja
a unica causa.

Entretanto, vale ressaltar que o periodo de 90 dias de alimentag&o pode
também ter sido decisivo para as respostas descritas nesse estudo. Num
periodo prolongado, como seria em condi¢des de cultivo, a utilizagcado da soja
crua em ragdes para a tilapia-do-nilo poderia promover respostas diferentes, o
que sugere a indicagao de novas pesquisas.

A soja crua prejudicou o desempenho produtivo da tilapia-do-nilo, porém,
no periodo de 90 dias, ndo determinou alteragbes no eritrograma e nem

histolégicas de figado.
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Tabela 1. Composi¢cao quimico-bromatolégica e o percentual dos
ingredientes da dieta referéncia e da dieta teste

Ingredientes (%) Dieta Referéncia Dieta Teste
Farelo de soja 56,31 -
Farinha de peixe 2,00 -
Fuba de milho 15,94 -
Farelo de trigo 13,47 -
Quirera de arroz 8,00 -
DL - Metionina 0,23 -
Treonina 0,28 -
Oleo de soja 0,30 -
Fosfato bicalcico 2,40 -
Calcario 0,40 -
Sal comum 0,10 -
Vitamina C 0,04 -
Suplemento vitaminico? 3,00 -
Suplemento mineral® 1,10 -
BHT® 0,02 -
Oxido de crémio (Cr,05) 0,10 -
Dieta Referéncia (%) - 70,00
Ingrediente Teste (%) - 30,00

TOTAL 100,00 100,00

Composigcao Calculada

Energia Digestivel (Kcal/kg) 3056,90 3056,90
Proteina Bruta (%) 30,67 30,67
Proteina Digestivel (%) 28,09 28,09
Extrato Etéreo (%) 2,53 2,53
Fibra Bruta (%) 5,59 5,59

@Suplemento mineral e vitaminico - composicdo por quilo de produto: Vit. A=1.200.000 Ul;
vit. D3=200.000 UI; vit. E=12.000 mg; vit. K3=2.400 mg; vit. B1=4.800 mg; vit. B2=4.800 mg;
vit. B6=4.000 mg; vit. B12=4.800 mg; ac. félico =1.200 mg; pantotenato de calcio =12.000
mg; vit. C=48.000 mg; biotina =48 mg; colina =65.000 mg; acido nicotinico =24.000 mg;
Fe=10.000 mg; Cu=600 mg; Mn=4.000 mg; Zn=6.000 mg; |=20 mg; Co=2 mg e Se=20 mg;
®Antioxidante Butil hidroxitolueno.
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Tabela 2. Composicéo quimico-bromatoldgica e o percentual dos ingredientes
das dietas experimentais

Tratamento
Ingredientes (%) Niveis de substituicdo da soja crua (%)
0%SC'" 15%SC*>  25%SC®  35% SC’

Farelo de trigo 13,50 13,18 8,50 3,00
Farinha de carne e osso 45 10,50 10,50 10,50 10,50
Farelo de soja 61,10 53,00 48,00 42,00
Soja crua 0,00 10,62 17,70 24,78
Fuba de milho 2,00 6,00 11,40 18,92
Amido de milho 2,00 0,00 0,00 0,00
Oleo de soja 10,23 6,00 3,15 0,00
Sal comum 0,10 0,10 0,10 0,10
DL - Metionina 0,22 0,25 0,30 0,35
Vitamina C 0,08 0,08 0,08 0,08
Suplemento vitaminico? 0,15 0,15 0,15 0,15
Suplemento mineral® 0,10 0,10 0,10 0,10
BHT® 0,02 0,02 0,02 0,02

TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00
Composigao Calculada
Energia Bruta (Kcal/kg) 4053 4090 4114 4120
Energia Digestivel (Kcal/kg) 3583 3495 3425 3337
Proteina Bruta (%) 30,87 31,68 31,98 31,91
Proteina Digestivel (%) 27,67 27,39 27,08 26,44
Extrato Etéreo (%) 12,86 11,21 10,09 8,69
Fibra Bruta (%) 4,10 4,77 4,90 4,94

aSuplemento vitaminico, niveis de garantia por kg da dieta: vitamina A, 16060 Ul; vitamina D3, 4510 Ul;
vitamina E, 250 Ul; vitamina K, 30 mg; vitamina B1, 32 mg; vitamina B2, 32 mg; pantotenato de cailcio, 80
mg; niacina, 170 mg; biotina, 10 mg; acido folico, 10 mg; vitamina B12, 32 mg; vitamina B6, 32 mg.
bSuplemento mineral, niveis de garantia por kg da dieta: Na2SeO3, 0,7 mg; MnO, 50 mg; ZnO, 150 mg;
FeS04, 150 mg; CuS04, 20 mg; CoS04, 0,5 mg; 12Ca, 1 mg. “Antioxidante Butil hidroxitolueno.

0% de substituicdo da proteina do farelo de soja pela proteina da soja crua; 215% de substituicdo da
proteina do farelo de soja pela proteina da soja crua; 325% de substituicdo da proteina do farelo de soja
pela proteina da soja crua; 35% de substituicdo da proteina do farelo de soja pela proteina da soja crua.



Tabela 3. Anadlise quimico-bromatolégica da soja crua e
coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca, energia
bruta, proteina bruta, extrato etéreo e cinzas da soja crua

Soja Crua

Parametros Valores CDA' (%)
MS? (%) 86,83 80,17

EB? (kcallkg) 6025 72,05

PB* (%) 36,04 68,71

FB® (%) 9,65

EE® (%) 24,59 70,17
Cinzas (%) 4,88 65,16

'Coeficiente de digestibilidade aparente. “Matéria seca; “energia bruta; “proteina bruta;

Sfibra bruta; Sextrato etéreo.

Tabela 4. Analise dos fatores antinutricionais e valores

digestiveis da soja crua

Soja Crua
Parametros Valores
Atividade Ureatica (pH) 2,21
Solubilidade Proteica (%) 86,57
Inibidor de Tripsina (UTI/mg) 257
ED’ (kcal/kg) 4341
PD? (%) 24,76

"Energia digestivel; “proteina digestivel.
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A > @"’
Figura 4. Fotomicrografia do figado de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) aos 90 dias. A- 0% SC, H/E, 40X,
degeneragéo hidropica intensa (dh) e degeneragéo gordurosa (dg).

degeneracéo gordurosa moderada e colestase leve (c).
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IMPLICAGOES

A auséncia de sinais clinicos em peixes alimentados com niveis crescentes de
soja crua, possivelmente, deve-se ao periodo de experimental (90 dias).
Provavelmente, estudos com periodos experimentais mais longos possam evidenciar
altera¢des mais pronunciadas em relacéo a digestibilidade, no desempenho produtivo,

nas respostas hematologicas e nas analises histoldgicas.

Neste trabalho n&o foi possivel determinar a hemaglutinacdo dos eritrocitos
pela dificuldade da realizagdo desta anélise, mas a constatacédo deste parametro seria
de extrema importancia para entender a saude dos animais alimentados com soja

crua perante os fatores antinutricionais.

Para entender melhor os efeitos antinutricionais presentes na soja crua,
ha necessidade de mais pesquisas com diferente periodo de tempo e espécie e
também a importancia de mais estudos dos fatores antinutricionais em relagdo a

saude animal.
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