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CONSIDERACOES INICIAIS

A aquicultura brasileira tem se desenvolvido intensamente nas ultimas décadas,
em resposta ao potencial aquético, a tecnologia empregada em racfes e as formas de
criacdo empregados. No entanto, o custo para manter a constante producéo de pescado €
considerado elevado para a maioria dos produtores.

A maior despesa origina-se da racdo que chega a consumir cerca de 60 a 70% dos
custos de producdo e, um dos nutrientes que transforma a racdo onerosa € a proteina.
Alternativas para a substituicdo de ingredientes protéicos de alto custo na ragdo séo
estudadas por pesquisadores e pela indastria de alimentos para animais. Entretanto, a
substituicdo de alguns ingredientes é arriscada e muitas vezes utilizada moderadamente,
pois cada modelo bioldgico pode responder de diversas maneiras.

Os ingredientes protéicos de origem vegetal sdo 0s que apresentam menor custo
por existir em maior abundancia no Brasil, por isso, tdo atrativo para a industria de
racao. Porém, um dos principais obstaculos para a inclusdo de alimentos alternativos de
origem vegetal na alimentacdo de peixes é a qualidade da proteina. Outra limitacdo
ocorre quando o alimento de origem vegetal apresenta fatores antinutricionais que

podem reduzir o desempenho dos animais.

1.1 Tilapia do Nilo

A tilapia do Nilo pertence a familia Ciclidae e € originaria dos rios e lagos
africanos. Por ser uma espécie que ocorre numa grande variedade de habitats de agua
doce como rios, lagos, canais de aguas residuais e canais de irrigacdo (Froese & Pauly,
2007) e possuir crescimento rapido, tolerancia a altas densidades de estocagem e baixa
suscetibilidade a doencas, é excelente para a aquicultura mundial (Borgeson, 2005). Sua
rusticidade e adaptabilidade climéatica € vasta o que lhe confere o titulo de segunda
espécie de peixe mais cultivada no mundo, perdendo apenas para a carpa (Cyprinus
carpio).

A tildpia possui estrutura morfologica e fisioldgica adaptada ao habito alimentar

onivoro, 0 que proporciona maior aptiddo ao seu manejo alimentar em sistemas



intesivos. Por causa dessa caracteristica, as tilapias possuem maior tolerdncia a fatores

antinutricionais em comparacao a carpa (Francis et al., 2001a).

1.2 Pinh@o Manso (Jatropha curcas)

A familia Euphorbiaceae compreende aproximadamente 8000 espécies e cerca de
321 géneros. O género Jatropha possui cerca de 170 espécies de plantas herbaceas e
arbustivas, das quais varias apresentam valor medicinal, ornamental e econémico
(Heller, 1996; Nunes, 2007).

A familia do pinhdo manso é a mesma da mamona (Ricinus communis) e da
mandioca (Manihot esculenta). Possivelmente originaria do Brasil, esta planta foi
introduzida nas ilhas de Cabo Verde e Guiné no continente africano por navegadores
portugueses no final do século XVIII, onde posteriormente foi disseminada no mesmo
continente (Nunes, 2007).

A planta do pinhdo-manso é um arbusto ou arvore com até quatro metros de
altura, flores pequenas, amarelo-esverdeadas, unissexuadas ou ocasionalmente
hermafroditas (Heller, 1996). Seu fruto € uma cépsula com trés sementes escuras, lisas,
de 2,5 a 4cm de comprimento, 1,5 a 3cm de diametro e dentro das quais se encontra a
améndoa branca, tenra e rica em 6leo (SBRT, 2006; Nunes, 2007). A semente, quando
seca possui cerca de 1,5 + 2cm de comprimento, por 1,0 + 1,5cm de largura, é ovalada,
endospérmica, tegumento rijo, quebradico, de fratura resinosa. E composta por 33,5 a
66% de casca e de 55 a 66,5% de améndoa dependendo da variedade, condicdes
ecologicas e tratos culturais (Nunes, 2007). A producdo anual de sementes esta entre
100 a 8000 quilos por hectare. Porém, o pico de producdo da semente pode variar com
as oscilagOes de chuva e fertilidade do solo. As partes importantes da planta estéo

apresentadas na Figura 1 (Heller, 1996).



Figura 1. Partes importantes do pinhdo manso: a - ramo de inflorescéncia, b —
cortex, c- capilares de nervura da folha, d — pistilo, e — estame, f — corte do fruto

imaturo, g — frutos, h — corte longitudinal do fruto, i — semente.

Alguns autores (Openshaw, 2000; SBRT, 2006) relatam alta porcentagem de 6leo
extraida da semente sendo entre 50 e 60% quando solventes s&o utilizados e cerca de 32
a 35% quando a extracdo é por expressao (trituracdo e aguecimento da améndoa). Este
6leo que é de propriedade viscosa e ndo emite fumaca quando queimado, pode ser

utilizado para iluminagdo, como lubrificante e para a manufatura de sabédo, velas e



verniz. Ele também serve como combustivel para méquinas a diesel (Makkar et al.,
1997; Openshaw, 2000).

A origem do nome Jatropha vem do grego iatros (doutor) e trophé (comida), o
que significa ‘uso medicinal’ (Heller, 1996). Sua seiva possui propriedades cicatrizantes
e antimicrobianas contra Staphylococcus e Echerichia coli. As raizes sdo consideradas
diuréticas e antileucémicas e as folhas podem ser utilizadas para combater doencas de
pele. As sementes, bem como o 0leo retirado destas, sdo freqiientemente usadas como
purgativo, no tratamento de afeccdes da pele, hidropisia, gota, paralisia e reumatismo,
principalmente nos paises tropicais (SBRT, 2006).

Popularmente € conhecida como physic nut (inglés), pignon d’Inde (Franca),
kadan (Nepal), pifioncillo (México), pinhdo manso, purgueira, pinhdo-de-cena, pinhao-
de-inferno, figo-do-inferno, pinhdo-das-barbadas (Brasil) (SBRT, 2006; Nunes, 2007).
E encontrada em quase todas as regides intertropicais, estendendo sua ocorréncia a
América Central, india, Filipinas e Timor, até mesmo as zonas temperadas, em menor
proporcdo. No Brasil, esta planta ocorre praticamente em todas as regides, sempre de
forma dispersa adaptando-se em condi¢bes edafoclimaticas variaveis, propagando-se,
sobretudo nos estados do Nordeste, Goids e em Minas Gerais (SBRT, 2005).
Estabelece-se de maneira facil, cresce relativamente rapido e é rustica sendo tolerante a
estiagem (Openshaw, 2000; Makkar et al.,, 1997). Geralmente cresce em terrenos
abandonados, areas marginais ndo cultivadas e em solos pedregosos. Possui habilidade
de recuperar e restaurar areas com erosdo sendo que, aparentemente adapta-se melhor
em regides mais secas dos trépicos, com baixo indice pluviométrico (Heller, 1996;
Makkar et al.,1997; Nunes, 2007). O pinhdo manso também € cultivado como cerca
viva, porem nao compfe pastagem, pois suas folhas e talos sdo toxicos aos animais.
Variedades ndo-toxicas encontradas no México podem ser interessantes para 0 uso na

alimentacéo animal (Makkar et al., 1998).

1.3 Farelo de pinh&do manso na alimentag&o animal

Da industrializacdo do pinhdo manso obtém-se, como produto principal, o Gleo e,
como subproduto, a torta. Apos passar por moinho esta se apresenta na forma de farelo.

O farelo possui alto teor protéico variando entre 25,43 a 68%, dependendo do éleo



residual (Makkar et al., 1997; Aregheore et al., 2003; Martinez-Herrera, 2006; Neiva
Junior et al., 2007).

Segundo Makkar et al. (1998) e Chivandi et al. (2006) a composi¢do quimica do
pinhdo manso varia conforme a fonte, sendo similar a do farelo de soja. Apresenta 0s
seguintes aminoacidos: arginina (12,9%), cistina (1,58%), fenilalanina (4,89%),
histidina (3,08%), isoleucina (4,85%), leucina (7,5%), lisina (3,4%), metionina (1,76%),
tirosina (3,78%), treonina (3,59%), triptofano (1,31%) e valina (5,3%). Porém, em
comparacéo ao farelo de soja, o farelo de pinhdo manso apresenta menor valor de lisina
e maior valor de amino&cidos sulfurados (Makkar et al., 1998).

Apesar de possuir alto valor nutritivo, a torta de pinhd manso atualmente ¢
utilizada como adubo orgénico. Isso se deve a presenca de fatores antinutricionais em
sua composicdo e a falta de conhecimento tecnoldgico para seu processamento e
detoxicacdo, indispensaveis para o uso na alimentacdo animal (Cleef et al., 2007).

Segundo Makkar et al. (1997), ao estudarem variedades da planta provinda de
diversos paises, quantificaram a composicdo quimica das sementes em relacdo aos
fatores antinutricionais. O inibidor de tripsina foi quantificado e variou entre 18,4 a
27,5mg de tripsina inibida por grama de matéria seca. A lectina apresentou 0,85 a 6,85
de atividade hemaglutinante. A porcentagem de saponina e de fitato variou de 1,82 a
3,4% e de 6,2 a 10,1%, respectivamente. Nao foi detectado nivel de éster de forbol na
semente de pinhdo manso provinda da cidade de Paplanta no Mexico, porém a
variedade provinda de Kitui no Quénia apresentou 3,32mg/g, considerado o maior nivel
entre as variedades estudadas. Nenhuma variedade da semente da planta brasileira foi
pesquisada.

Entre os fatores antinutricionais presentes, o éster de forbol (phorbol-12-myristate
13-acetate) tem sido identificado como a principal substancia téxica encontrada na
semente do pinhdo manso (Makkar & Becker, 1999). Devido a esse fator, alguns autores
desaconselham o uso da torta do pinhdo manso para a alimentacdo animal, informando
sua toxidez em monogastricos e ruminantes (Gandhi et al., 1995; Becker & MakKar,
1998; Gubitz et al., 1999; Chivandi et al., 2006).

Ao tratar o farelo de pinh& manso para a total desativacdo dos fatores
antinutricionais, Chivandi et al. (2006) observaram que suinos alimentados com racdes

contendo niveis crescente desse farelo, revelaram severos efeitos adversos. Foi



observado no sangue desses animais que a concentracdo e atividade sérica de alfa
amilase, porcentagem de hematocrito, glicose, colesterol e triglicerideos séricos
apresentaram significativa reducdo ao serem expostos a dieta contendo niveis crescentes
de farelo de pinhdo manso. Além disso, os animais apresentaram diarréia, 0 que indica
que alguns principios toxicos nao foram desativados totalmente.

Sementes de pinhdo manso foram administradas para bezerros nas doses de 2,5;
1,0; 0,25 e 0,025¢g/kg por 14 dias. As sementes foram fatais para bezerros alimentados
com as doses maiores apds 19 horas da administracdo. O restante dos animais
apresentaram sinais de envenenamento e morreram no 10° e 14° dia, consequentemente.
Foi constatado aumento da aspartato aminotransferase, amonia e potassio e diminuicao
da proteina total e do calcio sérico nos animais envenenados (Ahmed & Adam, 1979a).

Sinais como diarréia, consumo reduzido de agua, desidratacdo, olhos fundos e
inapeténcia foram algumas das manifestacGes apresentadas por ovinos e caprinos que
consumiram sementes de pinhdo manso. Todos 0s caprinos apresentaram decréscimo no
nivel de glicose e marcada elevacdo na concentracdo de arginase e glutamato
oxaloacetato transmitase séricos. Exames pos mortem revelaram hemorragia no rumem,
reticulo, rins, bago e coracdo, hemorragia e enterite catarral ou abomasite, congestéo e
edema de pulméo e excessivo fluido seroso nas cavidades. Congestdo e varios niveis de
degeneracdo gordurosas no figado e consideravel reducdo no contetdo em glicogénio e
necrose dos hepatocitos também foram observados (Adam & Magzoub, 1975; Ahmed &
Adam, 1979b). Durante quatro semanas frangos foram alimentados com sementes de
pinhdo manso. A intoxicacdo severa foi indicada pela diminuigdo do crescimento,
hepato-nefropatias e congestdes e hemorragias espalhadas (El Badwi & Adam, 1992).

Makkar et al. (1999) trabalharam com farelo de pinhdo manso ndo toxico,
processados em quatro diferentes temperaturas, provindo da cidade de Vera Cruz no
México. Ratos alimentados com a dieta contendo farelo de pinhdo manso processado
apresentaram maiores valores de ganho de peso e a taxa de eficiéncia proteica. Porém,
carpas alimentadas com a dieta contendo farelo de pinhdo manso ndo tratado e
submetido & alta temperatura, apresentaram maior ganho de peso, porém nao diferindo
do tratamento controle. Isso demonstra que diferentes modelos bioldgicos podem se
comportar diferentemente a dieta e que esses resultados devem ser avaliados com

cautela em funcéo da especie animal utilizada.



Diminuicdo do apetite e do peso, diarréia, dificuldade motora e mortalidade de
todos os ratos alimentados com diferentes tipos de farelo de pinhdo manso detoxificado
foram observados por Rakshit et al. (2008). Porém, mesmo os farelos contendo
diferentes tratamentos e detoxicacdo, fatores como sabor, cheiro e textura das dietas
podem ter influenciado no decréscimo do consumo das dietas pelos ratos (Aregheore et
al., 2003).

Variedades da planta pinhdo manso com sementes isentas ou com baixo teor de
toxinas foram encontradas no Mexico. Porém, Heller (1996) e Cleef et al. (2007)
afirmaram que é necessario muita pesquisa sobre essa oleaginosa, para analisar a
viabilidade de inclusdo da torta na alimentacdo animal. A composi¢do nutricional da
torta da semente extraida da variedade ndo toxica apresenta similar ou igual valor dos
nutrientes contidos na variedade toxica (Makkar et al.,1997). Por estes fatores, esta
variedade oferece promissora inclusdo do subproduto dessa planta em dietas para

animais.

1.4 Fatores Antinutricionais

A avaliacdo do valor nutricional de determinados alimentos depende
principalmente de seus nutrientes e da sua disponibilidade biologica. Depende, ainda, da
presenca e dos niveis de substancias toxicas e/ou antinutricionais, as quais podem
alterar essa composi¢do ou tornar indisponiveis esses nutrientes (Pezzato, 1995). Esses
fatores podem provocar efeitos fisioldgicos adversos ou diminuir a biodisponibilidade
de nutrientes (Silva & Silva, 2000).

Segundo Chubb (1982), o termo antinutricional implica em substéancia com
capacidade de alterar as possibilidades de aproveitamento dos nutrientes contidos nos
alimentos. Os fatores antinutricionais tornam indisponiveis os nutrientes de um alimento
ou parte desses, diminuem a sua digestibilidade ou metabolismo e/ou reagem de forma
antagbnica, afetando, portanto, sua a eficiéncia nutritiva. Além desses prejuizos, podem
ainda alterar a fisiologia do animal, diminuir o apetite e 0 desempenho produtivo e, em
alguns casos, ser fatal quando utilizado por longo periodo.

Os fatores antinutricionais podem ser amplamente divididos em quatro grupos: a)

Fatores que agem na utilizacdo e digestdo da proteina, como os inibidores de proteases,



taninos e lectinas; b) Fatores que agem na utilizagdo dos minerais dos quais inclui os
fitatos, os pigmentos do gossipol, oxalatos e glicosilatos; ¢) Antivitaminas; 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 € o mais comum deles. Os fatores
termolabeis, desativados na presenca de calor, abrangem os inibidores de proteases,
fitatos, lectinas, goitrogénios e antivitaminas. Enquanto que os fatores termoestaveis,
ndo se alteram na presenca de calor, sdo representados pelas saponinas, polissacarideos
ndo amilaceos, proteinas antigénicas, estrogénios e alguns componentes fendlicos
(Francis et al., 2001a).

A semente do pinhdo manso contém propriedades toxicas devido a presenca de
fatores antinutricionais como a lectina, também chamada de curcina ou ricina (Heller,
1996; Aregheore et al., 1998; Gubitz et al., 1999; Nunes, 2007), inibidor de protease e
demais substancias como a saponina, fitato e éster de forbol também sdo encontrados na
torta deste vegetal (Makkar et al., 1997).

1.5 Inibidores de Proteases

O inibidor de protease é um fator antinutricional distribuido nos ingredientes de
origem vegetal. Estes sdo peptideos capazes de se ligar com as enzimas proteoliticas
pancreaticas (tripsina e quimotripsina), tornando-as inativas. Sao classificados em dois
grupos: o tipo Kunitz que é relativamente sensivel a temperatura e aos acidos, possui
peso molecular de aproximadamente 20 kDa e especificidade priméria para a tripsina. O
tipo Bowman-Birk é mais estavel e apresenta peso molecular entre seis e 10 kDa,
capacidade para inibir a tripsina e a quimotripsina em sitios de ligacdo independentes
(Silva & Silva, 2000; Francis et al., 2001a).

O mecanismo de acdo do inibidor de protease inicia-se na digestdo de proteinas,
onde este 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 acdo desta enzima,

estimulando o péncreas a liberar mais enzimas, causando sua hiperatividade (Silva &
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Silva, 2000). Por este motivo que ocorre reducéo da taxa de crescimento nos animais,
pois ha a reducdo na digestibilidade das proteinas da dieta.

Considerada espécie sensivel a esse fator antinutricional, a truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) ndo apresentou alteracdo com o nivel de até 3 mg/g de inibidor
de tripsina presente na dieta contendo farelo de soja (Kaushik et al., 1995). Porém, o
salmé&o do Atléantico (Salmo salar) apresentou menor ganho de peso e consumo da dieta
contendo farelo de soja em relacdo aos demais grupos num periodo de 55 dias (Refstie
et al., 1998). Os autores afirmaram dificuldade de identificar os fatores que afetaram
negativamente o desempenho do salmdo, porém sugeriram haver uma substancia
termorresistente presente no farelo de soja capaz de alterar o processo digestorio desses
peixes.

Lopez et al. (1999) estudaram a sensibilidade de espécies de dourada (Sparus
aurata), tilapia e linguado africano (Solea senegalensis) aos inibidores de protease
presentes em trés ingredientes. Nos ensaios “in vitro”, a tilapia foi o peixe que
demonstrou maior sensibilidade a esse fator em concentragdes crescentes de extrato de
soja e de glaten de milho. Segundo esses autores, o efeito negativo do uso de dietas
contendo inibidor de proteases é apresentado pela presenca de diferentes fatores como:
tipo de farelo; nivel do farelo na dieta; periodo em que se estende a alimentacdo e a
sensibilidade de algumas espécies de peixes aos fatores antinutricionais.

Refstie et al. (2000) observaram que a truta arco-iris e o salmdo do Atlantico
apresentaram desempenho oposto as diferentes dietas contendo farelo de soja. O salméo
apresentou-se mais sensivel a nova dieta provavelmente pela presenca de fatores
antinutricionais. Porém, as duas especies apresentaram alteracdes teciduais na por¢édo
distal do intestino ao se alimentarem de dietas contendo farelo de soja.

Alarcon et al. (2001) compararam o efeito dos inibidores sobre as proteases
digestivas em duas espécies de peixe. Quando os inibidores presente nas sementes
foram tratados com enzimas gastricas, estes perderam parte da sua habilidade de inibir
as proteases intestinais, principalmente no peixe “dog snapper” (Lutjanus
novemfasciatus). Por este motivo, este peixe apresentou menor sensibilidade aos
inibidores de protease presentes em extratos de sementes do que o “yellow snapper”

(Lutjanus argentiventris).
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Mesmo a digestdo da carpa comum sendo triptica-quimiotriptica, os inibidores de
tripsina do farelo de pinhdo manso ndo afetaram seu crescimento. Os autores especulam
que a carpa, em estagio de crescimento antecipado, pode ter alguns mecanismos que
neutralizam altos niveis de inibidores de tripsina comparados a estagios mais tardios do
desenvolvimento (Makkar & Becker, 1999).

1.6 Lectinas

A lectina é uma proteina ligada ao actcar ou glicoproteina de origem ndo imune a
qual aglutina celulas e/ou precipita glicoconjugados (Goldstein et al., 1980). Esta
presente em quase todos 0s seres Vivos, pois € encontrada no reino vegetal, animal e em
microrganismos. Nas plantas, é frequentemente denominada de hemaglutinina, devido a
sua capacidade de provocar aglutinagdo de eritrocitos em varias espéecies de animais.
Possuem alta capacidade de ligacdo aos carboidratos especificos, principalmente nas
células do duodeno e jejuno, causando sérios danos a parede intestinal (Francis et al.,
2001a). Sinais clinicos como inflamag&o intensa com destruicdo das células do epitélio,
edema, hiperemia, hemorragia em tecidos linfaticos, degeneracdo gordurosa e necrose
do figado e lesdes do miocardio e sistema vascular sdo encontrados quando essa
substancia € ingerida (Silva & Silva, 2000). Entretanto, deve-se enfatizar que nem todas
as lectinas sdo necessariamente toxicas ou possuem efeito inibitério sobre o crescimento
de animais (Liener, 1974).

Atualmente, nada se sabe sobre os efeitos de hemaglutininas nos peixes. Desde
que o tratamento térmico e a pepsina do estbmago as inative, é reconhecido que estas
proteinas ndo afetam o crescimento do peixe (Hendricks, 2002). Entretanto, Nakata &
Kimura (1985) apresentaram ensaios in vitro, onde a lectina da soja foi rapidamente
inativada pela pepsina do estbmago. Porém, isto ndo ocorreu com a lectina do feijao e,
por isso, ainda € cedo para afirmar que o tratamento térmico e enzimas na digestdo sao
capazes de inativar as lectinas.

Aregheore et al. (1998) observaram inativacdo total de lectinas em farinha
extraida de sementes de pinhdo manso, quando submetida a tratamento térmico com

aquecimento Umido (66% de umidade, 121°C/ 30 minutos) e, manutencéo da atividade
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de lectinas com aquecimento seco (130 e 160°C por 20, 40 e 60 minutos) em variedades
toxicas e ndo toxicas de pinhdo manso.

A diferenca de peso de ratos alimentados com dietas contendo farelo de pinhéo
manso tratado ou ndo com trés diferentes tipos de aquecimento foi de 7 e 23% mais
baixo do que o tratamento controle, respectivamente. O consumo de racdo foi
estatisticamente igual para as dietas controle e a com tratamento térmico, porém o
consumo da dieta sem tratamento térmico foi 21% menor (Makkar & Becker, 1999).
Isso demonstra que a maior parte dessas substancias € inativada ou inibida quando
utilizado tratamento térmico adequado (Makkar & Becker, 1999; Silva & Silva, 2000).
Embora Liener (1974) afirme que os efeitos toxicos das lectinas de leguminosas possam
geralmente ser eliminados por tratamento térmico apropriado, algumas condic¢des, como
calor seco, sdo pouco efetivas para inativacéo de lectinas.

A inclusdo de soja crua na dieta de ratos causou a diminuicdo do peso, da
eficiéncia na conversdo alimentar e da taxa de utilizacdo protéica. Esses animais
apresentaram o pancreas e o intestino delgado com peso consideravelmente aumentado.
Essas alteraces foram causadas pelos inibidores de protease e lectinas, respectivamente
(Armour et al., 1998).

1.7 Saponinas

As saponinas sdo glicosideos ou esterdides presentes em grande parte dos
ingredientes alternativos para dietas de peixes. Caracterizam-se pelo sabor amargo,
capacidade de formar espuma em solucdes aquosas, provocar hemolise e, ainda, de se
complexarem em esterdides. Quando adicionado a agua, eles sdo altamente toxicos para
0s peixes devido danos causados ao epitélio respiratorio das branquias pela agdo
detergente das saponinas (Francis et al., 2001a).

Seus efeitos antinutricionais também estdo relacionados as modificacbes na
permeabilidade da mucosa intestinal, inibindo o transporte de alguns nutrientes,
facilitando a absorcdo de outros compostos. Elas ainda podem retardar o crescimento e
diminuir a digestibilidade da proteina. Por causa da alta solubilidade da saponina na

agua, a remocdo pela extracdo aquosa pode ser feita para a maioria dos ingredientes que
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contém saponina, ja que este processo ndo afeta a qualidade nutricional do alimento
(Francis et al., 2001a).

Apesar dos efeitos maléficos citados, as saponinas provenientes de uma planta
chamada Quillaja (Quillaja saponaria Molina), provocaram efeitos diversos em tilapias
do Nilo. A taxa de crescimento nos grupos que receberam maiores niveis de saponina na
racdo foi maior quando comparado ao grupo controle. O indice hepatossomético e o
intestino-somatico apresentaram declinio conforme o aumento de saponina na dieta e 0s
grupos que receberam saponina demonstraram menor excre¢do e maior assimilacdo da
energia presente na ragdo, 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 Quillaja (Francis et al., 2002a; Francis et al., 2002b). Recentemente Francis et al.,
(2005) relataram que este tipo de saponina age como um 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 reproducdo da
tilapia.

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

Juvenis de camardo (Penaeus japonicus) foram previamente expostos a
concentragdes de 20 mg de saponina por litro durante 24 horas. Os animais
apresentaram aumento tanto na taxa respiratéria quanto no metabolismo (medido com o
aumento da ventilacdo de O, e excrecdo de NH,) durante seis horas apds o processo de
detoxificacdo (Chen & Chen, 1997), indicando quadro de estresse provocado pela
saponina. O aumento da ventilagdo é um sinal caracteristico devido a privacdo de
oxigénio que ocorre quando ha diminuicdo da tensdo superficial pela 4gua nas branquias

por causa da saponina.
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1.8 Fitatos

O fitato ou acido fitico é constituinte de todos os cereais e farelos de oleaginosas
como a soja, o algodéo e a colza. Eles agem formando um complexo com elementos em
transicdo como o0 zinco, ferro e manganés no trato gastrintestinal impedindo sua
absorcéo. O célcio promove, ainda, um complexo do zinco com o fitato (NRC, 1993;
Hendricks, 2002).

Quando as dietas possuem altas taxas de fitato, pode haver diminuicdo do
consumo pelo peixe e isso pode ser atribuido a diversos fatores. Por exemplo, a redugdo
da disponibilidade dos minerais prejudica a digestibilidade da proteina causada pela
formacé@o do complexo proteina-acido fitico e diminui a absorcdo dos nutrientes, onde
causa danos a regido do ceco pildrico (Francis et al., 2001a).

Juvenis de dourada apresentaram valores reduzidos de digestibilidade e alteragdes
histologicas 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 ndo foram significativos para causar tais alteragdes,
dessa forma Robaina et al. (1995) sugeriram que as alteragcdes provavelmente foram
causadas pelo fitato.

Zinco e fitato adicionados juntos em dietas para ratos proporcionaram menor
ganho de peso em consequiéncia do menor consumo de racdo (Davies & Nightingale,
1975). Likuski & Forbes, (1965) observaram que o calcio na ra¢do causou a diminuigdo
da absorcdo de zinco nas dietas que continham 4&cido fitico, mas ndo foi
significativamente mais baixo do que a quantidade de zinco absorvida pela dieta sem
acido fitico. A absorcdo do magnésio e do fosforo foi reduzida também pelo célcio extra
na presenca ou ndo do &cido fitico. O &cido fitico da dieta também diminuiu a absor¢ao
do zinco.

A suplementacdo da enzima fitase em dietas contendo fitatos neutralizou os
efeitos negativos do mesmo. Riche & Brown (1996) constataram que ao suplementar
fitase na racdo que continha fontes protéicas vegetais, aumentou de 46,2 a 75,6% 0s
valores da disponibilidade de fosforo para trutas arco-iris. Porém, a adi¢do dessa enzima

pode elevar o custo de producéo da racdo, podendo tornar-se inviavel para a industria.



15

O tratamento térmico proveniente da autoclave pode minimizar esses danos
reduzindo a concentragdo de &cido fitico no alimento. A fermentacgdo da torta também se
mostra eficiente, pois minimiza o efeito do acido fitico proveniente dos graos, devido a

acao de fitases produzidas pelo acido latico das bactérias (Francis et al., 2001a).

1.9 Ester de Forbol

O Ester de forbol é uma substancia toxica encontrada no pinhdo manso e age
como co-carcinogénico causando efeito celular e bioquimico adverso aos animais.
Segundo Goel et al. (2007), o éster de forbol imita a acdo do diacilglicerol (DAG),
inativador da proteina quinase C, a qual regula diferentes sinais de vias de traducao e
outras atividades metabdlicas (Figura 2). Eles ocorrem naturalmente em muitas plantas

da familia Euforbiaceae e Timelaeaceae (Gandhi et al., 1995).
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Figura 2 - Respostas inflamatdrias induzidas pelo éster de forbol
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A atividade biologica do éster de forbol é altamente especifico-estrutural. Este €
encontrado em baixissimas concentragcdes, porém, animais que receberam essa
substancia na dieta, manifestaram sinais de intoxicacéo (Goel et al., 2007).

A carpa comum € altamente sensivel a esse componente. Niveis acima de 31 ppm
na dieta, induziram rejeicdo do alimento, diminui¢do do crescimento e producdo de
muco fecal, sem provocar mortalidade nos animais (Becker & Makkar, 1998). Efeitos
purgativos, irritacdo da pele e promocéo de tumores, sdo as principais causas relatadas
pela ingestdo dessa substancia (Makkar et al., 1997). Esta toxidade limita o uso de
muitas plantas nutritivas e seus subprodutos que contém éster de forbol para a
alimentacdo animal. Entretanto, varios tratamentos fisicos e quimicos tém sido
estudados para a extracdo ou inativacdo dessas substancias (Goel et al., 2007).

Ghandi et al. (2005) testaram a toxicidade do 6leo de pinhdo manso em ratos,
camundongos e coelhos tanto pela aplicagdo oral quanto tdpica. Ao ingerirem 6,0 mi/kg
do 6leo foi suficiente para estes animais apresentarem a DLso. Com a ingestdo de doses
de 9 e 13,5ml/kg, houve 100% de mortalidade. Estes animais apresentaram diarréia,
hemorragia ocular e inflamacdo do trato gastrintestinal. A aplicacdo topica produziu
eritema e edema na pele de coelhos. Camundongos apresentaram inchago da face, olhos
hemorragicos, diarréia e eritema de pele e, posteriormente, morte de 100% dos animais.
Os ratos apresentaram edema e eritema e, ap0s quatro horas, escamacao e inchago da
pele. Os autores sugeriram que os efeitos toxicos do Oleo estdo relacionados com a
presenca de éster de forbol.

Mesmo aplicando diferentes tratamentos para a detoxicagdo do farelo de pinhao
manso, Rakshit et al. (2008) comprovaram que so a presenca do ester de forbol na dieta
para ratos € capaz de induzir perda de peso. A concentracdo de 2,08mg% de éster de
forbol na dieta, resultou em efeitos adversos significativos no consumo e na taxa de
crescimento de ratos.

A dose letal minima de semente de pinhdo manso € diferente para cada espécie
(Glbitz et al., 1999). O conteudo de ester de forbol depende do residuo de 6leo presente
na torta ou no farelo depois do processamento (Rakshit et al., 2008). Isso também o
transforma num fator altamente toxico (Panigrahi et al.,1984; Makkar et al., 1997;
Aderibigbe, 1997). No entanto, segundo Becker & Makkar (1998) os efeitos adversos
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do éster de forbol sdo reversiveis aproximadamente nove dias apds sua remocdo da
dieta.

Desse modo, com base nas informacdes expostas, 0 presente estudo teve por
objetivo avaliar os efeitos da inclusdo do farelo de pinhdo manso sobre o desempenho
da til&pia do Nilo e acdo dos fatores antinutricionais presente nos 6rgaos-alvo: figado e

intestino.
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Resumo - O farelo de pinhdo manso (Jatropha curcas) é um ingrediente protéico que se
apresenta como possivel substituto alternativo do farelo de soja nas ra¢Ges. Entretanto, faltam
informacdes a respeito de seu valor nutritivo e da acdo dos fatores antinutricionais presentes,
para peixes. Por 90 dias foi realizado experimento para avaliar o efeito da incluséo do farelo
de pinhdo manso (FPM) em dietas para tilapia do Nilo. Foram utilizados 240 peixes com
13,82 £ 0,39 g de peso médio inicial e foram distribuidos em 30 aquarios de 250L num
delineamento inteiramente casualizado. Os peixes foram alimentados com dietas (isoprotéicas
= 32,00% PB, isoenergéticas = 4000 kcal ED/kg e isofibrosas = 8,7% de FB), contendo niveis
crescentes de inclusdo de FPM (0,0; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0%). A composicdo quimica do
FPM, o consumo de racdo (CR), ganho de peso (GP), conversédo alimentar (CA), porcentagem
de mortalidade (MORT%) e indice hepatossomatico (IHS) foram avaliados. Aos 45 e 90 dias
todos os peixes foram anestesiados e pesados. Um peixe por aquéario foi sacrificado para
determinar a proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), umidade (UM) e cinzas das carcacas.
Os valores de UM, cinzas e EE diminuiram com a inclusdo de FPM na ragdo (P<0,05). Peixes
alimentados com 2, 4 e 8% de FPM apresentaram maior teor de PB. Esta diferenca foi
provavelmente devido ao menor teor de EE desses peixes. Observou-se efeito quadratico
negativo para as variaveis GP e CR e efeito quadratico positivo para a CA. A equacdo de
regressdo demonstrou que valores acima de 5,55% de incluséo de farelo de pinhdo manso séo
significativamente prejudiciais para o desenvolvimento dos peixes. O IHS apresentou efeito
linear negativo de acordo com o aumento do nivel de FPM na dieta. Os peixes do tratamento
16%FPM apresentaram menor tempo de vida e 100% de mortalidade, indicando a alta
toxicidade do FPM. As tilapias que consumiram FPM apresentaram sinais de anorexia,
natacdo erratica, apatia, boca e opérculos hemorragicos, olhos escuros, escoliose e inanicao.
Por causa da acdo dos fatores antinutricionais sobre o desempenho de tilapia do Nilo e na

saude, o FPM néo ¢é recomendado para ser usado em dietas para tilapia do Nilo.
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Termos para indexacdo: Fatores antinutricionais, inclusdo, intoxicacdo, oleaginosa,

Oreochromis niloticus.

Jatropha curcas meal (Jatropha curcas) on performance of Nile tilapia fingerlings

Abstract - Jatropha curcas meal is a vegetable protein-rich ingredient which could be used in
animal diets as a soybean meal substitute. Otherwise, information is lacking regarding to its
nutritional value and the effect of antinutritional factors for fish. A 90-day feeding trial was
performed to evaluate the effect of jatropha meal (JM) inclusion in diets for Nile tilapia. Two
hundred and forty fish with 13.82 + 0.39g mean initial weight were randomly assigned to 30
250l-aquaria in a completely randomized design. Fish were fed diets (isonitrogenous =
32.00% DP, isoenergetic = 4000 kcal GE/kg diet and same fiber level = 8.7% CF) containing
graded JM levels (0.0, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 and 16.0%). Jatropha meal chemical composition,
feed intake (FI), weight gain (WG), feed conversion ratio (FCR), mortality and hepatosomatic
index (HSI) were evaluated. At 45 and 90 days all fish were anesthetized and weighed. One
fish per aquarium was killed to determine dry matter (DM), ash, crude protein (CP) and ether
extract (EE) content of fish carcass. Ash, DM and EE content reduced according to JM
inclusion levels (P<0.05). Fish fed 2, 4 and 8% JM had higher CP content. This difference
was probably due to the lower EE content of these fish. A negative quadratic effect was
observed for WG and FI while positive quadratic effect was observed for FCR. The regression
equation demonstrated that inclusion JM levels above 5.55% depressed fish growth. HSI
showed negative linear effect according to increasing JM level in the diet. Fish fed 16% JM
showed the lowest life span and completely died before the end of the experiment, indicating

the high toxicity of JM. Tilapia fed JM showed anorexia signs, erratic swimming,
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hemorrhagic mouth and operculum, dark eyes and scoliosis. Due to antinutritional factor on

Nile tilapia performance and health, JM is not recommended to be used in Nile tilapia diets.

Index terms: Antinutritional factors, intoxication, oleaginous, Oreochromis niloticus,

replacing.
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Introducéo

A maior parte do custo total da producdo industrial de peixes em sistemas intensivos
provém da alimentacdo. Em funcdo dessa alta participacdo, pesquisas estdo sendo
direcionadas para o uso de alimentos alternativos em substituicdo aos tradicionais, com
objetivo de se reduzir os custos de producao.

Diversos alimentos como subprodutos da agroindustria brasileira j& foram usados com
sucesso como alternativa protéica em racGes comerciais como, por exemplo, os farelos de
soja, de algoddo e, de girassol, as farinhas de visceras, de penas e a silagem de peixe, entre
outros (El-Sayed, 1999). Para que esses alimentos fossem aceitos comercialmente,
previamente foram realizadas analises quimicas e testes alimentares, onde determinou-se o
valor nutritivo destes ingredientes. Entretanto, a assimilacdo de nutrientes, depende da
capacitacdo e adaptacdo do organismo animal. Deste modo, Higuera (1987) afirmou que o
resultado desta absorcdo pode variar em funcdo da espécie, das condi¢bes ambientais, da
quantidade e da qualidade dos alimentos, da propor¢édo relativa entre os nutrientes e, dos
processos tecnoldgicos que o alimento foi submetido.

O farelo de pinhdo manso (Jatropha curcas) é proveniente da extracdo de Oleo da
semente do pinhdo manso. Essa oleaginosa possui grande enfoque atual devido ao programa
brasileiro de biocombustivel. Por possuir alto teor protéico (Makkar et al., 1997; Francis at
al., 2001; Martinez-Herrera, 2006) e ser rico em fosforo e potassio (Heller, 1996; Nunes,
2007), o farelo de pinhdo manso (FPM) é considerado um alimento alternativo importante na
dieta animal.

Para que um alimento seja utilizado na formulacdo de racdes para peixes, deve-se

considerar, alem do seu valor nutritivo determinado por analises laboratoriais, os efeitos dos
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fatores antinutricionais, que pode mudar as qualidades do alimento e torna-los potencialmente
toxico aos animais (Pezzato et al., 2002).

A torta ou farelo de pinhdo manso apresenta saponina, fitato, inibidor de protease,
lectina e éster de forbol como fatores antinutricionais. Porém, a maioria desses fatores sao
termolabeis (Aderibigbe et al., 1997) e, o éster de forbol é auto-oxidavel quando estocado em
condicdes adversas (Chivandi et al., 2006).

Com a utilizacdo de diferentes plantas oleaginosas como opc¢do para producdo de
biodiesel, novos subprodutos se apresentam com potencial de uso na nutricdo animal. Por
isso, ha grande expectativa de crescimento do cultivo do pinhdo manso. Entretanto, sdo
poucas as informacdes sobre o seu valor nutritivo e dos limites de utilizacdo da torta e/ou
farelo resultante do processo da extracdo de 6leo da semente. Nesse sentido, essa pesquisa
teve por objetivo, avaliar o farelo de pinhdo manso em dietas préaticas para a tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus) com base no desempenho e composigéo corporal.
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Material e Métodos

Essa pesquisa foi realizada na UNESP - Universidade Estadual Paulista, na Faculdade

de Medicina Veterinaria e Zootecnia, no Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos

(AquaNutri), Campus de Botucatu, unidade integrada ao Caunesp, S&o Paulo, Brasil.

Confeccdo das dietas

Foram formuladas seis ragdes contendo diferentes niveis de incluséo do farelo de pinhao
manso. A dieta controle (0%FPM) foi formulada com base nas exigéncias nutricionais da
tilapia e confeccionada a base de farelo de soja como fonte protéica principal. Cinco niveis de
incluséo 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0% do farelo de soja pelo farelo de pinhdo manso constituindo
os tratamentos 1%FPM, 2%FPM, 4%FPM, 8%FPM e 16%FPM respectivamente (Tabela 1).
As racOes experimentais foram formuladas com base nas exigéncias em nutrientes e energia
bruta para a tilapia do Nilo, e se apresentaram isoenergéticas (4000 kcal/kg EB), isofibrosas
(8,7% de FB) e isoprotéicas (32,0% de PB).

Todos os ingredientes das racdes foram moidos e homogeneizados. Logo apos,
adicionou-se agua a 55,0°C e a mistura foi peletizada e seca em estufa de circulacdo forcada
de ar a 55,0°C/24 horas. Em seguida, os granulos foram fracionados em diferentes diametros
médios, ajustando-se ao tamanho da boca dos animais, e posteriormente armazenados a -

18,0°C até a utilizagéo.
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Sistema experimental e peixes

Foram selecionados 240 alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) invertidos
sexualmente com peso médio inicial de 13,829+0,39g provenientes da mesma desova, 0S
quais foram aleatoriamente estocados em 30 aquarios de 250 L, na densidade de oito
peixes/aquario. Os tratamentos experimentais foram aleatoriamente distribuidos nos aquérios,
os quais dotados de sistema de recirculagdo de dgua, com um biofiltro de 1000 L para cada
conjunto de aquérios, mantendo a qualidade fisico-quimica da dgua adaptada para a tilapia.
Por meio de termostato digital, pode-se manter a temperatura por volta de 26°C+0,34, dentro

da faixa de conforto para a espécie.

Procedimento experimental

Os peixes foram alimentados até saciedade aparente quatro vezes ao dia: as 8h30,
11h30, 14h30 e as 17h30 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 por meio de equipamento medidor YSI 556 MPS® apresentando
6,10 £ 0,33 mg/L de oxigénio dissolvido e pH de 7,01 £ 0,05. Os aquarios foram sifonados
semanalmente para a limpeza e retirada das fezes dos aquarios, resultando na renovacéao de
aproximadamente 20,0% do volume total da agua do sistema.

Os peixes foram pesados (no inicio, aos 45 e 90 dias) e o consumo da racdo (CR)
quantificado para a avaliagdo do ganho de peso (GP) e taxa de conversao alimentar (CA). Ao
final do periodo experimental foi quantificada a taxa de mortalidade (%MORT) e o indice

hepatossomatico (IHS). Estes indices foram obtidos de acordo com as seguintes formulas:
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_ Pf — Pi
oGP = x 100

Onde:
GP = ganho de peso;
Pf = peso final (g);

Pi = peso inicial (g).

CA=

'ih|f‘.|
w| o

Onde:
CA = conversao alimentar;
CR = consumo de rac¢éo;

GP = ganho de peso.

eso do figado
IHS =100 .‘a‘p fg

peso vivo total

Andlises quimicas

As analises quimicas das racOes e das carcacas dos peixes foram realizadas no
Laboratério de Bromatologia do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da
UNESP — Campus de Botucatu. As analises de matéria seca (MS) umidade (UM), cinzas,
proteina bruta (PB), fibra bruta (FB) e extrato etéreo (EE) foram determinadas segundo

AOAC (2000). A energia foi determinada por meio de bomba calorimétrica (IKA® Werke —
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JK C2000 basic). Um lote de alevinos ao inicio e ao final do periodo experimental foi
anestesiado com solucdo alcodlica de benzocaina, eutanasiados e determinados os valores
quimicos da composicao corporal (AOAC, 2000). Desses peixes foram retiradas as escamas
antes de serem totalmente moidos e, logo em seguida, guardados em frascos e armazenados a

-18,0°C até posterior anélise.

Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com seis
tratamentos e cinco repeticdes. Para a avaliacdo dos resultados utilizou-se a técnica da analise
de variancia e quando constatada diferenca significativa entre os tratamentos, aplicou-se
analise de regressao para determinar o comportamento dos dados. Aplicou-se, ainda, o teste
Kruskal-Wallis, complementado com as comparac¢Ges multiplas de Dunn e o teste de Tukey
quando a regressao nao foi significativa. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o

pacote computacional SisVar, ao nivel de 5,0% de significancia (Jar, 1999).

Resultados e Discussao

A andlise quimica do FPM apresentou 91,44% de matéria seca (MS), 3063 kcal/kg de
energia, 28,94% de proteina bruta (PB), 40,84% de fibra bruta (FB), 6,72% de extrato etéreo
(EE) e 4,93% de cinzas. Os valores encontrados, exceto o EE, corroboram os encontrados por
Neiva Junior et al. (2007) e Cleef et al. (2007) quando avaliaram a torta de pinhdo manso. O
valor do EE foi menor, provavelmente pela diferenca no processo de extracdo do 6leo. O alto
conteudo em fibra bruta deve-se a variedade da planta, podendo ser possivel fator limitante do

consumo desse alimento.
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Os valores médios de ganho de peso (GP), conversédo alimentar (CA), consumo de ragdo
(CR) e o indice hepatossomatico (IHS) dos peixes alimentado com racfes contendo niveis
crescentes de inclusdo de FPM estdo apresentados na Tabela 2.

A composicao quimica da carcaca dos peixes que consumiram as ra¢fes contendo niveis
crescentes de FPM esta apresentada na Tabela 3. O valor da umidade (UM) da carcaca
diminuiu significativamente assim como os valores de extrato etéreo (P<0,05), conforme o
aumento da inclusdo de FPM na ragdo, assim como os valores de cinzas. A maior composi¢ao
quimica da carcaca em proteina bruta (PB) foi apresentada pelos peixes do tratamento com
2%FPM, 4%FPM e 8%FPM de inclusdo de FPM. Provavelmente em resposta a baixa
quantidade de extrato etéreo (EE) apresentada nestes mesmos tratamentos.

Observou-se efeito quadratico negativo para as variaveis de GP (45 e 90 dias) e CR e,
efeito quadratico positivo para a variavel CA (45 e 90 dias), em resposta aos niveis de
inclusdo de FPM na ragéo. Os niveis de inclusdo de FPM que resultaram no menor GP aos 45
dias e 90 dias foram de 12,20 e 5,55%, respectivamente. Isso indica que com o tempo, o nivel
de inclusdo de FPM toleravel para o GP, foi reduzido. Para o CR, estimou-se o ponto de
minima de 12,31% de inclusdo de FPM e, aos 45 e 90 dias, a pior CA foi de 5,57 e 6,54%,
respectivamente. O IHS apresentou efeito linear negativo (Figura 1) conforme o aumento de
inclusdo de FPM na racéo.

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados da porcentagem de mortalidade
(MORT%) e tempo de vida em dias dos peixes. Os peixes do tratamento com 16%FPM
apresentaram menor tempo de vida e 100% de mortalidade, indicando a alta toxicidade
presente no FPM.

As tilapias que consumiram niveis acima de 2% de FPM apresentaram, neste estudo,
sinais de anorexia, natagcdo erratica, apatia, boca e opérculos hemorragicos, olhos escuros,

escoliose e inanicdo (Figura 2).
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Houve boa aceitabilidade das dietas pelos peixes em todos 0s tratamentos no inicio do
experimento, porém, apds uma semana, oS peixes do tratamento 16%FPM diminuiram
drasticamente o consumo de racdo. Consequentemente a esse sinal, duas a trés semanas apos,
0s peixes do tratamento 8%FPM também apresentaram 0 mesmo comportamento. Este
comportamento se estendeu até o fim do periodo experimental abrangendo também os peixes
do tratamento 2%FPM. Este tipo de comportamento também foi descrito por outros autores
(Robaina et al., 1995) e, segundo estes, isso pode estar associado a alta sensibilidade do peixe
as propriedades organolépticas presente nessas dietas.

Os resultados deste estudo demonstraram que o desenvolvimento do animal foi
prejudicado pela inclusdo do FPM na dieta. Makkar et al. (1997) descreveram diversas
substancias antinutricionais presentes nas sementes de algumas variedades da planta do
pinhdo manso. Sendo assim, Francis et al. (2001) destacaram os principais: inibidores de
tripsina, lectina, saponina, fitato e o éster de forbol. Dentre estes, exceto o éster de forbol,
também estdo presentes no farelo de soja e, sdo desativados pelo processamento térmico.
Dessa forma, alguns sinais clinicos em animais apresentados na literatura sobre o farelo de
soja, também foram observados nos peixes do presente estudo. Porém, é dificil descrever qual
desses fatores antinutricionais proporcionaram tais sinais de intoxicacdo nestes peixes.

Refstie et al. (1998) descreveram a piora da conversdao alimentar e do crescimento do
salmdo do Atlantico (Salmo salar) resultado do baixo consumo de racdo. Ratos apresentaram
perda de peso, diminuicdo do crescimento, da conversdao alimentar e da taxa de utilizacdo
protéica ao consumirem rac6es que continham inibidores de protease e lectina (Armour et al.,
1998). Extratos purificados de farelo de soja e de proteina isolada de soja contendo saponina
Quillaja foram fornecidos para o salmdo “chinook” (Oncorhynchus tshawytscha) e truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss). Essas dietas provocaram danos na mucosa intestinal, grande

reducdo de consumo e do crescimento desses peixes (Bureau et al., 1998). Robaina et al.
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(1995) sugeriram que os baixos valores de digestibilidade e altera¢des histologicas no figado
de juvenis de dourada (Sparus aurata) foram causadas pelo fitato. Isso ocorreu devido a acao
do fitato na reducdo da disponibilidade dos minerais e prejudicando a digestibilidade da
proteina, pela formacdo do complexo proteina-acido fitico, diminuindo a absorcdo dos
nutrientes e causando danos na regido do ceco pilorico do intestino (Francis et al., 2001).
Becker & Makkar (1998) relataram a rejeicdo do alimento, diminuicdo do crescimento e
producdo de muco fecal em carpa comum (Cyprinus carpio) ao consumirem niveis acima de
31 ppm de éster de forbol na dieta.

Tanto o fitato quanto o éster de forbol podem estar relacionado aos demais sinais
clinicos apresentados pelos peixes deste estudo como anorexia, escoliose, crescimento
reduzido, piora na conversdo alimentar e comportamento apatico entre outros. Entretanto,
alguns desses sinais estdo relacionados a deficiéncia em diversas vitaminas e minerais (Tacon,
1992; Kubitza, 1999). Fator este aumentado com o baixo consumo de alimento.

A diminuicdo do consumo ou simplesmente o ndo consumo da racéo, proporciona uma
série de transtornos relacionados ao metabolismo, entre eles a quantidade de alimento ingerida
e a qualidade deste (Schimidt-Nielsen, 1996). Sem o consumo de racdo o animal estd
utilizando de maneira menos eficiente o0 aporte energético proveniente do alimento que é
direcionado a atividade externa e manutencdo interna do organismo e, ainda, suprimindo
substancias especificas para sua conservagdo e crescimento. Entre as substancias especificas
estdo os aminoacidos, vitaminas e outros nutrientes essenciais, além de varios minerais e
outros elementos. A escassez ou falta desses nutrientes, causam o estresse metabdlico,
podendo aumentar todos os sinais relatados por fatores antinutricionais.

Outra causa independente a privacdo do consumo esta relacionada a fatores como

processamento da dieta ou estocagem, lixiviacdo de vitaminas na agua, deficiéncias devido a
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presenca de antivitaminas, presenca de antibitico na racdo e estado de estresse e
imunocompeténcia do animal (Tacon, 1992).

Os resultados da andlise quimica das carcagas demonstraram que a porcentagem de
umidade diminuiu conforme o aumento do nivel de FPM nas racOes. Isso pode estar
relacionado ao crescimento reduzido desses peixes, apresentando menor musculatura e,
consequentemente menos compostos quimicos. Efeito semelhante apresentou as carcacas de
juvenis de tilapia do Nilo que consumiram niveis crescentes de folha de moringa (Moringa
oleifera Lam.) que contém saponinas, acido fitico e taninos (Richter et al., 2003).

Na composicdo corporal das carcacas, os valores de cinzas demonstraram diferencas
significativas (P<0,05). Porém, o melhor resultado foi representado pelo tratamento controle
(0%FPM), se assemelhando a média de cinzas das carcacas de tilapias no estudo de Richter et
al. (2003) (3,95%).

O alto valor de proteina bruta (PB) apresentado pelos peixes dos tratamentos 2%FPM,
4%FPM e 8%FPM, assemelha-se aos obtidos em carcacas de tilapias (68,6% de PB) que
consumiram spirulina, alga rica em proteina (Takeuchi et al., 2002). Esses valores sdo
similares ao da carcaca inicial, indicando que a dieta ndo influenciou na composicdo final da
carcaca. Os menores valores de PB apresentados pela carcaca dos peixes que consumiram 0S
niveis 0%FPM e 1%FPM podem estar relacionados a digestibilidade da proteina e a maior
quantidade de gordura presente na carcacga. Estes valores sdo semelhantes ao apresentado no
tratamento controle do trabalho de Richter et al. (2003) (53,2% de PB, valor calculado) onde
tilapias do Nilo consumiram niveis crescentes de folhas de moringa. Outras diferencas podem
estar relacionadas a composicao quimica entre os estudos e ao consumo de ragdo pelos peixes.

Os resultados de EE nos tratamentos 0%FPM e 1%FPM estdo elevados quando
comparado com outros estudos (Takeuchi et al., 2002; El-Saidy & Gaber, 2005; Ochang et al.,

2007) que se situam por volta de 4 a 20% de gordura bruta. Entretanto, os valores de EE das
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carcacas dos peixes dos demais tratamentos apresentam-se de forma decrescente,
semelhantemente ao apresentado por Richter et al. (2003). Esses valores decrescentes
corroboram o consumo de racdo do presente estudo, indicando que o depdsito de gordura foi
prejudicado conforme houve a diminuigéo da ingestdo de alimento.

O indice hepatossomatico (IHS) apresentou queda linear conforme o aumento da
inclusdo de FPM na dieta, revelando a diminuicdo da quantidade de gordura armazenada no
figado dos peixes que receberam os tratamentos com maior inclusdo de FPM. Efeito
semelhante obteve Richter et al. (2003) ao substituirem gradativamente folhas de moringa na
dieta de tilapias. Entretanto, o IHS se relacionou com a deposicdo de gordura apresentada
pelas carcacas dos peixes.

A alta mortalidade e 0 menor tempo de vida apresentados pelos peixes do tratamento
com 16%FPM demonstraram a alta toxidade deste farelo. Outro fator relevante para a elevada
taxa de mortalidade foi 0 baixo consumo apresentado pelos peixes deste tratamento, o que
causou inanicdo e, consequentemente, morte dos mesmos. A literatura apresenta casos
semelhantes em bezerros que consumiram niveis crescentes da semente de pinhdo manso,
resultando na morte destes animais (Ahmed & Adam, 1979). Segundo Rakshit et al. (2008) so
a presenca de éster de forbol na dieta para ratos foi capaz de induzir perda de peso, por causar
efeitos significativos no consumo e na taxa de crescimento dos mesmaos.

Conforme observado, sugere-se que o FPM, apesar de conter elevado conteudo protéico,
ndo deve ser utilizado na alimentagcdo de alevinos de tilapia do Nilo sem ser detoxicado.
Recomenda-se que novos estudos sejam realizados avaliando sua digestibilidade e
posteriormente seu potencial nutritivo na forma detoxicada, no sentido de se conhecer melhor

essa fonte alternativa de proteina para os animais.
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Conclusdes
A inclusdo de farelo de pinhdo manso racdo provoca efeitos deletérios fatais em
alevinos de tilapia do Nilo devido a presenca de fatores antinutricionais em sua composicéo,
logo, ndo deve ser utilizado na alimentacao destes peixes.
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Tabelas

Tabela 1 — Formulagéo das dietas e composicéo calculada (%)

Tratamento
Ingrediente Nivel de inclusdo de farelo de pinhdo manso (%)
0%FPM 1%FPM 2%FPM 4%FPM 8%FPM 16%FPM

Farelo de trigo 11,00 11,50 7,68 9,00 0,00 1,00
Farelo de algodao 38 1,50 0,50 1,00 2,00 0,00 0,00
Quirera de arroz 2,50 0,00 7,99 9,00 8,00 8,00
Farelo de soja 47,50 46,50 45,50 43,50 39,50 31,50
Farinha de peixe 6,00 7,00 7,56 7,49 12,44 15,50
Milho 16,42 18,40 13,95 12,00 18,00 17,47
Celulose 5,80 5,55 5,25 4,00 3,70 0,00
L — Lisina 0,27 0,27 0,30 0,37 0,39 0,52
DL - Metionina 0,62 0,62 0,62 0,62 0,60 0,60
Triptofano 0,04 0,05 0,06 0,06 0,09 0,12
Treonina 0,60 0,60 0,62 0,65 0,66 0,72
Oleo de soja 3,75 4,16 3,70 3,50 4,80 4,75
Fosfato bicélcico 3,18 3,04 2,95 3,00 3,00 3,00
Vitamina C 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Sal comum 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Suplemento vitaminico® 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Suplemento mineral” 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
BHT® 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Farelo de pinhdo manso 0,00 1,00 2,00 4,00 8,00 16,00
Oxido de crémio 111 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10

TOTAL 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Nutriente
Energia bruta (cal/g) 4037 4051 4037 4044 4043 4054
Proteina bruta(%) 32,06 32,05 32,00 32,04 32,00 32,03
Fibra bruta (%) 8,75 8,77 8,70 8,74 8,80 8,87
Extrato Etéreo (%) 5,94 6,31 6,35 6,39 7,86 8,54
Célcio (%) 1,37 1,40 1,39 1,40 1,63 1,80
Fosforo (%) 0,75 0,75 0,75 0,76 0,85 0,91

Suplemento 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 B3, 32 mg; vitamina B,, 32 mg; pantotenato de calcio, 80 mg; niacina, 170 mg; biotina,
10 mg; écido félico, 10 mg; vitamina B,,, 32 ug; vitamina Bg, 32 mg.

®Suplemento mineral, niveis de garantia por kg da dieta: Na?SeOs, 0,7 mg; MnO, 50 mg; ZnO, 150 mg; FeSO*, 150 mg;
CuSO* 20 mg; CoSO* 0,5 mg; 12Ca, 1 mg.

°Antioxidante Butil hidroxitolueno
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Tabela 4 — Valores medianos da porcentagem de mortalidade (Mort %) e tempo de vida (TV)
de tilapias do Nilo alimentadas com dietas contendo niveis de inclusdo de farelo de pinhao

manso na dieta (n=5)

Tratamento
Variaveis Dias Nivel de inclusdo de farelo de pinhdo manso (%) Sig*
0%FPM 1%FPM 2%FPM 4%FPM 8%FPM 16%FPM
Mort. (%) Oa Oa 12,5ab 12,5ab 12,5ab 100b P<0,01
TV (dias) 902 902 88,4ab  88,9ab  87,5ab 61,3b  P<0,05

Valores medianos na mesma linha com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes, Letras mailsculas
sdo para comparacdo entre niveis de inclusdo de farelo de pinhdo manso e letras minusculas entre os dias. *

Nivel de significancia.
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Figura 1 - Efeito dos niveis crescentes de inclusdo de farelo de pinhdo manso na dieta sobre o

indice hepatossomatico (IHS) da tilapia do Nilo.
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C D
E F
G H

Figura 2 — Sinais clinicos observados nos alevinos de tilapia do Nilo alimentados
com racdo contendo niveis crescentes de FPM: A e B — boca hemorragica; C e D —
olhos escuros e opérculo hemorragico (setas); E — branquias péalidas; F — opérculo

hemorragico; G e H — escoliose.
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RESUMO

O farelo de pinhdo manso é subproduto da extracdo do Oleo de suas sementes e contém
diversos fatores antinutricionais, além do éster de forbol, substancia co-carcinogénica, que
pode provocar problemas aos animais. No entanto, ha falta de informacdo da acdo dos
antinutricionais presentes no farelo de pinhdo manso (FPM) quando consumido pelos peixes.
Neste estudo avaliou-se o efeito da administracdo do FPM em dietas para alevinos de tilapia
do Nilo sobre parametros da morfometria intestinal e histopatologia de figado e pancreas
intra-hepatico. Utilizou-se 240 alevinos com peso médio inicial de 13,82 + 0,39g distribuidos
em 30 aquarios (250 L/cada), num delineamento inteiramente casualizado. Os peixes foram
alimentados com dietas isoprotéicas (32,0% PD) e isoenergéeticas (4000 kcal EB/kg),
contendo niveis crescentes de inclusdo (0,0; 1,0; 2,0; 4,0, 8,0 e 16,0%) de FPM. Aos 45 e 90
dias, todos os peixes foram anestesiados e pesados. Um peixe por aquario foi eutanasiado para
a retirada do figado e intestino para analise histologica. Intestino, figado e pancreas intra-
hepatico foram avaliados. Apo6s 45 dias houve diminuicdo da altura das vilosidades do
intestino e aos 90 dias das vilosidades e profundidade de cripta (P <0,05), conforme aumento
da incluséo de FPM na dieta. Aos 45 dias, os figados dos peixes dos tratamentos 0,0; 1,0; 2,0
e 4%FPM apresentaram diversos graus de esteatose, diminuindo com o aumento da incluséo
de FPM na dieta. Sinais de infiltrado inflamatério, congestéo, presenca de melanomacréfagos
e focos de necrose aumentaram com o aumento da inclusdo de FPM na dieta. O pancreas
intra-hepatico se apresentou de estado normal a totalmente degenerado conforme aumento da
inclusdo de FPM na dieta, indicando alta atividade de inibidores de proteases na digestdo de
proteinas. Conclui-se que o FPM tem poderosas substancias antinutricionais prejudiciais para

a tilapia do Nilo
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Palavras chave: Fatores antinutricionais, intoxicacdo, Jatropha curcas, morfometria,

Oleaginosa, Oreochromis niloticus, patologia.

Alterations in intestinal tissue, liver and pancreas intrahepatic of Nile tilapia fingerlings

fed diets containing increasing levels of jatropha meal

ABSTRACT

Jatropha curcas meal is a byproduct of oil extraction from its seed and contains several
antinutritional factors, in addition to phorbol ester, co-carcinogenic substance that can cause
problems for animals However, there are lack information about the action of anti-nutritional
factors present in jatropha meal (JM), when fish fed. This study was under taken at to the
effect of JM in diets for Nile tilapia fingerlings on intestine morphometry parameters, liver
and pancreas histopathology. Two hundred and forty fish with 13.82 + 0.39g mean initial
weight were randomly assigned to 30 (250I) aquaria in a completely randomized design. Fish
were fed diets to isonitrogenous (32.0% DP) and isoenergetic (4000 kcal GE/kg), containing
graded JM levels (0.0, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 and 16.0%). At 45 and 90 days, all fish were
anesthetized and weighed. One fish per aquarium was euthanized to liver and intestine
removal for histological analysis. Intestine, liver and intrahepatic pancreas aspects were
evaluated. After 45-day decrease in the height of the villi of the intestine and at 90 days of the
villi and crypt depth (p <0.05) increase as the inclusion of JM in the diet. At 45 days, the
livers of fish treatments 0.0, 1.0, 2.0 and 4%JM showed varying degrees of steatosis,
decreasing as increasing the inclusion of JM in the diet. Signs of inflammatory infiltration,
congestion, presence melanomacrophage and foci of necrosis increased with increasing
inclusion of JM in the diet. The pancreas intrahepatic showed a normal state as fully

degenerate increased inclusion of JM in the diet, indicating high activity of protease inhibitors
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in digestion of proteins. In sum, the JM has powerful antinutritional substances harmful to

Nile tilapia.

Key words: Antinutritional factors, intoxication, Jatropha curcas, morphology, oleaginous,

Oreochromis niloticus, pathology.
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Introducéo

Muitos ingredientes utilizados em racdes para peixes procedem da agroindustria, como
farelo de soja, de algodéo e, de girassol, as farinhas de visceras, de penas e a silagem de peixe
(EL-SAYED, 1999). O farelo de pinhdo manso (Jatropha curcas), proveniente da extracdo de
0leo da semente do pinhdo manso, possui grande enfoque atual devido ao programa brasileiro
de biocombustivel (PLA, 2008). Por possuir propriedades nutritivas atrativas para sua
utilizacdo em racdes de animais, o farelo de pinhdo manso é considerado um alimento
alternativo importante para compor a fracao protéica da dieta animal (MAKKAR et al., 1998).
Entretanto, nem todo subproduto da agroinddstria pode ser aproveitado na alimentacéo
animal, pois, dependendo de sua composi¢do quimica, pode causar efeitos prejudiciais ao
animal.

As substancias quimicas presentes em alguns ingredientes de origem vegetal podem ser
chamados de antinutricionais, que podem causar a diminui¢cdo do aproveitamento do nutriente
contido nos alimentos. No farelo de pinhdo manso estdo presentes: inibidor de tripsina,
saponina, lectina, fitato e o éster de forbol como fatores antinutricionais. Embora sejam
numerosos os trabalhos sobre a agdo desses fatores antinutricionais na alimentagéo de peixes,
sdo raros os estudos sobre sua atividade nos orgaos-alvo utilizando o farelo de pinhdo manso
como alimento.

O intestino de peixes € um tubo relativamente simples, iniciando na valvula pildrica e
terminando no reto, ndo sendo separado em delgado e grosso, como nos mamiferos. Este
orgdo, nos peixes, pode desempenhar outras funcbes além da de digestdo e absor¢do, como
auxiliar na osmorregulacdo ou na respiracdo. O figado de teledsteos possui um consideravel
volume em relagdo ao corpo € um 6rgdo multifuncional responsavel pelo processamento e

depdsito de metabdlitos importantes para a sobrevivéncia desses animais. Em peixes que se
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alimentam de racdo sua cor € mais clara do que a dos peixes, da mesma espécie, que se
encontram em habitat natural. Na tilapia do Nilo é um érgdo compacto que se combina com o
pancreas formando o hepatopancreas, sendo que em outras se encontram totalmente separados
(ROTTA, 2003). Esses orgdos apresentam respostas morfoldgicas, onde o seu conhecimento
histologico tem extrema importancia para a elaboracdo de dietas que atendam as exigéncias
nutricionais dos peixes, pois as modificacdes no sistema digestorio estdo relacionadas com o
habito alimentar e satde dos mesmos.

Refstie et al. (2000) observaram que a truta arco-iris e 0 salmdo do Atlantico
apresentaram desempenho oposto as diferentes dietas contendo farelo de soja. O salméo
apresentou-se mais sensivel a nova dieta provavelmente pela presenca de fatores
antinutricionais. Porém, as duas espécies apresentaram alteracGes teciduais na porcao distal do
intestino ao se alimentarem de dietas contendo farelo de soja.

Segundo Silva & Silva (2000), as lectinas sao responsaveis pela inflamacéao intensa com
destruicdo das células do epitélio intestinal, edema, hiperemia, hemorragia em tecidos
linfaticos, degeneracdo gordurosa e necrose do figado e lesdes do miocardio e sistema
vascular de animais que ingeriram esta substancia.

Os efeitos antinutricionais das saponinas estdo relacionados as modificacbes na
permeabilidade da mucosa intestinal, inibindo o transporte de alguns nutrientes e facilitando a
absorcéo de outros compostos. Bureau et al. (1998) testaram extratos purificados de farelo de
soja e de proteina isolada de soja suplementados com a saponina Quillaja em salmé&o
“chinook” (Oncorhynchus tshawytscha) e em truta arco-iris. Foi observado que as dietas
provocaram completa supressdo no desempenho do salmdo devido a dréstica reducdo do
consumo de ragdo. As trutas também apresentaram decréscimo significativo no crescimento.

Em ambas as espécies foram observados danos a mucosa intestinal.
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Juvenis de dourada apresentaram valores reduzidos de digestibilidade e alteragdes
histologicas no figado quando foram alimentadas com dietas contendo 30% de inclusdo da
proteina do farelo de soja em substituicdo a proteina da farinha de peixe. Porém, os valores de
inibidores de proteases ndo foram significativos para causar tais alteraces, dessa forma
Robaina et al. (1995) sugeriram que as alteracdes provavelmente foram causadas pelo fitato.

Becker & Makkar (1998) observaram que a carpa comum é altamente sensivel ao éster
de forbol. Niveis acima de 31 ppm na dieta, induziram rejeicdo do alimento, diminui¢do do
crescimento e producdo de muco fecal, sem provocar mortalidade nos animais.

A fim de se avaliar os efeitos dos antinutricionais desse produto, avaliou-se a
morfometria intestinal e as alteracGes teciduais no figado e pancreas intra-hepatico de peixes

arragcoados com ragdes contendo niveis crescentes de farelo de pinhdo manso.

Material e Métodos

Essa pesquisa foi realizada na UNESP - Universidade Estadual Paulista, na Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, no Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos
(AquaNutri), Campus de Botucatu, unidade integrada ao Caunesp, S&o Paulo, Brasil.

A semente do pinhdo manso foi esmagada pelo processo de prensa “tipo expeller”. Esta
semente sofreu agquecimento durante o processo de prensagem, o qual visa melhorar o
rendimento da extracdo. O 6leo foi extraido por presséo e por esmagamento, apos rompimento
das células para a liberacdo do 6leo. O material residual foi transformado em torta. Esta foi
moida em triturador, obtendo-se entdo o farelo de pinhdo manso (FPM).

Foram formuladas seis racdes contendo diferentes niveis de inclusdo do FPM. A dieta
controle (0%FPM) foi formulada com base nas exigéncias nutricionais da tilapia e

confeccionada a base de farelo de soja como fonte protéica principal. Cinco niveis de inclusdo
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1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0% de FPM constituindo os tratamentos 1%FPM, 2%FPM, 4%FPM,
8%FPM e 16%FPM, respectivamente (Tabela 1). As ragdes experimentais foram formuladas
com base nas exigéncias em nutrientes e energia bruta para a tildpia do Nilo, e se
apresentaram isoenergéticas (4000 kcal/kg de EB), isofibrosas (8,7% de FB) e isoprotéicas

(32,0% de PB).

Tabela 1 — Formulacédo das dietas e composi¢édo calculada (%)

Tratamento
Ingrediente Niveis de inclusdo de farelo de pinh&o manso (%)
0%FPM 1%FPM 2%FPM 4%FPM 8%FPM 16%FPM

Farelo de trigo 11,00 11,50 7,68 9,00 0,00 1,00
Farelo de algodao 1,50 0,50 1,00 2,00 0,00 0,00
Quirera de arroz 2,50 0,00 7,99 9,00 8,00 8,00
Farelo de soja 47,50 46,50 45,50 43,50 39,50 31,50
Farinha de peixe 6,00 7,00 7,56 7,49 12,44 15,50
Milho 16,42 18,40 13,95 12,00 18,00 17,47
a — Celulose 5,80 5,55 5,25 4,00 3,70 0,00
L — Lisina 0,27 0,27 0,30 0,37 0,39 0,52
DL - Metionina 0,62 0,62 0,62 0,62 0,60 0,60
L — Triptofano 0,04 0,05 0,06 0,06 0,09 0,12
L — Treonina 0,60 0,60 0,62 0,65 0,66 0,72
Oleo de soja 3,75 4,16 3,70 3,50 4,80 4,75
Fosfato bicélcico 3,18 3,04 2,95 3,00 3,00 3,00
Vitamina C 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Sal comum 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Suplemento vitaminico® 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Suplemento mineral” 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
BHT® 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Farelo de pinhdo manso 0,00 1,00 2,00 4,00 8,00 16,00
Oxido de crémio-I11 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10

TOTAL 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Nutriente
Energia bruta (cal/g) 4037 4051 4037 4044 4043 4054
Proteina bruta (%) 32,06 32,05 32,00 32,04 32,00 32,03
Fibra bruta (%) 8,75 8,77 8,70 8,74 8,80 8,87
Extrato etéreo (%) 5,94 6,31 6,35 6,39 7,86 8,54
Célcio (%) 1,37 1,40 1,39 1,40 1,63 1,80

Fosforo disponivel (%) 0,75 0,75 0,75 0,76 0,85 0,91
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Suplemento 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 B3, 32 mg; vitamina B,, 32 mg; pantotenato de calcio, 80 mg; niacina, 170 mg; biotina,
10 mg; écido félico, 10 mg; vitamina B,,, 32 ug; vitamina Bg, 32 mg.

®Suplemento mineral, niveis de garantia por kg da dieta: Na?SeOs, 0,7 mg; MnO, 50 mg; ZnO, 150 mg; FeSO*, 150 mg;
CuSO* 20 mg; CoSO* 0,5 mg; 12Ca, 1 mg.

‘Antioxidante Butil hidroxitolueno

Todos os ingredientes das ragdes foram moidos e homogeneizados. Logo apos,
adicionou-se agua a 55,0°C e a mistura foi peletizada e seca em estufa de circulagdo forcada
de ar a 55,0°C/24 horas. Em seguida, os granulos foram fracionados em diferentes diametros
médios, ajustando-se ao tamanho da boca dos animais, e posteriormente armazenados a -
18,0°C até a utilizacao.

Foram selecionados 240 alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), invertidos
sexualmente, com peso médio inicial de 13,82g+0,39g. Estes provenientes da mesma desova,
foram aleatoriamente estocados em 30 aquéarios de 250 L, na densidade de oito
peixes/aquario. Os tratamentos experimentais foram aleatoriamente distribuidos nos aquérios,
dotados de sistema de recirculacdo de 4gua, com um biofiltro de 1000 L para cada conjunto de
aquarios, mantendo a qualidade fisico-quimica da agua. Por meio de termostato digital,
manteve-se a temperatura em 26°C+0,34, dentro da faixa de conforto para a espécie.

Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente quatro vezes ao dia: as 8h30,
11h30, 14h30 e as 17h30 e manteve-se o fotoperiodo de 10L:14E durante os 90 dias
experimentais. Os resultados das analises fisico-quimicas da &gua, obtidas quinzenalmente
foram de 6,10 £ 0,33 mg/L de oxigénio dissolvido e pH de 7,01 + 0,05. Os aquéarios foram
sifonados semanalmente para a limpeza e retirada das fezes, resultando na renovacdo de

aproximadamente 20,0% do volume total da agua do sistema.
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Um lote de alevinos aos 45 e 90 dias foi anestesiado com solugdo alcoodlica de
benzocaina, numa concentracdo de 1,59 de anestésico para 15L de d&gua, pesados e
eutanasiados, por profundamento do plano anestésico, para a remocao do figado e intestino
para analises histologicas. Aos 45 e 90 dias de experimento foi recolhido de cinco peixes por
tratamento o figado e a parte do terco inicial do intestino, o qual foi cortado no sentido
longitudinal, alfinetado em placas de isopor e mergulhado em Formol. Apds 24 horas de
permanéncia no Formol a 10%, o material foi lavado por 24 horas em agua corrente para a
retirada do mesmo e em seguida adicionado em alcool 70,0%. Ao confeccionar as laminas
histologicas o material foi submetido a desidratagdo por tratamento com alcool em
concentracdes crescentes (70,0 a 100,0%). As amostras foram diafanizadas e incluidas em
Histosec®. Os cortes, com cinco micrometros de espessura, foram corados com Hematoxilina
e Eosina (HE).

Realizou-se a leitura morfométrica das vilosidades e cripta do intestino. Foram
efetuadas trinta mensuracfes para cada parametro medido. No figado e pancreas foram
avaliados a disposi¢do dos hepatdcitos e aspectos patoldgicos.

As leituras das laminas histolégicas foram realizadas com auxilio de microscopio ético
acoplado ao sistema analisador de imagens Leica (Image-Pro Plus versdo 4.5.0.27)
pertencente ao Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias (IBB), UNESP -
Botucatu.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com seis
tratamentos e cinco repeticbes. Para a avaliacdo dos resultados utilizou-se a andlise de
variancia e teste de Tukey quando constatada diferenca significativa entre os tratamentos. Os
dados foram processados utilizando-se o pacote computacional SAEG, ao nivel de 5,0% de

significancia.
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Resultados e discussao

Foi observado aos 45 dias decréscimo significativo da altura da vilosidade do intestino
e aos 90 dias da vilosidade e da profundidade de cripta (p<0,05) conforme aumento da
inclusdo de FPM na dieta (Tabela 2). A relacdo vilo:cripta do intestino de peixes que
consumiram a dieta controle apresentou diminuicdo significativa (P<0,05) aos 90 dias em
comparacdo aos 45 dias. Aparentemente houve um mecanismo de compensacdo, onde
conforme a reducao da altura da vilosidade, a cripta aumenta de tamanho suprindo a absorcao

de nutrientes.

Tabela 2 — Valores médios da morfometria da vilosidade e de cripta e relacdo vilo:cripta da

tilapia do Nilo alimentada com niveis crescentes de inclusdo de farelo de pinhdo manso na

dieta (n=5).
Tratamento
Nivel de inclusdo de farelo de pinhdo manso (%)
Dias Parametro (um) 0%FPM 1%FPM 2%FPM 4%FPM 8%FPM
Altura de Vilo 349,56a 329,47ab 334,35ab 263,50ab 222,49b
Profundidade de Cripta 56 55,27 49 44,96 46,12
.4 ______Relagiov:iC 6,230A __6000A _ 686aA __586aA _ 4,83aA
Altura de Vilo 427,728 420,89a 237,56b  236,55b  188,08b
Profundidade de Cripta 133,042 90,34a 45,66b 42,40b 39,19b
90 Relacdo V:C 4,09aB 4,71aA 537aA  5,62aA  4,80aA

Médias na mesma linha com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes (P<0,05); Letras mindsculas sdo

para comparacgdo entre niveis de inclusdo de farelo de pinhdo manso e letras maiusculas entre os dias.

As alteracGes morfométricas no intestino da tilpia do Nilo alimentada até os 45 dias
com niveis crescentes de inclusdo de farelo de pinhdo manso na dieta estdo apresentadas na

Fotomicrografia 1. As laminas de intestino dos peixes do tratamento 16%FPM aos 45 néo
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apresentaram leitura (fotomicrografia 1 - D) e aos 90 dias ndo ha laminas, pois houve
mortalidade de todos os peixes. Foi observado diminui¢do do tamanho e alteragdes teciduais

das vilosidades do intestino conforme aumento da inclusdo do FPM na racéo.

Fotomicrografia 1 — AlteracGes morfométricas no intestino da tilpia do Nilo alimentada até

0s 45 dias com niveis crescentes de inclusdo de farelo de pinhdo manso na dieta. A -
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Tratamento controle (HE, 100X); B — Tratamento 1%FPM (HE, 200X); C — Tratamento

8%FPM (HE, 100X); D — Tratamento 16%FPM (HE, 40X).

As alteracdes morfométricas no intestino da tilapia do Nilo alimentada até os 90 dias
com niveis crescentes de inclusdo de farelo de pinhdo manso na dieta estdo apresentadas na
Fotomicrografia 2. Foi observado diminuicdo do tamanho e alteragcdes teciduais das

vilosidades do intestino conforme aumento da inclusdo do FPM na ragéo.
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Fotomicrografia 2 — Alteragdes morfométricas no intestino da tilapia do Nilo alimentada até
os 90 dias com niveis crescentes de inclusdo de farelo de pinhdo manso na dieta. A -
Tratamento controle (HE, 100X); B — Tratamento 2%FPM (HE, 100X); C — Tratamento

4%FPM (HE, 40X); D — Tratamento 8%FPM (HE, 40X).
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A Tabela 3 apresenta os valores médios de ganho de peso (GP), conversdo alimentar
(CA) e consumo de racdo (CR) da tilapia do Nilo alimentada com niveis crescentes de
inclusdo de FPM na dieta. O nivel de inclusédo de FPM que resultou no menor GP final foi de
5,55%. Para o CR, estimou-se o ponto de minima de 12,31% de inclusdo de FPM e, ao final

do periodo experimental a pior CA foi de 6,54%.

Tabela 3 — Valores médios de Ganho de Peso (GP), conversédo alimentar (CA) e consumo de
racdo (CR) da tildpia do Nilo alimentada com niveis crescentes de inclusdo de farelo de

pinhdo manso na dieta (n=5).

Tratamento
Variavel Nivel de inclus&o de farelo de pinhdo manso (%) Regressao Sig*
0%FPM  1%FPM 2%FPM 4%FPM 8%FPM

12178 5788 1944 9,89 544  Y=109,196-45,1707x+4,07078X2
GP@  y919 +356 +578 +154  +053 R220,02 P<0,05
1,79 2,66 3,59 411 4,60 Y= 1,870+0,871x-0,0666%°
CA" 4012  +045 +038 +101  +055 R?20,775 P<0,01
1684,9 1204,66 763,98 564,44 515,06 Y= :|.430,97-213,70X+8,68267X2
CR®) 15401 +7806 +6538 +5525 +1785 R?=0.85 P<0,05

* Nivel de significancia;

As alteracdes histologicas no figado dos peixes que consumiram dietas contendo FPM
aos 45 dias estdo apresentadas na Fotomicrografia 3. Os peixes que consumiram as dietas com
0%FPM até 4%FPM apresentaram aos 45 dias diversos graus de esteatose no figado,
diminuindo conforme aumento da inclusdo de FPM na dieta. A partir do tratamento 4%FPM
0s sinais de esteatose diminuiram conforme o consumo de racdo e ganho de peso foram

reduzidos, indicando provavel consumo energético provindo da gordura hepatica.
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Porém, sinais de infiltrado inflamatdrio, congestdo, desarranjo cordonal, presenga de

melanomacrofagos e focos de necrose aumentaram conforme o aumento de inclusao de FPM.

Fotomicrografia 3 — Alteracdes teciduais em figado da tilapia do Nilo alimentada até os 45
dias com niveis crescentes de inclusdo de farelo de pinhdo manso na dieta (HE, 400X). A -
Inicio de congestdo (ic) e infiltrado inflamatdrio (ii), Tratamento controle; B — Congestéo (c),

infiltrado inflamatorio (ii), desarranjo cordonal (dc), Tratamento 1%FPM; C — Congestéo (c),
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esteatose (e), infiltrado inflamatério (ii), melanomacréfagos (ml), focos necroticos (fn),
Tratamento 2%FPM; D — Inicio de congestdo (ic) e esteatose (e), Tratamento 4%FPM; E —

Vacuolizacgdo (v) e congestéo (c), Tratamento 8%FPM.

Aos 90 dias, os figados dos peixes do tratamento controle apresentaram graus elevados
de esteatose (vacuolos citoplasmaticos de limites bem definidos caracterizando esteatose) e
necrose severa, indicando que houve degeneracéo pelo excesso de gordura (Fotomicrografia
4). O acumulo de gordura hepéatica ocorre pelo excesso de energia contida na dieta,
deficiéncia causada pela vitamina E, colina e aminoacido metionina (SILVA &
GONCALVES, 2008). Nao foi observado esteatose nos figados com maior incluséo de FPM
na dieta (4%FPM e 8%FPM), provavelmente os peixes destes tratamentos compensaram o
baixo consumo de alimento, utilizando a reserva lipidica do figado. Entretanto o pancreas
intra-hepatico, tanto aos 45 quanto aos 90 dias, se apresentou de estado normal a totalmente
degenerado conforme aumento da inclusdo de FPM na dieta, indicando alta atividade de

inibidores de proteases na digestédo de proteinas (Fotomicrografias 5 e 6).
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Fotomicrografia 4 — Alterac@es teciduais em figado da tilapia do Nilo alimentada até os 90
dias com niveis crescentes de inclusdo de farelo de pinhdo manso na dieta (HE, 400X). A —
Necrose severa (ns) e congestdo (c), Tratamento controle; B — Esteatose (e) e congestdo (c),
Tratamento 2%FPM; C — Foco necrético (fn) e infiltrado inflamatério (ii), Tratamento

8%FPM.
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Fotomicrografia 5 — Alteracfes teciduais no péancreas intra-hepatico da tilapia do Nilo
alimentada até os 45 dias com niveis crescentes de inclusdo de farelo de pinhdo manso na
dieta (HE, 400X). A — Infiltrado inflamatério (ii) com predominio de células mononucleares,
congestdo (c), focos de necrose (fn), granulos de zimogénio (gz), Tratamento 1%FPM; B —
Pancreas degenerado, congestdo (c), infiltrado inflamatério (ii), melanomacrofago (ml),
Tratamento 4%FPM; C — Congestdo (c) e infiltrado inflamatorio (ii), esteatose (e), granulos
de zimogénio (gz), Tratamento 4%FPM; D — Pancreas degenerado, melanomacrofagos (ml),

congestdo (c), Tratamento 8%FPM.
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Fotomicrografia 6 — AlteracGes teciduais no pancreas intra-hepatico da tilapia do Nilo
alimentada até os 90 dias com niveis crescentes de inclusdo de farelo de pinhdo manso na
dieta (HE, 400X). A — Pancreas degenerado, infiltrado inflamatorio (ii), congestdo (c),
melanomacrofagos (ml), vacuolizacdo (v), Tratamento 1%FPM; B - Péancreas em

degeneracdo, esteatose (e), melanomacrofagos (ml), Tratamento 4%FPM,;



72

O papel principal do epitélio intestinal é atuar como barreira fisica a macromoléculas e
apresentar superficie absortiva e secretoria. Porem é sensivel a diversos fatores no limen e na
mucosa. Observou-se que as vilosidades e algumas criptas de alguns peixes foram
prejudicadas com a inclusdo do FPM na dieta. Porém, muitos mecanismos em potencial
podem implicar na aceleracédo das taxas de morte dessas células. Destes inclui-se a exposicéo
as células-T, metabolitos reativos de oxigénio, citocinas, hipdxia e proteases (GIBSON et al.,
1996). Entretanto, dentre estes fatores, as proteases seriam a mais provavel causa para a
reducdo do tamanho da vilosidade do intestino dos peixes. Porém, ha acéo de inibidores de
proteases provenientes da dieta bloqueando a atividade da protease da dieta (KOBAYASHI et
al., 2004).

No entanto, o epitélio intestinal consome grande quantidade de energia e outros
nutrientes devido a manutencdo de altas taxas de renovacao, proliferacdo celular, sintese e
secrec¢do, entre outros processos (GIBSON et al., 1996). Para isso, dentre outras substancias, o
maior substrato energético para o intestino delgado provém da glutamina. Este aminoacido
tém sido utilizado em diversos estudos para diminuir a atrofia da mucosa em dietas para
leitbes recém desmamados (WU et al., 1996) e como fonte de energia para o desenvolvimento
da mucosa intestinal (MAIORKA et al., 2000).

Assim, de acordo com os dados apresentados na Tabela 3, o GP, a CA e o CR, foram
prejudicados com a inclusdo do FPM na ragdo, ocasionando assim um estado de desnutri¢cdo
severo nos peixes. Contudo, ha uma série de transtornos relacionados ao metabolismo, onde
s0 o fato de ndo consumir o alimento, o peixe despreza involuntariamente o aporte energético
e outros nutrientes como, no caso do intestino, a glutamina.

Entre outras causas prejudiciais ao intestino delgado, deve-se considerar a presenca de
fatores antinutricionais existentes no FPM como as lectinas, as saponinas e o éster de forbol

que também estédo relacionados com danos a mucosa intestinal.
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Ao trabalharem com a administracdo de leucena (Leucaena leucocephala e Leucaena
cunningan) e feijdo guandu (Cajanus cajan) para frangos de corte e avaliarem o epitélio
intestinal, OLIVEIRA et al. (2000) observaram a acdo dos fatores antinutricionais sobre a
diminuicdo do peso, aumento da conversdo alimentar e aumento na relagédo vilo:cripta. A alta
capacidade de ligacdo a carboidratos especificos, principalmente nas células do duodeno e
jejuno, faz com que a lectina prejudique a parede intestinal, além da intensa inflamagdo com
destruicéo das células do epitélio.

Os efeitos antinutricionais da saponina estdo relacionados as modificagbes na
permeabilidade da mucosa intestinal, inibindo o transporte de alguns nutrientes e facilitando a
absorcéo de outros compostos (FRANCIS et al., 2001).

Segundo BECKER & MAKKAR (1998) houve producéo de muco fecal em carpas que
consumiram niveis acima de 31ug de éster de forbol/g na dieta, sugerindo forte efeito
irritante. O éster de forbol é a principal substancia no FPM causadora de anormalidades aos
animais. AHMED & ADAM (1979a) observaram sinais como diarréia em bezerros que
consumiram sementes de pinhdo manso ocorreu devido severos danos no intestino incluindo
enterite e hemorragia catarral.

As alteracdes histopatoldgicas encontradas nos figados das tilapias foram similares ao
apresentado por outras espécies animal. ADAM & MAGZOUB (1975) e AHMED & ADAM
(1979b) observaram sinais de congestdo e varios niveis de degeneracdo gordurosa e necrose
dos hepatdcitos e, consideravel reducdo no contetido em glicogénio no figado de caprinos e
ovinos alimentados com diferentes quantidades de semente de pinhdo manso. Frangos que
consumiram sementes de pinhdo manso, durante quatro semanas, apresentaram intoxicacao
severa indicada pela diminui¢do do crescimento, hepato-nefropatias e congestées no figado

(EL BADWI & ADAM, 1992).
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Alguns sinais sdo diagnosticados pela presenga de fatores antinutricionais como a
lectina que causa degeneracdo gordurosa e necrose do figado (SILVA & SILVA, 2000). A
esteatose ou degeneracdo gordurosa observadas na analise tecidual dos figados da tilapia
alimentada com menores niveis de FPM na dieta pode estar relacionada com a composicéo
energética da dieta. A esteatose ou figado gorduroso em mamiferos pode ser causado também
por distdrbios metabolicos decorrentes da deficiéncia ou excesso de minerais e vitaminas da
dieta, peroxidacdo dos &cidos graxos, intoxicagdes, infeccbes, neoplasias, produtos toxicos e
adicdo de altas doses de hormdnio durante a reversdo e, em varios processos antecede a
necrose (GAYAO, 2009).

Degeneracdo gordurosa similar foi encontrada no inicio do experimento em figados de
peixes “red porgy” (Pagrus pagrus) que consumiram dieta comercial contendo relacéo
proteina/lipideo de 400g/kg e 210g/kg e dieta experimental com P:L de 450/150g por kg
(SCHUCHARDT et al., 2008).

O pancreas intra-hepatico sofreu muito mais alteracbes com os niveis mais elevados de
inclusdo do FPM na dieta. Acredita-se que houve maior concentracdo de inibidores de
proteases proveniente da dieta, aumentando dessa forma a acdo antitriptica no pancreas. Este é
estimulado a produzir e liberar mais enzimas proteoliticas no intestino delgado, pois o
inibidor de protease desativa as enzimas ja presentes na digestdo. Porém, o inibidor de tripsina
continua bloqueando a acdo desta enzima, estimulando o péancreas a liberar mais enzimas,
causando sua hiperatividade (SILVA & SILVA, 2000).

BOONYARATPALIN et al. (1998) observaram atrofia, perda da estrutura normal das
células e pouca defini¢do dos granulos de zimogénios nos pancreas de “Asian seabass” (Lates
calcarifer) alimentados com farelo de soja integral, resultado este também atribuido ao

inibidor de protease.
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Concluséao

Conclui-se que o farelo de pinhdo manso possui substancias antinutricionais que
prejudicam o desenvolvimento do intestino delgado assim como na degeneracdo do pancreas
intra-hepatico. A energia proveniente da dieta foi armazenada no figado causando anomalias

como esteatose hepatica nos tratamentos com menor incluséo de farelo de pinhdo manso.
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CONSIDERACOES FINAIS

a) O farelo de pinhdo manso, apesar de conter elevado contelido protéico, ndo deve ser

utilizado na alimentacgéo de alevinos de tilapia do Nilo sem ser detoxicado;

b) O ndo consumo de racdo pelos peixes impossibilitou os testes de digestibilidade para a
avaliacdo nutricional do farelo de pinhdo. Por esse motivo recomendamos que novos
estudos sejam realizados avaliando sua digestibilidade e posteriormente seu potencial
nutritivo na forma detoxicada, no sentido de se conhecer melhor essa fonte alternativa

de proteina para os animais.

c) Acreditamos que este trabalho sirva de referéncia aos demais que possivelmente virdo
testando farelo de pinhdo manso na forma detoxicada na alimentacdo de peixes e

outros animais.
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