UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP

UTILIZACAO DA LEVEDURA ALCOOLICA (Saccharomyces cerevisiae) COMO
FONTE PROTEICA NA ALIMENTACAO DE JUVENIS DE PACU (Piaractus
mesopotamicus, PISCES, TELEOSTEI): ASPECTOS METABOLICOS E DE

DESEMPENHO PRODUTIVO

Bidloga

JABOTICABAL — SP

Permitida a copia total ou parcial desde que citada a referéncia — A autora



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP

UTILIZACAO DA LEVEDURA ALCOOLICA (Saccharomyces cerevisiae) COMO
FONTE PROTEICA NA ALIMENTACAO DE JUVENIS DE PACU (Piaractus
mesopotamicus, PISCES, TELEOSTEI): ASPECTOS METABOLICOS E DE

DESEMPENHO PRODUTIVO

Autora: ﬂ@&?\ﬂ/ ‘H ‘

Orientadora: ﬂ%@%@ Mo, Elinabeth, Crincusls Unbinali
Co-orientador: WM% . Ballon %M’ Conmeine

Dissertacdo apresentada ao Centro de
Aqlicultura da UNESP, como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de
MESTRE em AQUICULTURA, éarea de
concentracdo em Aquicultura.

JABOTICABAL
Estado de Sao Paulo - Brasil

Setembro - 1996



Ao Joao,
Gabriela e Mariana

dedico com amor.



A0S meus pais
Maria Rosa ( in memorian )

e Armando

A0S meus sogros

Maria da Paz

e Ismar

A0S meus irmaos

Diair

e Marco Antonio

ofereco.



Vi

AGRADECIMENTOS

A Prof.a Dra. Elisabeth Criscuolo Urbinati, pela orientacdo, incentivo e pela
oportunidade de compartilhar grandes licbes de otimismo e dedicacdo ao trabalho.
Ao Prof. Dr. Dalton José Carneiro, pela co-orientacdo, e atencdo sempre a nos
dedicadas.

Ao Prof. Dr. Wagner Cotroni Valenti, pelas primeiras orientagbes no
aperfeicoamento, sempre com amizade dedicacgéo e profissionalismo.

A Prof.a Dra. Lucia Helena Sipaltba Tavares, pelo apoio, sugestées e auxilio no
planejamento das avalia¢des limnolégicas.

Ao Prof. Dr. Euclides Braga Malheiros, pelas valiosas sugestdes nas andlises
estatisticas.

Ao Prof. MSc. Paulo César da Silva, da Universidade Federal de Goias, pelo auxilio
na concessao dos peixes.

A Prof.a Dra. Laura Satiko Okada Nakaghi, pelo auxilio nas anélises de morfometria
do figado.

As doutoras membros da Banca Examinadora, pelas contribuicdes nas correcdes e
sugestdes, que permitiram o aprimoramento deste trabalho.

Aos Prof. Dr. Lewis Green Jhon e Dra. isis do Carmo Kettefhut, da Escola de
Medicina de Ribeirdo Preto - USP, pela colaboracao nas analises de aminoéacidos e

acidos graxos livres.



Vil

As colegas Elenise Gongalves de Oliveira, Valéria Souza Le&o e Marta Verardino De
Stéfani pela dedicacdo e competéncia com que auxiliaram nas andlises e coletas
dos materiais.

As amigas Regina Helena Sant'ana de Faria e Célia Maria Sampaio, com quem
tivemos um convivio bastante alegre e gratificante.

A amiga Ana Silvia, funcionéria da biblioteca, pela dedicacdo e carinho com que
sempre atendeu minhas solicitagdes.

Aos Técnicos de laboratorio, Damares, Euclides, Coelho, Lacia Helena e Sr. Orandi,
do Depto. de Morfologia e Fisiologia Animal, pelo pronto auxilio na conducédo das
andlises.

A Zootecnista Tereza Cristina Ribeiro Dias e aos funcionarios Silvia Regina, Marcelo
Escatolin, Mauro, Waldemir, Mauricio e Jodo Batista do CAUNESP, pelo apoio
técnico.

Aos professores do curso de Pos-Graduacdo em Aquicultura, pela contribuicdo a
minha formacao profissional.

Aos colegas da Pos - Graduacéo e, in memorian de Jodo Guilherme Durigan, pelos
bons momentos compartilhados no curso.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior (CAPES), pela

concessao da bolsa de estudos.



viii

... Foi la (nas Ilhas Salomon) que me conscientizei de que
o grande lance ndo é chegar ao destino, mas estar
trabalhando para chegar l4. Chegar acaba com a graca, com
a luta gostosa, com o sonho. O bom é estar no campo
jogando. E claro que ganhar é 6timo, mas quem realmente

ama o que faz, o fazer € o extremo do prazer ...

Trecho de “Aventuras no Mar”, Hélio Setti Jr.



INDICE

LISTADETABELA . ........ ... .. ... ...
LISTADEFIGURA . .......... ... ... ...

RESUMO. . ... . e

INTRODUGAO ...........ccoiiiinnn.

2. REVISAO DE LITERATURA. . ...........

21.Leveduras .. ... ...,

2.1.1. Composi¢cao quimica e valor nutritivo . . . . ..............

2.2. Desempenho produtivo ............

2.3. Fatores limitantes ao emprego da levedura como alimento . . . . .

2.4. Aspectos do metabolismo. . .........
2.4.1. ConsideragcOes gerais. . . .......
2.4.2. Alteracbes metabdlicas em peixes

contendolevedura............

alimentados com dietas

2.4.3. Caracteristicas estruturais do figado de peixes. . .........

2.5. Exigéncia protéicadopacu . ..... ...

2.6. Composicao corporal ..............

3. MATERIAL E METODOS ..............

3.1. Delineamento e condi¢gbes experimentais. . . ... .............

3.2. Dietas e manejo alimentar. . ... ......

3.3. Obtencao das amostras e metodologia

13

20

23

23

26

33

37

43

a7

48

49

53



3.3.1. Biometrias e desempenho produtivo . . .. ...............

3.3.2. Parametros metabdlicos e de morfometria . . .. ..........

3.3.3. Analise de composicao corporal . . . .......... ... ...

3.3.4. AvaliagOes das condi¢cbes ambientais . . . ...............

3.4. Analises estatisticas .. .......

4. RESULTADOS E DISCUSSAO.. ..

4.1. Condi¢bes ambientais . ......

4.2 Desempenho de produgéo . ...

4.2.1. Mortalidade e alteragbes morfologicas . . .............. .

4.3.Composicéo corporal . .......

4.4. Aspectos do metabolismo . . ..

4.4.1. Estudo morfométricodofigado . ... ...................

5.CONCLUSOES ...............

6. SUMMARY ........... .. ... ...

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

53

54

58

59

60

63

63

69

75

77

81

94

99



LISTA DE TABELAS

Tabela Pagina
1. Composicdo em AA da proteina de levedura e outras fontes protéicas . .. 12
2. Valores de variaveis metabdlicasdopacu . ........................ 26
3. Composicdo em AA da proteina domusculodopacu ............... 43
4. Composicao quimica aproximada dos ingredientes das dietas . . . . ... .. 50
5. Composicao percentual e calculada das dietas experimentais . . ....... 50

6. Composicdo em AA das dietas experimentais e das duas fontes protéicas 52

7. Variaveis limnologicas . . .. ... 64
8. Temperaturas ambiente, maximaeminima........................ 64
9. Resultados das analises estatisticas do desempenho de producéo . . . .. 71

10. Resultados das andlises estatisticas dos dados de composicao corporal 77
11. Resultados das anéalises estatisticas das variaveis metabdlicas . . . . ... 82
12. Resultados das andlises estatisticas das variaveis morfométricas dos

hepatOCitos . . . . ... 9%

Xi



LISTA DE FIGURAS

Figura

1.

2.

InstalacOes experimentais . .. .........

Obtencdo dasamostras . . ...........

. Variaveis limnolégicas . . .. ...........

. Variaveis de desempenho produtivo . . . .

. Variaveis morfométricas dos hepatdcitos

. Variacao diaria da temperatura, manhdetarde ..................

Variaveis metabolicas . . .. ...

61

62

68

69

74

94

98

Xii



Xiii

RESUMO

O presente experimento avaliou o efeito de diferentes niveis de levedura seca de
destilaria alcodlica (Saccharomyces cerevisiae) em dietas para juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus) sobre aspectos do metabolismo, desempenho produtivo
e composicdo corporal. Em delineamento em blocos casualizados, em esquema de
parcela subdividida no tempo (“Split Plot in Time”) foram testados quatro niveis de
substituicdo da farinha de peixe por levedura, 25, 50, 75 e 100 %, com duas
avaliacOes, aos 45 e 87 dias do inicio do experimento. As dietas foram fornecidas
duas vezes ao dia, ad libtum. Duzentos peixes foram distribuidos em 20 tanques
com capacidade para 1330 |, instalados no interior de uma estufa e com fluxo
individual de 4gua. Os parametros de qualidade de 4gua mantiveram-se adequados
ao longo do experimento. Foi possivel a substituicdo da farinha de peixe por
levedura até o nivel de 75 % sem se constatar prejuizo nos diversos parametros
analisados. O nivel mais elevado de levedura na dieta (100 %) levou aos piores
resultados de desempenho produtivo, com menor taxa de crescimento instantaneo.
N&o houve influéncia significativa dos tratamentos sobre a composi¢ao corporal dos
peixes, exceto pela maior concentracao de material mineral no corpo dos peixes que
receberam 100 % de substituicdo. Este nivel de substituicAo provocou alta
mortalidade. Foi observado, nos peixes alimentados com dietas contendo 100 % de
substituicdo de farinha de peixe por levedura, hiperglicemia e decréscimo no
glicogénio hepatico, conteudo total de lipidios e proteina plasméatica. Seguindo o
mesmo padrdo de resposta, 0s hepatdcitos apresentaram a mais baixa area e
volume do citoplasma no mesmo tratamento. Aumento nos niveis de hematdécrito
foram detectados nos peixes que receberam dieta com 100 % de proteina fornecida
pela levedura, aos 87 dias. As demais dietas com levedura (25, 50 e 75 %)
proporcionaram comportamento semelhante, comparado a dieta controle, quanto as

caracteristicas estudadas. Em conclusdo, os resultados do presente estudo,
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sugerem que a dieta com substituicdo total da farinha de peixe por levedura

demonstrou um efeito antinutricional.



1. INTRODUCAO

A producdo mundial de peixes e crustdceos aumentou 96 % de 1984 a 1990,
representando uma taxa média anual de crescimento de 16 % (TACON, 1993).
Peixes de aguas doces tropicais e subtropicais geralmente dominam a producéo.
Nos Estados Unidos da América, o consumo de peixes per capta aumentou 84 % de
1960 a 1995, de 4,7 para 8,6 kg (ANUALPEC,1995). Assumindo que a taxa de
crescimento anual desse setor se mantenha nas proximas décadas, entdo, o

provimento de fertilizantes e racdes devera ser proporcional.

A aquicultura é uma atividade emergente nos paises em crescimento e, com a
sensivel reducdo na oferta de produtos de pesca, a elevada demanda por pescado
de qualidade e os avancos nos processos tecnoldgicos desse setor, ha uma
tendéncia na intensificacdo do cultivo, bem como da producdo de compostos

alimentares especializados.



A alta exigéncia protéica em dietas é uma caracteristica marcante nos organismos
aquaticos, sendo duas a trés vezes mais alto que o requerimento protéico para

animais terrestres.

Por causa desta exigéncia critica, as dietas de peixes cultivados contém altos niveis
de proteina bruta fornecidos principalmente pela farinha de peixe, fonte protéica
convencional, de alto valor bioldgico para cultivo de organismos aquéticos, mas que
vem sendo substituida nas ra¢des, uma vez que sao escassas, de alto custo e

apresenta enorme variabilidade em sua composi¢ao nutricional.

O item alimentacdo pode representar valores acima de 60 % do custo total de
producdo em cultivo intensivo ou semi-intensivo de organismos aquaticos e o
componente proteina deve ser considerado com cuidado, uma vez que é o0
ingrediente mais caro da dieta, justificando os esfor¢cos pelo dominio dos principios
de alimentacdo em peixes. A selecdo dos ingredientes utilizados na racao
desempenhara uma importante funcéo, impondo ao cultivo seu sucesso nutricional

e, consequentemente, econdmico.

Entre os produtos que podem substituir os suplementos protéicos convencionais
usados na alimentacao animal, destacam-se os microorganismos (algas, bactérias e
fungos) considerados fonte de proteina unicelular, subprodutos vegetais,
combinacdes de fontes de ingredientes complementares ou a suplementacéo direta

do nutriente.



O Brasil, sendo o maior produtor mundial de alcool de cana-de-agucar, com uma
producdo estimada para a safra de 95 em 12,7 bilhdes de litros (YOSHII, 1995) e
cuja industria alcooleira apresenta uma boa capacidade instalada de producao e,
com reivindicacdes do setor por novos investimentos no PROALCOOL, é um pais
privilegiado quanto ao aproveitamento dos subprodutos no processamento da cana-
de-acucar, notoriamente a levedura. Segundo DESMONTS (1966), a disponibilidade
da levedura usada para producdo de alcool (Saccharomyces cerevisiae) € de 2 kg

de levedura seca por hectolitro produzido.

Os resultados satisfatorios da utilizacdo da levedura tanto na alimentagdo humana
como animal, levaram algumas empresas a investir maiores recursos em pesquisas
gue visem otimizar a producdo do alimento, por meio de processos que permitam
extrair maior quantidade do produto os quais, por outro lado, quando liberados e néo
processados, podem causar prejuizos ambientais pela elevacdo da demanda

bioguimica de oxigénio (DBO).

O potencial das leveduras como componente de dietas para consumo de animais de
granja vem sendo atualmente investigado com frequéncia. Entretanto, a principal
limitacdo ao uso de leveduras como fonte priméaria de proteinas € o elevado nivel de
acidos nucléicos, a parede celular rigida e a palatabilidade (sabor amargo).
Consequentemente se a producdo de levedura for economicamente viavel, seu
futuro comercial dependera principalmente dos efeitos metabdlicos potencialmente

indesejaveis de substancias associadas como o RNA.



O pacu, Piaractus mesopotamicus, sendo um peixe de alto valor econdémico, tem
sido estudado sob aspectos variados de sua biologia. No entanto, alguns aspectos
da cultura desta espécie tais como exigéncia nutricional e resposta metabdlica em
funcdo da dieta, ainda sdo pontos que necessitam maiores estudos e que

fornecerdo informacdes basicas para otimizacdo de sua exploracdo zootécnica.

O presente trabalho teve por objetivo estudar os efeitos da substituicdo da fonte
convencional de proteina de origem animal por levedura seca da fermentacao
alcodlica (Saccharomyces cerevisiae), em dietas praticas para o pacu (P.
mesopotamicus), através dos parametros metabdlicos e de seu desempenho

produtivo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leveduras

Ainda é muito discutida a classificacdo taxiondmica dos organismos do REINO
FUNGI, constituido pelo unico FILO EUMYCOTA, por serem individuos muito
heterogéneos. As leveduras fazem parte da CLASSE ASCOMICETOS
predominando as do género Saccharomyces em utilizacdes industriais, destacando-

se: S. cerevisiae e S. uvarum.

Segundo DESMONTS (1966), as leveduras usadas na industria alcooleira podem
ser classificadas em dois tipos: de recuperacdo e de cultura. As primeiras, do
género Saccharomyces, constituem-se em um subproduto da fermentacéo alcoolica
do mosto acucarado, obtido em meio anaerdbio apdés a centrifugacdo do vinho;

nesse caso, a producao de levedura é secundaria a producéo de alcool. As



leveduras de culturas, geralmente pertencentes ao género Candida (ou Torula), sdo
obtidas por meio do cultivo em substrato de vinhaca ou melago, com fermentacao
aerdbia, o que resulta em uma intensa multiplicacdo de células, bem maior do que
aquela verificada pelo processo anaerobio e, nesse caso, a levedura é o produto

principal.

O emprego das leveduras como alimento, particularmente como fonte protéica, foi
durante a Primeira Guerra Mundial, com sucesso comprometido por problemas de
palatabilidade principalmente. Mesmo assim, em 1945 grande quantidade de

Saccharomyces sp. foi usada na alimentacéo animal e humana (LOESECKE, 1946).

Alguns exemplos de proteinas unicelulares (“Single Cell Protein” - SCP, que séo,
proteinas de organismos unicelulares) utilizadas em racfes para peixes de agua
doce incluem: algas (Spirulina maxima, Spiragyra maxima, Cladophera glomerata,
Hydrodictyon reticulatum, Chlorella spp.), bactérias (Methanobacter spp.,
Pseudomonas spp., Micrococus spp.) e fungos (Candida spp., Saccharomyces spp.,

Torula spp., Kluyvenomyces spp.) (TACON,1993).

A fonte protéica unicelular mais usada em rac¢des para aquicultura é a levedura,
tanto as de cervejaria como a alcodlica, ou preparados de leveduras produzidos
comercialmente (“Toprina”), merecendo destague, em nossa regido, a levedura

Saccharomyces cerevisiae, obtida de destilaria de alcool de cana-de-acucar.



Usada na alimentacdo de peixes como uma fonte de proteinas, vitaminas
(pigmentos carotendides) e enzimas exdégenas, as proteinas unicelulares sustentam
uma promessa futura como possivel substituto da farinha de peixe, pela sua
habilidade de se desenvolver em uma vasta variedade de substratos e subprodutos,
por crescer em espacos limitados, e com bom controle e geralmente independente
do clima, serem capazes de duplicar sua biomassa em curtos periodos, além da
possibilidade de controle de sua composicdo nutricional por meio de manipulacbes

ambientais ou genéticas (SCHULZ & OSLAGE, 1976).

2.1.1. Composicao quimica e valor nutritivo

A composicdo quimica e o valor nutritivo da levedura sdo dependentes de fatores
como substrato, grau de aeracdo do meio, espécie de levedura, tratamentos
impostos ao meio de cultura, condicbes de secagem e idade das células. O meio de
cultura utilizado é o fator mais importante, afetando a taxa de crescimento e a
composicdo em proteinas e lipidios ( HSU, 1961; DESMONTS, 1968). Dependendo
da espécie, as leveduras podem ser utilizadas como concentrado protéico, gordura

comestivel, aditivo de alimentos ou fonte de vitaminas D e B (HSU, 1961).

O conteudo em proteina bruta da levedura varia de 30 a 60 % e sua fracdo
nitrogenada contém em média 70 a 80 % de aminoacidos, 8 a 12 % de &cidos

nucléicos, 6 a 8 % de amoénia, além de glucosaminas, galactosaminas, glutationa,



lecitina e outros compostos em concentracdes menores (ROSE & HARRISON,

1970).

Segundo SCHULZ & OSLAGE (1976), o conteudo em acido nucléico é proporcional
a taxa de crescimento da massa celular, sendo desta forma influenciado por alguns
fatores durante o processo de fermentacdo. Em estudo com leveduras cultivadas
em diversos substratos, inclusive melaco, os autores obtiveram teores entre 6 a 12
% de &cidos nucléicos. Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por
KIHLBERG (1972), que variaram entre 5 a 12 %. O teor em &cido nucléico é um dos
fatores limitantes do emprego das leveduras na alimentacdo animal, sendo de
grande importancia o controle deste fator quando se pretende produzi-las

industrialmente com finalidade de alimentacéo animal.

SCARINCI et al. (1990) analisaram 10 cepas de leveduras possiveis de utilizacdo na
alimentacdo animal, cultivadas em soro de leite. Em todos os casos foi detectado
alto teor de proteina total (38,91 a 55,09 %), como também de proteina verdadeira

(30,55 a 53,47 %). Em todas leveduras analisadas, o teor de RNA foi baixo (4,43 a

10,41 %), sendo este valor importante quando a biomassa se destina a alimentacéo.

A intensificacdo dos esforcos em utilizar a fermentagédo microbiana para a producao
de nutrientes levou SCHULZ & OSLAGE (1976) a investigarem a composicao

guimica de 10 espécies de leveduras cultivadas em substratos ndo convencionais.



O contetdo em proteina bruta variou entre 39 e 68 %, com énfase a alta
concentracdo de lisina, 6,6 a 8,4 g/16 g N, sendo insatisfatério o teor em
aminoacidos sulfurados, 1,5 a 3,3 g/16 g N. A levedura Saccharomyces cerevisiae,
cultivada em melaco, apresentou teor protéico de 51,5 %, sendo inferior ao das
leveduras cultivadas em soro de leite (64,0 %), licores sulfiticos (55,3 %) e petréleo

(67,8 %) e superior as cultivadas em metanol (38,8 %).

A levedura de recuperacao obtida nas destilarias de alcool de cana-de-agucar,
como a utilizada na presente pesquisa, apresenta teor protéico médio de 30 a 38 %

(MACHADO et al., 1984; MIYADA, 1987; EMBRAPA, 1991).

A composicdo em aminodacidos das leveduras é razoavelmente bem balanceada,
destacando-se teores elevados de lisina, razdo pela qual € reconhecida sua
utilizacdo como suplemento protéico em dietas a base de cereais (KIHLBERG,
1972). Em relagédo as proteinas do ovo, é deficiente em aminoéacidos sulfurados,
triptofano e aromaticos (HSU, 1961; SHACKLADY et al., 1973; COZZOLINO, 1982).
NELSON et al. (1960) analisaram 271 tipos de levedura e, em 37 espécies do
género Saccharomyces, verificaram teores de 2,43 a 3,85 % de lisina, 0,38 a 0,67 %
de metionina e 0,17 a 0,54 % de triptofano. O teor protéico das células variou de
32,50 a 56,25 %. Para uma analise comparativa, na Tabela 1 € apresentada a

composicdo em aminoacidos de algumas leveduras, da farinha de peixe, da proteina
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padréo de referéncia da FAO (Food Agriculture Organization) , da proteina do ovo e

a exigéncia protéica da carpa.

Alguns pesquisadores tém procurado melhorar a qualidade de dietas que
contenham levedura como Unica fonte protéica em alimentacdo de salmonideos,
pela suplementacdo com aminoacidos cristalinos (NOSE, 1974a,b; MAHNKEN, et al.
1980; MURRAY & MARCHANT, 1986). Foi observado que nem sempre a
suplementacdo melhora o crescimento dos animais. Em todos os casos, a dieta
experimental foi inferior guando comparada a controle, com farinha de peixe. NOSE
(1974a,b) verificou que a cistina e arginina suplementares melhoraram o
crescimento da truta em 25 %, metionina e lisina ndo foram efetivas em promover o

crescimento, e com a fenilalanina foi observado decréscimo.

Seis produtos a base de levedura foram produzidos e utilizados por SARWAR et al.
(1986) como fonte protéica em dietas para ratos. Os autores testaram a
suplementacédo da proteina na dieta a base de levedura com 0,2 % de L- metionina
ou L- cistina. A suplementagdo com cistina teve pouco efeito no consumo e no

ganho de peso, quando comparada a dietas suplementadas com metionina.

O perfil nutricional de produtos a base de levedura, com a adicéo de 0,1 a 0,2 % de
metionina a proteina, € equivalente a produtos elaborados com proteina de soja ou

farinha de peixe. De acordo com a “Food and Drug Administration” (FDA), somente
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células secas de leveduras Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis e
Klugveromyces fragilis podem ser utilizadas como aditivos em géneros alimenticios
para consumo humano, pelo fato de ja terem sido submetidas aos testes

toxicoldgicos exigidos por este 6rgao (BOZE et al., 1992).

O teor de extrato etéreo de leveduras de recuperacdo de destilaria alcodlica,
apresenta variacoes de 0,12 a 1,6 %. Dependendo da espécie da levedura e do
processo de fermentacéo, pode-se elevar o teor de gordura em até 60 %, quando no
substrato a quantidade de nitrogénio for reduzida e a de acucar elevada (HSU,

1961).

KANEKO et al. (1976) determinaram o teor de lipidios de 30 espécies de leveduras,
verificando uma variagdo de 6,3 a 32,3 % em lipidios totais na matéria seca. Na
levedura S. cerevisiae, o0 teor de lipidios foi de 7,2 %, dos quais 52 % eram
constituidos pelo fosfolipidios. SCHULZ & OSLAGE (1976) verificaram que na
fracdo extrato etéreo de dez diferentes leveduras os acidos graxos insaturados

predominam com consideravel porcao de poliacidos.

Os carboidratos representam de 15 a 60 % do peso seco das leveduras, sendo
representados em média por, 27 % de glucanas, 21 % de mananas, localizados na
parede celular, 12 % de glicogénio e, 33 % de trealose, carboidratos de reserva

energética (ROSE & HARRISON, 1970).



12

Tabela 1. Comparagdo da composicdo em aminoécidos das proteinas de leveduras, da farinha de
peixe, do ovo, da proteina de referéncia da FAO/WHO e, o requerimento em aminoacidos

essenciais da carpa.

Aminoé&cidos (Aas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
g/16gN
Triptofano (TRP) 0,55 0,81 0,52 0,83 1,33 0,39 1,40 1,00 0,70
Arginina (ARG) 2,35 3,40 1,36 5,02 5,82 3,78 6,50 5,00 3,90
Isoleucina (ILE) 2,37 4,19 1,48 3,41 4,85 2,15 5,50 4,00 2,30
Leucina (LEU) 3,45 6,16 2,17 5,64 7,35 3,77 9,10 7,00 4,20
Lisina (LYS) 3,33 572 2,07 5,83 7,85 3,98 6,90 5,50 5,30
Metionina (MET) 0,79 1,18 0,43 2,27 2,84 nd 3,40 3,50 1,60
1 Cistina (CYS-); 0,53 0,84 0,39 0,81 0,70 nd 0,50 nd 0,80
Fenilalanina (PHE) 1,96 3,16 1,18 2,94 4,35 1,81 5,80 6,00 3,00
Treonina (THR) 2,27 4,41 1,58 3,16 4,55 1,99 5,20 4,00 3,20
Valina (VAL) 2,52 4,66 1,78 4,68 5,65 2,59 6,70 5,00 3,00
Histidina (HIS) 1,17 nd 0,69 1,80 2,22 1,40 2,60 2,00 1,30
Alanina (ALA) nd 5,56 2,00 nd 6,34 3,51 nd nd nd
Ac. Aspartico nd 9,31 3,21 nd 9,35 4,72 nd nd nd
Ac. Glutamico nd 11,68 3,42 nd 13,30 4,93 nd nd nd
Glicina (GLY) 1,87 3,41 1,12 4,80 4,50 3,60 nd nd nd
Prolina (PRO) nd 2,88 1,04 nd nd 2,67 nd nd nd
Serina (SER) nd 4,59 1,68 2,88 nd 1,93 nd nd nd
Tirosina (TYR) 1,60 nd 0,88 2,39 nd 1,49 4,60 nd 2,00

Levedura de recuperacéo 1- (NRC, 1983 “Brewer yeast- S. cerevisiae”); 2- (MIYADA, 1987); 3- (EMBRAPA, 1991);
Farinha de peixe 4- (NRC,1983); 5- (MAHNKEN et al., 1980); 6- (EMBRAPA, 1991)

7- Proteina do ovo (NRC, 1983); 8- Proteina de referéncia (United Nations FAO/WHO ,1985);

(OGINO, 1980); * Sulfurados totais (MET+CYS); ** Aromaticos totais (PHE+TYR); nd = ndo determinado

9- Requerimento da carpa

Com relacdo aos minerais, as leveduras apresentam um teor variando de 5 a 10 %,

sendo o potassio e o fésforo seus maiores componentes, além de calcio, magnésio,

sédio e enxofre na forma de sulfitos (COZZOLINO, 1982). Dependendo da espécie,

do substrato e do tipo de fermentacao, a levedura pode apresentar um excesso de

fésforo em relagcdo ao calcio, em média 1,53 % de fésforo e 0,15 % de calcio

(DESMONTS, 1968; SHACKLADY et al., 1973).

Quanto as vitaminas, pode-se afirmar que as leveduras sédo fontes muito ricas em

vitaminas do complexo B, especialmente em tiamina, riboflavina, niacina e acido

pantoténico e sao frequentemente usadas como suplemento vitaminico em dietas

de monogastricos. Além disso, as leveduras séo ricas em ergosterol, 0 que as torna
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excelente fonte de vitamina D (HSU, 1961; SCHULZ & OSLAGE, 1976; YOUSRI,
1982) . SHACKLADY et al. (1973) determinaram o teor de algumas vitaminas em
leveduras cultivadas em parafina, tendo observado 180 mg/kg de riboflavina; 125 a
430 mg/kg de acido nicotinico; 10 a 125 mg/kg de &cido pantoténico; 1430 a 3265
mg/kg de inositol e 2000 a 8300 mg/kg de colina. O relato do uso de levedura
hidrolisada como suplemento vitaminico em dietas de peixes cultivados fornece um
exemplo do potencial dos produtos da biomassa de levedura na alimentacdo de

peixes (HUET, 1975).

2.2. Desempenho produtivo

O emprego de alguns métodos bioldgicos como critério de avaliacdo da fonte
protéica, fornece informacdes mais compreensivas sobre a qualidade da proteina do

gue somente sua composi¢cao quimica.

Segundo SGARBIERI (1987), as proteinas podem diferir entre si em sua qualidade
nutricional e isto esta associado primariamente as diferencas no contetdo de seus
aminoacidos, especialmente daqueles considerados essenciais. O conhecimento,
em si, do conteido de aminoacidos essenciais ndo € conclusivo para caracterizar a
qualidade de uma proteina. Alguns indices, baseados em métodos quimicos,

microbioldgicos e bioldgicos, estabelecem melhor a relagdo entre a composicéo da
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proteina e sua qualidade nutricional. Entre outros indices, o autor destaca o escore

guimico, a digestibilidade da proteina e a taxa de eficiéncia protéica.

KIESSLING & ASKBRANDT (1993) avaliaram a qualidade nutricional de duas cepas
de bactéria como fonte protéica na alimentagdo da truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss). Apesar das condicbes experimentais serem idénticas em ambos
experimentos, incluindo a composicdo bruta da dieta, o perfil de aminoacidos e
acidos graxos, os resultados foram marcantemente diferentes. O consumo alimentar
médio para os dois tratamentos foi semelhante, mas provavelmente a menor
disponibilidade dos aminoacidos e a presenca de componentes toxicos em uma

proteina unicelular causaram o menor desempenho produtivo.

Utilizando niveis crescentes (0, 25 e 40 %) de levedura alcana, Candida sp., em
substituicdo a farinha de peixe em péletes comerciais, na alimentacdo de truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) cultivada em agua doce, MAHNKEN et al. (1980)
verificaram que foi possivel a substituicdo em todos os niveis testados, ndo havendo
diferenca no desempenho e sobrevivéncia dos peixes entre as dietas experimentais
e o controle. Entretanto, quando foram testados niveis crescentes (0, 25, 50, 75 e
100 %) de substituicdo da farinha de peixe pela mesma levedura, em cultivo de
salmdo “coho” em &gua salgada, os resultados foram diferentes. A taxa de

crescimento decresceu linearmente com o acréscimo da levedura na dieta.
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Poucas pesquisas foram conduzidas utilizando a levedura, S. cerevisiae na
alimentacdo de peixes de aguas doces tropicais. Entretanto, varios trabalhos vém
sendo conduzidos ha décadas com o objetivo de testar leveduras de petréleo
produzidas comercialmente para a alimentacéo de diversas espécies de teledsteos,
como por exemplo, carpa (Cyprinus carpio) (ATACK et al., 1979; SHCHERBINA et
al., 1987), tilapia (Oreochromis mossambicus) (DAVIES & WAREHAM, 1988),
salmdo “coho” (Oncorhynchus Kisutch) e truta arco-iris (Salmo gairdneri,
Oncorhynchus mykiss) (SHIMMA & NAKADA, 1975; SHIMMA & SHIMMA, 1976;
MAHNKEN et al., 1980; DABROWSKI et al., 1980; TACON & COOKE, 1980;

RUMSEY et al., 1990; RUMSEY et al., 1991; RUMSEY et al., 1992).

Em ensaio com alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), BARROS et al.
(1986) avaliaram os efeitos da substituicdo do farelo de soja por niveis crescentes
(0, 40, 60 e 80 %) de levedura seca de alcool (S. cerevisiae). Foi constatada
diminuic&o (P<0,05) no peso e comprimento com o acréscimo de levedura na ragao.
ALVES et al. (1988), em experimento semelhante com tilapia-do-Nilo, quando a
fonte protéica farelo de soja foi substituida por niveis crescentes (0, 33, 66 e 100 %)
de levedura seca de vinhaca (S. cerevisiae) verificaram que esta nova fonte protéica

pdde substituir até 36,97 % do farelo de soja sem prejuizos.

Com a finalidade de determinar a digestibilidade aparente da proteina em dietas

para o hibrido tambacu (Colossoma macropomum ¢ x Piaractus mesopotamicus o),
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utilizando fontes ndo convencionais de proteina em aquicultura, SOUZA & MATTOS
(1989) testaram 4 dietas contendo levedura de fermentacéo alcodlica (S. cerevisiae)
ou farinha de carne e ossos em, inclusdes correspondentes a 25 ou 50 % da
proteina bruta total da dieta. Foram obtidos coeficientes de digestibilidade aparentes
superiores (P<0,05) nas dietas incluindo levedura, com valores de 82,86 e 81,38 %
(respectivamente 25 e 50 % de inclusdo). Entre os fatores que influenciaram os
resultados, os autores destacam o efeito interativo entre os nutrientes, o elevado
teor nutritivo da levedura de fermentacdo alcodlica e, especificamente, o teor de

fibra bruta das dietas.

Diversas fontes protéicas nao convencionais, bactéria, alga, extrato concentrado de
soja e levedura de petréleo (“Toprina”), produzidos comercialmente, foram avaliados
por ATACK et al. (1979) em ensaio de crescimento com carpa comum (Cyprinus
carpio). As dietas foram as mesmas utilizadas em ensaio anterior, com truta, para
possivel comparacao dos resultados. Com base no desempenho produtivo (taxa de
crescimento instantaneo, conversdo alimentar, taxa de eficiéncia protéica, utilizacao
liguida de proteina, digestibilidade e valor bioldgico), os autores concluiram que a
carpa, assim como a truta, quando cultivada em tanques requer proteina de alta
qualidade. As proteinas de bactérias e leveduras foram as fontes que apresentaram
os melhores resultados, sendo que as demais ndo foram recomendadas para o

cultivo intensivo da espécie.
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MARTIN et al. (1993) observaram em ensaio com truta arco-iris (O. mykiss) que a
digestibilidade protéica elevou-se com o acréscimo da biomassa seca de levedura
Candida utilis ( 0, 25 e 35 % da PB) na dieta, com comportamento inverso para
eficiéncia alimentar e taxa de eficiéncia protéica. Os resultados demonstraram que a
inclusdo da levedura n&o alterou o balanceamento das dietas e n&do causou

significante perda no desempenho de crescimento dos peixes.

Ao avaliar a utilizacdo do nitrogénio pela truta arco-iris (S. gairdneri), alimentada
com levedura Hansenula anomala, HIGUERA et al. (1981) constataram significante

decréscimo no consumo alimentar, ganho de peso e taxa de eficiéncia protéica.

RUMSEY et al. (1991) observaram que o crescimento e a utilizacdo do alimento pela
truta arco-iris (O. mykiss) decresceram (P<0,05) quando o nivel dietario de
biomassa de levedura foi superior a 25 %, sendo detectado neste nivel de

substituicdo os melhores resultados de desempenho dos peixes.

TACON & COOKE (1980), conduziram estudo com truta arco-iris (O. mykiss) com o
objetivo de determinar o valor nutricional de extrato de acido nucléico. Testaram
niveis baixo e intermediario (<25 %) e alto (50 %) de consumo de proteina
unicelular. Todas as dietas testadas resultaram em 6étima taxa de crescimento, ndo
diferindo (P>0,05) do controle, com excecdo da dieta de maior inclusdo de acido

nucléico, a qual apresentou resposta de crescimento muito fraca. Tendéncia similar
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foi exibida para a eficiéncia de conversao alimentar. Apesar da alta digestibilidade
aparente das dietas suplementadas com &cido nucléico (93,57 a 92,94 %) e do alto
consumo de nitrogénio dos peixes, a deposi¢cao e eficiéncia aparente de deposicao
de nitrogénio foram mais baixas que nos peixes alimentados com a racéo controle.
E importante salientar que, embora, os autores tenham encontrado aumento
(P<0,05) na concentracao de uréia plasmatica e na atividade de uricase do figado,
nos peixes alimentados com o mais alto nivel de &cido nucléico, ndo houve
indicacdo de acao “economizadora” de nitrogénio. Assim, 0s autores sugerem que o
nitrogénio do &cido nucléico ndo possui valor nutricional para peixes que recebam
um suplemento adequado de nitrogénio de aminoacidos e, desta forma nao deveria

ser incluido nas estimativas de proteina bruta da dieta (N x 6,25) ou nos calculos de

utilizacao liquida de proteina, baseado no consumo total de nitrogénio.

Em estudo semelhante, conduzido por RUMSEY et al. (1992), os resultados
divergem do exposto acima. Os autores avaliaram os efeitos de niveis crescentes de
extrato de RNA de levedura equivalentes a niveis dietarios de 7,5, 20, 30 e 50 % de
S. cerevisiae, adicionados a uma dieta basal purificada e fornecidos para truta arco-
iris (O. mykiss). As dietas suplementadas com niveis crescentes de extrato de RNA
apresentaram melhora (P<0,05) no consumo alimentar, conversdo alimentar,
crescimento, utilizacdo de nitrogénio e baixa mortalidade. Estes dados sugerem que

a truta é capaz de utilizar o nitrogénio nao protéico para biossintese de aminoacidos
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ndo essenciais, sugerindo o efeito de “economia” de nitrogénio, quando o RNA é

adicionado a dietas deficientes em nitrogénio.

DAVIES & WAREHAM (1988) demonstraram, em experimento conduzido com
tilapias (O. mossambicus ), que até 40 % da farinha de peixe pode ser substituida
por proteina unicelular, sem reducdo (P>0,05) no desempenho produtivo.
SubstituicBes superiores resultaram em substancial reducédo na taxa de crescimento.
O desbalanceamento em aminoacidos poderia ser um dos fatores que reduziu a
utilizacdo de proteina ou levou a uma queda no consumo. A baixa conversao
alimentar das dietas que continham 15 a 20 % de proteina unicelular indicou uma
progressiva reducdo do valor nutricional comparado a dieta controle. A presenca de
nitrogénio nao protéico principalmente, dos acidos nucléicos, afetou o célculo do

conteudo “verdadeiro” de proteina bruta na formulacdo das dietas.

SHCHERBINA et al. (1987) determinaram a digestibilidade dos nutrientes da
levedura do grupo Candida cultivada sobre hidrocarbonetos (“Paprin”), em ensaio
com carpa (C. carpio). Os autores concluiram que a carpa foi capaz de digerir e
absorver proteinas (88 %) e carboidratos (82 %). Os lipidios (67 %) e cinza (54 %),
com excecdo do fosforo (85 %), foram os menos assimilados. A utilizacdo de
energia foi de 85 %. A viabilidade dos 18 aminoacidos estudados foi de 93,4 % e
dos 10 aminoacidos essenciais de 94 %. De acordo com o escore de assimilagcéo, a

ordem de limitacdo dos aminoacidos essenciais da levedura para a carpa foi a
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seguinte: fenilalanina (54 %), histidina (72 %), arginina (83 %) e metionina (85 %).
Comparando este estudo, em que o escore foi estimado pela ordem de assimilacao
e, 0 estudo que estima o escore pela concentracao real de cada aminoacido na
proteina do alimento (HSU, 1961; SHACKLADY et al., 1973; COZZOLINO, 1982),
nota-se que para a carpa, a fenilalanina foi o aminoacido limitante, enquanto que a
metionina foi facilmente absorvida, sendo contrario a maioria dos estudos sobre
composicdo quimica, que apresentam a metionina como primeiro aminoacido

essencial limitante em leveduras.

2.3. Fatores limitantes ao emprego da levedura como alimento

Problemas associados ao uso de proteinas unicelulares como fonte priméaria de
proteina incluem dois fatores principais: a presenca de paredes celulares rigidas, o
nivel elevado de acidos nucléicos e a palatabilidade (SCHULZ & OSLAGE, 1976;
SANCHEZ-MUNIZ et al., 1978 e 1982 ; TACON & COOKE, 1980; MATTOS et al.,
1983; MURRAY & MARCHANT, 1986; ALVES et al., 1988; DAVIES & WAREHAM,

1988; RUMSEY et al., 1990; PACHECO, 1996).

ROBERTS & BULLOCK (1988) relataram que o consumo de dois tipos de proteinas
unicelulares induziram a formacéo de carcinomas biliares em peixes. Segundo os
autores, fontes protéicas deficientes em aminoacidos essenciais ou em proporcées

desbalanceadas geralmente promovem crescimento limitado do peixe, podendo o
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mesmo apresentar sintomas como erosdo da nadadeira dorsal, anormalidades na

coluna vertebral e escurecimento da pele.

A deficiéncia em aminoacidos sulfurados e em tocoferol, levam ao desenvolvimento
de uma necrose hepatica em ratos, quando a levedura é utilizada na alimentacao

(McLEAN & BEVERIDGE, 1952).

As leveduras, quando consumidas vivas, continuam a atividade fermentativa no
aparelho digestivo causando transtornos e avitaminoses pela absorcdo das
vitaminas do bolo alimentar. A inativacdo das leveduras pode ser feita por termdlise
com rompimento da parede celular e liberacdo dos aminoacidos, aumentando
sensivelmente o valor bioldgico desta fonte protéica (DESMONTS, 1968). A parede
celular das células é resistente as enzimas digestivas, tornando 0s componentes
intracelulares parcialmente indisponiveis. Segundo KIHLBERG (1972), a extracdo da

proteina celular melhora muito sua digestibilidade e valor biolégico.

SCHULZ & OSLAGE (1976) atribuiram a baixa digestibilidade de algumas leveduras
testadas, em ensaios com ratos a permanéncia da parede celular intacta de grande
parte das leveduras, resultado também observado por MURRAY & MARCHANT

(1986) em experimento com truta (Salmo gairdneri).
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RUMSEY et al. (1991) recomendam a remog¢&do ou quebra da parede celular das
leveduras para facilitar a digestdo das proteinas intracelulares na alimentacdo de
salmonideos. Quando as células de leveduras foram rompidas e fornecidas a truta,
a absorcéo do nitrogénio aumentou em 20 % e a energia metabolizavel em 10 %. A
digestibilidade do nitrogénio foi de 87 % e nao diferiu da farinha de peixe. RUMSEY
et al. (1992) observou alta mortalidade em trutas que receberam adenina de

levedura.

O problema de mais dificil solucdo para utilizacdo de proteinas unicelulares para fins
alimenticios consiste no alto conteddo de &cidos nucléicos, principalmente o acido
ribonucléico (RNA), cuja quantidade pode atingir até um terco do total da proteina

(SHETTY & KINSELLA, 1982).

PACHECO (1996) avaliou propriedades funcionais, nutricionais e téxicas de
concentrados protéicos de levedura (Sccharomyces sp.), obtidos por rompimento
das células e, submetidos a diferentes tratamentos quimicos para reducdo do
conteudo de RNA. Ensaios biologicos com ratos revelaram melhora na
digestibilidade e utilizacdo liquida de proteinas nos concentrados tratados, em
comparacdo as células rompidas. Os tratamentos utilizados para extracdo dos
acidos ribonucléicos nao provocaram efeitos toxicos nos ratos, pois os indices

séricos avaliados situaram-se dentro da faixa de normalidade.
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2.4. Aspectos do metabolismo

2.4.1. Consideracdes gerais

Modificagdes na disponibilidade de substratos sao direta ou indiretamente
responsaveis pela maioria das alteracbes do metabolismo. Como mencionado
anteriormente, o contetdo em acidos nucléicos da proteina de levedura pode variar
entre 6 e 12 g / 100g ( SCHULZ & OSLAGE, 1976). A hidrolise de proteinas de
levedura que contenha 1 g de acido nucléico produz aproximadamente 340, 260 e
400 mg de bases puricas e pirimidicas, acido fosférico e acucar (pentose),
respectivamente (HEAF & DAVIES, 1976). Estes valores fornecem indicagdo do
potencial de uma dieta com acidos nucléicos em alterar a composi¢do dos fluidos

corporais ou da capacidade de alguns tecidos em utilizar os produtos formados.

A maior parte dos acidos nucléicos da dieta € ingerida na forma de nucleoproteinas,
a partir das quais os acidos nucléicos sao liberados no conduto intestinal por acao
de enzimas proteoliticas. Enzimas pancreaticas (nucleases) e intestinais
(polinucleosidases e fosfatases) desdobram os &cidos nucléicos em nucleotideos
gque a seguir sao hidrolizados a nucleosidios por enzimas nucleotidases e
fosfatases. Os varios nucleosidios podem ser absorvidos diretamente ou

desdobrados por enzimas fosforilases intestinais & bases purinicas (adenina e
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guanina, sendo hipoxantina e xantina intermediarios no metabolismo das purinas) ou

pirimidinicas (citosina, timina e uracila) livres (MARTIN Jr., 1982).

O catabolismo das bases nitrogenadas ocorre principalmente no figado. Somente as
purinas sdo convertidas pelas enzimas guanase e xantina oxidase a acido urico e
urato de sédio, produtos muito pouco solluveis e, na auséncia destas enzimas, nao
se forma o &cido Urico. Isto contrasta com o metabolismo das bases pirimidinicas
gue resultam em produtos finais altamente sollUveis e sdo excretadas na forma de
amonia, B-alanina e acido B-aminoisobutirico, ndo causando problemas (MARTIN

Jr., 1982).

Os produtos de excrecdo provenientes do metabolismo das purinas variam com a
espécie animal. Nos mamiferos, exceto o homem e o0os macacos, ha a enzima
uricase que oxida o acido Grico a alantoina (acido Grico + 2H,0 + O, Ui¢®®

alantoina + CO;, + H,0,), que é posteriormente degradada a uréia e acido glioxilico
por uma série de enzimas e excretado (KINSELLA et al., 1985). Os anfibios, aves e

répteis ndo possuem uricase, excretando acido Urico e guanina como produtos finais

do metabolismo nitrogenado (MARTIN Jr., 1982).

O acido urico é o produto final do metabolismo das purinas em mamiferos que nao
possuem uricase ( homem e macacos ). O excesso de acido Urico no sangue esta

associado a algumas condi¢des dietarias incluindo jejum, alto consumo de frutose,
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gorduras, proteina e acido nucléico. Dos varios componentes dietarios que afetam
0s niveis de acido Urico, o consumo de &cido nucléico € o mais marcante
(CLIFFORD & STORY, 1976). A elevacédo do acido urico produz efeitos toxicos e

distarbios no metabolismo de gorduras e carboidratos (KIHLBERG, 1972).

Segundo WALTON (1988) a excrecdo nitrogenada tem sido vastamente estudada
em peixes e foi demonstrado que entre 60 a 90 % do nitrogénio excretado esta na
forma de aménia, sendo o figado o principal 6rgdo de formac&o. Outros tecidos
como rins e musculo tém menor importancia na formacdo de NHj;. Cerca de 90%
desta substancia é excretada pelas branquias, sendo as vias urinarias menos

representativas.

Estudos recentes sugerem que peixes sao capazes de metabolizar doses
relativamente elevadas de acidos nucléicos por possuirem alta atividade hepética da
uricase ( HIGUERA, 1981; KINSELLA et al., 1985). RUMSEY et al., 1991 avaliaram
os efeitos da concentracdo dietaria da biomassa seca de levedura de cervejaria (S.
cerevisiae) sobre a atividade da uricase do figado em trutas arco-iris. A atividade da
uricase hepética nédo foi afetada até o nivel de 50 %, porém, causou um aumento

maior que o dobro quando o nivel de inclusao foi de 75 %.

O estudo da composicdo e da fungdo dos componentes teciduais e do sangue do

peixe é de fundamental importancia para o conhecimento das condicfes bioldgicas
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e bioguimicas normais e patoldgicas. Tais informag¢Bes sao particularmente
importantes quando ajudam a interpretar as modificacdes induzidas por condi¢cbes
intrinsecas, como estado fisiolégico e nutricional. Para tanto é necessario delimitar
as faixas normais de seus valores. Entretanto, grandes variacdes podem ocorrer em
funcdo da idade, sexo, fatores genéticos, alteracbes ambientais e nutricionais. A
Tabela 2 agrupa alguns dados de varidveis metabdlicas analisadas em pacus (P.
mesopotamicus) adultos (RANZANI-PAIVA & GODINHO, 1988), juvenis (SOUZA,
1994) e tambacu ( P. mesopotamicus x C. macropomum) adulto (OLIVEIRA, 1993),

mantidos em condi¢cbes experimentais de criacéo.

Tabela 2. Valores de parametros metabdlicas do pacu: Hematécrito (Hem, %), Glicemia (Gli, mg/100
g), Proteina plasmatica (PP, g/100 ml), Acidos graxos livres (AGL, umol/ ml), Glicogénio do
musculo (GM, g/%), Glicogénio do figado (GF, g/ %), Lipidios totais do figado (LTF, mg/%),
indice hepatossomatico (IHS, %).

Autores Valores das variaveis observadas
Hem Gli PP AGL GM GF LTF IHS
- 64 a 200 21a7,6 - - - - 09a1l5
10
19 - 43 a 200 2,1a8,0 - - - - 09a1,.2
2 40,89 67,83 4,74 0,34 0,024 2,20 3,15 1,27
3 - 95,99 4,01 0,35 - 4,59 2,43 1,56

1-pacu adulto (RANZANI-PAIVA & GODINHO,1988); 2- pacu juvenil (SOUZA, 1994); 3-
tambacu adulto, hibrido o tambaqui x pacu (OLIVEIRA,1993).

2.4.2. Alteracdes metabdlicas em peixes alimentados com dietas

contendo levedura

A qualidade de um alimento “novo” deve ser avaliada nao sé sob o ponto de vista

dos nutrientes, como também dos possiveis contaminantes e principalmente a
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observacdo de alteracdes metabdlicas que possam trazer ao organismo do animal

(MOURA, 1985).

De acordo com MURAT (1981), estudos sobre controle metabdlico de peixes
mostram que estes podem estar baseados essencialmente na quantidade e
gualidade da proteina da dieta. Desta forma, a digestédo, assimilagdo, metabolismo
intermediario e gliconeogénese parecem ser dependentes do suprimento de
aminoacidos. Estudos sobre metabolismo nutricional de peixes tém demonstrado
relacdo entre niveis de glicose e proteina da dieta. HERTZ et al. (1989)
evidenciaram este fato em C. carpio e observaram que o0s niveis de glicose
plasmatica dos peixes que receberam dieta com teores elevados de proteina foram
significativamente maiores que os dos peixes controle. Entretanto, CARNEIRO
(1983), testando niveis crescentes de proteina em racdes isocal6ricas para 0 pacu
(P. mesopotamicus), observou que o nivel de proteina nas dietas ndo influenciou os
niveis glicémicos, mas causou uma diminuicdo nos niveis de acidos graxos livres,
evidenciando menor mobilizacdo de reservas lipidicas em dietas de maior teor

protéico.

Embora existam varios trabalhos sobre o desempenho produtivo de peixes
alimentados com levedura, sdo poucos 0s que observaram as alteracOes
metabélicas. SANCHEZ MUNIZ et al. (1978) investigaram variaveis hematolégicas

em trutas (S. gairdneri) alimentadas com proteina unicelular (Hansenula anomala). A
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uréia plasmética apresentou tendéncia de aumento nas dietas com levedura e
aumento significativo da amonia plasmatica. Por outro lado, embora o acido urico
plasméatico ndo tenha alterado, foi detectado altos teores no rim. Os resultados
sugerem um elevado metabolismo de proteinas e acidos nucléicos, provavelmente
como consequéncia da composi¢cdo quimica das leveduras. Os niveis de proteina
plasmatica ndo foram afetados pelo consumo de levedura, mas a taxa
albumina:globulina foi modificada. Os valores obtidos para hemoglobina e
hematdcrito foram similares nos dois grupos. As células vermelhas do sangue das
trutas alimentadas com dieta a base de levedura, aumentaram significativamente
(43 %). O decréscimo no consumo de alimento, distlrbios renais causados pelo
acumulo de acido urico e desordens no metabolismo de proteinas, podem explicar a

eritropoiese anormal, levando a anemia microcitica e hipocrémica.

Na tentativa de melhor esclarecer os mecanismos que no estudo prévio causaram
uma anemia hipocrémica e microcitica, SANCHEZ-MUNIZ et al. (1982) investigaram
alteracbes dos eritrocitos de trutas arco-iris sob as mesmas condi¢bes. Foi
observado um aumento em eritrocitos imaturos. Inclusdes baséfilas especificas
detectadas nos eritrocitos das trutas alimentadas com levedura, ocorrem, segundo
0s autores, em varias anemias e estados patoldgicos, nos quais a biossintese de
hemoglobina é alterada. Todos eritrécitos imaturos apresentaram reacdo negativa
para peroxidase, em contraste aos maturos e, isto indicou uma possivel alteracdo no

mecanismo de peroxidacdo dos eritrocitos imaturos, com menor protecdo destes
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contra 0 excesso de peroxido de hidrogénio, produzido durante a degradacao dos
acidos nucléicos. Alteracdes no metabolismo das células imaturas levaram a
formacdo de Met-Hb ndo funcional, que n&o se regenera a Hb funcional. Uma
demanda por oxigénio aumentou o0s estimulos para a eritropoiese e

consequentemente a producao de formas jovens imaturas.

Em outras espécies animais também tem se observado efeitos nefrotdxicos pelo
acumulo de acido urico nos rins, com distirbios no metabolismo de proteinas,
lipidios e carboidratos (CLIFFORD & STORY, 1976; HEAF & DAVIES, 1976). POO
& MILLAN (1990) ndo observaram alteracdo na relacdo hepatossomatica em
frangos alimentados com racdes contendo alta concentracdo de levedura. No
entanto, a relacdo peso do rim / peso do corpo aumentou com a concentracao da
levedura nas ragfes. A alta concentracdo de &cido Urico observada nos tecidos,
seria um indicador dos efeitos do consumo de levedura, sendo mais sensivel que o
acido uarico plasmatico. Nao foram observadas alteracées nos parametros lipidicos
plasmaticos. No entanto, os lipidios totais hepaticos apresentaram ligeira tendéncia

de queda em resposta ao incremento de levedura dietéaria.

Em estudo com ratos, HEAF & DAVIES (1976) administraram altas doses de RNA
derivado de levedura (Torula). Foi observado aumento nos niveis plasmaticos de
acido udrico e uridina, sendo isto pouco significativo quando comparado ao alto

conteudo de uracil plasmético, que aumentou mais de vinte vezes em relagcédo ao
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controle. Comparando a composic¢ao do citoplasma dos eritrocitos e do plasma, 0s
autores observaram que a concentragdo de uracil foi de mesma ordem, sugerindo
gue possa ter ocorrido transporte tanto de uracil como de uridina nos eritrécitos.
Com relagdo as purinas, estas ndo foram detectadas no plasma, mas sim nos
eritrocitos, consequentemente deve-se esperar que cause alguma alteracdo nos

eritrocitos.

As purinas presentes no acido nucléico (adenina, guanina, xantina e hipoxantina)
foram avaliadas separadamente em ensaio de crescimento e comportamento
metabdlico em ratos por CLIFFORD & STORY (1976). A adenina foi a Unica base
gue reduziu consideravelmente o consumo alimentar e a taxa de crescimento e que
aumentou a atividade das enzimas adenina fosforribosiltransferase, 5’-nucleotidase
e adenosina deaminase do figado, bem como as concentracdes de adenina livre e
isto foi evidente no menor nivel dietario testado, 0,1 %. As demais purinas
fornecidas ndo produziram efeitos consistentes nas concentragbes das enzimas
hepaticas, exceto a xantina, que aumentou a atividade da hipoxantina

fosforribosiltransferase

RUMSEY et al. (1992) conduziram experimento similar, com truta arco-iris (O.
mykiss), com objetivo de avaliar os efeitos das bases purinicas livres, extraidas do
RNA de levedura (S. cerevisiae). Corroborando o experimento anterior com ratos, a

adenina foi a Unica base que demonstrou ser um potente inibidor do consumo
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alimentar e crescimento, além de possivel toxicidade, demonstrada pela alta
mortalidade dos peixes que receberam este tratamento. Em experimento conduzido
paralelamente, os autores ndo observaram efeitos negativos no desempenho
produtivo quando foram fornecidos niveis crescentes de extrato de RNA da mesma
levedura. Assim, os resultados indicaram que a adenina livre ou ligada ao acido

nucléico € de importante consideracdo quando se avalia a levedura.

Ao avaliar os efeitos da incorporacao de levedura ( Candida sp ) em racdo comercial
para o salméo “coho” ( O. kisutch ), MAHNKEN et al. (1980) concluiram que a saude
dos animais permaneceu normal em todos os niveis testados. Os valores de
hematdcrito ndo se alteraram, sugerindo a ndo ocorréncia de anemia e da mesma

forma, ndo ocorreu estresse nutricional sugerido por hiperglicemia.

TACON & COOKE (1980) avaliaram os efeitos do fornecimento de extrato de acido
nucléico comparavel a niveis: baixo, intermediario e alto de proteina unicelular na
dieta para truta (O. mykiss). Nao foi observada diferenca aparente entre os
tratamentos em termos de indice hepatossomatico e valor de hematdcrito. Foi
detectado aumento (P<0,05) na concentracdo de uréia plasmatica e atividade da
uricase do figado de trutas que receberam dieta com maior concentracdo de acidos
nucléicos, comparado com o0s peixes da dieta controle. A alta digestibilidade
aparente das racdes suplementadas com &cido nucléico e o aumento concomitante

da uréia plasmatica e atividade de uricase do figado levaram os autores a supor que



32

0 extrato de &cidos nucléicos estava sendo assimilado e metabolizado pelos peixes

a produtos finais de excrecdo, ndo dando nenhum ganho de nitrogénio aos animais.

HIGUERA et al. (1981) estudaram os produtos finais do metabolismo do nitrogénio
no plasma, figado e rim de trutas (S. gairdneri) alimentadas com levedura
(Hansenula anomala). Foi observado aumento da uréia plasméatica e isto foi
atribuido ao alto catabolismo de nucleotideos, uma vez que o consumo de proteina
decresceu com o aumento de levedura. Dietas com levedura nédo influenciaram o
acido urico do figado. Isto sugere que a uricase do figado deve estar presente e
ativa em quantidades suficientes para metabolizar o acido Urico extra. Além disso, o
indice hepatossomético, tomado como indicador das condi¢bes do figado, ndo foi
afetado pelas dietas experimentais. O &cido Urico do rim foi aumentado em trés
vezes nas trutas alimentadas com dietas de levedura. Este resultado pode ser

atribuido tanto a baixa concentracdo de uricase no rim, quanto a inibicdo desta

enzima pelo acumulo do substrato ou produto de reacao.

Ao avaliar os efeitos da utilizacdo da levedura de petrdleo na alimentacdo da truta
arco-iris (S. gairdneri), SHIMMA & NAKADA, (1975) notaram que o padréo tipico de
acidos graxos da levedura é mais nitidamente refletido na carcaca que no figado. Os
lipidios hepaticos dos peixes que receberam dieta contendo farinha de peixe
apresentaram contetdos mais elevados de colesterol que os peixes alimentados

com proteina unicelular.
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SHIMMA & SHIMMA (1976) observaram que trutas (S. gairdneri) alimentadas com
dieta contendo levedura de petréleo apresentam concentracdo plasméatica de
colesterol mais baixa que os peixes do controle. Apos submeter o grupo controle
por 10 dias de jejum, o colesterol plasmatico atingiu valores préximos ao grupo

tratado com levedura.

MOURA et al., (1979) ao avaliarem a influéncia da levedura (S. cerevisiae) em
parametros bioquimicos de ratos, observaram aumento significativo de lipidios totais
hepéticos nos animais alimentados com proteina unicelular, em relagdo ao grupo
controle. Isto foi atribuido as diferencas na sintese de lipoproteinas de baixa

densidade, levando a um acumulo de gordura no figado.

2.4.3. Caracteristicas estruturais do figado de peixes

A literatura relativa a caracteristicas estruturais do figado de peixes de agua doce,
em geral, € pouco elucidativa, principalmente quanto a alteracbes em funcdo das
fontes alimentares. A respeito do figado dos vertebrados, ELIAS & BENGELSDORE
(1952) relataram que sua estrutura € uniforme a partir dos peixes selachios. Mas,
segundo MISHRA et al. (1988), varias modificacbes sdo observadas a nivel
morfoldgico e histolégico do aparelho digestivo de peixes, devido a variedade dos

padrbes de alimentagéo.
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MORAES (1995) realizou estudo morfolégico e morfométrico do figado de onze
espécies de peixes teledsteos de agua doce, incluindo o pacu. Os dados da
cariometria evidenciaram diferencas (P<0,01) entre os hepatdcitos das onze
espécies. No pacu, foram encontradas as maiores células, e na carpa as menores.
Segundo o autor, as diferencas devem estar relacionadas ao habito alimentar, o que
altera a morfologia do aparelho digestivo, com a presenca de pigmentos
diversificados e niumero de hepatécitos. Espécies com células hepaticas menores

podem apresentar um nimero compensatoérios destas.

Em estudo com alevinos de “milkfish” (Chanos chanos), STORCH et al. (1983)
testaram os efeitos de diferentes tipos de dietas, fornecidas apés sete dias de jejum,
sobre as caracteristicas dos hepatécitos. Foi demonstrado que estas células
respondiam diferentemente ao tipo de dieta, envolvendo alteracbes em seu
tamanho, reticulo endoplasmatico, mitocéndrias e nos conteddos de glicogénio e
lipidio. O alimento vivo e a dieta rica em proteina resultaram em melhor recuperacao
dos hepatdcitos apos jejum. Ficou demonstrado a correlacéo entre diferentes dietas
e estrutura dos hepatécitos e que isto pode determinar a aceitabilidade e qualidade

do alimento.

STORCH & JUARIO (1983) observaram que os alevinos de “milkfish” submetidos ao

jejum, apresentaram reducdo do tamanho das células e do nucleo, perda aparente
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do nucléolo, condensacdo da cromatina e diminuicdo nos estoques de glicogénio

entre outras alteracbes dos hepatdcitos.

Estudos sobre sintese protéica relacionado a alteracdes de RNA e DNA da célula
devido ao estado nutricional, tem sido vastamente estudado (MOURA, 1985).
Segundo o autor, a divisdo e o crescimento celular sdo vulneraveis aos efeitos da
desnutricdo e da qualidade da proteina. O crescimento celular corresponde a
sintese de novas proteinas, realizados pelos polissomos, que depende de
suplementacdo de aminoacidos e nucleotideos. De um modo geral a deficiéncia em
aminoacidos sulfurados conduz a um decréscimo na quantidade de poliribossomos
pesados no figado, reduzindo a velocidade de sintese de r-RNA e das proteinas

hepéticas.

MOURA & ZUCAS (1981) avaliaram o valor bioldgico da levedura S. cerevisiae em
ensaio com ratos e observaram que o teor hepatico de RNA e DNA (mg/g), do grupo
gue recebeu levedura diferiu significativamente do controle. Isto foi atribuido a
deficiéncia no aminoacido sulfurado metionina, que participa como doador de
grupamentos metilicos de derivados do DNA e RNA, a reducdo na atividade da DNA
polimerase ou a hiperfrofia hepatica. Também foi sugerido que a qualidade da

proteina da levedura pode ter influenciado a velocidade de divisao celular.
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CLIFFORD & STORY (1976) observaram, em experimento com ratos, que niveis
hepéaticos de nucleotideos de adenina e guanina elevam-se com o acréscimo
respectivamente de cada nucletidio na dieta. Isto provavelmente reflete a
incorporacao direta de purinas da dieta nos nucleotideos purinicos do figado. Em
estudo com truta arco-iris, RUMSEY et al. (1992) também observaram que o
acréscimo de RNA de levedura na dieta aumentou (P<0,01) a concentracdo de
acidos nucléicos no figado. Segundo os autores, sendo o figado o local primario do
metabolismo dos acidos nucléicos, niveis elevados refletem sua incorporacdo no
tecido hepatico. Entretanto o significado ndo é claro, pois a inclusdo acidos

nucléicos na dieta ndo é considerada essencial para o desenvolvimento.

TACON & COOKE (1980) estudaram os efeitos de doses crescentes de extrato de
acidos nucléicos na alimentacdo de truta arco-iris (O. mykiss). Nao foi observado
diferenca aparente entre os tratamentos quanto a histologia de figado e rim, indice
hepatossomaético e valor de hematocrito. RUMSEY et al. (1991) ao incorporar doses
crescentes de biomassa seca de levedura de cervejaria em dietas para truta arco-
iris também nédo observaram alteracdes patoldgicas e histologicas no figado e rins.

Utilizando a levedura S. cerevisiae na alimentacdo de ratos até a terceira geracéo,
COZZOLINO (1982) nao observou problemas de ordem toxicologica, sendo que as
analises histolégicas mostraram-se normais. Em experimentos com rato em
crescimento, MATTOS et al. (1983) substituiram até 100 % da fonte protéica pela

levedura de fundo de dorna (S. cerevisiae) e verificaram que seu fornecimento nao
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causou prejuizo a saude dos animais, por ndo apresentarem alteracdes histoldgicas

no figado, rins, baco e intestino.

2.5. Exigéncia protéica do pacu

O nivel 6timo de proteina em dietas para peixes € influenciado e interage com
muitos fatores como: condi¢des ambientais, estado fisioldgico, habito alimentar,
atividade fisica, densidade de estocagem, digestibilidade da proteina, relacdo
energia:proteina, composicdo de aminoacidos da dieta, taxa de arracoamento
(OGINO,1980; NRC, 1983; HEPHER,1988; WILSON, 1988; WEATHERLEY & GILL,
1989). Desta forma, deve-se ter precaucdo ao comparar resultados de experimentos

realizados sob diferentes condicdes.

Em condicbes naturais, o pacu (P. mesopotamicus) € uma espécie
predominantemente herbivora, com preferéncias frugivora e / ou granivora, podendo
incluir em sua dieta itens secundarios como peixes, crustaceos e as vezes,
moluscos (SILVA, 1985). Tal diversidade alimentar, segundo SAINT'PAUL (1986),
favorece o cultivo desta espécie em cativeiro, uma vez que esta apta a receber
ingredientes de origem vegetal e subprodutos de origem agricola, o que reduz o

custo de producéo, no tocante a alimentacao.



38

SOUZA & MATTOS (1989) avaliaram duas fontes alternativas de proteina, a
levedura de fermentacao alcodlica (S. cerevisiae) e a farinha de carne e 0ssos para
alimentacdo do hibrido tambacu. Foi obtido maior coeficiente de digestibilidade
(P<0,05) nas dietas incluindo levedura, sugerindo que esta combinacado apresentava
a composicdo mais compativel com o habito alimentar das espécies que formam o

hibrido, favorecendo a acédo das enzimas no processo digestivo.

DABROWSKI et al.(1980) conduziram trés experimentos com truta arco-iris (S.
gairdneri) para determinar se a proteina unicelular Geotricum candidum poderia
substituir 100, 75, ou 50 % da farinha de peixe em dietas peletizadas. Foi possivel
concluir que substituicbes superiores a 50 % causaram significante decréscimo no
ganho de peso, taxa de eficiéncia protéica e utilizacdo liquida de proteina. Foi
observado, efeito marcante do tamanho dos peixes sobre os resultados.
KITAMIKADO et al. (1964) e SATIA (1974) em trabalho com truta arco-iris também
mostraram efeito do tamanho do animal sobre acédo de dietas, sugerindo mudancas

na exigéncia em fases diferentes do crescimento.

BRENER et al. (1988) determinaram a exigéncia em proteina bruta para o maximo
desempenho produtivo de alevinos de pacu (22,2 g), utlizando dietas
semipurificadas. A exigéncia média, no primeiro periodo experimental (67 dias), foi
de 35,9 % e, no segundo (91 dias) ndo houve efeito dos niveis de PB sobre o

desempenho. No periodo total (158 dias) a exigéncia média de PB foi de 37,3 %.
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Por meio da avaliacdo do desempenho produtivo de alevinos de pacu (39 g),
CARNEIRO (1983) observou que os valores de ganho de peso e crescimento se
elevaram linearmente com os teores de 14, 18, 22, e 26 % de proteina bruta na

dieta, supondo-se que a exigéncia protéica pode ser maior que 26 %.

Com o objetivo de determinar a influéncia da relagdo energia/proteina da dieta no
desempenho produtivo de alevinos de pacu, CANTELMO et al. (1994) testaram trés
niveis de proteina bruta e energia digestivel. Os melhores resultados para ganho em
peso, taxa de crescimento especifico e ganho de proteina corporal foram obtidos

com niveis de proteina e energia respectivamente de 26 % e 2600 kcal ED/kg racéo.

SILVA et al. (1994) avaliaram o teor de proteina na racdo (20, 26 e 32 %) para
pacus cultivados em tanque-rede sob diferentes taxas de estocagem (30, 60 e 90
peixes/m?), utilizando ragées isocaléricas (4000 kcal/kg racdo). N&o houve interacéo
entre os fatores estudados. A conversédo alimentar aparente melhorou linearmente a
medida que se elevou a densidade de estocagem e o teor de PB da racéo.

A exigéncia em aminoacidos essenciais € um dado basico necesséario quando se
pretende utilizar fonte protéica alternativa, como plantas ou proteinas unicelulares,

as quais sdo deficientes em certos aminoacidos.
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Segundo WILSON (1988), a exigéncia qualitativa de aminoé&cidos foi estudada com
sucesso por Halver, em 1957. A essencialidade dos varios aminoacidos para peixes
tem sido determinada tanto por estudos de crescimento como de substrato marcado
com 'C. Com base nestes estudos, varias espécies tém demonstrado exigir:
arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,

triptofano e valina.

SILVA (1986) avaliou a essencialidade dos aminoacidos metionina e treonina na
nutricdo do pacu e, a ocorréncia de opérculos defeituosos e, 0 menor ganho de

peso nos peixes com dietas deficientes, evidenciaram tal essencialidade.

A exigéncia quantitativa em aminoacidos essenciais para peixes tem sido
determinado pelo seu fornecimento, em niveis graduais, em dietas teste para
produzir curvas de dose-resposta. Entretanto, dietas semipurificadas ou purificadas
nem sempre sdo adequadamente assimiladas. Alternativamente, a concentracdo de
aminoacidos livres no sangue, a oxidacdo de aminoacidos marcados
radioativamente ou a determinacdo da deposicao diaria de aminoacidos no corpo do
peixe tém sido utilizada para determinar a exigéncia quantitativa, estimada somente
para cinco espécies: carpa comum (Cyprinus carpio), truta arco-iris (O.mykiss),
bagre do canal (Ictalurus punctatus), enguia japonesa (Anguilla japonica) e salméo
“chinook” (Oncorhynchus tshawytscha) (WEATHERLEY & GILL 1989; TACON,

1987).
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Alguns estudos relatam que o padrdo de aminoacidos essenciais (AAE) do corpo
inteiro, tecido muscular ou “ova” podem ser usados como estimativa do
requerimento na formulacédo de dietas. Comparando os dados obtidos em ensaios
pelos métodos anteriormente descritos e a proporcdo relativa dos mesmos dez
aminoacidos essenciais presentes no corpo ndo foi constatada diferenca (ARAI,
1981; KETOLA, 1982; WILSON & POE, 1985; GATLIN, 1987, OSTROWSKI &

DIVAKARAN, 1989).

Segundo COWEY & LUQUET (1983), tem sido encontrada alta correlacdo entre
composicdo de aminoacidos do musculo e a exigéncia obtida por estudos de dose-
resposta para muitas espécies de peixes. Os autores sugerem que, sendo o0
muasculo o principal tecido em formacdo nos peixes em crescimento, sua

composicdo em aminoacidos indica o padréo exigido nas dietas.

A composicdo em aminoacidos no musculo é extremamente constante entre
espécies de peixes e, parece ndo ser afetada por fatores biolégicos como sexo,
idade, maturidade sexual ou dieta (MASLENNIKOVA, 1974). NJAA & UTNE (1984)
analisaram a composicdo em aminoacidos de 15 espécies de peixes marinhos e
verificaram notavel similaridade, com excecdo ao alto conteddo de histidina em
peixes pelagicos. MAI et al. (1980), determinaram a composi¢cdo em aminoacidos de
seis espécies de agua doce do lago Cayuga (Ithaca, NY), sem observar variacao

significativa na concentracao de cada aminoacido nas diferentes espécies.
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A composi¢cao em aminoacidos das ovas e da proteina corporal em trés grupos de
tamanho do bagre do canal foi determinada por WILSON & POE (1985). A
composicdo em aminoacidos do corpo inteiro ndo diferiu com o tamanho do peixe,
entretanto para a ova foi observada diferenca com a proteina corporal. Uma
correlacdo positiva foi observada pela regressdo do padrdo de exigéncia sobre o
padrdo de proteina corporal. Estes dados indicam que o perfil de aminoacidos do
corpo inteiro, independente do tamanho do peixe, é valido como estimativa quando
a exigéncia quantitativa ainda néo foi determinada em estudos de crescimento. De
outra forma, quando o requerimento quantitativo de um determinado aminoacido
essencial (em geral lisina) obtido em ensaio de crescimento é conhecido, o
requerimento para os outros nove AAE pode ser estimado pelo ajuste de seus niveis

de acordo com a composicao corporal (WILSON *)

Segundo TACON (1987), na falta de informacéo precisa sobre a exigéncia em
aminoacidos essenciais para uma espécie, este pode ser calculado com base no
padrdo de AAE do corpo inteiro, j& que os aminoacidos essenciais (incluindo cistina
e tirosina) constituem cerca de 35 % do total da exigéncia protéica na maioria dos

peixes ja estudados.

“WILSON, R.P. (Palestra conferida na Faculdade de Ciéncias Agraria e Veterinaria - UNESP - Campus de
Jaboticabal) Comunicacdo pessoal, 1995.
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Assim, adaptando a formula sugerida pelo autor, para o pacu, cuja exigéncia em
proteina bruta foi aceita como 26 %, teremos: 26 % x 35 % x % do AAE no corpo/
10000 = % do AAE requerido (expresso na base de 100 % de matéria seca, i.e. 26
% de PB na racdo). A composicdo em aminoacidos da proteina do musculo do

pacu, determinada por MACHADO (1989) e MAIA (1992), encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3. Composi¢cdo em aminoéacidos na proteina do muisculo do pacu, e comparagdo de sua
exigéncia estimada com a determinada para a carpa.

Aminoacidos 1 2 3* 4* 5*
Aas gAA / 16gN

Triptofano nd nd nd 0,7(0,24/35) 0,8 (0,3/38,5)
Lisina 10,0 12,5 4,38(1,14/26) 5,3(1,85/35) 5,7(2,2/38,5)
Histidina 2,2 3,6 1,27(0,33/26) 1,3(0,45/35) 2,1(0,8/38,5)
Arginina 6,6 8,2 2,88(0,75/26) 3,9(1,36/35) 4,2(2,6/38,5)
Valina 3,9 7,0 2,46(0,64/26) 3,0(1,05/35) 3,6(1,4/38,5)
Treonina 3,8 5,8 2,04(0,53/26) 3,2(1,15/35) 3,9(1,5/38,5)
Metionina 2,8 2,0 0,69(0,18/26) 1,6(0,56/35) 3,1(1,2/38,5)
Isoleucina 4,5 6,2 2,15(0,53/26) 2,3(0,80/35) 2,3(0,9/38,5)
Leucina 8,8 11,3 3,96(1,03/26) 4,2(1,47/35) 3,4(1,3/38,5)
Fenilalanina 4,3 5,8 2,04(0,56/26) 3,0(1,05/35) 6,5(2,5/38,5)
Alanina 51 7,8 nd nd nd
1 Cistina 0,8 0,8 0,27(0,07/26) 0,8(0,28/35) nd
Ac. Aspartico 10,5 12,9 nd nd nd
Serina nd 4,9 nd nd nd
Ac. Glutamico 19,8 21,8 nd nd nd
Prolina nd 4.5 nd nd nd
Tirosina 3,8 4.9 1,73(0,45/26) 2,0(0,70/35) nd
Glicina nd 5,9 nd nd nd

AAs na proteina do musculo do pacu 1. (MACHADO, 1989), 2. (MAIA, 1992), 3. requerimento em AAE estimado para o
pacu segundo TACON, 1987, 4. requerimento em AAE para carpa (OGINO,1980), 5. requerimento em AAE para carpa
(NRC,1983), * expresso em porcentagem da proteina, e entre parénteses, o numerador é o requerimento como
porcentagem da dieta e o denominador é a porcentagem total de proteina da dieta, nd = ndo determinado.

2.6. Composicéao corporal

O conhecimento da composicdo corporal dos peixes fornece informacdes para se

determinar niveis adequados de substituicdo dos ingredientes utilizados na dieta,



44

assim como a melhor conversao alimentar em conexdo com a demanda de

gualidade pelos consumidores.

As principais classes de substancias presentes no corpo dos peixes sdo as mesmas
dos outros animais, sendo nos peixes, 70 a 80 % constituidos por agua, 20 a 30 %
por proteinas, 2 a 12 % por lipidios e em menores quantidades carboidratos e
minerais, apresentando variacbes em funcdo da espécie, tamanho, condi¢cdo
fisiologica, alimentacdo e condicbes ambientais (WEATHERLEY & GILL,1989).
Segundo ZEITLER et al.(1984), o nivel de arragopamento e o balanceamento em
nutrientes das dietas sao as variaveis que tém maior influéncia sobre a composicéo

corporal.

LOVE (1980) enunciou que um aumento na concentracdo de qualquer constituinte
corporal, seja agua, lipidios ou proteinas, leva a um decréscimo do outro e, desta

forma, a soma permanece aproximadamente constante.

ECKMANN (1987) testou duas fontes protéicas e diferentes niveis de proteina em
ensaio com juvenis de tambaqui (C. macropomum). Foi observado que a taxa de
crescimento e a composi¢cao corporal foram fortemente influenciados pela qualidade
dos alimentos. As taxas de crescimento, de 1,1 a 2,5 % de ganho de peso seco/ dia,
foram proporcionais aos niveis de proteina bruta (25 a 37 %), enquanto que o

conteudo de matéria seca do corpo inteiro (35 a 26 %) foi inversamente proporcional
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a taxa de crescimento. A composi¢do corporal dos peixes de crescimento mais
rapido apresentou 0os mais altos niveis de proteina (53 %) e mais baixos de gordura
(26 %). Variacbes na taxa de crescimento e composicao corporal em relacdo a
qualidade do alimento foram também observados para truta arco-iris

(PAPOUTSOUGLOU & PAPAPARASKEVA PAPOUTSOUGLOU,1978).

Vérios autores tém observado em diferentes ensaios, como os de restricao alimentar
(SOUZA,1994), niveis de arracoamento (CARNEIRO et al. 1994), relacao proteina /
energia da racdo (ZEITLER et al.1984) e niveis de proteina (MILLIKIN, 1982), que o
conteudo de gordura corporal relaciona-se inversamente aos de agua, proteina e

minerais.

RUMSEY et al. (1992) conduziram estudos com truta arco-iris (O. mykiss)
alimentadas com dietas contendo niveis crescentes (0,6; 1,6; 2,5; e 4,1 %) de
extrato de acido nucléico de levedura, correspondentes a niveis de 7,5; 20; 30 e 50
% de S. cerevisiae na dieta. A proteina e a gordura corporal ndo foram afetadas em
qualquer nivel do extrato, mas os trés niveis mais elevados de inclusdo causaram
significante aumento em cinzas. Aumento semelhante nos valores de cinza corporal
causado por altos niveis de &acidos nucléicos foi observado por outros autores
(TACON & COOKE, 1980; DAVIES & WAREHAM, 1988). Foi especulado por estes
autores que o acido nucléico da dieta reduziu a motilidade do intestino, desta forma

aumentando o tempo disponivel para digestdo e absorcdo de minerais. Peixes
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alimentados com biomassa de levedura apresentaram conteddo corporal de
proteina bruta e cinza mais elevados, com niveis de lipidios mais baixos que o0s
peixes do grupo controle, nos estudos de DABROWSKI et al. (1980); MAHNKENN

et al. (1980) e, MARTIN et al.(1993).
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3. MATERIAL E METODOS

Duzentos e cinquenta exemplares de juvenis de pacu, Piaractus mesopotamicus
HOLMBERG, 1887 (=Colossoma mitrei, BERG, 1895), pesando em média 40 g,
cedidos pelo Setor de Piscicultura da Universidade Federal de Goias e provenientes
de uma mesma desova induzida, permaneceram por um periodo de aclimatacéo de
15 dias, em viveiro externo, do Centro de Aquicultura da UNESP - Campus de
Jaboticabal. Posteriormente os animais foram transferidos para o0s tanques
experimentais, onde o trabalho foi conduzido por 87 dias a partir de 22 de novembro

de 1993.

A levedura de destilaria de alcool de cana-de-agUcar (Saccharomyces cerevisiae),
utilizada neste estudo, denominada levedura de recuperacdo, € obtida por
fermentacdo anaerdbica do mosto acucarado e separada por centrifugacdo do

vinho, com posterior secagem do leite de levedura, constituindo-se em um
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subproduto do processo de producdo do alcool. A levedura utilizada foi doada a
UNESP, pela Destilaria Santa Adélia S/A, situada em Jaboticabal, SP, safra de

outubro de 1993.

3.1. Delineamento e condi¢cOes experimentais

Utilizando delineamento em blocos casualizados (DBC), num esquema de parcela
subdividida no tempo (“Split Plot in Time”), foram testados cinco niveis (0, 25, 50, 75
e 100 %) de substituicdo da farinha de peixe por levedura seca de alcool, com duas
avaliacbes no tempo (aos 45 e 87 dias do inicio do experimento). Foram
constituidos quatro blocos de peso e comprimento médios iniciais respectivamente
de: A=28,1+399e9,6+04cm,B=32,7+549ge10,0£0,4cm,C=409+6,4
gel0,8+06cmeD=554+959ge11,8+0,7cm, sendo cada um designado aos
5 tratamentos e, aleatoriamente, aos vinte tanques experimentais, cada bloco

constituindo uma parcela com dez peixes.

Todos os peixes do experimento foram submetidos a uma semana de adaptacdo as
instalac6es e ao manejo, recebendo racdo comercial, com 22 % de proteina bruta,
duas vezes ao dia. Apds o periodo de adaptacédo, foi feita a biometria para peso e
comprimento e iniciaram-se os tratamentos. Foi mantido um estoque excedente de
peixes em outro tanque, para reposicdo de animais, caso ocorressem perdas, antes

de iniciarem os tratamentos e que apos este periodo foram liberados.
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Utilizaram-se vinte tanques retangulares de alvenaria, de 1,85 m de comprimento
por 0,90 m de largura e 0,80 m de profundidade, com capacidade para 1330 |,
instalados no interior de uma estufa, com cobertura de tela de nylon. Os tanques
foram providos de fluxo individual e continuo de 4gua e com sistema de escoamento
no fundo (Figura 1). Antes do povoamento com 0s juvenis de pacu, procedeu-se a
analises limnoldgicas, para confirmar a qualidade adequada da agua.
Semanalmente e, também, sempre que necessario, os tanques foram sifonados,
retirando-se os residuos e algas que se desenvolviam no fundo e paredes. A
densidade de estocagem foi de aproximadamente 300 g/m2 , equivalente a uma
biomassa de 300 kg/ha. Os peixes foram observados diariamente quanto a

apresentacdo de comportamento incomum, variagées morfolégicas e mortalidade.

3.2. Dietas e manejo alimentar

Foram utilizadas cinco dietas isoprotéicas e isocaléricas com aproximadamente 26
% de proteina bruta (PB) e 4,0 kcal de energia bruta /g racdo. A fonte protéica
animal, farinha de peixe, foi substituida por niveis crescentes de levedura seca de
alcool e todas as dietas continham os mesmos ingredientes vegetais, em diferentes
proporcbes, para possibilitar o balanceamento. A analise bromatolégica dos
ingredientes (Tabela 4) e posteriormente das racdes (Tabela 5) foram realizadas
pelo esquema de Weende. O nitrogénio total foi determinado pelo método

microkjeldahl e a proteina bruta foi calculada multiplicando-se o conteudo de
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nitrogénio da amostra pelo fator 6,25 (SILVA, 1990). Uma amostra de farinha de

peixe, levedura e cada dieta, foi moida, peneirada, homogeneizada e

desengordurada para determinacéo analitica de aminoacidos totais pelo método de

cromatografia de troca idnica (Tabela 6).

Tabela 4. Composi¢do quimica aproximada dos ingredientes, expressa na base de 100% MS
Ingredientes

Nutrientes Milho F. Trigo F. Arroz F.Soja F.Peixe Levedura
Proteina Bruta (%) 8,31 14,61 13,56 48,30 56,00 32,64
Extrato Etéreo (%) 4,19 3,80 15,67 0,70 5,95 0,81
Matéria Seca (%) 87,72 87,71 89,28 90,50 93,73 89,13
Fibra Bruta (%) 2,21 9,75 11,46 4,11 - -
Material Mineral (%) 0,20 5,28 10,56 6,20 36,93 3,25
ENN' (%) 72,71 54,27 38,03 31,19 - 52,43

*Laboratério de Nutricdo Animal - UNESP - Jaboticabal 1" ENN = extrativos ndo nitrogenados

Tabela 5. Composicdo percentual, calculada e determinada das dietas experimentais.

TRATAMENTO -( niveis de substituicdo %)

Ingredientes (%) 1-(0) 2 -(25) 3-(50) 4 -(75) 5-(100)
Milho 39,10 30,53 24,90 17,30 11,35

F. Trigo 10,75 13,00 10,00 9,00 7,00

F. Arroz 12,50 14,40 18,00 22,00 25,00

F. Soja 13,40 13,70 14,50 15,02 15,85
Levedura 0,00 9,95 20,00 29,88 39,80

F. Peixe 23,25 17,42 11,60 5,80 0,00
Supl. min. vitam." 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Compos. Calculada (Compos.

Determinada por analise)

Proteina Bruta (%) 26,01(28,00) 26,01(26,16) 26,00(27,82) 26,00(27,39) 26,00(27,47)
Extrato Etéreo (%) 6,33 (6,60) 6,11 (6,38) 6,11 (6,04) 6,15 (5,75) 6,09,,(5,87)
Matéria Seca - MS (%) 88,81(91,56) 88,63(91,24) 88,50(91,36) 88,37(91,30) 88,23(90,81)
Fibra Bruta (%) 3,89 (2,31) 4,16,,(3,45) 4,18 (2,68) 4,40 (2,48) 4,45 (2,41)
Mat. Mineral (%) 11,38 (8,17) 9,87,,(7,91) 8,31 (6,96) 6,88 (6,53) 5,31 (5,75)
ENN (%) 41,19(46,48) 42,49(47,34) 43,90(47,86) 44,95(51,63) 46,38(49,31)
Ener. Br., kcal/kg 4059,70 4056,20 4052,90 4050,90 4047,31

*Laboratério de Nutricdo de Peixes e Laboratério de Nutrigdo Animal - UNESP - Jaboticabal
1* Rovimix (Roche) = em 1000 g: vit. A 9.000.000UI; vit.E 10.000 Ul; vit. K3 4 g; vit.B1 2 g; vit.B2 5g; vit.B6 5 g;
vit. B12 40 mg; &c. nitotinico 40 g; ac. pantoténico 25 g; bacitracina de zinco 10 g; anti-oxidante 30 g; selenito 50
g; - Roligomix (Roche) = quantidade em 500 g: ferro 90 g; cobre 10 g; cobalto 2 g; manganéz 40 g; zinco 70 g;

iodo 2 g.

Determinada a composicdo em aminoacidos das dietas experimentais e das duas
fontes protéicas (g AA/100 g de proteina), a qualidade das proteinas totais foi

avaliada pelo céalculo do escore quimico (EQ) e indice de aminoacidos essenciais
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(IAAE). Ambos os métodos comparam os aminoacidos da proteina testada com
aqueles da proteina do ovo (NRC, 1983), reconhecidas como completa e de alto
valor biolégico para peixes (HEPHER, 1988). Assim, para o calculo do EQ se
assume que a proteina do ovo € a de maior valor biolégico para promover o
crescimento e este sera limitado pelo aminoacido essencial da dieta, cuja taxa em

g AAE na proteinatestada x 100
g do correspondente AAE na proteina Ovo

relacdo a proteina do ovo € menor. EQ=

O indice de aminoéacidos essenciais (IAAE) € um célculo mais apurado, dado pela
média geométrica da taxa de todos os aminoacidos essenciais obtidos

anteriormente pelo escore quimico (HEPHER, 1988).

AAE =n\/100a 100b _ 100c . 190j
ap bp CP JP
onde: a,b,c...j sao as porcentagens de AAEs na proteina avaliada

ap, bp, Cp...Jp S80 as porcentagens de AAE na proteina padrédo

n = nimero de amino&cidos considerados
As racdes peletizadas foram estocadas em, a -20 <C, retirando-se por¢des para
consumo semanal. O arracoamento foi realizado diariamente duas vezes ao dia, por
volta das 8 e 17 h, ad libitum. Nas condicBes proporcionadas pelas instalagdes, era
possivel observar os animais alimentando-se e assim a racdo foi fornecida aos

poucos, até saciacdo, de modo a ndo haver sobras ou somente poucos peletes. O

alimento fornecido foi considerado consumido.
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Tabela 6. Escore quimico, indice de AA Essenciais e Composicédo em aminoacidos das duas fontes protéicas e, das dietas experimentais.

Tratamentos = niveis de substituicdo da f. de peixe por levedura

Aminoacidos"” Levedura F.Peixe (EQ)  0(EQ) 25 (EQ) 50 (EQ) 75 (EQ) 100 (EQ) Requerimento ©
(9/100g proteina) (EQ(l)) gAA/100 Proteina
Prot. Bruta (%)) 32,64 56,00 28,00 26,16 27,82 27,39 27,47 -
Triptofano 1,40 (100) 0,62 (44) 0,68 (49) 1,00 (71) 1,03 (74) 0,49 (35) 0,61 (44) -

Lisina 8,29 (120) 4,63 (67) 6,29(91) 6,00 (87) 5,06 (93) 5,17 (75) 5,47 (79) 4,38 (1,40/26)
Histidina 2,47 (95) 2,21 (85) 3,23 (124) 3,22 (124) 2,44 (94) 2,69 (103) 2,71 (104) 1,27 (0,33/26)
Arginina 4,97 (76) 5,07 (78) 5,37 (92) 7,10 (109) 5,09 (78) 5,40 (83) 5,27 (81) 2,88 (0,75/26)
Valina 5,36 (80) 5,07 (76) 3,76 (56) 4,47 (67) 3,27 (49) 4,16 (62) 3,98 (59) 2,46 (0,64/26)
Treonina 5,75 (110) 2,96 (57) 3,83 (74) 3,47 (67) 3,31 (64) 3,76 (72) 4,19 (81) 2,04 (0,53/26)
Metionina 2,52 (86) 2,32 (83) 1,47 (64) 0,94 (55) 2,59 (76) 3,05 (106) 2,20 (66) 0,69 (0,18/26)
Isoleucina 5,08 (92) 3,41(62) 3,34 (61) 5,91 (107) 3,07 (56) 3,19 (58) 3,67 (67) 2,15 (0,56/26)
Leucina 7,83 (86) 6,20 (68) 7,78 (85) 8,52 (94) 6,42 (71) 6,24 (69) 6,10 (67) 3,96 (1,03/26)
Fenilalanina 4,81 (80) 3,07 (55) 5,36 (82) 4,72 (86) 3,54 (60) 3,75 (61) 3,88 (67) 2,04 (0,53/26)
Alanina 5,97 4,47 4,28 3,68 4,00 4,20 4,99
Y Cistina 0,85 0,90 1,02 1,21 0,39 1,10 0,38 0,27 (0,07/26)
Ac. Aspatrtico 9,18 4,49 6,28 6,20 5,98 5,91 9,20
Serina 2,55 3,00 4,31 3,80 3,61 4,22 4,22
Ac. Glutanico 10,37 6,24 9,06 7,89 8,32 9,09 12,73
Prolina 3,57 5,52 5,57 4,27 3,61 3,78 4,34
Tirosina 3,56 2,64 3,17 4,21 2,71 2,62 3,07 1,73 (0,45/26)
Glicina 4,34 5,05 4,42 3,74 3,61 3,70 3,83
IAAE® 91,54 66,23 75,13 84,15 68,43 69,40 69,86

()
()

- Média de duplicata (Analise de aminoacidos realizada no Centro de Quimica de Proteinas - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP
- Média de duplicata (Analise realizada no Laboratério de Nutricdo Animal - Jaboticabal - UNESP)

(1) - EQ - Escore Quimico = porcentagem do aminoacido essencial na proteina testada/ porcentagem do correspondente aminoécido na proteina do ovo,
contendo as seguintes porcentagens: Isoleucina, 5,5; Lisina, 6,9; Meti. + Cistina, 3,9; Fenilalanina + Tirosina, 10,4; Treonina 5,2; Triptofano, 1,4;
Valina, 6,7; Histidina, 2,6; Arginina, 6,5; Leucina, 9,1 (NRC, 1983).

(2) - IAAE = indice de aminoacidos essenciais = média geométrica das taxas de todos aminoacidos na proteina testada em relacéo a proteina do ovo

acima referida.

(3) - Requerimento em AAE para 0 pacu, com base na composi¢cdo do musculo, (MAIA, 1992) estimado segundo TACON (1987); % de AAE total do
requerimento da maioria dos peixes = 35 % (incluindo cistina e tirosina) x porcentagem da proteina da dieta (26 %) x conteddo do referido aminoacido
essencial no misculo/10.000
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3.3. Obtencéo das amostras e metodologia

Foram feitas duas coletas de material biologico no experimento. Aos 45 dias do inicio
do experimento cinco peixes de cada parcela foram amostrados ao acaso, repetindo-
se a colheita no final do experimento (87 dias), com 0s cinco animais restantes. As
amostras destinaram-se as analises de parametros metabodlicos, composicédo

corporal e morfometria.

3.3.1. Biometrias e desempenho produtivo

Nos mesmos periodos acima descritos realizaram-se as biometrias. Na primeira
(inicio) foram pesados e medidos todos individuos. Aos 45 dias 50 % da populacéo,
ou seja, cinco peixes, 0s mesmos que se destinaram a coleta de material bioldgico e
aos 87 dias os cinco restantes. Utilizando-se ictibmetro, com aproximagdo em
milimetros e balanca, com aproximacdo para miligramas, foram registrados o
comprimento total, comprimento padrdo e o peso total do animal. Nestas ocasides,

efetuou-se o controle de consumo de ragéo.

O ganho em peso foi calculado pela diferenca entre a média de peso dos peixes de
cada parcela no inicio e a cada intervalo em que foi realizada a biometria. A taxa de
crescimento instantaneo € freqliientemente empregada como um dos métodos mais

Uteis de apresentacdo dos dados, especialmente como uma base para comparacao
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entre diferentes estagios do ciclo de vida. Para obter os dados necessarios para o
célculo, as medidas do peso foram feitas nos intervalos acima descritos, assim
possibilitando formar uma seérie de tempos que reproduz uma taxa instantanea de
variagbes ou taxa de crescimento. A taxa de crescimento instantdneo ou ganho de

peso médio diario em porcentagem, foi assim calculado:

_ LogeyT - Logeyt
Tempo(dias)

100

onde: G = crescimento; yr = peso final (no tempo T); y; = peso inicial (no tempo t);

e = base no logaritmo natural

A conversao alimentar dos peixes foi calculada pela relagcdo entre as médias de
consumo de racdo e de ganho em peso de cada parcela, a cada intervalo de
avaliacdo. A taxa de eficiéncia protéica foi determinada pela relacdo entre as médias
de ganho em peso e de consumo de proteina bruta da dieta em cada parcela, a cada
intervalo de avaliacdo. O indice de consumo diario foi calculado pela relagédo entre o

consumo alimentar diario e, 0 peso, meédios de cada parcela.

3.3.2. Parametros metabodlicos e de morfometria

Os procedimentos para coleta das amostras foram mantidos sempre 0s mesmos em

cada avaliacdo (aos 45 e 87 dias). Pela manha (8 h), apés jejum de 16 a 18 h, os

peixes foram capturados, com auxilio de pucd, transportados para o laboratério e
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acondicionados em recipientes de 50 | com agua de mesma origem, mantida com

aeragao.

Cada exemplar retirado do recipiente foi anestesiado com tricaina metanosulfonato
(MS-222) 0,1 g/l e em seguida coletou-se o sangue (Figura 2), no menor tempo
possivel, por puncdo da veia caudal, com seringa heparinizada. A amostra obtida
destinou-se as analises de: hematocrito, glicemia, proteina e acidos graxos livres do

plasma.

Para andlise do hematocrito foram utilizados capilares heparinizados, com amostras
do sangue total, centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos, sendo o volume

determinado por leitura com cartela padréo.

A glicemia foi determinada pelo método de KING & GARNER (1947). Para isto,
utilizou-se 1 ml de sobrenadante obtido por centrifugacdo a 2.000 rpm, durante 10
min., originado de 1,8 ml de solug&o isotdnica (sulfato de sédio, sulfato de cobre), 0,1
ml de sangue total e 0,1 ml de tungstato de soédio a 10 %. Apds a centrifugacédo, o
sobrenadante foi congelado a -20 <C até o dia da analise, a qual foi feita adicionando-
se 1 ml de reagente cuprico e 3 ml de arsenomolibidico. A cor obtida foi lida em

espectrofotometro a 540 nm.
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Na determinacdo da proteina total do plasma, pelo método da rea¢cdo com biureto,
conforme GORNALL et al. (1949), utilizou-se 0,1 ml de plasma, 0,9 ml de agua e 4 ml
do reagente biureto. Apés 15 minutos foi feita a medi¢cdo da absorbancia da solugéo

em espectrofotometro, a 560 nm de comprimento de onda.

Os &cidos graxos livres do plasma foram extraidos e determinados segundo
metodologia de DOLE & MEINERTZ (1960). Utilizou-se 0,2 ml de plasma para o
processo de extragcdo com heptana. Na titulacdo, foi acrescentada uma solugéo
indicadora preparada com timol azul a 0,1 % e a viragem (aparecimento da cor

mostarda) foi obtida adicionando soda em presenca de nitrogénio.

Ainda sob efeito do anestésico, o animal foi sacrificado por seccdo da medula
espinhal ao nivel do opérculo, procedendo-se, a seguir, a abertura da cavidade
abdominal e coleta do figado (Figura 2) para avaliacdo do indice hepatossomético
(relacdo percentual entre peso do figado e peso corporal total) e obtencdo de
amostras sempre da mesma regido para andlises de glicogénio, lipidios totais e
histologia. Uma porcdo dorsal de musculo branco também foi amostrada para analise

de glicogénio.

O (glicogénio hepatico e muscular foram determinados por espectrofotometria,
segundo método da antrona descrito por CARROL, et al. (1956). A extracdo do

glicogénio em 500 mg de figado ou musculo foi feita utilizando-se KOH a 30 %, 5
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gotas de Na,SO,4, em solucédo contendo agua e alcool etilico. A glicose resultante da
guebra das moléculas de glicogénio reagiu com a antrona, produzindo a cor lida a

620 nm.

Por meio do método gravimétrico, descrito por BLIGH & DYER (1959), determinou-se
os lipidios totais do figado. O homogenato de lipidios, em cloroférmio, propanol e
agua, extraido de 500 mg de tecido foi evaporado a secura, em estufa a 60 <C por 1
h, num recipiente previamente pesado. Ap0s a secagem, o frasco foi pesado em

balanca analitica, obtendo-se o total de lipidios pela diferenca de pesos.

Uma amostra do lobo distal do figado foi usada para analise morfométrica dos
hepatocitos. A amostra foi colocada em solucéo fixadora de Bouin, onde permaneceu
por 24 h. Depois da desidratacdo em série crescente de alcoois e da passagem pela
bateria de benzo6is, as diversas amostras foram incluidas em parafina,
microtomizadas de maneira semi-seriada com 7 um de espessura e, em seguida,
coradas de acordo com a técnica da hematoxilina de Harris-eosina (HE), segundo
MAIA (1979). A analise morfométrica dos cortes semi-seriados do figado de trés
animais por parcela foi realizada por meio do sistema analisador de imagem da
KONTRON ELETRONIK (Video Plan), sendo medidos os seguintes parametros:

areas e volumes do hepatocito e do nucleo e seus diametros maximo e minimo.
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3.3.3. Analise de composicao corporal

Os corpos inteiros de cinco peixes de cada parcela foram acondicionados
separadamente em sacos plasticos e congelados a -20 <C, para determinag¢do da
composicdo proximal. Os corpos parcialmente descongelados foram moidos por
blocos e homogeneizados, sendo que amostra em duplicata de 8 g cada, deste
material, foi liofilizada até atingir peso constante a -8 @C. Desta primeira matéria seca
(1*MS) obteve-se posteriormente, por secagem em estufa a 105 <C, por 12 h, a
segunda matéria seca (2° MS), verificando-se a constancia de peso em balanca
analitica com aproximacado de 0,0001 g. A partir destes dados, peso umido e seco, foi
calculada a porcentagem de umidade. Aliquotas desta amostra, com 100 % de
matéria seca original (MSO), destinaram-se as demais analises: extrato etéreo
(extrator de Sohxlet), proteina bruta pelo método microkjeldahl e cinzas (mufla a 600

QC por 3 horas).

Todo material coletado, acondicionado e identificado (sangue, figado, muasculo e
corpos inteiros), foi imediatamente congelado e mantido a -20 © C, até o0 momento

das analises.
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3.3.4. Avaliacdes das condi¢cbes ambientais

As condi¢cdes ambientais foram avaliadas em cinco tanques, um de cada tratamento,
escolhidos aleatoriamente dentro dos quatro blocos (repeticdes) constituidos e,
também, da 4gua da canaleta de entrada. Semanalmente, por volta das 9 h, coletou-
se amostras de agua, pelos procedimentos convencionais, para determinacdo de
oxigénio dissolvido, porcentagem de saturacdo, pH, alcalinidade, condutividade e
amonia. Estimou-se também nestes tanques, por ocasidao das amostragens, a taxa
de renovacao diaria da agua. A temperatura da agua foi aferida diariamente por volta
das 8 e 17 h, em todos os tanques, em um ponto mediano da superficie, sendo
também controlada as temperaturas maxima e minima do ambiente no interior da
estufa. A temperatura foi reportada como valores médios dos quatro blocos de cada

tratamento.

O teor de O,D e a porcentagem de saturacdo foram analisados pelo método de
Winkler, segundo GOLTERMAN et al. (1978). A alcalinidade total foi determinada
adicionando primeiramente o indicador fenolftaleina (coloracdo rosada) e
procedendo-se a titulacdo com H,SO, a 0,02 N, conforme metodologia de
GOLTERMAN et al. (1978). O pH foi medido em laboratério com um peagametro
Quimis. A condutividade elétrica foi determinada por um condutivimetro E 527
Metrohm Herisaw e a amdnia analisada por método colorimétrico, com leitura em

espectrofotometro, de acordo com os metodos descritos por KOROLEFF (1976). As
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leituras de absorbancia foram feitas em espectrofotometro Baush Lomb, modelo
Spectronic 20. A taxa de renovagéao diaria de agua foi calculada pela relagdo entre o
volume do tanque e o tempo cronometrado, em que a torneira de abastecimento

leva para completar 1 I, medido em bequer graduado.

3.4. Anélises estatisticas

Os resultados do experimento, montado em delineamento de blocos casualizados em
esquema de parcela subdividida no tempo (“Split Plot in Time”), com niveis
crescentes de incorporacao de levedura seca de destilaria alcodlica (0, 25, 50, 75 e

100 %) em substituicdo a de farinha de peixe, com duas avaliacdes no tempo (aos 45

pY

e 87 dias), foram submetidas a analise de variancia e testes de comparacao de
meédias (Tukey a 5 %), conforme procedimento GLM do SAS (1985). Para a analise
dos parametros de desempenho produtivo, metabolismo e estrutura dos hepatocitos,

foram utilizadas repeticdes dentro de bloco.

(o]

Laboratérios solicitados para realizagdo das analises: - Laboratérios de Biofisica e Histologia do Dept
de Morfologia e Fisiologia Animal - UNESP - Jaboticabal (glicogénio, lipidios totais, glicemia,
hematécrito e morfometria). - Laboratério de Limnologia - Centro de Aquicultura - UNESP - Jaboticabal
(O,D, % de saturagdo, pH, alcalinidade, condutividade, NH3). - Laborat6rio de Nutricdo de Peixes -
Centro de Aquicultura - UNESP - Jaboticabal (preparo das dietas). - Laborat6rio de Nutricdo Animal -
UNESP - Jaboticabal (composi¢do proximal dos ingredientes, dietas e carcagas). - Laboratério de
Biotecnologia - UNESP - Jaboticabal (proteina plasmatica). - Laboratério de Quimica de Proteinas -
USP - Ribeirdo Preto (aminoacidos das dietas e fontes protéicas). - Laboratério de Quimica de Lipidios
- USP - Ribeirdo Preto (4cidos graxos livres do plasma). - Laboratério de Piscicultura - Centro de
Aquicultura - UNESP - Jaboticabal (biometrias , coleta do material biolégico).



Figura 1. Instalacdes - vista externa da estufa e detalhes dos tanques experimentais
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Figura 2. Obtencéo das amostras - coleta de sangue e figado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Condi¢des ambientais

Os valores médios e desvios-padrdes das variaveis limnoldgicas analisadas em cinco
tanques, um de cada tratamento, amostrados aleatoriamente dentro dos quatro
blocos, e da 4gua da canaleta de entrada, estdo apresentados na Tabela 7. Foi
objetivo demonstrar a influéncia dos tratamentos sobre as condicbes ambientais,
mantendo-se sempre 0s mesmos tanques para possivel comparacado de seus perfis
de comportamento. As variagbes mais importantes que devem ser monitoradas em
cultivo de peixes, segundo SIPAUBA -TAVARES (1995), sdo: oxigénio dissolvido, pH,
alcalinidade, condutividade elétrica, temperatura, nutrientes e outras referentes a

cultivo em viveiros, ndo sendo o caso do presente trabalho.
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A diferenca de temperatura entre a agua dos tanques foi minima, mantendo-se
constante ao longo do experimento como observado pela Tabela 7. No primeiro més
do experimento a média da temperatura maxima ambiente no interior da estufa foi de
43,2 C. Nos trinta dias seguintes houve uma queda, voltando a subir no ultimo més,
(de 35,9 para 43,2 «C), Tabela 8. Observa-se que a temperatura da agua dos
tanques sofreu influéncia direta da temperatura ambiente, pois a 4gua se originava
de uma represa a montante. A instalacdo da estufa protegeu os tanques de
intempéries ambientais, evitando possiveis picos nas variacdes dos parametros

limnoldgicos.

Tabela 7. Variaveis limnolégicas, médias e desvios-padr8es das analises semanais, no periodo de 87 dias, e
média da temperatura diaria da agua (manha + tarde).

Tratamentos - tanques

Variaveis entrada 1 2 3 4 5
0,D (mg/l) 552 +0,31 470+0,58 499+042 432+084 474+052 370+ 148
% Saturagéo 75,84 +4,96  64,69+7,04  6838+6,33 5862+979 6508+674 50,14 +1995
Aménia (ug-N/I) 22,56+13,13  39,04+28,21  39,69+2259 44,90+2547 41,20+2954 75,90 + 4595
pH 6,81 +0,35 6,96 +0,33 6,95+0,34 695+0,36 694+035 699+ 0,33
Alcalinidade (mgCaCOs/l) 12,08+0,85  14,18+1,60  13,84+141 1398+117 13,78+162 14,77+ 276
Condutividade (uScm) 20,00 £0,00  29,23+2,77 28,46+376 30,77+7,60 2846+376 44,29+22,99
Taxa de renov.(1330l/dia) - 418+221 579+257 287+181 360+131 233+ 127
Temperatura da agua () 2802+154  2802+158 2796+157 2803+154 2804+ 155
*Laboratério de Limnologia - Centro de Aquicultura - Jaboticabal - SP
Tabela 8. Valores médios semanais (n=7) das temperaturas ambiente, maximas e minimas (°C)
DIAS
TEMP 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 87
Max | 42,8 46,0 43,7 402 340 363 352 379 425 369 47,3 450 445
Min | 21,3 20,4 250 245 220 224 227 229 240 244 257 249 249

A temperatura da agua, registrada ao longo do experimento, encontra-se dentro da
faixa considerada ideal (25 a 30 ), de conforto térmico para espécies de clima

tropical, conforme PROENCA & BITTENCOURT (1994). Observou-se que 0s peixes
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ndo se alimentaram nos dias em que as temperaturas da agua foram menores
gue 26 C e que ocorreu mortalidade total de duas parcelas (blocos B e D) do
tratamento 5 (100 % de substituicdo), uma semana apdés serem registradas as
menores temperaturas (Figura 4). Verificou-se que ap0s este periodo, as

temperaturas se mantiveram dentro da faixa ideal para o desenvolvimento do pacu.

Assim como a temperatura, as demais varidveis limnoldgicas  analisadas
apresentaram perfil de comportamento semelhante entre os tanques, com excec¢ao
feita para o tanque que continha os peixes que receberam o tratamento 5, onde
foram detectados os valores mais inadequados, tanto em relacdo a agua da canaleta
de entrada , como em relacdo aos outros tanques (Figura 3). Isto se deve,
provavelmente, a menor taxa de renovacdo meédia diaria (2,33 + 1,27 volume
total/dia) detectada neste tanque (Tabela 7). Considerando que o0s peixes
consumiram alimento em quantidade semelhante aos demais deste bloco (D), isto
pode ter elevado a concentracdo de material em decomposicdo e a demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), como caracterizado pela maior concentracdo de
amonia (75,9 % 45,95 ug/l), alcalinidade (14,77 + 2,76 mgCaCOg/l), e condutividade
(44,29 £+ 22,99 uS/cm) e menores concentragcdes de O,D (3,70 + 1,48 mg/l) e
porcentagem de saturacdo de O, (50,14 = 19,95 %). Outro fato que provavelmente
tenha influenciado na qualidade da 4gua deste tanque, foi a instabilidade dos peletes

do tratamento 5 (100 % de substituicdo), os quais se esfarelavam facilmente ao

manuseio e dissolviam mais rapidamente na agua.
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Os valores e o perfil de comportamento das variaveis limnologicas nos cinco tanques
correspondentes aos tratamentos, verificados durante o periodo experimental, sdo
apresentados na Figura 3. Os teores de oxigénio dissolvido considerados 6timos
para a maioria dos peixes de aguas doces tropicais, encontram-se acima de 5 mg/I
(BOYD, 1984; PROENCA & BITTENCOURT, 1994; SIPAUBA - TAVARES, 1995). A
oscilacdo média na concentragdo de O, nos tanques foi de 4,7 a 3,7 mg/l e a 4gua da
canaleta apresentou valor médio de 5,52 mg/l (Tabela 7).Visualiza-se pela Figura 3
que os tanques correspondentes aos tratamentos 5 e 3 apresentaram concentragao
de oxigénio menos adequada na amostragem do 21°dia do experimento (0,94 e 2,80
mg/l respectivamente), sendo que somente o tanque correspondente ao tratamento 2
estava adequado (4,9 mg/l) e nos demais (correspondentes ao tratamento 1 e 4) o
nivel foi suportavel (3,8 mg/l). Apds este periodo, as concentra¢cdes de O,D foram

restabelecidas, oscilando dentro dos limites considerados adequados.

Os valores médios do pH da agua dos tanques mantiveram-se proximos ao neutro,
com variacdo de 6,99 + 0,33 a 6,94 + 0,35. A 4gua, dos tanques e da entrada,
apresentaram a mesma variacdo e, somente no 49° dia, a agua dos tanques
correspondentes aos tratamentos 2 e 5 registraram pH mais elevado (Figura 3). Os
valores observados estdo dentro de uma amplitude satisfatoria para o cultivo de

peixes (BOYD, 1984; SIPAUBA -TAVARES, 1995).
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Os baixos valores de alcalinidade, verificados durante o periodo experimental (Figura
3), evidenciam a baixa capacidade tamponante da agua. A faixa ideal de
concentracdo de bases, que proporciona a maior produtividade de peixes esta entre
20 a 300 mg/l, expressa em carbonato de calcio (PROENCA & BITTENCOUT, 1994;

SIPAUBA -TAVARES, 1995).

Como esperado, a agua da canaleta de entrada registrou o menor valor de
condutividade elétrica (20,00 uS/cm) durante todo o experimento. Em contraste, a
agua do tanque correspondente ao tratamento 5 apresentou os maiores valores com
média de 44,29 + 22,99 uS/cm (Tabela 7). Esta variavel, segundo SIPAUBA -
TAVARES (1995), quando alta, indica elevado grau de decomposic¢do, sendo que em
viveiros de piscicultura do CAUNESP tem-se observado variagdo entre 23 a 71

uS/cm.

A concentracao total de amodnia é resultante da forma ionizada (NH4) ou ndo ionizada
(NH3), sendo, esta ultima, a mais toxica aos peixes. Quanto mais alto o pH e a
temperatura, maior € a porcentagem de amoénia na forma toxica. Na faixa entre 0,4 a
2,5 mgl/l, o teor de amdnia é subletal, sendo que a concentracédo abaixo de 0,05 mg/l
€ considerada ideal para o desenvolvimento de peixes (PROENCA &
BITTENCOURT, 1994). Os teores médios de amonia oscilaram entre 39,04 + 29,36
a 75,9 = 49,62 ug/l (Tabela 7). Mesmo procedendo-se ao sifonamento dos tanques,

nota-se um aumento na concentracdo de amoénia com o aumento da temperatura da
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agua no primeiro més do experimento, provavelmente devido as concentragfes de

amonia na agua da entrada, embora, no ultimo més, quando a temperatura da agua

também foi elevada, as concentracdes de amoénia foram menores.
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Temperatura, °C
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Figura 4. Variagdo diaria da temperatura, manha e tarde, média dos tanques (n=20 tanques).

4.2. Desempenho de producéo

Os dados de desempenho produtivo médio dos juvenis de pacu, frente aos diferentes

niveis de levedura na dieta, estdo expressos na Tabela 9.

A andlise de variancia ndo demonstrou efeito significativo (P>0,05) da substituicdo
crescente da farinha de peixe pela levedura alcodlica sobre as variaveis de
desempenho produtivo analisadas (peso corporal, comprimento corporal, ganho de
peso, consumo alimentar, indice de ingestdo diario, conversdo alimentar, taxa de
eficiéncia protéica e taxa de crescimento instantdneo). Embora de forma n&o
significativa, verifica-se que o nivel mais alto de levedura alcodlica apresentou os

piores resultados de desempenho produtivo.
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Observa-se, pela Tabela 5, que os niveis de substituicdo de 25, 50, 75 e 100 %
correspondem a inclusao de 9,95; 20,00; 29,88 e 39,80 % de levedura na racao, ou
seja, 12,49; 25,11; 37,7 e 49,96 % da proteina total da ragcdo. SOUZA & MATTOS
(1989) avaliaram duas fontes protéicas para alimentacdo do hibrido tambacu e
obtiveram os melhores resultados de digestibilidade para as dietas que continham 25
e 50 % da proteina bruta vinda da levedura alcodlica. MARTIN et al. (1993), em
ensaio com truta arco-iris, constataram que a levedura pode substituir até 35 % da
proteina bruta sem alterar o balanceamento da dieta e sem perda significante do
desempenho de crescimento. Esses trabalhos corroboram os dados do presente
experimento, quanto aos indices de substituicdo da farinha de peixe. Por outro lado,
os resultados obtidos com 100 % de substituicdo, que denotam efeito negativo em
relacdo aos outros tratamentos, concordam com estudos de TACON & COOKE
(1980), DABROWSKI (1980), DAVIES & WAREHAN (1978), BARROS et al. (1986),
gue demonstraram reducdo na taxa de crescimento e piora na conversao alimentar

com altas inclusdes de levedura (50 % PB).

Segundo TACON & COOKE (1980), peixes que recebem dietas com alta inclusdo de
acido nucléico, apesar de apresentarem alto consumo de nitrogénio e alta
digestibilidade aparente, mostram baixa eficiéncia aparente de deposicdo. Os autores
sugerem que o nitrogénio do acido nucléico ndo possui valor nutricional para peixes
gue recebam um suplemento adequado de nitrogénio de aminoéacidos. Outro fator

salientado no estudo acima citado é o erro no célculo da proteina bruta para
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alimentos como levedura, por se utilizar o fator geral N, x 6,25. Varios outros autores
também alertam para este tipo de erro (MATTOS et al., 1983; DAVIES & WAREHAM,
1988; RUMSEY et al., 1992; KIESSLING & ASKBRANDT, 1993). Desta forma, o
conteudo disponivel de proteina poderia ter sido superestimado na levedura e nas
dietas com substituicho. Assim, 0s peixes deste tratamento receberiam menos
proteina disponivel do aqueles que ingeriram a dieta controle com farinha de peixe, 0

gue poderia justificar a menor taxa de crescimento instantaneo (1,36 %).

Tabela 9. Resumo da analise de variancia do desempenho de produgéo, coeficientes de variagdo e médias por
quadrados minimos, das caracteristicas estudadas, Peso médio final (P), Comprimento Padrao (CP),
Ganho em Peso (GP), Consumo Alimentar (CAL), indice de Consumo Diério (ICD), Convers&o
Alimentar (CA), Taxa de Eficiéncia Protéica (TEP) e Taxa de Crescimento Instantdneo (TCI).

Causas de Valores de F para as variaveis analisadas
Variacao

P(@ CP(mm) GP(g) CAL(g ICD(%) CA  TEP (%) TCI (%)
Bloco 6,727 806 236" 700" 057" 035" 110"  0,62™
Tratamento (T) 0,49  018% o076 091™ 111 208"  263% 105"
Avaliacdo (A) 212,577 262,077 0,14 29,907 14,077 215" 088" 1173”7
TXA 475" 275" 226N 184" 059N 188" 133V 162"
CV (Tratamento) 65,14 18,80 44,80 27,79 16,14 25,87 19,34 22,49
CV (Avaliago) 20,21 5,53 41,33 9,14 14,49 38,35 39,30 38,25
Médias:
Tratamento
1 (0) 121,69 14,75 60,87 88,99 1,79 1,75 2,50 1,56
2 (25 %) 112,29 14,49 49,58 74,78 1,60 1,63 2,58 1,46
3 (50 %) 120,83 14,77 53,03 94,71 1,80 1,94 2,15 1,46
4 (75%) 117,96 14,76 55,55 82,11 1,68 1,59 2,58 1,55
5 (100 %) 100,38 14,29 41,41 77,66 1,87 2,08 2,07 1,36
Avaliagéo
1 (45 dias) 88,89 13,65° 50,39  77,52° @ 1,92° 1,67 2,48 1,78
2 (87 dias) 143,82 1567° 5566  91,12* 1,55 1,88 2,32 1,18

**(P,0,01), *(P,0,05), NS - ndo significativo, = Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5 %
de probabilidade.

Nota-se pela Tabela 9, que os peixes que ndo receberam F. de peixe (trat. 5)
apresentaram, em media, o menor peso (100,38 g), ganho de peso (41,41 Qg) e,

também, baixo consumo (77,66 g), mas em contrapartida, apresentaram o maior
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indice de ingestdo diaria média (1,87 %) e, consequentemente, a maior conversao
alimentar (2,08). Segundo HEPHER (1988), uma explica¢édo, neste caso, seria que 0
peixe parece alimentar-se até certo nivel para suprir sua exigéncia em nutrientes,
mais que pelo volume ou peso do alimento. Assim, observa-se que 0s peixes que
receberam a dieta com maior teor de levedura apresentaram, em média, maior indice
de ingestdo diaria como um efeito compensatorio para suprir suas necessidades
nutricionais. Isto pode indicar para esta dieta uma deficiéncia de algum nutriente,
como possivel desbalanceamento em aminoacidos ou baixa digestibilidade, notado
também pela menor taxa de eficiéncia protéica (2,07 %). MARTIN et al. (1993)
também observaram, em ensaio com truta arco-iris, que o acréscimo da levedura
Candida utilis, na dieta, reduziu a taxa de eficiéncia protéica, apesar da elevada
digestibilidade e com baixa eficiéncia alimentar. DABROWSKI et al. (1980)
constataram que dietas com alta inclusdo da levedura Geotricum candidum foram
deficientes em alguns aminoacidos e, como conseqiéncia, 0s peixes apresentaram
aumento na conversdo alimentar, decréscimo na taxa de eficiéncia protéica e

utilizacéo liquida de proteina.

O periodo de avaliagdo exerceu influéncia significativa (P<0,01) sobre o peso
corporal, comprimento corporal, consumo de alimento, indice de ingestdo diaria e
taxa de crescimento instantaneo. Isto esta de acordo com o trabalho conduzido por
DABROWSKI et al. (1980), que observaram efeito marcante do tamanho dos peixes

sobre a capacidade de utilizar a fonte protéica unicelular G. candidum em niveis
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crescentes da substituicdo da farinha de peixe. KITAMIKADO et al. (1964) reportaram
imensas diferencas entre trutas arco-iris, em sua habilidade de utilizar a proteina da
dieta, dependentes do tamanho do peixe. Em estudo sobre requerimento protéico do
pacu, BRENER et al. (1988) dividiram o periodo total do experimento em duas
avaliacGes e também evidenciaram diferencas na exigéncia protéica com o aumento

no peso.

Verifica-se pela Tabela 9 e Figura 5, que o consumo alimentar individual médio na
primeira avaliacdo foi menor que na segunda (P<0,01), sendo respectivamente de
77,52 g e 91,12 g, com comportamento inverso para o indice de consumo, com maior
valor (1,92 %) na primeira avaliacdo e menor (1,55 %) na segunda (P<0,01).
Segundo HEPHER (op. cit.), o consumo é dependente do peso do peixe. Com 0
aumento do peso corporal, o nivel de saciacdo aumenta, embora a taxa de saciacao
relativa (nivel de saciacdo/peso corporal) decresca. De SILVA & GUNASEKERA
(1989), em estudo de avaliacdo da fonte protéica, representaram o consumo em g/g
peixe/dia e g/peixe/dia. Foi observado, como na presente pesquisa, que peixes
maiores consomem consideravelmente menos por peso corporal do que peixes

pequenos.

A taxa de crescimento instantaneo médio foi superior (P<0,01) no primeiro periodo
(1,78 %) de avaliagdo. Isto vem de encontro ao dado anterior de indice de ingestédo

diaria, também superior (P<0,01) neste periodo. Constata-se que embora nesse
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periodo ndo tenha ocorrido diferenga significativa (P>0,05) na taxa de eficiéncia
protéica, hd uma tendéncia a elevar-se. Os resultados obtidos estdo de acordo com a
literatura, pois segundo NIKOLSKI (1963), do periodo inicial de crescimento até a
maturidade, o alimento € utilizado para o rapido crescimento corporal, como forma de
adaptacdo contra predadores. Assim, juvenis de peixes requerem mais proteina que
adultos além de exigirem maior quantidade de proteina de origem animal
(WEATHERLEY & GILL, 1989). Observa-se que a proteina de levedura possibilitou
maior taxa de eficiéncia protéica no primeiro periodo, parecendo acompanhar a
exigéncia dessa primeira fase de crescimento rapido, segundo observado pela taxa

de crescimento instantaneo superior nesta fase.

Ganho de peso, g
ind. Cons. diario, %

Niveis de substitui¢do, %

25
2
15
1
0,5 A2
0 Al
0

%80 75 90

., %

Consumo médio, g
Tx. Cresc. Inst.

Niveis de substitui¢do, %

Niveis de substitui¢do, %

Figura 5 . Variaveis de desempenho produtivo, efeitos dos niveis de substituicdo de levedura seca de
alcool na racéo e das diferentes épocas de avaliagcdo.
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4.2.1. Mortalidade e alterac6es morfoldgicas

Dezoito dias apos o inicio do experimento, quatro peixes que receberam 50 % de
substituicdo morreram por falta de O, dissolvido na agua, devido a interrup¢éo do
fluxo de agua por entupimento da torneira de abastecimento. Os peixes
sobreviventes desse tanque nadavam a superficie da agua com o labio inferior
distendido, sintoma caracteristico de falta de oxigénio (PROENCA & BITTENCOURT,
1994). Com o restabelecimento do fluxo, 0s peixes sobreviventes recuperaram-se

satisfatoriamente.

Aos trinta e sete dias do inicio do experimento os peixes dos blocos B e D que
receberam 100 % de substituicdo da proteina e, os do bloco C, controle (0 %)
apresentaram natacao desequilibrada, coloracao acinzentada e brilhante na base das
nadadeiras e, algumas vezes, ao longo do corpo e, escurecimento da pele, associado
a erosdo das nadadeiras. Todos os tanques receberam tratamento com verde
malaquita (0,15 @g/1000 1) e formol (1 ml/100 1) por trés dias consecutivos
(UNTERGASSER, 1989), sendo que 0s peixes controle recuperaram-se totalmente,
engquanto que 50 % dos alimentados com 100 % de substituicdo, as duas parcelas
citadas, morreram gradativamente. Este fato coincidiu com a época em que foram
registradas as mais baixas temperaturas. A alta mortalidade observada neste

tratamento poderia estar relacionada a algum fator de desnutricdo ou componente
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toxico da levedura, visto que estes peixes apresentaram deficiéncia na resisténcia

para suportar um periodo desfavoravel nas condi¢cdes ambientais.

Recentemente, em revisdo sobre impacto de fatores nutricionais no sistema
imunologico de salmdo do Atlantico (Salmo salar), WAAGBO (1994) comentou a
importancia de nutrientes da dieta no metabolismo geral e na imunidade do animal,
sugerindo que o conhecimento do manejo alimentar melhora condi¢cdes de cultivo,

reduzindo perdas devido a doencas.

Segundo ROBERTS & BULLOCK (1988), fontes protéicas deficientes em
aminoacidos essenciais ou em proporcdes desbalanceadas determinam crescimento
limitado do peixe, podendo apresentar alguns sintomas como erosao da nadadeira

dorsal, anormalidades na coluna vertebral e escurecimento da pele.

Altas mortalidades foram observadas em truta arco-iris, quando RUMSEY et al.
(1992) forneceram dietas que continham bases puricas livres, extraidas de RNA de
levedura. A adenina foi a Unica base que demonstrou ser um potente inibidor do
crescimento, além da possivel toxicidade demonstrada pela alta mortalidade dos

peixes que receberam este tratamento.
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4.3. Composicéao corporal

As meédias dos valores das variaveis de composicdo corporal, bem como a
comparacdo das médias (Tukey 5 %), dos juvenis de pacus alimentados com as

diferentes dietas, em duas épocas de avaliagédo, estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Resumo da analise de variancia, coeficientes de variacdo e médias por quadrados minimos
das caracteristicas de composi¢do corporal estudadas, proteina bruta (PB), umidade
(UMID), extrato etéreo (EE) e cinza (CZ) em 100 % de MS e matéria seca original (MSO).

Causas de Valores de F para as variaveis analisadas
Variacdo
PB (%) MSO UMID (%) EE (%) CZ (%)

Bloco 1,54™ 1,40™ 1,39™ 1,24™> 0,72
Tratamento (T) 2,97 0,46"° 0,45"° 0,47"° 4,27
Avaliacao (A) 9,59” 32,29 33,297 24,24” 0,00
TXA 0,41"° 0,86"° 0,86"° 1,38"° 2,81
CV (Tratamento) 5,20 8,21 2,88 12,94 10,34
CV (Avaliagio) 3,36 4,08 1,43 3,62 10,60
Médias:
Tratamentos
1(0) 48,03 26,59 73,41 37,60 7,70%Y
1 (25 %) 49,43 26,37 73,66 38,15 6,76"
3 (50 %) 51,35 25,79 74,21 36,29 6,86
4 (75 %) 51,31 25,55 74,45 35,33 6,85
5 (100 %) 52,86 24,91 75,09 34,94 8,17
Avaliagao
1 (45 dias) 51,26° 24,92° 75,08° 35,60° 7,24
2 (87 dias) 49,52° 26,97" 73,03° 37,62° 7,14

- (P<0,01), " (P<0,05), NS - no significativo; - Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si,
pelo Teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Foram encontrados efeitos significativos (P<0,05) dos niveis de substituicdo da
levedura sobre o conteddo de cinza, com o menor valor nos peixes que receberam
25 % de substituicéo (6,76 %), o qual diferiu (P<0,05) dos que receberam 100 % de

substituicdo (8,75 %), ndo ocorrendo, porém, significancia das avaliacdes sobre este
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parametro. O acréscimo da levedura em substituicdo a farinha de peixe néo foi causa
de variacdo (P>0,05) para o conteudo de proteina bruta, umidade e extrato etéreo.
Por outro lado, estas variaveis foram influenciadas (P<0,01) pelas avaliag6es aos 45
e 87 dias, ocorrendo decréscimo na proteina e umidade e aumento no extrato etéreo.
Os teores de umidade no primeiro periodo de avaliagdo foram de 75,08 % e no
segundo de 73,05 %. Estes valores estdo proximos aos obtidos por KINSELLA
(1977), ao analisar a composicdo proximal de diversas espécies de peixes de agua
doce, sendo que o menor valor encontrado foi para truta do lago, com teor médio de

72,4 % e o maximo de 80,5 % para o “rock bass”.

Verifica-se que o aumento da incorporacéo de levedura alcodlica nas dietas provocou
apenas tendéncia de elevacdo dos teores de proteina bruta e umidade, e isto
correlacionou-se negativamente com o teor de lipidios, que tendeu a diminuir com a

substituicdo das fontes protéicas.

Os resultados obtidos neste experimento para o tratamento 5, estdo de acordo com
os verificados por diversos autores, que ao avaliarem os efeitos da incorporagéo de
varios tipos de levedura ou inclusdo de &cido nucléico, em dietas para peixes,
notaram elevado contetdo de cinza e proteina, com niveis mais baixos de lipidios na
composicdo corporal (TACON & COOKE, 1980; DABROWSKI et al., 1980;
MAHNKEN et al., 1980; DAVIES & WAREHAM, 1988; RUMSEY et al., 1992;
MARTIN et al., 1993). Foi especulado por TACON & COOKE (1980) e DAVIES &

WAREHAM (1988) que o acido nucléico das dietas com levedura reduziu a
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motilidade do intestino, aumentando desta forma o tempo disponivel para digestao e
absorcdo de minerais. Para RUMSEY et al. (1992), isto pode ser explicado pela
maior concentracdo de material mineral nas dietas de maior inclusdo de RNA.
Também, como pode ser observado pela Tabela 5, a dieta controle apresentou o
maior teor de matéria mineral, provavelmente relacionado a qualidade da farinha de

peixe, e isto se refletiu na composicao corporal dos peixes deste tratamento.

Resultados semelhantes também foram relatados por outros autores que avaliaram a
restricdo alimentar ou a subalimentacdo sobre os componentes corporais. Foi
demonstrado nestes casos, que ocorreu reducdo nos constituintes corporais dos
peixes e que isto resultou em hidratacdo dos tecidos. Houve aumento na
porcentagem de agua, proteina bruta e cinza, contrapondo-se naturalmente a
porcentagem de lipidios (SOUZA, 1994; CARNEIRO, 1994). Do mesmo modo, é
possivel que tenha ocorrido alguma deficiéncia nutritiva, nas dietas com maior
inclusdo de levedura alcodlica, uma vez que as variaveis corporais analisadas
indicam tendéncia semelhante, embora menos acentuada que nos trabalhos de

restricdo alimentar.

Comparando os dados das variaveis de composi¢ao corporal com aqueles da taxa de
crescimento instantaneo, nota-se que ambos foram influenciados (P<0,01) pelo

periodo de avaliacdo. Aos 45 dias do experimento, se obteve maior indice de
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crescimento (1,78 %) que aos 87 dias (1,18 %) e isto correlacionou-se positivamente
com o maior conteudo médio de proteina bruta (51,26 %) e umidade (75,08 %) e
inversamente ao conteudo de lipidio (35,60 %) no mesmo periodo. Estes resultados
concordam com os obtidos por ECKMANN (1987), que observou em experimento
com juvenis de tambaqui (C. macropomum) que o corpo dos peixes de crescimento
mais rapido continha os mais altos niveis de proteina bruta e mais baixos de matéria

seca e gordura e isto foi proporcional ao nivel protéico da dieta.

Com relagéo aos tratamentos, embora néo significativamente, a dieta controle (sem
substituicdo) proporcionou a maior taxa de crescimento instantaneo (1,56 %) mas,
por outro lado, apresentou o menor teor de proteina bruta (48,03 %). A dieta com 100
% de substituicdo, que apresentou o menor indice de crescimento (1,36 %), resultou
em peixes com maior conteldo de proteina bruta (52,86 %). Isto contradiz o que se
observou para os periodos de avaliagdo, assim como os resultados obtidos por
ECKMANN (1987). Desta forma, supde-se que o maior conteudo protéico dos peixes
gue receberam 100 % de substituicdo, com a menor taxa de crescimento, possa
ocorrer em funcdo de presenca de fator de desnutricho, como nos casos de
subalimentacdo. Além do que, as dietas com maior inclusdo de levedura poderiam
conter menor conteudo de proteina bruta verdadeira, pois conforme alguns autores
(DAVIES & WAREHAM, 1988; RUMSEY et al., 1992; KIESSLING & ASKBRANDT,
1993) em produtos com alto teor de acidos nucléicos como leveduras € um engano a

utilizacdo do fator N2 x 6,25 no célculo da proteina bruta.
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Outros autores também constataram aumentos de proteina e cinza corporal e
reducdo na taxa de crescimento com o acréscimo de levedura na dieta de peixes
(TACON & COOKE, 1980; DABROWSKI et al., 1980; MAHNKEN et al., 1980;

MARTIN et al., 1993).

De modo geral, o contetudo de lipidios nos peixes tende a aumentar com a idade
(tamanho), declinar durante inverno e alcancar o maximo no final das estagcfes de
alimentacéo (WEATHERLEY & GILL, 1989). PAPOUTSOGLOU &
PAPAPARASKEVA-PAPOUTSOGLOU(1978) observaram, em estudo comparativo
da composicao corporal de trutas arco-iris (Salmo gairdneri R.), em rela¢éo ao tipo de
dieta e taxa de crescimento, que o aumento do tamanho do peixe leva a diminuicéo
do contetdo de agua e aumento de gordura, com menores alteracdes em proteinas e
minerais. Isto esta de acordo com os resultados do presente estudo, sendo detectado

maior conteudo de lipidios na segunda avaliacao.

4.4. Aspectos do metabolismo

Os resultados da analise de variancia, coeficientes de variagdo e médias comparadas
pelo teste de Tukey das variaveis metabdlicas estudadas, frente as diferentes
concentracoes de levedura na dieta e nos dois periodos de avaliagdo sé&o

apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Resumo da andlise de variancia, coeficientes de variacdo e médias comparadas pelo teste de Tukey (5 %) das caracteristicas
metabolicas estudadas, Hematocrito (Hem), Glicemia (Gli), Proteina Plasmatica (PP), Acidos Graxos Livres (AGL), Glicogénio Total
do Musculo (GTM), Glicogénio Total do Figado (GTF), Lipidios Totais do Figado (LTF) e Indice Hepatossomatico (IHS).

Causas de Valores de F para as variaveis analisadas
Variacdo
Hem Gli PP GTM GTF AGL LTF IHS
(%) (mg/100 ml) (9/100 ml) g% (9/%) (umol/ml)  (mg/100mg) (%)

Bloco 4,18 0,74™ 5,80 0,66"°> 1,51 1,18™ 2,06 0,70™
Tratam. (T) 0,08"° 1,62"° 1,64"° 0,44M° 1,76"° 0,36M° 3,40M 1,02
Aval. (A) 80,46 93,57 2,59 17,38~ 63,31 0,55"° 41,03 10,24~
TXA 1,12"° (6,65) (3,827) 2,11 (2,60") 0,78"° (3,62") 1,25"°
T (A1) - 0,96 1,87 - 5,97 - 2,51 -
T (A2) - 7,36 5,36 - 2,48"° - 7,11%* -
CV Tratam. 11,39 31,12 28,83 176,16 44,66 36,63 44,37 25,56
CVAval. 5,79 18,71 20,38 102,62 18,05 23,92 30,39 15,20
Médias:
Tratamentos Al A2 Al A2 Al A2 Al A2
1 (0) 31,58 110,88" 146,48 5,34 500"  0,0080 7,14 571° 0,49 2,72" 3,62°8 2,18
2 (25 %) 31,89 105,91* 131,91°°%® 461" 587 00092 6,46°™ 557° 0,47 2,52" 3,99 2,09
3 (50 %) 31,90 100,23" 138,69 497" 543™ 00131 6,62 5,66° 0,46 2,11* 3,00 228
4 (75 %) 31,50 113,38* 121,34°® 509" 547  0,0100 7,21 4,93° 0,46 1,66" 3,34°® 222
5 (100 %) 32,43 103,72* 178,07 462" 437  0,0183 514" 4,99° 0,45 2,31% 2,19"™ 2,00
Avaliagcédo
1 (45 dias) 30,55" 107,17 4,95 0,0129° 6,58 0,45 2,27 2,23%
2 (87 dias) 33,07% 140,00 5,37 0,0077° 5,41 0,48 3,34 2,10°

** (P<0,01); * (P<0,05); NS - n&o significativo; ~ -valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. (Letras mailisculas
comparam médias nas linhas e mindsculas nas colunas).
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Os niveis crescentes de biomassa seca de levedura alcodlica em substituicdo a
farinha de peixe nas dietas ndo foram causa de alteracéo significativa (P>0,05) para
as diferentes varidveis metabdlicas estudadas (hematdcrito, glicemia, proteina
plasmatica, acidos graxos livres, glicogénio total do musculo, glicogénio total do

figado, lipidios totais do figado e indice hepatossomatico).

As caracteristicas metabdlicas analisadas apresentaram diferencas significativas
para os periodos de avaliagdo, com excessdo de acidos graxos livres. Verifica-se
que houve interacdo significativa entre tratamento e periodos de avaliacdo para
glicemia, proteina plasmaética, lipidios totais do figado (P<0,01) e glicogénio total do

figado (P<0,05).

Os niveis glicémicos ndo apresentaram diferenca significativa com o acréscimo de
levedura na dieta até os 45 dias do experimento. Ja, na segunda avaliacdo (87
dias), a concentracdo de levedura na dieta elevou significativamente (P<0,05) a
glicemia dos peixes que receberam 100 % de substituicdo. Segundo HEAF &
DAVIES (1976) a hidrolise de proteinas de levedura que contem 1 g de &cido
nucléico produz aproximadamente 400 mg de aclUcar (pentose) e, em seu
experimento com ratos, a dieta com RNA de levedura aumentou a concentracéo de
ribose no intestino e na urina, sem efeito significativo na concentracdo plasmatica.
Isto ndo se confirmou para peixes no presente experimento, uma vez que foi

detectado na dieta com 100 % de substituicdo, aos 87 dias, o teor mais elevado de
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glicemia (178,07 mg/100 ml) que diferiu significativamente (P<0,05) dos demais
niveis de inclusdo. O valor médio de glicemia dos peixes observado aos 45 dias foi
menor (P< 0,01) que aos 87 dias (de 107,17 para 140,00 mg/100 ml). MAHNKEN et
al. (1980) ao avaliar a glicemia do salméo “coho” alimentado com doses crescentes
de levedura na racdo concluiram que a saude dos animais permaneceu normal por
nao ocorrer hiperglicemia (fator de estresse nutricional). O elevado teor de glicose
no sangue dos peixes que receberam o tratamento 5 (100 % de sustituicdo), aos 87
dias, pode ter ocorrido por um estresse nutricional, embora a hiperglicemia
verificada nos outros grupos (0, 25, 50 e 75) néo seja explicada pela presenca da
levedura, ja que o controle também mostrou 0 mesmo perfil. Por outro lado, nenhum

fator ambiental se destacou no periodo e o manejo foi padronizado.

A concentracgdo de glicogénio hepatico foi menor (P<0,01) na segunda avalia¢éo (de
6,58 para 5,41 %). Os niveis crescentes de levedura na dieta foram causas de
variacdo no primeiro periodo de avaliacdo, obtendo-se para 100% de substituicdo o
menor teor (5,14 %), que diferiu (P<0,05) dos demais. Na segunda avaliagcdo houve
apenas tendéncia de diminuicdo, com efeito pronunciado nas dietas de maior

inclusao de levedura (75 e 100 %).

O maior teor de glicemia e mais baixa concentracdo de glicogénio hepatico
observados nos peixes que receberam 100 % de substituicdo na segunda avaliacao,

pode indicar uma deficiéncia da glicogénese ou seja, na capacidade de transformar
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a glicose em glicogénio. O teor da glicose sanguinea depende das taxas de
producéo e utilizacdo desta molécula por alguns tecidos, figado, musculo e tecido
adiposo (Cooney & Newsholme, 1984 citados por MADAR & AREL, 1991). A glicose
€ canalizada para estoques de combustiveis, tais como triacilglicerol e glicogénio.
Para a inducdo destes processos requer-se estimulacdo de enzimas envolvidas nos
mesmos. Na via de depdsito do glicogénio temos a glicogénio sintase, enzima
interconversivel que existe nas formas ativa e inativa no musculo, figado e tecido
adiposo, dependendo do estado fisiolégico do animal, como jejum ou realimentacao
e que incorpora glicose em glicogénio via UDPG (Nedergaard & Lindberg, 1982

citados por MADAR & HAREL, 1991).

A explicacao para o fato verificado nesta pesquisa, de disponibilidade de substrato,
e baixa concentracdo de glicogénio pode estar baseada em varias possibilidades.

Pode-se por exemplo, aventar a possibilidade de inibicdo da glicogénio sintase.

Os derivados de nucleotideos da uridina sdo coenzimas importantes em reacdes
gue envolvem o metabolismo da galactose e a polimerizacdo da glicose. Nessas
reacoes, 0s substratos s&o uridina difosfatoglicose (UDP Glu) e a uridina
difosfatogalactose (UDP Gal). A UDP Glu € o precursor do glicogénio (MARTIN Jr.,

1982).
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Altos niveis de uridina provenientes do RNA da levedura seriam substrato para a
formacdo de UTP e, consequentemente, UDPG, ocorrendo, neste caso, inibicdo da
glicogénio sintetase por excesso de substrato. MURRAY et al. (1990) cita que em
bactérias capazes de sintetizar um metabdlito biossintético, a presenca deste no
meio de cultura reduz sua nova sintese através da repressdo. Uma pequena
molécula, como uma purina ou um aminodcido, pode inibir a sintese das enzimas

envolvidas na sua sintese.

Pode ter ocorrido elevada producdo de uridina difostato, com o acréscimo da
levedura. A quebra do RNA da levedura em suas bases puricas e pirimidinicas
livres, (adenina, guanina, citosina, uracil) pode ter elevado a concentracao de uracil,
substrato para formacdo de uracildifostato. CLIFFORD & STORY, (1976)
observaram, em ensaio com ratos, tratados com dietas suplementadas com
adenina, houve alteragdo da atividade de enzimas purinicas hepaticas. Ao
administrar altas doses de RNA de levedura em dietas para ratos, HEAF & DAVIES
(1976) observaram aumento nos niveis plasmaticos de acido Urico e uridina, sendo
este valor pouco significativo quando comparado ao alto contedudo de uracil

plasmatico, o qual chegou a aumentar mais de 20 vezes em relacao ao controle.

Pode-se, ainda, supor que o agucar responsavel pelos altos valores de glicemia ndo
seja exclusivamente glicose, mas, em grande parte, pentoses derivadas da hidrolise

da proteina bruta da levedura. O método utilizado para determinacéo de glicose
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neste experimento, na verdade, € inespecifico, quantificando todos os acucares
presentes no sangue dos animais alimentados com 100 % de levedura. A insulina é
um hormdénio pancreatico liberado por efeito de glicose (MOMMSEN &
PLISETSKAYA, 1991) e que atua como ativador da glicogénio sintase por
mecanismo de fosforilacdo (MURRAY et al., 1990). No presente experimento, o
prejuizo na glicogénese poderia ser a falta de estimulo na secrecéo de insulina pela
presenca de outros acucares que nao a glicose e, consequentemente, falha na

ativacao da glicogénio sintase.

Por outro lado, MOURA (1985) sugere que dietas deficientes em aminoacidos
essenciais conduzam a queda na sintese de r-RNA e das proteinas hepéticas.
Embora pela analise de aminoacidos da dieta utilizada no presente trabalho, fosse
demonstrado a presenca de quantidade suficiente dos aminoacidos essenciais, sua
disponibilidade biolégica ndo foi testada. Quanto se utilizou proteina animal a

disponibilidade dos aminoacidos poderia ter ocorrido. Na substituicdo total pode ter

havido deficiéncia deste nutriente para o peixe.

Alteracdes semelhantes as do presente trabalho no metabolismo de carboidratos
também foram encontradas, em peixes submetidos a situacdo estressante, como
constatado por agentes toxicos (REDDY & YELLAMMA, 1991; GOVINDAN et al.,

1994; SHAKOORI et al., 1994; GANATHY et al., 1994), exposi¢cdo a ambientes
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acidos (TAM et al., 1987) e presenca de fatores antinutricionais (RUMSEY et al.,

1992).

No tocante ao glicogénio muscular houve uma diminuicdo significativa (P<0,01) ap6s
87 dias de tratamento, a semelhanca do obtido para glicogénio hepatico em
tratamento de total substituicdo da proteina de origem animal, e no decorrer do
tempo, fazendo supor ocorréncia de mecanismo semelhante no sugerido para

glicogénio hepatico.

Observa-se para lipidios totais do figado, comportamento inverso ao verificado para
glicogénio hepatico nos periodos de avaliacdo. Na segunda avaliacdo, os valores
médios foram superiores (P<0,01) aos observados na primeira (de 2,27 para 3,34
mg / 100 mg). Aos 87 dias a concentracdo de levedura na dieta foi causa de
variacao significativa (P<0,05) para lipidio hepatico. Verificou-se, neste periodo, que
100 % de substituicdo levou a menor concentracéo de lipidio (2,19 %). Esta menor
concentragdo nos peixes, no nivel de 100 % de substituicdo aos 87 dias, pode

significar processo lipogénico deprimido como ocorreu na sintese de glicogénio.

Segundo MURRAY et al. (1990), a velocidade de liberacao de acidos graxos livres
do tecido adiposo e figado é afetada por muitos hormdnios que influenciam tanto a

velocidade de esterificacdo como a velocidade de lipdlise. A insulina inibe a
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liberacdo dos &cidos graxos do tecido adiposo e figado, que € inibida por um
decréscimo de acidos graxos livres do plasma circulante. Aumenta a lipogénese e a
sintese de acilglicerol e aumenta a oxidacdo da glicose a CO, via desvio das
pentoses-fosfato. Todos estes efeitos dependem da presenca de glicose e podem
ser explicados, em grande parte, com base na capacidade da insulina acelerar a
captacdo de glicose pelas células. Isto € alcancado pela insulina que leva a
translocacdo dos transportadores de glicose do aparelho de Golgi para a membrana
plasmatica. Também, tem sido observado que a insulina aumenta a atividade da
piruvato-desidrogenase, acetil-CoA-carboxilase e glicerol-fosfato-aciltransferase, o
gue reforcaria os efeitos que surgem do aumento da captacdo de glicose sobre a
intensificacdo da sintese dos acidos graxos e triacilglicerdis. Atualmente acredita-se
gue estas trés enzimas sdo reguladas de forma coordenada por modificacao
covalente, i. €, por mecanismo de fosforilacdo-defosforilagcdo. Uma acéo importante
da insulina no tecido hepatico € inibir a atividade da lipase hormoénio-sensivel,

reduzindo, ndo so6 a liberacdo dos acidos graxos, mas, também do glicerol.

Em peixes (MOMMSEN & PLISESTKAYA, 1991), estes efeitos sdo relatados
embora em algumas espécies seja possivel encontrar resultados divergentes. A
hipétese do acucar circulante no tratamento com 100 % de levedura ndo ser
exclusivamente glicose, mas também pentoses, com conseqliente auséncia de
estimulacdo de insulina, vem de encontro a um possivel processo de lipogénese

deprimida. Também como MOURA (1985) sugeriu, a deficiéncia em aminoacidos
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essenciais poderia diminuir a sintese de proteinas hepaticas ou seja, das enzimas
atuantes neste tecido. SHIMMA & SHIMMA (1976), em estudo com trutas arco-iris
alimentadas com dietas contendo levedura de petréleo, observaram nitida reducao
no conteudo de colesterol do figado, comparado ao grupo controle. Analogamente a
estes estudos, SOUZA (1994) observou diminuicdo significativa no contetdo de

lipidio hepético de pacus juvenis submetidos a 30 dias de restricdo alimentar.

Qualquer alteracao que tenha ocorrido no metabolismo lipidico hepatico, esta ndo se
refletiu no nivel de &cidos graxos livres plasmaéticos, jA que a relacdo entre a
concentracdo de levedura na dieta e os &acidos graxos livres plasmaticos nao
apresentaram diferenca significativa (P>0,05), assim como para os periodos de

avaliacao.

Para a proteina total plasmatica, verificou-se que os periodos de avaliagdo foram
causas de variacdo significativa (P<0,05), sendo maior a concentra¢éo (5,37 g/100
ml) nos peixes mantidos até 87 dias. Nesta segunda avaliacdo, 0s peixes que
receberam 100 % de levedura apresentaram as mais baixas concentracdes (4,37
g/100 ml). O aumento verificado com o passar do tempo pode ser reflexo da menor
taxa de crescimento instantaneo verificado neste periodo. Embora houvesse
disponibilidade de substrato, pela administragdo na dieta, 0 organismo néo utilizou
para sintese protéica como no periodo anterior, quando ocorreu maior taxa de

crescimento. Quanto aos niveis mais baixos de proteina plasmatica verificados com
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100 % de inclusdo, pode-se argumentar, de mesmo modo que para carboidratos e
lipidios. Também para sintese protéica, pode ter havido depressao do mecanismo
biossintético por prejuizo no sistema enzimatico, corroborando o perfil observado
para os outros substratos energéticos. SANCHEZ -MUNIZ et al. (1978) observaram
em trutas, que os niveis de proteina plasméatica ndo foram afetados pelo consumo
de levedura, como verificado na presente pesquisa, mas 0s autores verificaram que

houve mudanca na taxa albumina: globulina.

Foi detectado aumento significativo (P<0,01) no valor de hematdcrito para os
periodos de avaliacdo, de 30,55 % aos 45 dias para 33,07 % aos 87 dias (Tabela
11), estando dentro da faixa considerada normal, conforme dados apresentados na
Tabela 2. Isto demonstra que, em média, a continuidade do tratamento elevou o
valor de hematdcrito. SANCHEZ-MUNIZ et al. (1978) observaram em trutas
alimentadas com dietas contendo levedura, aumento significativo (43 %) nas células
vermelhas do sangue, porém sem correspondente aumento da hemoglobina, e sem
alteracdo significativa do hematodcrito. Esta eritropoiese anormal levou a uma
anemia microcitica e hipocrédmica, que investigada em experimento subsequente
(SANCHEZ-MUNIZ et al., 1982) foi atribuida & intoxicacdo dos eritrocitos por
peréxido de hidrogénio, produto do catabolismo de acidos nucléicos, o que os tornou
ndo funcionais por conter meta hemoglobina, estimulando uma demanda por
oxigénio e consequentemente maior producdo de eritrocitos. HEAF & DAVIES

(1976) constataram em estudo com ratos que receberam doses elevadas de RNA
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de levedura, que ocorre transporte de bases nitrogenadas pelos eritrécitos.
Analogamente a este estudo, efeitos semelhantes foram observados por
JOHANSON-SJOBECK et al. (1975) com enguias submetidas ao jejum. Foi
observado aumento nos valores de hematécrito pela liberacdo de eritrocitos dos
depdsitos sanglineos, sendo que este aumento ndo acompanhou a biossintese de
hemoglobina, o que pbde ser atribuido a uma deficiéncia de ferro, caracterizado por
uma anemia microcitica e hipocrémica, como observado por SANCHEZ-MUNIZ et
al. (op. cit.) em estudo dos efeitos da levedura em dietas para trutas. KAMRA
(1966) também observou aumento no valor de hematdcrito apds submeter o
bacalhau (Gadus morhua) a trinta dias de jejum. Sugere-se, assim, que no presente
estudo, a tendéncia de aumento do hematdcrito pode indicar aumento na producao
de eritrécitos, estimulado pelo transporte de bases nitrogenadas, assim como
SANCHEZ-MUNIZ et al. (1982) mostraram aumento de eritrocitos imaturos,

produzidos por estimulo de demanda de O..

TACON & COOKE (1980) em estudo com truta arco-iris e MAHNKEN et al. (1980)
com salméao “coho”, ao avaliar os efeitos do acréscimo de levedura na racdo nao
detectaram diferenca significativa em termos de valor de hematdcrito e indice
hepatossomatico. O menor indice hepatossoméatico notado aos 87 dias neste
experimento (2,10 %) estd de acordo com alteracdes ocorridas nos depdsitos de
glicogénio e lipidio. Baixo indice hepatossomatico observado por KIESSLING &

ASKBRANDT (1993) em trutas arco-iris que receberam dietas com proteina



93

unicelular, indicou um distirbio metabdlico causado por um componente téxico

desconhecido nesta fonte protéica.

De outra forma, sendo o figado o principal 6rgédo de formacao dos produtos finais do
metabolismo do nitrogénio, segundo WALTON (1988), o fato de néo ter sido
detectada alteracdo do indice hepatossomatico, tomado como indicador da condi¢cao
do figado, com o acréscimo de levedura na dieta (Tabela 11), sugere que a uricase
deve estar presente e ativa em quantidades suficientes para metabolizar o acido
arico formado com o acréscimo da levedura. HHGUERA et al. (1981) constataram
que ndo houve alteracdo do indice hepatossoméatico de trutas alimentadas com
dietas que continham levedura e, assim, concluiram que a uricase deveria estar
ativa, uma vez que nao ocorreu acumulo de &cido Urico. Entretanto, os autores
observaram que o acréscimo de levedura na dieta provocou um aumento de trés
vezes na concentracdo de acido urico do rim, com elevacao significativa do indice
rim-somatico. Os resultados foram atribuidos tanto a baixa concentracéo de uricase

no rim, quanto a inibicdo desta enzima pelo acumulo de substrato ou produto de

reacao.

Estudos recentes sugerem que salmonideos sao capazes de metabolizar doses
relativamente elevadas de acidos nucléicos por possuirem alta atividade hepética da
uricase, sendo o acido urico o principal substrato (HIGUERA et al., 1981; KINSELLA

et al.,1985; RUMSEY et al. 1991).
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Figura 6. Variaveis metabdlicas, efeitos dos niveis de levedura seca de alcool na racdo e das diferentes épocas
de avaliacéo.

4.4.1. Estudo morfométrico do figado

Na Tabela 12 sdo apresentados os dados de morfometria dos hepatocitos de

juvenis de pacu, frente aos diferentes niveis de levedura, e referentes as duas fases

experimentais.

Pela andlise de variancia, detectou-se diferenca significativa do aumento da
substituicho da farinha de peixe pela levedura alcodlica sobre as variaveis
morfométricas dos hepatocitos, area da célula (P<0,01), &rea do nucleo, volumes

celular e nuclear (P<0,05). A area e o volume celular foram superiores (P<0,01) nos
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peixes do controle, exceto para a substituichio de 50 %, que né&o diferiu

significativamente do controle, para a area da célula.

Tabela 12. Resumo da analise de variancia, coeficientes de variacdo e médias comparadas pelo teste
de Tukey das caracteristicas de morfometria dos hepatdcitos estudadas, area da célula
(AC), area do nucleo (AN), volume da célula (VC) e volume do nucleo (VN).

C. de Variagéo Valores de F para as variaveis analisadas

AC (um?) AN (um?) VC (um’) VN(um®)
Bloco 0,37 0,34 0,37 0,49"™
Tratamento (T) 9,45~ 5,66 10,18 5,51
Avaliacdo (A) 40,64~ 32,007 41,707 40,83"
TXA 0,67"° (2,74) 0,48"° 3,44"°
T (A1) - 3,96 - -
T (A2) - 422" - -
CV Tratamento 17,72 11,76 18,27 11,23
CV Avaliacdo 12,09 12,74 12,52 12,07
Médias:
Tratamentos Al A2
1 (0) 159,96° 16,47%"Y 14,3378 16,90° 1,712
2 (25%) 132,06" 15,04°* 12 63" 13,81° 1,53°
3 (50 %) 137,89% 15,55"" 15721%® 14,44° 1,72°
4 (75 %) 132,37° 16,77°* 15,32%® 13,68° 1,77%
5 (100 %) 116,70" 18,59* 14,37%F 12,04° 1,84%
Avaliagao:
1 (45 dias) 146,21° 16,38 15,33° 1,82%
2 (87 dias) 137,98" 14,37 13,31° 1,58°

** (P<0,01); * (P<0,05); NS - ndo significativo; = -valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey.(Letras mailsculas comparam médias nas linhas e mindsculas nas colunas).

RUMSEY et al. (1992) observaram, que o acréscimo de RNA de levedura na racéo,
elevou (P<0,05) a concentracao de acido ribonucléico no figado, porém sem afetar o
total de nitrogénio. Segundo os autores, sendo o figado o local primario do
metabolismo dos &cidos nucléicos, niveis elevados refletem sua incorporagdo no
tecido hepéatico. CLIFFORD & STORY (1976) obtiveram resultados semelhantes em
ensaio com ratos, sendo observado que os niveis hepaticos de nucleotideos de
adenina e guanina, elevaram-se com o acréscimo, respectivamente, de cada

nucleotidio na dieta, que reflete a incorporacdo direta de dietas de purinas nos
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nucleotideos purinicos do figado. Além disso, os autores observaram aumento na
atividade de diversas enzimas no figado. Isto pode estar associado a aumento do
volume e area do nucleo, mas tal fato ndo ocorreu no presente trabalho. Outros
autores nao observaram diferenca na estrutura celular do figado, com o acréscimo
de levedura na dieta, porém verificaram aumento da atividade da enzima uricase,

em estudo com trutas arco-iris (TACON & COOKE, 1980).

A observacao da reducéo da area e volume celular, com acréscimo de levedura na
racdo, correlaciona-se positivamente com os resultados de glicogénio hepético e
IHS, apresentados na Tabela 11. Resultados semelhantes, de redugdo no tamanho
dos hepatdécitos, foram obtidos em ensaio realizado por STORCH & JUARIO (1983),
qguando alevinos de “milkfish” foram submetidos ao jejum. Foi observado também,
reducdo no tamanho do nucleo, perda aparente do nucléolo, condensacdo da
cromatina e diminuicdo nos estoques de glicogénio. Pode-se, assim, observar, que
na presente pesquisa, o acréscimo de levedura levou a uma reducao significativa

(P<0,01) no tamanho da célula, j& no menor nivel de incluséo de levedura (25 %).

O periodo de avaliacao foi causa de variacdo para as caracteristicas morfométricas
dos hepatdcitos. Aos 45 dias do experimento, como demonstra a Tabela 12, as
médias das variaveis analisadas foram superiores as da segunda avaliacdo (87
dias). Este comportamento em relagdo a area e volume celular, reflete os resultados

verificados para glicogénio do figado e indice hepatossomético (Tabela 11).
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Os resultados obtidos divergem de alguns estudos, quando n&o foi verificada
alteracdes histoldgicas no figado de peixes alimentados com levedura (RUMSEY et
al., 1992; TACON & COOKE, 1980), assim como também em ensaios com ratos

(COZZOLINO, 1982; MATTOS et al., 1983).

Verifica-se que houve interacdo (P<0,05) entre tratamento e avaliacdo para a area
do ndcleo dos hepatdcitos (P<0,05). O comportamento das médias pode ser melhor
visualizado pela observacdo da Figura 7. Aos 45 dias, a maior e menor médias
foram observadas respectivamente, nos tratamentos com 100 % e 25 % de
substituicdo (18,59 umz e 15,04 umz), enguanto gque, na segunda avaliacdo, a maior
e menor medias ocorreram respectivamente, nos tratamentos com 75 % e 25 % de
substituicdo (15,32 umz e 12,63 umz). Estes resultados ndo mostram um perfil
regular, de modo que se possa aventar hipotese coerente. Em caso de aumento da
area do nucleo por efeito da inclusdo de levedura os animais controle teriam que

apresentar os menores valores, 0 gue nao ocorreu.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo foram:

- Até o nivel de 75 % de substituicdo da farinha de peixe por levedura ndo se

constatou efeitos negativos nos diversos parametros avaliados.

- A presenca de levedura nas dietas, aos 87 dias, alterou a curva de crescimento
dos peixes, que apresentaram, em média, menor taxa de crescimento instantaneo e

menor taxa de eficiéncia protéica.

- As concentracdes de proteina bruta e umidade do corpo dos peixes que receberam
100 % de levedura em substituicdo a farinha de peixe tenderam a aumentar,
enquanto a concentracdo de cinzas foi significativamente superior e, com perfil

inverso para lipidios.
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- A levedura das dietas proporcionou aos peixes menor resisténcia as condicbes
ambientais desfavoraveis, constatado pelo alta mortalidade (50 %) no tratamento

com 100 % de substituicao.

- O elevado nivel de glicemia dos peixes que receberam 100 % de substituicdo e a
baixa concentracdo hepatica de glicogénio apontam para uma deficiéncia da
glicogénese. O processo de lipogénese e proteogénese também se mostraram

prejudicados nesta condicdo. O IHS acompanhou a reducéo do glicogénio hepéatico.

- Aumento no hematdcrito por efeito do tratamento com 100 % de levedura, so

apareceu apos 87 dias.

- A andlise morfométrica dos hepatdcitos refletiu a incapacidade na glicogénese. A
reducdo na éarea e volume celular, com acréscimo de levedura na racgéo,

correlacionou-se positivamente com os resultados de glicogénio hepatico e IHS.

Nas condicdes do presente trabalho, os resultados obtidos permitem concluir que a
inclusdo de levedura alcodlica (Saccharomyces cerevisiae) como fonte de
substituicdo de proteina animal ndo mostrou efeito prejudicial no desempenho
produtivo e metabolismo de juvenis de pacu até o nivel de 75 % de substituicdo, em
tratamento de 87 dias. Ao nivel de 100 %, observaram-se alteracdes nos

parametros citados, indicando um possivel efeito antinutricional desta dieta.
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Em face dos resultados sugere-se uma investigacdo mais acurada para verificar a
possibilidade das alteracBes ocorrerem com niveis de substituicdo mais baixos,
guando os animais forem alimentados por tempo mais longo, sugere-se estudos
sobre disponibilidade biolégica dos nutrientes da dieta, através de testes de

digestibilidade.
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6. SUMMARY

The present experiment assessed the effect of inclusion of different levels of the
single cell protein molasses yeast (Saccharomyces cerevisiae) in the diet of juvenile
pacu (Piaractus mesopotamicus) replacing fish meal. Five isoproteic (26 % CP) and
isocacloric (4000 kcal GE/kg) diets were formulated in which the levels of substitution
by yeast were 25, 50, 75 and 100 % and tested in two periods, following a Split Plot
in Time design. Diets were fed twice a day ad libitum. Two hundred fish were allotted
in 20 cement tanks of 1330 I, with continuous water flow, and sampled at 45 and 87
days after start feeding. It was possible to include until 75 % of molasses yeast in
substitution of fish meal without negative effects in the parameters analyzed. The
highest level of yeast in the diet (100 %) showed delayed growth, with low specific
growth rate and did not affected significantly the body composition, excepting for
higher mineral content. The same level of yeast provoked high mortality of fish. Its
was observed hyperglycemia and decrease in liver glycogen, total liver lipid content
and plasma protein in fish fed on diet containing 100 % molasses yeast. Following
the same pattern of response hepatocytes showed the lowest area and volume of
cytoplasm, at the same treatment. Increase in hematocrit levels appeared at 100 %
molasses yeast diet only at 87 days. The other molasses yeast diets (25, 50 and 75
%) presented similar performance compared to control diet. Concluding, the results
of the present study suggest that the diet with total replacement of fish meal by

molasses yeast showed an antinutritional effect.
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