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RESUMO

OKAMURA, Daniel. Influéncia do amido de milho no metabolismo
energético de surubim Pseudoplatystoma spp. 2009. 83p. Tese (Doutorado em
Zootecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito do amido de milho no
desempenho e no metabolismo energético de juvenis hibridos de surubim (&
Pseudoplatystoma corruscans x ¢ Pseudoplatystoma fasciatum). Foi utilizado
um delineamento experimental em blocos casualizados, onde foram testadas
quatro diferentes concentragdes de amido de milho (5; 10; 15 e 20%), em seis
repetigdes. Os juvenis com 25,1 + 2,64 cm de comprimento total e 104,9 + 16,45
g de peso inicial foram alimentados durante 60 dias com as diferentes dietas. Os
parametros de conversdo alimentar (CA), eficiéncia protéica (EP), eficiéncia
energética (EE), reteng@o protéica muscular (RPM), ganho de peso (GP), taxa de
crescimento total (TCT) ganho de peso especifico (GPE) e taxa de crescimento
especifico (TCE) foram utilizados para avaliar o desempenho. Para caracterizar
0 metabolismo energético dos juvenis foram determinadas as concentragdes de
proteina, glicose e trigliceridios no plasma, musculo e figado, assim como a
atividade hepatica da enzima malica (EM) e da glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD). O indice hepatossomatico (IHS) também foi mensurado. Nédo foi
observada diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos em nenhum dos
pardmetros de desempenho avaliados (CA, EP, EE, RPM, GP, TCT, GPE e
TCE). Também nao foi observada diferenca significativa (P>0,05) para os
parametros avaliados no musculo, assim como para a EM e o IHS. Entretanto, o
trigliceridio hepatico foi elevado (P<0,05) no tratamento contendo 5% de amido
de milho, assim como a glicemia, no tratamento contendo 20% de amido de
milho e a glicose hepatica, nos tratamentos contendo 15 e 20% de amido de
milho. Em geral, foi possivel concluir que as concentragdes de até 20% de
amido de milho na dieta ndo influenciaram os parametros de desempenho
avaliados no presente trabalho. Porém, a concentracdo de 20% de amido de
milho proporcionou uma hiperglicemia persistente nos juvenis, o que nao foi
observado nos animais alimentados com a dieta contendo 15% de amido de
milho, sendo esta uma provavel concentragao ideal do ponto de vista metabolico
para juvenis hibridos de surubim.

! Orientador: Priscila Vieira e Rosa.



ABSTRACT

OKAMURA, Daniel. Influence of the starch of corn in the energy
metabolism of surubim Pseudoplatystoma spp. 2009. 83p. Thesis (Doctor in
Animal Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG

Was the general objective of this work to evaluate the effect of the corn
starch in the performance and in the energy metabolism of juvenile surubim
hybrid (&' Pseudoplatystoma corruscans x ¢ Pseudoplatystoma fasciatum). An
experimental design was used in blocks casualizados, where four different
concentrations of corn starch were tested (5; 10; 15 and 20%), in six repetitions.
The juvenile with 25,1 + 2,64 cm of total length and 104,9 + 16,45 g of initial
weight were fed for 60 days with the different diets. The parameters of
alimentary conversion (AC), protein efficiency (PE), energy efficiency (EE),
retention muscular protein (RMP), weight gain (WQG), rate of total growth
(RTG), specific weight gain (EWG) and rate of specific growth (TSG) they were
used to evaluate the performance. The energy metabolism of the juvenile be
characterize by evaluation of the protein concentrations, glucose and
triglycerides in the plasma, muscle and liver, as well as the hepatic activity of
the malic enzyme (ME) and of the glucose-6-phosphate desidrogenase (G6PD).
The hepatossomatic index (HSI) it was also measured. Significant difference
was not observed (P>0,05) among the treatments in none of the acting
parameters evaluated (AC, PE, EE, RMP, WG, RTG, EWG and TSGQG).
significant difference was not Also observed (P>0,05) for the appraised
parameters in the muscle, as well as for the ME and HSI. However, the hepatic
triglyceride was high (P <0,05) in the treatment containing 5% of corn starch, as
well as the glucose, in the treatment containing 20% of corn starch and the
hepatic glucose, in the treatments containing 15 and 20% of corn starch. In
general, it was possible to end that the concentrations of up to 20% of corn
starch in the diet did not influence the acting parameters evaluated in the present
work. However, the concentration of 20% of corn starch provided a persistent
hyperglycemia in the juvenile, what was not observed in the animals fed with the
diet containing 15% of corn starch, being this probable ideal concentration of the
metabolic point of view for juvenile surubim hybrid.

2 Adviser: Priscila Vieira e Rosa
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1 INTRODUCAO

A piscicultura nacional vem sofrendo mudangas a cada ano. Entretanto,
algumas das espécies de maior producdo no Brasil sdo as exoticas, como, por
exemplo, a tilapia-nilotica (Oreochromis niloticus). Atualmente, a piscicultura
brasileira ¢ deficiente em informagdes e técnicas referentes ao cultivo intensivo
de espécies nativas, o que dificulta o desenvolvimento da produgdo em larga
escala destas espécies. O principal agravante derivado da inabilidade do cultivo
destas espécies € a baixa sobrevivéncia dos peixes em conjunto com o alto custo
da producao. Entretanto, novos conceitos estdo sendo aplicados a piscicultura
nacional, principalmente quanto ao cultivo de espécies de peixes carnivoros.

O surubim ¢ considerado um dos peixes mais nobres entre os teledsteos.
O filé e as postas de surubim apresentam alta demanda no mercado nacional e
internacional. Esse género € representado por oito diferentes espécies, sendo as
espécies Pseudoplatystoma corruscans e o Pseudoplatystoma fasciatum as duas
mais procuradas para a producdo. Sdo encontrados em quase todo o territorio
brasileiro, sendo também muito apreciados para a pesca esportiva, devido ao seu
grande porte.

Atualmente, o hibrido do surubim formado pelo cruzamento entre o
macho de Pseudoplatystoma corruscans (vulgarmente conhecido como Pintado)
com a fémea do Pseudoplatystoma fasciatum (vulgarmente conhecido como
Cachara) vem sendo muito divulgado para a produgdo.Apesar de demonstrar
caracteristicas semelhantes as de seus ancestrais, esse hibrido apresenta
melhores indices zootécnicos, como melhor sobrevivéncia e ganho de peso,
tornando sua produgdo intensiva mais vidvel economicamente, quando
comparada a produgdo do Pintado e do Cachara.

Embora muito apreciado e provido de melhores indices zootécnicos, a

produgdo do hibrido do surubim ainda ¢ limitada pelo alto custo. A dieta destes



animais pode representar a maior fracdo do custo da produgdo. O alto preco das
ragdes € atribuido a dois fatores, o primeiro é a demanda elevada de proteina e
energia exigidos pela espécie e o segundo ¢ referente a capacidade limitada desta
espécie em aproveitar nutrientes de baixo custo, como os carboidratos.

A substituicdo da energia proveniente do 6leo pela energia proveniente
dos carboidratos pode reduzir o preco das ragdes destes animais. Entretanto,
peixes carnivoros como o surubim demonstram certa intolerancia a glicose,
tendo seu desempenho prejudicado, quando alimentados com dietas contendo
altas concentracdes de carboidrato. Diversos estudos mais atuais demonstram
que o surubim, ao contrario dos outros carnivoros, suporta relativamente bem a
incorporagdo de carboidrato na dieta. Esta caracteristica gera grande expectativa
na produgdo nacional por possibilitar a utilizacdo de um alimento de facil acesso
e baixo custo.

Para viabilizar a utilizagdo desses alimentos, ha a necessidade de maior
compreensdo do metabolismo energético destes peixes, tendo o seu potencial e
suas limitagdes melhor estimados. A utilizagdo de carboidrato na dieta de peixes
carnivoros de regido tropical pode gerar uma grande economia na produgio,
proporcionando um estimulo maior no cultivo desta espécie. Portanto, ¢
fundamental a caracterizagdo das mudancas no metabolismo energético destas

espécies, quando alimentadas com altos niveis de carboidratos na ragéo.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia no

metabolismo energético de diferentes niveis de amido de milho incorporados a

dieta de juvenis hibridos de surubim (& Pseudoplatystoma corruscans x @

Pseudoplatystoma fasciatum), pela determina¢do do desempenho e pelas

concentracdes plasmaticas, musculares e hepaticas de proteina, glicose e

trigliceriodeos e da atividade hepatica da enzima malica e da glicose-6-fosfato

desidrogenase.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a influéncia do amido de milho no indice
hepatossomatico, na conversdo alimentar, na eficiéncia protéica,
na eficiéncia energética, na retengdo protéica muscular, no
ganho de peso, no ganho de peso especifico, na taxa de
crescimento total e na taxa de crescimento especifico.

Avaliar a capacidade dos juvenis em metabolizar a glicose
proveniente da dieta, pela determinagdo das concentragdes
plasmaticas, musculares e hepaticas de proteina, glicose e
trigliceriodeos.

Avaliar a alteragdo na lipogénese hepatica dos juvenis
alimentados com diferentes propor¢des de oleos e amido de
milho, pela atividade hepatica da enzima malica e da glicose-6-

fosfato desidrogenase.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Surubim (Pseudoplatystoma spp)

O surubim é um peixe da ordem siluriforme e género Pseudoplatystoma
spp., que apresenta habito alimentar carnivoro, predominantemente piscivoro,
que habita as zonas bénticas dos rios (Cestarolli, 2005; Cal, 2006). As
caracteristicas externas da ordem Siluriforme sd3o a auséncia de escamas, pele
espessa, sendo popularmente denominados de “peixes de couro”. Geralmente,
apresentam um par de barbilhdes maxilares e dois pares mentonianos, além de
um aculeo forte e pungente no primeiro raio da nadadeira dorsal e das
nadadeiras peitorais. O aspecto morfologico geral das espécies do género
Pseudoplatystoma spp ¢ o corpo alongado, com a cabega deprimida e mandibula
mais curta que a maxila superior e dentes viliformes no palato (Coelho, 2005).

Considerado um dos peixes mais nobres entre os teledsteos brasileiros, o
surubim ¢ um Siluriforme carnivoro, da familia Pimelodidae, proveniente da
América do Sul, podendo atingir mais de 120 Kg (Cestarolli, 2005; Cal, 2006).
E também conhecido como bagre neotropical e comumente encontrado nas
bacias hidrograficas do Prata e do Sdo Francisco (Britski et al., 1999).

O surubim apresenta grande demanda do mercado consumidor brasileiro
devido a excelente qualidade do filé. Este género possui um consideravel
potencial para a aquicultura nacional (Beelen et al., 2004). E muito apreciado
para a pesca esportiva devido ao seu grande porte, além de ser muito usado
como peixe ornamental. Possui ainda bons indices zootécnicos, o que eleva o
seu potencial produtivo (Crepaldi et al., 2006). A soma desses fatores tem
contribuido para o decréscimo da populagdo natural (Cal, 2006).

A produgdo dessa espécie em cativeiro tem sido alcancada mediante
custos elevados. Entretanto, o interesse na producdo do surubim vem

aumentando ha alguns anos apds melhorias nas técnicas de reproducdo e



produgdo, que ocorreu de forma comercial somente em 1992. Hoje a produgdo
deste género em todo territério nacional é responsavel pela exportagdo para
varios paises europeus, para os Estados Unidos e Japdo (Theodoro, 2004).
Segundo Kubitza e colaboradores (1998), o surubim é, sem davida, o género de
peixes de agua doce de maior potencial em todo o Brasil.

No Brasil, ha oito espécies do género Pseudoplatystoma spp, sendo a P.
trigrinum, P. corruscans e a P. fasciatum as mais comuns no territorio nacional
(Godinho, 2007). O hibrido de surubim (& Pseudoplatystoma corruscans x 9
Pseudoplatystoma fasciatum) apresenta caracteristicas semelhantes as de todos
os exemplares do género Pseudoplatystoma spp e vem ganhando espago na
aqiiicultura nacional devido a sua melhor taxa de sobrevivéncia e ganho de peso.
A grande semelhanca de ambas as espécies -- P. corruscans e a P. Fasciatum --
sdo conhecidas por produzirem hibridos férteis (Bignotto et al., 2009).

As maiores dificuldades da produgdo do surubim sdo concentradas em
duas fases do cultivo: na larvicultura e na fase juvenil, devido ao
condicionamento alimentar (Cestarolli, 2005). A larvicultura do surubim ¢é
realizada em ambientes escuros, objetivando manter certa semelhanga com as
regides mais profundas dos rios, além de favorecer seu habito noturno. Tal
procedimento ndo estd fundamentado em informacgdes técnicas, resultantes de
experimentagdo apropriada, mas em rotinas que ndo consideram as possiveis
implicacdes da auséncia de luz no desenvolvimento posterior dos animais
(Cestarolli, 2005). Esse género ganha significativamente mais peso em
temperaturas proximas a 27 °C. Temperaturas superiores a 30 °C e inferiores a
24 °C parecem causar estresse ¢ altas manifestagdes de patogenos (Lima, 2003).
As caracteristicas produtivas sdo muito semelhantes entre as duas espécies, P.
corruscans e a P. fasciatum, e seu hibrido (Figura 1C).

O P. corruscans, também chamado de surubim, ¢ um peixe de grande

porte que apresenta manchas escuras arredondadas pelo corpo (Figura 1A). O P.



fasciatum, também conhecido como cachara, possui grande porte, cor
acinzentada brilhante e corpo com listras verticais (freqiientemente 16), que
podem estar bordejadas dorsalmente a frente e atras, além de pequenas listras
com as nadadeiras sempre apresentando pontos negros (Faustino et al., 2007)

(Figura 1B).

FIGURA 1 Tlustragdo do Pseudoplatystoma corruscans (A),
Pseudoplatystoma fasciatum (B) e do hibrido &
Pseudoplatystoma corruscans x ¢ Pseudoplatystoma
fasciatum (C).

Para o maior desenvolvimento da produgdo nacional do surubim se
tornar viavel, a produ¢do deve ser economicamente mais rentavel, quando
comparada a outras espécies produzidas. Entretanto, informagdes detalhadas

sobre este género sdo extremamente escassas, sendo ainda um desafio o



aprimoramento das técnicas de reproducdo, alevinagem, nutri¢io ¢ manejo, com

0 objetivo de reduzir os custos de producdo (Theodoro, 2004).

3.2 Carboidrato

A unidade mais simples dos carboidratos s3o os monossacarideos, estes
sdo constituidos por uma unidade de poliidroxialdeido ou poliidroxicetona,
podendo ser formadas por trés a nove atomos de carbono. Os monossacarideos
sdo classificados pelo grupo carbonila e pelo numero de carbonos presentes em
sua estrutura, enquanto, a nomenclatura ¢ atribuida as variagdes dos grupos de
assimetria (Corréa et al., 2006). O centro de assimetria mais afastado do grupo
carbonila proporciona a configuragdo L ou D dos monossacarideos (Figura 2).
Estas variagdes possiveis na estrutura molecular dos carboidratos podem gerar

46 diferentes tipos de monossacarideos (Motta, 2005).
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FIGURA 2 Ilustragdo do grupo carbonila e dos centros assimétricos
da L e D-glicose e da L e D-frutose.



Aplicando esse raciocinio, podemos afirmar que as formas
estereoisdmeras possiveis de um monossacarideo sdo iguais a 2", onde “n” é o
nimero de centro de assimetria. Dessa forma, as aldoses compostas por seis
carbonos apresentam 16 formas estereoisdmeras (2°=16), sendo oito da série D e

oito da série L (Figura 3).

H—C=0
H-C—0H
H=COH
D-Gliceraldeido

H—l|3=l:l H—l?:l:l

H—C—0H HO-:—H

H—C—0H H-C-0H

H:IIZIIIH I-blIZEIH

D-Eritrose D-Treose
H—|I:=|:| H_|I::|:| H—I|:=I:| H—IIZZEI
H—C—0H HO-C—H H—C-0H HO-C—H
H—r—0H H—#—DH HD-LIF—H H'I'":Z—H
H-C—0H H-C—0H H-C-OH H-C-0H
HCOH HotOH HaCOH Hat O H
D-Ribose D-Arabinose b-Xilose D-Lixose

NN NN

—EIHE::I:I H—C—0 H—C=0 HCDHCDHCD HCD

H—L-OH HO-G—H  H—G-0H HO-G—H H—G—0H HO-G-H H—G—OH HO-L—H
—d-on m—boon ot mo-b—H  h—t-on w—loon wod—n  Hodon
H—E::—EIH H—L-OH H—G-OH H—C-OH HO-G-H HO-&—H HEI-II?—H HEI-II?—H
H-C—-OH H-C~OH  H-C—-0H H-C-OH  H-C-0H  H-C-O0H H-COH H—C-OH

1 1
H;&DH H=COH H=COH H=COH H=COH H=COH H=COH H=C OH
D-Alose D-Alrose D-Glicose D-Manose D-Gulose D-ldose D-Galactose D-Talose

I

T

FIGURA 3 Relagdes estereoquimicas das D-aldoses com trés a seis atomos de
carbono (Motta, 2005).

As cetoses compostas por seis carbonos apresentam 8 formas

estereoisdmeras (2°=8), sendo quatro da série D e quatro da série L (Figura 4).
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FIGURA 4 Relagdes estereoquimicas das D-cetoses com trés a seis
atomos de carbono (Motta, 2005).

A estrutura linear dos monossacarideos sdo estruturas muito instaveis,
menos de 1% dos monossacarideos composto por cinco ou seis carbonos sao
encontrados como estruturas de cadeia aberta. A grande parte dessas moléculas
sofre uma ciclizacdo intramolecular, formando anéis pela reagdo do grupo

alcoodlico com o grupo carbonila, sendo essa uma forma mais estavel (Figura 5).
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FIGURA 5 Ciclizagdo da D-Glicose com formacdo de duas
estruturas ciclicas de glicopiranose (Motta, 2005).

Os dissacarideos sdo classificados conforme os monossacarideos que o
compdem e pelo tipo de ligagdo realizada, sendo denominados de maltose,
isomaltose, sacarose e lactose. A maltose e isomaltose sdo constituidas por dois
residuos de glicose ligados por uma ligacdo glicosidica alfa (1->4) e alfa (1->6),
respectivamente. A sacarose ¢ formada pela unido de uma a-D-glicose € uma -
D-frutose pela ligagdo a, B (1>2). A lactose é encontrada apenas no leite, é
formada por um residuo de p-D-galactose e um de D-glicose por uma ligacdo 3
(1->4). Os tipos de monossacarideos e a interagdo entre os carbonos
constituintes de cada um definem a estabilidade e a conformacdo dos

dissacarideos (figura 6) (Motta, 2005).
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FIGURA 6 Ilustragdo dos diferentes tipos de dissacarideos (Motta, 2005).

Os polissacarideos sdo formados por diversas moléculas de
monossacarideos, sendo o amido um polissacarideo mais utilizado na nutrigdo
animal (Rawles & Lochmann, 2003). Esta ¢ a principal forma de reserva
energética de plantas, sendo formado por amilose e amilopectina. A amilose ¢
composta por mais de 200 unidades de glicose, unidas por ligagdo glicosidica do
tipo o 124, apresentando uma configuragdo linear. A amilopectina é composta
por grupos de 30 unidades de glicose, unidas por ligacao glicosidica do tipo a
126, apresentando uma configuragdo ramificada (Martins, 2009).

O amido de milho é um dos principais polissacarideos digestiveis
utilizados nas ragdes comerciais de peixes. Sua composi¢do pode variar entre
20% a 30% de amilose ¢ 70% a 80% de amilopectina (Ramirez, 2005). Possui
uma consideravel importancia como ingrediente da dieta, pois sdo fontes de

energia de baixo custo. Seu aproveitamento pelo animal parece estar relacionado
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ao sistema digestorio ¢ a capacidade da espécie em metabolizar a glicose

(Camilo, 2007).

3.3 Digestédo e absorc¢ao de carboidratos em peixes

A digestio ¢ o processo de transformagdo dos constituintes presentes no
alimento, em subunidades adequadas aos mecanismos de transporte do trato
digestorio. A quebra inicial dos carboidratos em peixes ocorre pela acdo das
carboidrases (ao-amilase), que exercem atuacdo nos carboidratos de estrutura
complexa. Essas sdo enzimas responsaveis pela formacao de estruturas simples
de carboidrato. Apds a catalise das moléculas complexas de carboidrato, iniciam
a acdo das oligossacaridases e dissacaridases, proporcionando a formagdo de
monossacarideos possiveis de serem absorvidos pelos enterocitos. Este processo
depende da eficiéncia do complexo enzimatico do peixe em hidrolisar moléculas
de carboidrato.

Ao contrario da maioria dos animais terrestres, os peixes ndo utilizam a
cavidade bucofaringeana para a pré-digestdo enzimatica. Conseqiientemente, a
atividade da a-amilase ndo ¢ caracterizada na cavidade bucofaringeana (Rotta,
2003), sendo evidenciada apenas no epitélio mucoso do intestino proximal,
diminuindo a medida que avangam no trajeto em diregdo ao reto (Seixas Filho,
2004). Esta caracteristica retarda a quebra das estruturas complexas de
carboidrato, restringindo-se esta apenas a regido intestinal.

A a-amilase (o1-2>4)-D-glicose dlicosehidrolase, E.C.3.2.1.1) presente
no intestino, hidrolisa as ligagdes a(12>4) do amido e glicogénio, liberando os
oligossacarideos (Krogdahl et al., 2005). Em peixes, esta enzima esta presente
no pancreas e por todo o intestino (Alarcén et al., 2001; Fernandez et al., 2001) e
curiosamente no figado e na bile de algumas espécies, provavelmente devido a

anatomia do hepatopancreas (Tabela 1).
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TABELA 1 Distribuicdo das a-amilases no figado, bile e no
intestino de peixes.

U mg/proteina

Bile Figado Intestino
Cyprinis coarpio 4,79 1080+73 72585
Curvssius curatus 161 23842 T5.5+158
Tinee tinca na 131+13 104 + 27
Sparus aurata 0.84 1,7+04 1,75+ 0,28
Oncorfiynchis mykiss 0.0 0.0 1.30 £0.07
Angrille anguilla 0.05 0,76+008 046*005

(Hidalgo et al., 1999)

Os principais oligossacarideos produtos da agdo da a-amilase sdo a
dextrina limite (ligagdo a (126) ¢ a (1->4)), isomaltose (ligagdo o (1-26)),
maltose (ligacdo o (1->4)) e sacarose (ligacdo aff (1>2)) (Zemke-White &
Clements, 1999; Yen, 2001). Estes aglicares menores sdo hidrolisados pelas
oligossacaridases e dissacaridases especificas como as dextrinase, isomaltase,
maltase e sacarase (Motta, 2005), que agem nas liga¢des a (126), a (126), o
(1>4) e a B (1>2) respectivamente, disponibilizando glicose e frutose livres

para serem absorvidas pelo enterdcito (Figura 7).

Maltose + H,0 _ Maltae o, 5 D—glicose

Dextrina + H;O — Dextrinase , D—glicose

Isomaltose + H:O — Lomaltze o D—glicose

Sacarose + H,0 —3* 5 p frutose + D—glicose

Lactose + H;Q0 ——— D-galactose + D—glicose

FIGURA 7 Representacdo da atividade e dos produtos das diferentes
dissacaridases, envolvidas na digestdo do amido (Motta, 2005).
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As carboidrases mais detectadas no limen de peixes é a o-amilase,
maltase e sacarase (Fagbenro et al., 2000). Entretanto, peixes carnivoros e peixes
de agua fria apresentam secregdo limitada da amilase no trato intestinal, o que ¢
suficiente apenas para digerir uma pequena quantidade de carboidratos (Hidalgo
et al., 1999; Papoutsoglou & Lyndon, 2006). O controle da sintese desta enzima
¢ realizado por fatores de transcri¢ao, identificado por Franco (2002) como
peptideos e proteinas. O estimulo destes fatores de transcricdo ainda ndo ¢ bem
conhecido, porém sabe-se que a dieta e o habitat influenciam de forma complexa
neste controle (Lopez-Vasquez et al., 2009).

O perfil enzimatico presente no trato digestorio dos peixes estd
diretamente correlacionado a biodisponibilidade do amido utilizado na dieta. A
alta concentragdo de carboidrato ramificado, como a amilopectina, eleva
rapidamente a glicemia e a formagdo de altas concentragdes de dextrina residual
(Rawles & Lochmann, 2003). O parametro de glicemia elevada evidencia
atividade da a-amilase, maltase e sacarase suficiente para disponibilizar altas
concentragdes de monossacarideos para a absor¢cdo. Ao mesmo tempo em que a
concentracdo de dextrina residual evidencia uma baixa atividade da dextrinase e
isomaltase.

Algumas espécies de peixe apresentam alta adaptagdo a dieta,
proporcionando uma grande variag@o na sintese e na atividade das carboidrases,
conforme o carboidrato ingerido. Em geral, espécies carnivoras de peixe
demonstram capacidade de adaptacdo limitada (Hidalgo et al.,, 1999;
Papoutsoglou & Lyndon, 2006). Entretanto, Pseudoplatystoma corruscan --
assim como Pseudoplatystoma fasciatum -- parece ser uma excegdo, sendo uma
espécie carnivora capaz de aumentar a atividade das carboidrases quando
alimentados com niveis elevados de carboidrato (Lundstedt et al., 2004). Desta
forma, a atividade enzimatica presente no trato digestorio desta espécie

disponibiliza alta concentragdes de monossacarideos susceptiveis a absorcao.
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Em peixes, os monossacarideos sdo absorvidos de forma semelhante aos
mamiferos (Ferraris, 2001). Para a completa absor¢do da glicose, é necessario a
passagem por duas membranas da luz intestinal para o citossol e do citossol para
a corrente sanguinea. Devido ao seu peso molecular, a glicose ndo passa pelos
poros presentes na membrana celular. Para isto, utiliza transportadores de
membrana. A absor¢do ¢ realizada por trés transportadores de membrana no
intestino de peixes, o SGLT1 (Ahearn et al., 1992), GLUTS5 (Hall et al., 2006;
Kikuta et al., 2007; Terova et al., 2009) e GLUT2 (Krasnov et al., 2001). O
SGLT1 e GLUTS realizam o transporte do quimo para o citossol e o GLUT2 do
citossol para a corrente sanguinea (Krogdahl et al., 2005).

Além dos trés transportadores, a expressdo génica do GLUT4 foi
identificada em trutas (Salmo trutta), por RT-PCR (Planas et al., 2000). O
GLUT4 ¢ um transportador comum em fibras musculares, apesar de ter sido
identificado em trutas, ndo se conhece muito sobre sua atuagdo no intestino. E
um transportador sensivel a insulina. No entanto, sua resposta a diferentes
estimulos parece ndo seguir os padroes determinados em mamiferos (Capilla et
al., 2004).

O SGLT1 (co-transportador de sodio-glicose) € um transportador
localizado nas microvilosidades intestinais. Realiza o transporte da glicose,
proveniente do quimo, para o citossol, sendo o mecanismo de transporte
dependente de sodio, transportando um monossacarideo ¢ um soédio para o
citossol, o que exige um gradiente eletrolitico favoravel (Machado et al., 2006).
Para manter o equilibrio eletrolitico, a célula utiliza a Na'/K'-ATPase ¢ um ATP
para a remocdo de altas concentragdes de sodio presentes no citoplasma
(Krogdahl et al., 2005). Desta forma, este sistema de transporte consome um
ATP, ndo sendo caracterizado como transporte passivo.

O GLUTS ¢ um transportador localizado nas microvilosidades

intestinais, conhecido pela sua alta afinidade com a D-frutose (Aouameur et al.,
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2007; Yurdagiil et al., 2009). Realiza transporte facilitado, Na'-independente.
Em mamiferos, sua alta atividade é regulada com alto consumo de frutose
(Drozdowski & Thomson, 2006).

O GLUT?2 (transportador de glicose 2) ¢ um transportador localizado no
enterdcito, responsavel pelo transporte do citossol para a corrente sanguinea
(Krogdahl et al., 2005). Apresenta baixa afinidade com monossacarideos
(Krasnov et al., 2001), entretanto, ¢ o Unico transportador com habilidade de
transportar a D-glicose, D-galactose e D-frutose (McGowan et al., 1995;
Yurdagiil et al., 2009). Realiza transporte facilitado, conseqlientemente depende
do gradiente de concentracdo favoravel. Esta caracteristica de transporte atribui
a este transportador uma alta sensibilidade com a glicemia e com diversos
hormonios (Castaneda et al., 2006).

A eficiéncia dos transportadores de glicose varia ao longo do trato
digestorio. A afinidade dos transportadores de algumas espécies de peixe com os
monossacarideos ¢ aumentada, conforme a proximidade da regido distal do
intestino (Ahearn et al., 1992). Entretanto, a absorgdo ¢ menor na regido distal,
quando comparada a proximal (Bakke-McKellep et al., 2000; Nordrum et al.,
2000).

A determinagdo desta eficiéncia é realizada in vitro, pela quantificagdo
da salinidade da solugdo do ensaio, como descrito em Oreochromis
mossambicus (Reshkin & Ahearn, 1987a,b). Esta determinag¢do avalia a
capacidade dos transportadores Na'-dependentes, ndo considerando o transporte
facilitado (Na'-idependente). Este pode apresentar alta correlacdo com a
glicemia. Ambos os mecanismos de transporte utilizados pelos transportadores
podem explicar a capacidade de absor¢do e a eficiéncia dos transportadores
localizados na regido distal e proximal do intestino.

Possivelmente, a quantidade de transportadores e os parametros

metabolicos exercem alta influéncia na absor¢do. A regido proximal do intestino
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apresenta maiores concentragdes de transportadores, quando comparada a regido
distal, conseqiientemente absorvem maiores concentragdes de monossacarideos.
Apoés a absorgdo da regido proximal, a glicemia ¢ elevada, promovendo, desta
forma, um gradiente glicolitico negativo na regido distal, sendo necessaria uma
maior eficiéncia dos transportadores presentes nesta regido para dar
continuidade a absor¢do dos monossacarideos. A densidade de transportadores e
a glicemia podem explicar a maior eficiéncia dos transportadores na regido
distal, porém, uma menor absor¢ao de glicose nesta regido.

Algumas espécies de peixe podem aumentar a eficiéncia ou a quantidade
dos transportadores presentes na borda em escova, conforme a concentragao de
carboidratos na dieta. Esta alteragdo pode ser intermediada por diferentes fatores
ainda ndo bem definidos em peixes, embora diversas hipdteses sejam levantadas
por diferentes autores. Os transportadores intestinais em peixes respondem ao
estimulo de diversos hormonios, podendo ser ativados pelo glucagon, peptideos
de glucagon, glicocorticoides e 17a-metiltestosterona (Hazzard & Ahearn, 1992;
Soengas & Moon, 1998). A presenga dos trés principais tipos de transportadores
indica que o controle pode seguir o mesmo principio que em humanos, sendo
também influenciado pela glicemia e insulina (Roy et al., 2003). Os diferentes
hormonios ¢ as variagdes nos parametros metabolicos podem alterar a eficiéncia
ou a quantidade dos transportadores.

Os diferentes habitos alimentares podem ser relacionados com a
capacidade do peixe em aumentar a quantidade dos transportadores, ou variar a
cinética da ligagdo dos mesmos com a glicose, promovendo uma modificagao
nos transportadores, conforme a concentracdo de carboidrato ingerida. Peixes
carnivoros apresentam capacidade limitada de adaptagdo (Krogdahl et al., 2005).
Em geral, peixes onivoros ¢ herbivoros de regido tropical demonstram melhor
eficiéncia na digestdo e¢ absor¢dao dos carboidratos, quando comparados as

espécies carnivoras ou marinhas de regido temperada (Borba, 2008).
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3.4 Metabolismo energético em peixes

Para a sintese de energia, o metabolismo utiliza preferencialmente os
lipideos e os carboidratos como fonte energética. Estes nutrientes séo
convertidos em acetil-CoA, podendo ser completamente oxidados no ciclo de
Krebs, produzindo energia e CO,. Conseqiientemente, o excesso de energia pode
inibir a atividade de enzimas relacionadas com a produgdo de ATP e CO, e
estimular a atividade de enzimas relacionadas com a formac¢do de moléculas
energéticas, possiveis de serem armazenadas pelo metabolismo, como o
glicogénio e os triglicerideos. Em contra partida, a deficiéncia de lipidios ou
carboidratos leva a utilizacdo de fontes alternativas de energia, como as
proteinas.

A relacdo ideal entre energia/proteina presente na dieta ¢ aquela que
minimiza a deposi¢cdo de gordura e evita a redugdo da proteina corporal. Esses
parametros indicam que a energia ndo excedeu a demanda do animal a ponto de
proporcionar a sintese e o acimulo de triglicerideos. Também caracteriza que o
fornecimento de energia foi suficiente, evitando a necessidade do metabolismo
em utilizar as proteinas para este fim. Portanto, a quantidade e qualidade dos
lipidios e carboidratos presentes na dieta de peixes tém grande importancia na
nutri¢do destes animais.

Peixes carnivoros sdo mais eficientes em utilizar os lipidios como fonte
de energia devido a capacidade limitada de seu metabolismo em controlar a
glicemia (Caseras et al., 2002; Hemre et al., 2002), sendo os triglicerideos a
principal forma de armazenamento da energia corporal para estas espécies. O
acumulo dos trigliceridios ¢ evidenciado no tecido adiposo, visceral e muscular
(Wang et al., 2005; Zhong et al., 2007) e pode representar a forma de gordura

mais abundante nestes tecidos (Tabela 2).
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TABELA 2 Percentual triglicerideos (TAG), acido graxo livre (AGL),
diacilglicerol (DAG) e dos fosfolipidios (PL), no musculo
branco e nas visceras.

Lipidios Msculo Visceras
TAG 51,8+6,24 74,1 + 3,36
AGL 0,89 + 0,47 -

DAG 2,32+ 1,44 124+1,2
PL 32,9+5,31 13,7+ 1,84

(Zhong et al., 2007)

O armazenamento de energia ocorre apenas em peixes submetidos a
dietas com concentra¢des excessivas de lipidios, carboidratos ou proteinas.
Dentro dos trés nutrientes comentados, os carboidratos apresentam o menor
custo, influenciando, assim, a viabilidade econdomica de uma ragdo para
carnivoros (Papoutsoglou & Lyndon, 2006). A utilizacdo de carboidratos na
dieta de peixes carnivoros gera grandes contradigdes entre os pesquisadores. Os
problemas relacionados com a digestdo, absor¢do e metabolizacdo desses
nutrientes sdo dependentes da relacdo entre o tipo e a concentragdo do
carboidrato com a espécie do carnivoro estudado (Krogdahl et al., 2005; Rawles
et al., 2008). Essa relacdo caracteriza a biodisponibilidade do carboidrato,
podendo promover o excesso ou a caréncia da fracdo energética na dieta.

Em excesso, a glicose pode ser armazenada como glicogénio ou seguir
para o ciclo de Krebs e via das pentoses para a sintese de triglicerideos (Figura
8), elevando as concentragdes da glicose hepatica e dos trigliceridios corporal

(Sul & Wang, 1998; Rawles et al., 2008).
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FIGURA 8 Ilustragdo da sintese de acido graxo e triglicerideos, a partir da
proteina e da glicose.

Sob altas concentragdes de glicose sanguinea, o metabolismo energético
animal ¢ regulado pela insulina. A insulina é uma proteina sintetizada no reticulo
endoplasmatico rugoso das células B, presentes no pancreas. Sua secregdo e
sintese sdo estimuladas por diversos substratos energéticos, metabolizados nas
células B. Os produtos oriundos da catalise da glicose sdo os principais

secretagogos da insulina (Haber et al., 2001).
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Peixes apresentam uma ineficiéncia em recuperar a homeostasia
glicémica, caracterizando certa intolerancia a glicose. Esta limitacdo ¢ atribuida
ao efeito brando que a insulina promove no metabolismo destes animais, quando
comparado com mamiferos. Alta concentracdo de glicose circulante, por um
longo periodo, caracteriza um quadro de hiperglicemia persistente. A
intensidade e persisténcia desta hiperglicemia variam conforme a espécie e
condigdes do animal. Geralmente, o metabolismo de espécies carnivoras-
piscivoras necessita de um periodo maior para recuperar a homeostase (Moon,
2001).

As hipoteses formadas para explicar tal metabolismo muitas vezes sdo
quebradas com comportamentos observados em algumas espécies de peixe.
Moon (2001) descreveu que o estimulo da liberacdo da insulina em peixes com
alta glicemia, assim como seu efeito no metabolismo, ¢ dependente da espécie
estudada (Tabela 3). Este autor relatou que, em geral, peixes que apresentaram
aumento na insulina sérica sdo mais ineficientes em recuperar a glicemia,
quando comparados aos peixes que ndo demonstraram a insulina estimulada pela
hiperglicemia. A carpa (Cyprinus carpio) parece seguir o metabolismo padrao
dos mamiferos, sendo que a hiperglicemia estimulou a liberagdo da insulina,
elevando sua concentracdo em até trés vezes, sendo mais eficiente em recuperar

a glicemia (Moon, 2001).
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TABELA 3 Teste de tolerancia a glicose, realizado em diferentes espécies de
peixes. Incorporagdo da glicose no animal: O — oral; IP —
intraperitoneal e IV — intravenoso. Tempo minimo da
hiperglicemia: reflete o periodo em horas que o peixe necessitou
para restabelecer a glicemia (Moon, 2001).

Dose Vallacie Tempo Minimo

Espécies Incorporaciio da . . .
' ' ; e . da Hiperglicemia
mgkg) Tysulina a Hipergli

Truta arco-iris O 1 N 7 horas
Ir 300 4 18 horas
Truta wairom IV 200 T 215 8§ horas
Salmon 0 1670 t2 36 horas
Bagre do canal 0] 1670 ND 6 horas
IV 250 ND 11 horas
Carpa 167 T3 5 horas
Sea bream vermelho O 1 12 Ta
0 1 T2 T3
Tikipia Ir 2000 ND G horas
Enguia européia Iv S00 ND 9 horas
O 1 ND NO

ND: ndo determinado; NO: ndo observado; TS: tempo necessario superior ao
avaliado.

O aumento da glicose durante a hiperglicemia parece ser comum a todas
as espécies, mesmo naquelas que ndo apresentam elevagdes da insulina

(Geurden et al., 2007), levando-se a consideragdo da hipotese de que os
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transportadores de glicose e as enzimas relacionadas a glicolise podem ndo ser
insulino-dependentes em algumas espécies de peixes (Moon, 2001). Ndo esta
clara a relagdo da insulina com a glicemia, pois peixes de diferentes espécies e
diferentes habitos alimentares respondem de maneiras distintas ao desafio da
hiperglicemia e aos estimulos da insulina.

A compreensdo do metabolismo em tecidos muscular e adiposo ¢ de
grande importancia para o controle glicémico. O musculo pode representar mais
de 50% do peso corporal, podendo ser grande consumidor de glicose circulante
(Klip et al., 1996; Zierler, 1999). Experimentos com truta marrom demonstraram
que a utilizacdo da glicose pelo metabolismo ocorre apods a elevagdo de trés ou
quatro vezes o valor da homeostase e, nesta concentracao glicémica, ocorre o
estimulo da glicolise nas fibras musculares (Blasco et al., 1996).

A glicose ¢ transportada para o interior das células por transportadores
de membrana tipo 2 ou 4 (GLUT2 e GLUT4), os quais sdo regulados pela
glicemia (Haber et al., 2001). Peixes apresentam alta taxa de transporte, mesmo
sem o estimulo da insulina. Apos a entrada da glicose na célula, a principal rota
em casos de hiperglicemia ¢ a sintese de glicogénio ou o inicio da glicdlise,
sendo esta realizada pela glicoquinase ou hexoquinase (Geurden et al., 2007).

O estimulo dos carboidratos demonstra aumentar a expressdo do mRNA
da glicoquinase em trutas, carpas e seabream e, como segunda resposta, aumento
na atividade das hexoquinases. Entretanto, a0 mesmo tempo em que a glicolise é
estimulada pela alta atividade da glicoquinase e hexoquinase, a sintese hepatica
da glicose, realizada pela enzima inversa chamada glicose-6-fosfatase, nao ¢
inibida (Moon, 2001; Caseras et al., 2002). Outros pesquisadores observaram
comportamento semelhante em peixes carnivoros, os quais mantiveram
constante o processo de gliconeogénese apds ingestao de altas concentragoes de
carboidrato e sob altos niveis glicémicos, a0 mesmo tempo em que aumentaram

a atividade da glicoquinase e hexoquinase, levando ao estimulo da glicolise
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(Deng et al., 2001; Panserat et al., 2001). Conseqiientemente, a atividade destas
enzimas pode ser a principal forma de controle da glicemia em peixes (Enes et
al., 2006, 2008). A compreensdo deste mecanismo € sua intera¢do com a insulina
e transportadores de glicose sdo fundamentais para o entendimento da
intolerancia a glicose em peixes.

Ao se analisar o tecido muscular de peixes, alguns autores nao obtiveram
sucesso em identificar o GLUT4 no musculo de tilapia, truta e enguia (Wright et
al., 1998). No entanto, estes autores utilizaram sondas para identificagdo do
mRNA-GLUT4 em humanos. Planas et al. (2000) identificaram um homologo
do GLUT4 no tecido muscular de trutas, demonstrando que ha transportadores
de membranas nas fibras musculares de peixes, semelhantes aos de mamiferos
(Menoyo et al., 2006). Porém, uma pequena variacdo no seu codigo genético
pode conferir respostas diferentes ou menos intensas a determinados estimulos
da insulina. Os receptores de insulina também foram identificados no musculo
de peixes, em menor numero, quando comparado aos mamiferos. Estes
apresentaram-se em quantidades menores em peixes carnivoros, quando
contrastados com espécies herbivoras (Navarro et al., 1999).

E evidente a presenga de transportadores de glicose nas fibras
musculares de peixes, sendo eles homologos aos de mamiferos. Também ¢é
caracterizada a presenca de receptores de insulina nas células musculares de
peixe. No entanto, a perfeita definicdo da interagdo entre ambos nao é bem clara.
A intolerancia a glicose pode ser proveniente de uma baixa concentracdo de
transportadores de glicose e receptores de insulina, sendo essa mais uma
hipétese referente a intolerancia da glicose em peixes (Navarro et al., 1999).

A habilidade da utilizagdo de glicose como fonte energética no
metabolismo dos peixes pode ser controlada, em grande parte, pela propria
concentracao de glicose corporal, ndo utilizando alguns horménios e substratos

intermedidrios neste metabolismo (Soengas et al., 2006). Porém, esta habilidade
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pode ser investigada utilizando dois principios. O primeiro se baseia na
ineficiéncia da secrecdo da insulina ou aos efeitos adversos causados por este
horménio em peixes. O segundo, no fato de que algumas espécies ndo sdo
dependentes da insulina para realizar controle glicémico, apenas dependem da
atividade de determinadas enzimas, controladas apenas pela presenca da glicose.
Considerando as duas hipoteses, ¢ fundamental a investigagao de metabdlitos e

enzimas-chave de determinadas rotas metabolicas.
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4 MATERIAL E METODOS

Durante todo o periodo experimental, os parametros liminologicos foram
monitorados diariamente. A medi¢do do pH foi realizada com um pHmetro
digital, portatil, com duas casas decimais de precisao (Bernauer, F-1005). O
oxigénio foi medido com um oximetro digital portatil (Bernauer, F-1550A) ¢ a
temperatura foi acompanhada por uma sonda pt 100, ligada a um controlador de

temperatura (N540) do proéprio sistema de recirculagdo do laboratdrio.

4.1 Delineamento experimental

Foi adotado um delineamento experimental em blocos casualizados, com
quatro tratamentos (5, 10, 15 e 20% de amido de milho na dieta) e seis
repetigoes, totalizando 24 parcelas. Cada parcela foi constituida por sete juvenis
hibridos de surubim.

Os dados obtidos foram analisados com auxilio do software SAEG-
SISTEMA PARA ANALISE ESTATISTICA E GENETICA, proposto por
Euclydes (1997). As médias foram comparadas pelo teste de probabilidade de
Student-Newman-Keuls, a 5% de significancia. Foi gerada uma equagdo de

regressdo para descrever o comportamento da glicose-6-fosfato desidrogenase.

4.2 Local

O experimento foi conduzido na Estag@o de Piscicultura da Universidade
Federal de Lavras, MG, Brasil, com duragdo de 80 dias, sendo 20 dias de
adaptagdo e 60 dias de fornecimento das diferentes dietas experimentais. Para o
ensaio experimental, foi utilizado um laboratério de recirculacdo de agua,
provido de 24 caixas de fibra de vidro, com 0,61 x 0,44 x 0,40 m de didmetro
superior, diametro da base e altura respectivamente e capacidade total de 100

litros. As caixas foram cobertas com tela escura (sombrite 75%) para ndo inibir o
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consumo e evitar o estresse dos juvenis. O sistema foi composto por filtro de
areia (com capacidade de filtrar particulas até Sum de didmetro), filtro
ultravioleta, filtro bioldgico e sistema de controle da temperatura (N540), com
precisdo de duas casas decimais (Figura 9). O fluxo de 4agua nas caixas

experimentais foi suficiente para trés renovagoes totais de agua a cada hora.

FIGURA 9 Ilustragdo das caixas de fibra de vidro (A), do filtro
ultravioleta (B), do controlador de temperatura (C) e do filtro
de areia (D).

4.3 Material biol6gico
Foram utilizados 168 juvenis hibridos de surubim (&' Pseudoplatystoma

corruscans x 9 Pseudoplatystoma fasciatum), com 104,9 + 16,45 g de peso
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inicial e 25,1 + 2,64 cm de comprimento total (Figura 10). Os juvenis foram
distribuidos em 24 caixas experimentais, com volume util de 60 litros de agua.
Cada caixa acomodou 7 juvenis, numa densidade inicial aproximada de 1 juvenil

por cada 9 litros de agua.

FIGURA 10 Ilustragdo do juvenil hibrido de surubim (3 Pseudoplatystoma
corruscans x @ Pseudoplatystoma fasciatum) utilizado no
experimento.

4.4 Rac0bes experimentais

Os tratamentos foram compostos por quatro dietas, contendo niveis
diferentes de amido de milho (5; 10; 15 e 20 %) (Tabela 4). As ragdes
experimentais foram elaboradas no Laboratorio de Nutri¢do do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Lavras. Os ingredientes foram pesados
em balanga analitica e homogeneizados com 40% de agua. A mistura final foi
submetida a um moedor de carne sem hélice, assumindo a forma de “macarrdo”.
ApOs estes processos, as ragdes foram secas a uma temperatura de 35°C, sob
ventilagdo constante. As ragdes eram preparadas mensalmente e armazenadas

por este periodo a uma temperatura de 10°C.
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TABELA 4 Composigao das ragdes experimentais.

Niveis de Amido de Milho
5% 10% 15% 20%

Ingredientes

Farinha de peixe1 57,17 52,17 48,00 44,00
Gelatina 5,00 5,00 6,00 7,00
Albumina 7,00 7,00 8,00 8,00
Caseina 3,00 6,00 7,00 8,50
Oleo de Canola 11,00 10,00 9,00 7,00
Amido de Milho 5,00 10,00 15,00 20,00
FB 1,50 1,50 1,50 1,50
Suplemento mineral e vitaminico® 0,30 0,30 0,30 0,30
Antioxidante 0,03 0,03 0,03 0,03
Celulose 5,00 4,00 3,17 2,60
Caulim 5,00 4,00 2,00 1,00
Total 100 100 100 100
Composicao aproximada de proteina e energia bruta
PB* (%) 46,7 46,3 46,3 46,2
EB* (kcal.kg™) 3525 3548 3595 3550

*PB: proteina bruta e EB: energia bruta.

'Farinha de residuo da industria de filetagem de salmao.

*Composicio por quilo do suplemento vitaminico e mineral: Vitamina A,
1500UI; Vitamina B1, 20mg; Vitamina B2, 15mg; Vitamina B3, 1000UI;
Vitamina B12, 10mcg; Vitamina E, 25mg.; Vitamina PP, 120mg; Colina,
2000mg; Pantotenato de Calcio, 80mg; Acido félico, 2mg; Manganés,
80mg; Ferro, 24mg; Zinco, 50mg; Cobre, 8mg; lodo, 3mg; Selénio,
0,10mg; BHT, 170mg.
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4.5 Protocolo alimentar

Nos 20 primeiros dias referentes a adaptacdo experimental, os juvenis
receberam a dieta com 5% de amido de milho. Apds a adaptacdo, os juvenis
foram alimentados por 60 dias com as quatro diferentes dietas experimentais,
duas vezes ao dia, as 8:00 e as 18:00 horas. A quantidade fornecida foi
padronizada diariamente, conforme a saciedade dos juvenis. O consumo
aparente foi quantificado pela quantidade de ragdo fornecida para cada caixa

experimental dividido pela populacdo de peixes presente na caixa.

4.6 Coletas experimentais

As coletas foram realizadas em cinco diferentes periodos: coleta inicial,
trés coletas intermedidrias e coleta final. As amostragens foram realizadas com
intervalos de 15 dias (a cada 15 dias). Para a coleta inicial e para as trés
intermediarias, amostrou-se um peixe de cada caixa e para a coleta final foram
amostrados 3 juvenis de cada caixa. Em todas as coletas, os peixes foram
mantidos em jejum por 24 hs e ap6s o jejum foram sedados com 2-fenoxietanol
na concentragdo de 0,8 ml.L-1 (Figura 11).

O figado foi retirado de todos os juvenis amostrados nas cinco coletas
experimentais. Na coleta final, foi também retirado 1ml de sangue por puncdo
cardiaca e 3g de musculo branco de cada juvenil amostrado aproximadamente. O
plasma foi separado por centrifugacdo a 3000 g por 10 minutos em temperatura
ambiente. O plasma, musculo e figado foram imediatamente armazenados a -20

°C para posteriores analises.
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FIGURA 11 Ilustragdo do manejo de anestesia e pulsdo cardiaca dos
juvenis de surubim.

4.7 Variaveis analisadas

Os peixes das cinco coletas foram pesados, medidos e tiveram o indice
hepatossomatico calculado. Os peixes da coleta final tiveram as variaveis de
ganho de peso total, ganho de peso especifico, conversdo alimentar, eficiéncia
protéica, eficiéncia energética, retencdo de proteina muscular, taxa de
crescimento total e taxa de crescimento especifico calculadas. Neste periodo, foi
analisada a concentra¢do de proteina total, triglicerideos e glicose no musculo,
figado e no plasma. Foi também determinada a atividade especifica da enzima
malica (E.C.1.1.1.40) e da glicose-6-fosfato desidrogenase (E.C.1.1.1.49) no

tecido hepatico.
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4.8 Metodologia analitica
4.8.1 Desempenho

As variaveis de desempenho: indice hepatossomatico (IHS), conversdo
alimentar (CA), eficiéncia protéica (EP), eficiéncia energética (EE), retencdo
protéica muscular (RPM), ganho de peso (GP), ganho de peso especifico (GPE),
taxa de crescimento total (TCT) e taxa de crescimento especifico (CE), foram

dimensionadas seguindo os seguintes cauculos:

IHS = (Peso do figado/peso do peixe) x 100;

CA = Ganho de peso/racgao ingerida;

EP = ganho de peso/proteina bruta ingerida;

EE = ganho de peso/energia bruta ingerida;

RPM = proteina no file/proteina bruta consumida;

GP = peso final — peso inicial;

GPE = ganho de peso/60 dias;

TCT = comprimento total final — comprimento total inicial;

TCE = taxa de crescimento total/60 dias.

4.8.2 Glicose, proteina totais e triglicerideos

A extracdo e analise da glicose, proteina total e triglicerideos realizadas
no figado, musculo e plasma, seguiram a metodologia adaptada de Camilo
(2007).

As amostras de musculo branco e figado foram diluidas em agua Milliq
na proporcao de 1:2 e 1:3 (peso/volume), respectivamente. O musculo branco foi
macerado com o auxilio de um pistilo sob banho de gelo. Apds a maceragdo, a
amostra foi submetida por 10 minutos ao banho ultrassénico e foi centrifugada a

13.400 g por cinco minutos a 4 °C. O sobrenadante foi separado e o processo foi
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repetido por mais duas vezes. O homogenato dos sobrenadantes foi utilizado
para a quantificacdo da glicose, proteina total e triglicerideos.

A quantificag@o de glicose foi realizada com o Kit Labtest de Glicose
(GLICOSE HK Linquiform, Cat. 85), cujo principio é a fosforilacdo da glicose
em uma reagdo catalizada pela hexoquinase (HK). A determinag¢do do produto
resultante colorido ¢ feita por fotometria ultravioleta de ponto final. Este método
consiste na mistura de 10l de plasma ou de extrato neutro hepatico ou muscular
previamente diluido em agua (plasma 1:10, figado 1:10 e musculo branco 1:1),
com 1 ml do reativo do Kit Labtest para Glicose. A leitura foi feita por um leitor
de microplacas com um filtro de 340nm, apos ter sido incubada a 37°C por 5
minutos. A absorbancia resultante ¢ comparada ao padrao de glicose do Kit e ¢
diretamente proporcional a concentragdo de glicose na amostra.

A analise de triglicerideos foi realizada utilizando o Kit Labtest para
Triglicerideos (TRIGLICERIDES Liquiform, Cat. 87), cujo principio é a
hidrolise dos triglicerideos ¢ a formagdo de quinoneimina. A determinacdo do
produto resultante colorido ¢ feita por fotometria ultravioleta de ponto final. Este
método consiste na mistura de 10ul de plasma ou de extrato neutro hepatico ou
muscular previamente diluido em agua (plasma 1:10, figado 1:10 e musculo
branco 1:10), com 1 ml do reativo do Kit Labtest para para Triglicerideos. A
leitura foi feita por um leitor de microplacas com um filtro de 505nm, apoés ter
sido incubada a 37°C por 10 minutos. A intensidade da cor vermelha formada ¢
comparada ao padrdo de triglicerideos do Kit e ¢ diretamente proporcional a
concentracao de triglicerideos da amostra.

As concentragdes de proteinas totais foram determinadas pelo método de
Bradford (1976). Este método consiste na mistura de 10ul de plasma ou extrato
neutro muscular ou hepatico, com 1ml do reativo de Bradford. O reagente de
Bradfort utilizado foi composto de 100mg de Comassie blue G250 em 50ml de

etanol 95%. A essa solucdo sdo adicionados 100ml de acido fosférico 85% e o
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volume completado para 1 litro com agua destilada. A leitura foi feita por um
leitor de microplacas com um filtro de 595nm, apds ter sido incubada a 25°C por
5 minutos. A concentracdo de proteina foi estimada através de uma equagdo
gerada pela leitura de solugdes contendo diferentes concentragdes de albumina

sérica bovina (ASB).

4.8.3 Atividade especifica das enzimas

As atividades especificas da enzima malica (EM, E.C.1.1.1.40) e da
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD, E.C.1.1.1.49) seguiram metodologia
proposta por Ribeiro (2007).

Cada amostra de figado foi diluida em tampao HEPES-KOH 25mM e
pH 7.2, na proporcao de 1:4 (peso/volume). O tecido hepatico foi macerado com
o auxilio de um pistilo sob banho de gelo. Apds a maceragdo, a amostra foi
submetida por 10 minutos no banho ultrassonico e foi centrifugada a 10.000 g
por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi separado e o processo foi repetido por
mais duas vezes. O homogenato dos sobrenadantes foi utilizado para a

determinagdo da atividade especifica da G6PD e EM (ANEXO C).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os 60 dias experimentais, ndo se observou diferenca no
consumo das dietas pelos peixes submetidos aos diferentes tratamentos. As
médias de temperatura da agua (28 °C), oxigénio dissolvido (5,6 mg.L™),
amonia (0,009 mg.L") e potencial hidrogenidnico (7,3) foram mantidas dentro
dos limites ideais para a espécie.

Os niveis de carboidratos adicionados as dietas experimentais ndo
proporcionaram diferengca no desempenho dos juvenis de surubins. O aumento
do nivel de amido de milho até 20% na dieta nao influenciou (P>0,05) o

comprimento e o peso total (Figura 12 e 13) em nenhum dos periodos avaliados.
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FIGURA 12 Comprimento total (cm) dos hibridos de surubim (&
Pseudoplatystoma corruscans x ¢ Pseudoplatystoma fasciatum)
apo6s 15, 30, 45 e 60 dias de alimentagdo com dietas contendo 5,
10, 15 ¢ 20% de amido de milho (n=6 ¢ CV =3,6; 3,9; 4,8 ¢ 2,6
para 15, 30, 45 e 60 dias, respectivamente).
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FIGURA 13 Peso total (g.) dos hibridos de surubim ((&' Pseudoplatystoma
corruscans x ¢ Pseudoplatystoma fasciatum) apos 15, 30, 45 e
60 dias de alimentagdo com dietas contendo 5, 10, 15 ¢ 20% de
amido de milho (n=6 e CV =8,8; 11,2; 16,7 ¢ 7,9 para 15, 30,
45 e 60 dias, respectivamente).

Os resultados obtidos com os juvenis hibridos de surubim ((&
Pseudoplatystoma corruscans x ¢ Pseudoplatystoma fasciatum) demonstraram
uma boa capacidade em aproveitar altos niveis de amido de milho,
comportamento contrario ao da maioria das espécies de peixes carnivoros
(Krogdahl et al., 2005).

O comprimento e peso total dos juvenis estdo de acordo com o
determinado por Romagosa et al. (2003). O comprimento total dessa espécie
apresenta uma alta correlagdo com o comprimento padrdo, sendo utilizados com
alta precisdo para caracterizar o desempenho (Fujimoto & Carneiro, 2001;
Romagosa et al., 2003). Ambos os dados, peso e comprimento, podem estimar o
estado nutricional e o desempenho dos juvenis (Arjona et al., 2009). Entretanto,
os diferentes niveis de amido de milho ndo proporcionaram diferenga
significativa entre os peixes alimentados com as dietas experimentais,

mantendo-se dentro dos limites normais de peso e comprimento total da espécie.
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A conversdo alimentar, a eficiéncia protéica, a eficiéncia energética, a
retengdo de proteina muscular, o ganho de peso, a taxa de crescimento total, o
ganho de peso especifico e a taxa de crescimento especifico avaliados apds 60
dias de alimentagdo (Tabela 5) também ndo demonstraram diferenga

significativa (P>0,05).

TABELA 5 Conversao alimentar (CA), eficiéncia protéica (EP), eficiéncia
energética (EE), retengdo protéica muscular (RPM), ganho de
peso (GP), a taxa de crescimento total (TCT), ganho de peso
especifico (GPE) e taxa de crescimento especifico (TCE) dos
hibridos de surubim (4 Pseudoplatystoma corruscans x 9
Pseudoplatystoma fasciatum) apo6s 60 dias de alimentagdo com
dietas contendo 5, 10, 15 ¢ 20% de amido de milho.

Concentracdo de amido de milho na dieta
5% 10% 15% 20%
cAl 14,63 1,11 +0,27 1,08 + 0,22 1,01 +0,16 0,96 +0,15
EP? 13,46 2,02 +0,47 2,06 +0,43 2,18+0,36 2,32 +0,40
EE® 13,48 0,26 + 0,06 0,27 + 0,05 0,28 + 0,04 0,30 + 0,05
RPM* 15,93 0,52 + 0,08 0,43 +0,09 0,46 + 0,06 0,46 + 0,07
GP® 13,47 117,42 +22,81 119,43 +16,15125,44 + 23,14 132,97 + 14,18
TCS® 10,55 841+143  7.66+068 7,57+1,61  7,96+1,08
GPE’ 13,47 1,95 + 0,45 1,99 +0,41  2,09+035  221+038
TCE® 10,55 0,14+0,03  0,12+004 0,13+0,02 0,14 +0,02

Média (n=18) + Desvio Padrao

'Ganho de peso/ragio ingerida (g); “ganho de peso/proteina bruta
ingerida (g); ganho de peso/energia bruta ingerida (g); *proteina no
file/proteina bruta consumida (mg/g); *peso final — peso inicial (g);
Scomprimento final — comprimento inicial (cm); 'ganho de peso/60 dias
(g) e *taxa de crescimento total/60 dias (cm).

Ccv

Martino et al. (2005), concluiram que a substituicdo da energia do 6leo

de soja da dieta pela farinha de milho ndo influenciou o ganho de peso
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especifico, a taxa de conversdo alimentar, a retengdo protéica € o consumo total
dos surubins (P. corruscan) durante 64 dias experimentais. Esses autores
avaliaram a adigdo de 10% de farinha de milho, o que condiz com a
incorporagdo média de apenas 7% de amido na dieta (Jorge et al., 2002;
Gongalves et al., 2003).

O mesmo efeito -- ndo significativo para essas mesmas variaveis -- foi
observado no atual trabalho para niveis de até 20% de amido de milho,
caracterizando essa espécie como uma espécie que suporta altas concentragoes
de carboidrato na dieta sem alterar esses parametros de desempenho.

Ao pesquisarem a concentracdo de energia na dieta de surubim, Martino
et al. (2002) fixaram o valor de 46% de proteina bruta e variaram a energia bruta
na dieta de 4800 para 5100 Kcal.Kg™, testando uma relagdo de energia/proteina
igual a 10,43 e 11,08. Estes autores determinaram que a adi¢ao de 4% de 6leo na
dieta de surubins (de 8% para 12% de 6leo) promove um aumento na eficiéncia
protéica de 1,5g para 2,9g e que o ganho de peso ¢ a taxa de crescimento total
dos alevinos alimentados com dieta contendo 12% de 0leo € 2,3 ¢ 1,5 vezes
maior, respectivamente, quando comparados aos peixes alimentados com uma
dieta contendo 8% de 6leo.

Essa variag@o no nivel de 6leo é a mesma utilizada no presente trabalho,
entre a dieta contendo 20% (7% de 6leo) e 5% (11% de 6leo) de amido de milho
(Tabela 4). Entretanto, esse aumento na concentragdo de 6leo ndo proporcionou
um aumento significativo (P>0,05) na eficiéncia protéica, sendo observados os
valores de 2,02g para 2,32g, respectivamente (Tabela 5). Esses resultados
demonstram que o amido de milho foi eficiente em repor a energia proveniente
dos 4% de 6leo.

A proteina e energia bruta utilizadas no presente trabalho foram fixadas
em 46% e 3500 Kcal Kg', respectivamente. Estes valores demonstram que a

energia de 3500 Kcal.Kg" ndo ultrapassou o limite de resposta do desempenho
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da espécie ¢ a relagdo entre a energia/proteina (7,6) foi baixa quando comparada
com a utilizada por Martino et al. (2002). A dieta com menor inser¢do de amido
de milho (5%) apresentou cerca de 130 Kcal.Kg"' de energia, proveniente dos
carboidratos ¢ a de maior inser¢do de amido de milho (20%) apresentou mais de
540 Kcal.Kg". Desta forma, a diferenca ndo significativa no ganho de peso e na
taxa de crescimento total dos juvenis alimentados com niveis de 5% e 20% de
amido de milho caracteriza a capacidade dessa espécie em utilizar a energia
proveniente do amido de milho.

Esse aproveitamento da energia fica mais evidente quando se observa a
diferenca nao significativa obtida com os resultados da retengdo protéica. A
deficiéncia de lipidios ou carboidratos leva a utilizagdo de fontes alternativas de
energia, como as proteinas. Dietas com deficiéncia energética reduzem a
capacidade de o peixe reter proteina proveniente da dieta, além de aumentar a
excrecdo nitrogenada (Martino et al., 2002).

Como a eficiéncia energética e eficiéncia protéica sdao calculadas pelos
valores brutos de energia e proteina presentes na dieta, essas variaveis podem
comparar a eficiéncia do peixe em aproveitar a energia presente nos diferentes
tratamentos. A ndo diferenga entre as médias pode caracterizar que ndo houve
deficiéncia energética, preservando a proteina dietaria, mantendo iguais as taxas
de crescimento especifico e o ganho de peso especifico entre os tratamentos
(Fujimoto & Carneiro, 2001; Tan et al., 2006; Hansen et al., 2007; Metwally &
El-Gellal, 2009).

Efeito nao significativo (P>0,05) também foi observado nas
concentracdes de proteina, glicose e trigliceridios analisados no musculo branco
dos juvenis (Tabela 6). Entretanto, o amido de milho influenciou (P<0,05) na

glicemia e nas concentracdes de glicose e trigliceridios hepaticos.
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TABELA 6 Concentragdo de glicose, trigliceridios e proteina analisados no
musculo, plasma e figado de hibridos de surubim, alimentados com
dietas contendo diferentes concentragdes de amido de milho.

Concentracéo de amido de milho na dieta

CcVv 5% 10% 15% 20%
Mdusculo Branco (mg.g™)
Glicose 20,40 0,95 +0,08 1,12+0,11 1,15+0,09 1,24 +0,08
Triglicerideos 28,19 1,20 +0,13 1,13+0,19  1,10+0,14 1,07 +0,12
Proteina 15,99 30,06 +2,53  24,80+246 27,06+1,88 26,66 +2,04
Plasma (mg.ml™)
Glicose* 20,82  0,57%+008 0,71%+003 0,77%+007 1,13%+0,12
Triglicerideos 31,19 1,77 +0,30 1,65+024 1,62+021 1,30+0,10
Proteina 12,2 3,83 +0,16 4,10+027 3,82+0,18 4,04+029
Figado (mg.g™)
Glicose* 14,19 19,14%+100 19,108 +2,08 22,03%+1,36 23,59 + 1,33
Triglicerideos* 20,33  26,31%+220 18,15%+2.71 21,68% + 1,64 19,66° + 147
Proteina 14,83 90,25 +2.86 77,45+594 80,15+983 82,60+243

* Médias seguidas de diferentes letras maitisculas na linha, dentro do
mesmo tecido, diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

A energia da dieta exerce um efeito poupador de proteina, estimulando a
utilizagdo do carboidrato ou lipidio como fonte energética e da proteina como
precursora de substancias relacionadas ao desenvolvimento animal. Ao testar a
relagdo carboidrato:6leo na dieta de piracanjuba (Brycon orbignyanus), Borba
(2008) observou que quanto mais alta esta relagdo, pior é a conversao alimentar
e menor ¢ a eficiéncia protéica. Este autor atribuiu esse efeito a ineficiéncia da
piracanjuba em utilizar carboidrato como fonte de energia, catabolizando parte
da proteina dietaria para a sintese energética.

Os juvenis de surubim ndo apresentaram redugdo significativa nas

concentracdes de proteina, avaliadas no figado, musculo e plasma.
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Provavelmente, a utilizag@o, por estes animais, da energia proveniente do amido
de milho foi eficiente em poupar a proteina dietaria. Desta forma, ndo foi
possivel caracterizar uma deficiéncia energética, a ponto de o animal utilizar a
proteina dietaria para este fim.

Em outro estudo com surubim, ao fornecer dietas isoenergéticas e
isoprotéicas pode-se concluir que a substitui¢do do 6leo por carboidrato, além de
ndo influenciar o desempenho, reduziu a deposi¢ao de gordura visceral (Martino
et al., 2005). A utilizacdo de lipidios como fonte de energia proporciona ndo sé
em carnivoros, como surubim, mas em muitas outras espécies de peixes, o
aumento da concentracao de lipidios corporal (Martino et al., 2002).

Os juvenis alimentados com a dieta contendo 5% de carboidrato
apresentaram concentragdes maiores de trigliceridios no figado, quando
comparados com os peixes que receberam o0s demais tratamentos.
Provavelmente, este efeito foi proporcionado pela maior concentragdo de
lipidios (11%) combinada com as menores concentragdes de carboidrato (5%) na
racdes deste tratamento (Tabela 4). Entretanto, esta diferenca na relagdo
carboidrato:lipidios ndo foi suficiente para proporcionar variagdes significativas
de trigliceridios plasmaticos e na deposicdo de trigliceridios no muisculo.

As concentragcdes de carboidrato na dieta também influenciaram as
concentracdes de glicose analisada. A glicemia dos peixes alimentados com 20%
de amido de milho foram maiores quando comparada a dos peixes alimentados
com as demais concentragdes. Ja a glicose hepatica foi maior nos peixes
alimentados com as dietas contendo 15 e 20% de amido de milho, quando
comparada a dos peixes alimentados com as dietas contendo 5 e 10%. Lundstedt
et al. (2004) encontraram resultados semelhantes estudando a relagdo
proteina:energia em dietas para surubins, observando que a incorporagao de 59%
de farinha de milho na dieta eleva, significativamente, a glicemia e a glicose

hepatica.
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O figado é um o6rgdo central no controle da glicemia por apresentar
enzimas que exercem os principais catabolismos e sintese de substratos
energéticos (Fu & Xie, 2004). Este 6rgdo, juntamente com o plasma, sdo os
primeiros a apresentarem variagdes em sua composicdo, conforme as dietas
estudadas.

Em carnivoros, a energia proveniente dos lipidios ¢ mais prontamente
disponivel para o metabolismo, quando comparada com a energia proveniente
dos carboidratos (Borba, 2008). De acordo com a necessidade hepatica, o
metabolismo animal pode requisitar ou depositar nutrientes em diferentes
tecidos. Em diversas espécies de peixes carnivoros, Hutchins et al. (1998) e
Cyrino et al. (2000), mencionam que o acumulo de lipidios proveniente de
processos da lipogéneses hepatica ocorre nas fibras musculares e visceras. Este
comportamento ¢ observado na maioria das espécies migratorias que utilizam
grande parte da energia depositada durante a migragdo e para os processos
reprodutivos (Sudrez et al., 1995).

Os niveis de até¢ 20% de amido de milho e o periodo de 60 dias
experimentais, avaliados nesse trabalho, ndo foram suficientes para promover
variagdes na concentracdo de triglicerideos, glicose e proteina muscular.
Entretanto, proporcionou variagdes na composi¢ao do figado e plasma. O figado
foi o oOrgdo mais sensivel a dieta, apresentando maiores concentragdes de
triglicerideos nos peixes alimentados com 5% de carboidrato e maiores
concentragdes de glicose nos peixes alimentados com 15 ¢ 20% de amido de
milho.

Apesar de os peixes alimentados com 15% de amido de milho
apresentarem altos valores de glicose hepatica, esta concentragdo nao
influenciou a glicemia. Provavelmente, o figado dos peixes alimentados com
esta dieta foi capaz de metabolizar a glicose circulante apds as 24 horas de

jejum, o que ndo foi observado no tratamento contendo 20% de amido de milho,
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caracterizando um provavel limite na capacidade do figado em recuperar a
homeostase glicémica.

Devido a alta importancia do figado no metabolismo energético animal,
este pode sofrer variagdes no indice hepatossomatico (IHS). As mais comuns sdo
devido a deposi¢ao de altas concentragdes de lipidio ou glicose hepatica. O
lipidio, mais comum em carnivoros, pode ser decorrente do excedente da
alimentacdo, ou proveniente da lipogénese associada a altas concentragdes de
carboidrato na dieta. A glicose, mais comum em herbivoros e onivoros, pode ser
proveniente da adicdo de carboidrato na dieta, acarretando altas concentracdes
de glicose e deposicao de glicogénio hepatico (Hemre et al., 2002; Borba, 2008).

Apesar de o carboidrato influenciar nas concentragdes de trigliceridios e
glicose hepatica, os diferentes tratamentos ndo proporcionaram diferenca

significativa (P>0,05) no indice hepatossomatico (Figura 14).
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FIGURA 14 Indice hepatossomatico (100 x peso do figado/peso total) dos
hibridos de surubim (& Pseudoplatystoma corruscans x ¢
Pseudoplatystoma fasciatum) apos 15, 30, 45 ¢ 60 dias de
alimentacdo com dietas contendo 5, 10, 15 e 20% de amido de
milho (n=6 ¢ CV = 13,7; 14,2; 27,1 e 15,8 para 15, 30,45 ¢
60 dias, respectivamente).

Martino et al. (2005) concluiram que a substituicao da energia do 6leo de
soja da dieta pela farinha de milho ndo influenciou o indice hepatossomatico de
surubins (P. corruscans). Outras espécies também parecem apresentar uma
grande resisténcia em variar o IHS. Borba (2008) também ndo identificou
variagdes no IHS em piracanjuba (Brycon orbignyanus), alimentada com dietas
contendo diferentes concentragdes de carboidrato.

Assim como Martino et al. (2005) ¢ Borba (2008), ndo foi observada
diferenga significativa entre as médias do IHS durante todo o periodo
experimental, demonstrando que as variagdes nas concentragdes de glicose e

trigliceridios no figado ndo foram suficientes para variar significativamente a
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densidade deste orgdo. As diferentes dietas experimentais provavelmente ndo
excederam a capacidade dos juvenis em metabolizar a glicose. Porém,
influenciaram, de maneira sutil, o metabolismo energético.

A atividade especifica da G6PD avaliada no tecido hepatico dos juvenis
demonstrou um aumento linear (P<0,05), conforme as concentra¢des de amido
de milho presentes na dieta, caracterizando um provavel aumento na lipogénese
hepatica, embora nao tenha sido observada diferenca significativa (P>0,05) na
atividade especifica da EM avaliada neste mesmo tecido (figura 15). Em
surubim, a EM parece ser menos sensivel ao perfil da dieta, quando comparada a

G6PD.

65 - G6PD 61 0 5% EM

60 -
55 -

51 m1%

4| mis% T T
@20% l J-7'7

y=16828x +27,143
R?=0,9239

50 -

45
40
B &
30

25 T T T T T T T T 0 |
25 5 75 10 125 1 175 20 225
Amido de milho (% na dieta)

FIGURA 15 Atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e da
enzima malica analisadas no tecido hepatico, valores
expressos em U.g"' de proteina.

Um dos motivos de grande divergécia entre os pesquisadores deve-se ao
fato de a maioria dos peixes utilizarem lipidios e proteinas como fonte principal
de energia metabdlica (Hemre et al., 2002). Conseqiientemente, em altas

concentragdes de energia incorporada na forma de glicose, o metabolismo dos
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peixes inicia o processo de lipogénese para a sintese de acidos graxos e
triglicerideos.

Suarez et al. (1995), Dias et al. (1998) e Alvarez et al. (1999, 2000),
comprovaram o aumento da lipogénese associado ao aumento nas concentragdes
de carboidrato na dieta em diversas espécies de peixes. O figado apresenta uma
acentuada atividade lipogénica, caracterizando uma grande facilidade dos peixes
em sintetizar lipidios (Shiau & Lan, 1996; Nankervis et al., 2000). As FAZ
(acido graxo sintetase), ME (enzima malica) ¢ a G6PD (glicose-6-fosfato
desidrogenase) sdo as principais enzimas atuantes nesta sintese (Dias et al.,
2005).

A G6PD ¢ a principal enzima responsavel pelo fornecimento de NADPH
para a biossintese de acidos graxos (Alvarez et al., 1999). Esta enzima também ¢
necessaria para sustentar a sintese de nucleotideos envolvidos na produgdo de
DNA durante a fase de alto crescimento celular, por ser uma enzima chave na
via das pentoses (Winzer et al., 2002). Ja a contribuicdo do NADPH proveniente
do ciclo do piruvato/malato realizado pela EM apresenta grande variacdo
conforme a espécie estudada (Dias et al., 1998).

Borba (2008) definiu que a atividade da EM representa 50% da atividade
da D6PD em piracanjubas (Brycon orbignyanus). Esta enzima ¢ bastante
avaliada para relacionar a capacidade de adaptacdo do animal a dietas com altas
concentracdes de carboidrato. Desta forma, o estimulo desta enzima ocorre com
variagdes no perfil lipidico, alta disponibilidade de carboidrato ou deficiéncia de
energia na dieta (Winzer et al., 2002; Fernandez et al., 2007; Figueiredo-Silva et
al., 2009).

A maior atividade da G6PD observada no figado dos peixes alimentados
com 20% de carboidrato -- juntamente com as altas concentracdes de glicose
hepatica e aumento da glicemia nestes animais -- sugerem uma necessidade de o

metabolismo recuperar suas taxas glicémicas. Este mesmo comportamento foi
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observado em sea bream (Sparus aurata) por Meton et al. (1999) e em catfish
(Leiocassis longirostris) por Tan et al. (2006).

Corréa et al. (2007) observaram que dietas com alta concentragdo de
carboidrato promoveram aumento na glicose hepatica, trigliceridios e
aminoacidos no musculo de tambaqui (Colossoma macropomum), ao mesmo
tempo em que observaram a redugdo nas concentragdes de aminoacido hepatico.
Estes autores concluiram que essa espécie apresenta uma excelente adaptagdo a
concentracdes de 40% de amido de milho, sendo eficientes em reduzir o
catabolismo hepatico das proteinas e aumentar as concentracdes de substratos
energéticos, como trigliceridios e glicose no figado, recuperando as
concentragdes glicémicas. Este estudo demonstrou que mesmo peixes adaptados
a altas concentragdes de carboidrato utilizam, preferencialmente, os trigliceridios
como fonte energética e para o transporte sanguineo, mantendo a glicemia em
niveis normais.

Uma das principais caracteristicas que expressa uma boa habilidade da
espécie em utilizar o carboidrato é a capacidade de manter constante sua
homeostase glicémica, como observado por Corréa et al. (2007), em tambaqui
(Colossoma macropomum).

Caseras et al. (2002) definiram que altas concentra¢des de carboidratos
ndo inibiram a atividade de enzimas responsaveis pela sintese de glicose, como a
glicose-6-fosfatase. Porém, estas mesmas concentragdes aumentaram a
concentragio de RNAm de enzimas relacionadas a glicolise, como a
glicoquinase.

Peixes carnivoros mantém constante o processo de gliconeogénes apos
ingestdo de altas concentragdes de carboidrato ¢ sob altos niveis glicémicos
(Deng et al.,, 2001), ao mesmo tempo em que aumentam a atividade da
glicoquinase e hexoquinase, levando ao aumento da glicolise (Panserat et al.,

2001). Conseqiientemente, a atividade destas enzimas pode ser a principal forma
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de controle da glicemia em peixes (Enes et al., 2006, 2008), por apresentar
grande importancia na formagao de substratos para a via das pentoses, sintese de
acido graxo e formagéo de triglicerideos.

A G6PD inicia a via das pentoses sintetizando a 6-fosfogluconolactona,
a partir da glicose-6-fosfato que, por sua vez, pode ser proveniente da glicose ou
da frutose-6-fosfato. O aumento da glicemia e da glicose hepatica caracteriza
altas concentragdes da glicose corporal, provavelmente sendo este o principal
estimulo da G6PD. Peixes carnivoros apresentam maior eficiéncia no uso da
proteina e lipidios comparativamente em relagao ao carboidrato. Portanto, altas
concentracdes de carboidrato e baixas concentragdes de proteina ou lipidios
estimulam a atividade das enzimas relacionadas a glicélise e a via das pentoses
(Metoén et al., 1999).

A alteragdo nas variaveis analisadas demonstrou que o amido de milho
foi digerido, absorvido e metabolizado. Para a digestdo do amido € necessario a
atividade das amilases presentes no pancreas e por todo o trato digestorio
(Alarcon et al., 2001; Fernandez et al., 2001; Krogdahl et al., 2005). Em geral,
espécies carnivoras demonstram limitada atividade das amilases (Hidalgo et al.,
1999; Papoutsoglou & Lyndon, 2006) e, conseqiientemente, apresentam uma
intolerancia a altas concentra¢des de amido na dieta.

Entretanto, tanto Pseudoplatystoma corruscans como Pseudoplatystoma
fasciatum parecem ser uma excegdo, sendo espécies carnivoras susceptiveis a
altas concentragdes de carboidratos. Lundstedt et al. (2004) ao adicionar 54% de
milho na dieta de surubim observaram uma grande adaptacdo dessa espécie em
apenas 28 dias experimentais. Esses autores observaram que a atividade das a-
amilases presentes no trato digestorio dessa espécie ¢ altamente sensivel as
concentracdes de carboidratos presentes na dieta. Apresentando uma correlagao

positiva entre a atividade das amilases ¢ altos niveis de carboidrato.
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O controle da sintese dessa enzima ¢ realizado por fatores de transcrigdo,
identificado por Franco (2002) como peptideos e proteinas. O estimulo para
esses fatores de transcri¢do em peixe ainda ndo ¢ bem conhecido, porém, sabe-se
que a dieta e o habitat influenciam de forma complexa nesse controle (Lopez-
Vasquez et al., 2009).

Outro fator limitante na utilizagdo do carboidrato como fonte de energia
em carnivoros ¢ devido a absor¢do ser altamente dependente da glicemia. Peixes
carnivoros possuem uma capacidade limitada do metabolismo em reduzir a
glicemia (Caseras et al., 2002; Hemre et al., 2002), levando a uma baixa
absor¢do do carboidrato e uma ineficiéncia do metabolismo em aproveitar a
energia proveniente da glicose.

A utilizagdo de carboidratos na dieta de peixes carnivoros gera grandes
contradigdes entre os pesquisadores. Os problemas relacionados com a digestao,
absor¢do e metabolizacdo desses nutrientes, sdo dependentes da relagdo entre a
estrutura do carboidrato, o nivel na dieta e a espécie do carnivoro estudado
(Krogdahl et al., 2005; Rawles et al., 2008).

O surubim é uma espécie que apresenta maior capacidade em aproveitar
a energia dos nutrientes de origem vegetal, quando comparado com outras
espécies carnivoras (Gongalves & Carneiro, 2003), sendo grande parte dessa
energia, proveniente do amido (Alvim et al., 2002).

Em situa¢des onde o fornecimento de carboidrato excede a demanda de
energia do animal, o principal produto da glicdlise, combinada com a via das
pentoses ¢ o acido graxo, para deposi¢do na forma de triglicerideos. Assim, o
figado dos peixes metaboliza a glicose reduzindo a glicemia. A alta atividade da
G6PD combinada a alta concentracdo de glicose no figado e hiperglicemia, apos
24 horas de jejum, caracteriza a ineficiéncia do metabolismo animal em
recuperar a homeostase. Apesar da concentragdo de 20% de amido de milho ndo

demonstrar diferenca significativa no desempenho dos juvenis avaliados,
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provavelmente, esta pode ser uma concentragdo nao benéfica para o animal,
podendo, a longo prazo, gerar disfungdes metabolicas. Hiperglicemia ndo foi
identificada nos juvenis alimentados com a dieta contendo 15% de amido de
milho, sendo esta uma provavel concentragdo ideal, do ponto de vista

metabolico para juvenis hibridos de surubim.
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6 CONCLUSAO

Pdde-se concluir que os niveis de até 20% de amido de milho na dieta de
juvenis hibrido de surubim (& Pseudoplatystoma corruscans x @
Pseudoplatystoma fasciatum) ndo foram suficientes para interferir
negativamente nas variaveis de desempenho avaliado no presente trabalho.

Entretanto, niveis de 15% e 20% de amido de milho influenciaram no
aumento da glicose hepatica e niveis de 20% proporcionam, também, uma
elevacdo na glicemia dos juvenis, apos 60 dias de alimentagao.

O processo de lipogénese foi caracterizado pela atividade da G6PD, as
quais apresentaram atividades crescentes, conforme a incorporagdo de amido de

milho na dieta.
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ANEXO A

TABELA 1A Analise de varidancia do comprimento total apds 15 dias de

alimentacdo.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 4.364583 1.454861 1.593  0.23274
Bloco 5 78.42708 15.68542 17.176  0.0000
Erro 15 13.69792 0.9131944
CV* (%) = 3.661

*Coeficiente de variacao.

TABELA 2A Analise de variancia do peso total ap6s 15 dias de alimentagao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 496.5946 165.5315 2.029  0.15310
Bloco 5 9056.082 1811.216 22.198 0.00000
Erro 15 1223913 81.59419

CV* (%) = 8.815

*Coeficiente de variacao.

TABELA 3A Analise de variancia do comprimento total apos 30 dias de

alimentacao.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 2.984583 0.9948611  0.847  *#k*x
Bloco 5 47.50208 9.500417 8.086  0.00071
Erro 15 17.62292 1.174861
CV* (%) = 3.941

*Coeficiente de variacao.
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TABELA 4A Analise de variancia do peso total apos 30 dias de alimentagéo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 172.6100 57.53667 0.259  HHHEx
Bloco 5 11417.25 2283.450 10.284 0.00020
Erro 15 3330.740 222.0493

CV* (%) = 11.878

*Coeficiente de variacao.

TABELA 5A Analise de variancia do comprimento total apos 45 dias de

alimentacio.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 6.281250 2.093750 1.077  0.38857
Bloco 5 48.05208 9.610417 4944  0.00714
Erro 15 29.15625 1.943750
CV* (%) = 4.790

*Coeficiente de variagao.

TABELA 6A Analise de variancia do peso total apos 45 dias de alimentagao.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 1129.200 376.4000 0.630 Ak
Bloco 5 11705.51 2341.103 3919 0.01794
Erro 15 8960.485 597.3657

CV* (%) = 16.786

*Coeficiente de variacao.
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TABELA 7A Analise de varidancia do comprimento total apds 60 dias de

alimentacdo.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 2.559028 0.8530093  1.228  0.33411
Bloco 5 12.39931 2.479861 3.570  0.02516
Erro 15  10.42014 0.6946759
CV* (%) = 2.610

*Coeficiente de variacao.

TABELA 8A Analise de variancia do peso total apos 60 dias de alimentagao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 879.4465 293.1488 1.053  0.39811
Bloco 5 4849.181 969.8361 3.484  0.02741
Erro 15 4175875 278.3917

CV* (%) = 7.904

*Coeficiente de variagao.

TABELA 9A Andlise de variancia da conversdo alimentar apds 60 dias de

alimentacao.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.0905416  0.0301805  1.292  0.31333
Bloco 5 0.7037922  0.1407584  6.027  0.00299
Erro 15 03503267  0.0233551
CV* (%) = 14.634

*Coeficiente de variacao.
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TABELA 10A Anélise de varidncia da eficiéncia protéica apos 60 dias de

alimentacdo.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.3123928  0.1041309 1.245  0.32861
Bloco 5 2.938673 0.5877345  7.024  0.00145
Erro 15 1.255062 0.0836707
CV* (%) = 13.465

*Coeficiente de variacao.

TABELA 11A Analise de variancia da eficiéncia energética apds 60 dias de

alimentacio.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.0042164  0.0014054  0.981  **skxkx
Bloco 5 0.0504161  0.0100832 7.039 0.00143
Erro 15 0.0214868 0.0014324
CV* (%) = 13.486

*Coeficiente de variacao.

TABELA 12A Analise de variancia do crescimento especifico apds 60 dias de

alimentac3o.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.0007108  0.0002369  1.228  0.33411
Bloco 5 0.0162643  0.0032528  16.857 0.00001
Erro 15 0.0028944  0.0001929
CV* (%) = 10.550

*Coeficiente de variacao.
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TABELA 13A Analise de variancia do ganho de peso especifico apos 60 dias de

alimentacdo.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.2442907  0.0814302 1.053  0.39811
Bloco 5 2.717090 0.5434180  7.027 0.00144
Erro 15 1.159965 0.0773310

CV* (%) =

13.476

*Coeficiente de variacao.

TABELA 14A Analise de variancia da retengdo de proteina no musculo ap6s 60

dias de alimentagdo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.0243683  0.0081227 1.444  0.26957
Bloco 5 0.0604244  0.0120848  2.148  0.11540
Erro 15  0.0843900 0.0056260
CV* (%) = 15.931

*Coeficiente de variacao.

TABELA 15A Analise de variancia do ganho de peso.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 879.4465 293.1488 1.053  0.39811
Bloco 5 9781.525 1956.305 7.027  0.00144
Erro 15  4175.875 278.3917
CV* (%) = 13.476

*Coeficiente de variacao.
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TABELA 16A Analise de variancia do crescimento.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 2.559028 0.8530093  1.228  0.33411
Bloco 5 58.55157 11.71031 16.857 0.00001
Erro 15  10.42014 0.6946759

CV* (%) = 10.550

*Coeficiente de variacdo

TABELA 17A Analise de variancia da concentragdo de glicose no muscular.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.26560 0.08853 1.702  0.20929
Bloco 5 0.03854 0.00770 0.148  FkxEx
Erro 15 0.78022 0.05201

CV* (%) = 20.408

*Coeficiente de variacao.

TABELA 18A Analise de variancia da concentrag@o de glicose no plasma.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamento 3 1.00278 0.33426 12.068  0.0002
Bloco 5 021728 0.04345 1.569  0.2284
Erro 15 0.41547 0.02769

CV* (%) = 20.822

*Coeficiente de variacao.
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TABELA 19A Analise de variancia da concentragdo de glicose no figado.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 88.82046 29.60682 3.341  0.04781
Bloco 5 81.49961 16.29992 1.839  0.16551
Erro 15 132.9237 8.861580

CV* (%) = 14.196

*Coeficiente de variacao.

TABELA 20A Analise de variancia da concentragdo de proteina no musculo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 85.50258 28.50086 1.511  0.25221
Bloco 5 201.8234 40.36467 2.140  0.11643
Erro 15 282.8801 18.85867

CV* (%) = 15.997

*Coeficiente de variagao.

TABELA 21A Analise de variancia da concentragdo de proteina no plasma.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.381406 0.1271354  0.547 ks
Bloco 5 1.76692 0.353385 1.519  0.24244
Erro 15 3.48875 0.2325833

CV* (%) = 12.203

*Coeficiente de variacao.
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TABELA 22A Analise de variancia da concentrag@o de proteina no figado.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 546.281 182.0938 1.212  0.33941
Bloco 5 1252.069 250.4137 1.667  0.20315
Erro 15 2253.326 150.2217

CV* (%) = 14.836

*Coeficiente de variacao.

TABELA 23A Anélise de varidncia da concentragdo de trigliceridios no

musculo.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.05638 0.01879 0.185  Howixsk
Bloco 5 0.61265 0.12253 1.208  0.3523
Erro 15 1.52128 0.10141
CV* (%) = 28.197

*Coeficiente de variagao.

TABELA 24A Analise de variancia da concentragdo de trigliceridios no plasma.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.7246493  0.2415498  0.980  ****
Bloco 5 1.079584 0.2159168 0.876  ****
Erro 15 3.697100 0.2464734

CV* (%) = 31.190

*Coeficiente de variacao.
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TABELA 25A Analise de variancia da concentragéo de trigliceridios no figado.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 226.5007 75.50024 3.965  0.02892
Bloco 5 124.4800 24.89599 1.307  0.31281
Erro 15  285.6351 19.04234

CV* (%) = 20.339

*Coeficiente de variacao.

TABELA 26A Analise de variancia da atividade especifica da glicose-6-fosfato

desidrogenase.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 2298.897 766.2991 3.704  0.03556
Bloco 5 1763.733 352.7465 1.705 0.19414
Erro 15  3103.337 206.8891
CV* (%) = 29.855

*Coeficiente de variacao.

TABELA 27A Analise de varidncia da atividade especifica da glicose-6-fosfato

desidrogenase.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 2298.897 766.2991 3.704  0.03556
Bloco 5 1763.733 352.7465 1.705  0.19414
Erro 15 3103.337 206.8891
CV* (%) = 29.855

*Coeficiente de variacao.
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TABELA 28A Analise de variancia da atividade especifica da enzima malica.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 1.275378 0.4251261  0.109  ****
Bloco 5 59.64648 11.92930 3.070  0.0418
Erro 15  58.28417 3.885612

CV* (%) = 52.083

*Coeficiente de variacao.

TABELA 29A Anaélise de variancia do indice hepatossomatico apos 15 dias de

alimentacio.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.066914 0.0223049 1.924  0.1690
Bloco 5 0.1206553  0.0241310 2.082  0.1246
Erro 15 0.1738802  0.0115920
CV* (%) = 13.577

*Coeficiente de variacao.

TABELA 30A Analise de variancia do indice hepatossomatico apos 30 dias de

alimentacio.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.0367563  0.0122521  0.996  ****
Bloco 5 0.1472117  0.0294423 2394  0.08718
Erro 15 0.1844638  0.122975
CV* (%) = 14.209

*Coeficiente de variacao.
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TABELA 31A Anaélise de variancia do indice hepatossomatico apos 45 dias de

alimentacdo.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.0417452  0.0139150  0.381  ***x*
Bloco 5 0.0654290  0.0130858  0.358  ***x*
Erro 15  0.5483709 0.0365580
CV* (%) = 27.119

*Coeficiente de variacao.

TABELA 32A Anaélise de variancia do indice hepatossomatico apos 60 dias de

alimentacio.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 3 0.0911451  0.0303817 2.471 0.10173
Bloco 5 0.0263901  0.0052780  0.429  ***x*
Erro 15 0.1844411 0.0122960
CV* (%) = 15.866

*Coeficiente de variacao.
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ANEXO B

TABELA 1B Teste de regressdo para a atividade especifica da glicose-6-fosfato

desidrogenase.

C.V. G.L. S.Q. Q.M. Fc Prob.<F
Linea 1 2123,878708 2123,878708 10,266 0,006
Quadratica 1 2,343750 2,343750 0,011 0,917
Desvio 1 172,617648 172,617648 0,834 0,375
Residuo 15 3103,272965 206,884864

R2 92,39% (linear)

TABELA 2B Pontos da reta analitica da atividade especifica da glicose-6-

fosfato desidrogenase.

Gramas de amido de milho Atividades Atividades
em 100 gramas de racdo observadas estimadas
5 34,045333 35,557200
10 47,881833 43,971233
15 49,099667 52,385267
20 61,686167 60,799300
TABELA 3B Analise da equagdo da regressao linear.
Pardmetro S.Q. Q.M. Fc  Prob.<F
Constante 27,143167 7,19174639 3,774 0,0018
Valor de B 1,682807 0,52521090 3,204 0,0059

R2 92,39% (linear)
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ANEXO C

PROTOCOLO 1C. Ensaio cinético para determinacdo da atividade de enzima
malica (E.C. 1.1.1.40)

Conditions: T = 25°C, pH = 7,4, A 340nm, Light path = 1 cm
Method: Continuous Spectrophotometric Rate Determination

Reagents:

A. 100 mM Triethanolamine HCI Buffer, pH 7.4 at 25°C (Prepare 100 ml in
deionized water using Triethanolamine, Hydrochloride, Adjust to pH 7.4 at
25°C with 1 M NaOH);

B. 100 mM L-Malic Acid Solution (Malic Acid) (Prepare 5 ml in deionized
water using L (-) Malic Acid, Free Acid);

C. 20 mM b-Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate, Oxidized Form,
Solution (NADP) (Prepare 2 ml in deionized water using b-Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate, Sodium Salt or b-Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate, Sodium Salt);

D. 20 mM Manganese Chloride Solution (MnCI2); (Prepare 25 ml in deionized
water using Manganese Chloride, Tetrahydrate)

E. Malic Enzyme Solution (Immediately before use, prepare a solution
containing 0.25 - 0.50 unit/ml of Malic Enzyme in cold deionized water).

Enzymatic Assay:

Pipette (in %) the following reagents into suitable cuvettes:

Test Blank
Reagent A (Buffer) 66,66 66,66
Reagent B (Malic Acid) 3,34 3,34
Reagent C (NADP) 1,66 1,66
Reagent D (MnCl12) 25,00 25,00

Mix by inversion and equilibrate to 25°C. Monitor the A340nm until constant, using a
suitably thermostatted spectrophotometer. Then add:
Test Blank

Reagent E (Enzyme Solution) 334 e

Deionized Water e 3,34
Immediately mix by inversion and monitor the increase in A340nm for
approximately 10 minutes.
Obtain the DA340nm/minute using the maximum linear rate for both the Test
and Blank.
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Calculations:

Units/ml enzyme = [(AA340nm/min Test - AA340nm/min Blank) (0,3)(df)]/(6,22)(0,01)

0,3 = total volume (in milliliters) of assay
df = Dilution factor
6.22 = Millimolar extinction coefficient of b-NADPH at 340 nm

0,01 = Volume (in milliliter) of enzyme used

Units/mg solid = [units/ml enzyme]/mg solid/ml enzyme

Units/mg protein = [units/ml enzyme]/mg protein/ml enzyme

Referéncia: SPINA, J.; BRIGHT, H.J.; ROSENBLOOM, J. Purification and
properties of L-malic enzyme from Escherichia coli. Biochemistry,
v.9, p.29-39, 1966. Citado por RIBEIRO, Paula Adriane Perez.
Efeito de fontes de &cidos graxos na dieta e da reducdo da
temperatura sobre o metabolismo lipidico de tilapias nil6ticas
(Oreochromis niloticus) e trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss).
2007. 162p. Tese (Doutorado em Zootecnia) — Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG
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PROTOCOLO 2C. Ensaio cinético para determinacdo da atividade de glicose-
6-P desidrogenase (E.C. 1.1.1.49)

Conditions: T = 25°C, pH = 7.4, A340nm, Light path =1 cm
Method: Continuous Spectrophotometric Rate Determination

Reagents:

A. 250 mM Glycylglycine Buffer pH 7,4 (Prepare 100 ml in deionized water
using Glycylglycine, Free Base, adjust pH with 1 M NaOH);

B. 60 mM D-Glucose 6-Phosphate Solution (G 6-P) (Prepare 2 ml in deionized
water using D-Glucose-6-Phosphate, Monosodium Salt);

C. 20 mM B-Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Solution (3-NADP)
(Prepare 2 ml in deionized water using B-Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate, Sodium Salt);

D. 300 mM Magnesium Chloride Solution (MgCI2) (Prepare 2 ml in deionized
water using Magnesium Chloride Hexahydrate);

E. Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Enzyme Solution (Immediately before
use, prepare a solution containing 0.3-0.6 unit/ml of Glucose-6-Phosphate
Dehydrogenase in cold Reagent A).

Enzymatic Assay:
Prepare a reaction cocktail by pipetting (in %) the following reagents into a
suitable container:

Test Blank
Deionized Water 70,00 70,00
Reagent A(Buffer) 16,68 16,68
Reagent B (G-6-P) 3,33 3,33
Reagent C (NADP) 3,33 3,33
Reagent D (MgCl,) 3,33 3,33

Mix by inversion and equilibrate to 25°C. Monitor the A340nm until constant, using a
suitably thermostatted spectrophotometer. Then add:

Test Blank

Reagent A (Buffery e 3,33

Reagent E (enzyme solution) 333 0 e

Immediately mix by inversion and monitor the increase in A340nm for
approximately 5-10 minutes.

Obtain the DA340nm/minute using the maximum linear rate for both the Test
and Blank.
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Calculations:
Units/ml enzyme = [(AA340nm/min Test - AA340nm/min Blank)(0,3)(df)]/(6,22)(0,01)

0,3 = total volume (in milliliters) of assay
df = Dilution factor
6,22 = Millimolar extinction coefficient of b-NADPH at 340 nm

0,01 = Volume (in milliliter) of enzyme used

Units/mg solid = [units/ml enzyme]/mg solid/ml enzyme

Units/mg protein = [units/ml enzyme]/mg protein/ml enzyme

Referéncia: GRAEVE, K. Purification, characterization and cDNA sequence of
glucose-6-phosphate  dehydrogenase from potato  (Solanum
tuberosum L.). Plant Journal, v.5, n.3, p.353-361, 1994. Citado por
RIBEIRO, Paula Adriane Perez. Efeito de fontes de acidos graxos
na dieta e da reducdo da temperatura sobre o metabolismo
lipidico de tilpias nildticas (Oreochromis niloticus) e trutas
arco-iris (Oncorhynchus mykiss). 2007. 162p. Tese (Doutorado em

Zootecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG
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