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RESUMO - Neste experimento foi analisada a atividade enzimatica da protease exdgena nos tratos digestorios dos peixes
e, posteriormente, o desempenho zootécnico dos juvenis de tucunaré-paca (Cichla sp.) por intermédio da inclusdo de trés niveis
de protease exdgena na dieta com 40% proteina bruta mais a dieta controle. Para avaliar o melhor nivel de inclusdo de enzimas,
foram elaboradas quatro dietas em forma de peletes com quatro niveis de inclusdo de protease exdgena (0,00; 0,05; 0,10 e
0,15%), em um delineamento inteiramente casualisado (fatorial 4 x 4). Os melhores resultados de ganho de peso, conversdo
alimentar e crescimento especifico em peso foram apresentados pelos animais alimentados com a dieta contendo 0,10% de
protease exogena. Concluiu-se que a enzima protease exdgena adicionada a dieta influenciou os parametros corpdreos dos

juvenis de tucunaré-paca.
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Exogenous protease in diets for tucunaré paca (Cichla sp.) juvenile

ABSTRACT - This experiment analyzed the enzymatic activity of the exogenous protease in the fish digestive tract
and, afterwards, it was also evaluated the growth performance of tucunaré paca (Cichla sp.) juvenile by the addition of four
exogenous protease levels to a control diet with 40% CP. To evaluate the best enzyme inclusion level, four pelleted diets were
elaborated with the following exogenous protease levels (0.00, 0.05, 0.10 and 0.15%), in a completely randomized design in
a 4 x 4 factorial arrangement. The best results of average weight gain, feed conversion ratio, and weight specific growth rate
were showed by the animals fed with diet containing 0.10% of exogenous protease. The exogenous protease enzyme added to
the diet affected the body characteristics of tucunaré paca juvenile.
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Introducéo

A piscicultura ¢ uma atividade rentavel e uma medida
eficiente de preservacdo quando acompanhada de técnicas
adequadas de manejo alimentar, de uso da agua ¢ de conhe-
cimentos sobre abiologia daespécie alvo do cultivo (Garutti,
2003). As técnicas de cultivo ainda sdo pouco difundidas
e poucos sabem usufruir os conhecimentos gerados pelo
avanco das pesquisas no campo da piscicultura. O poten-
cialaquicolano Brasil e, em particular, naregido Amazonica
favorece a difusdo desta atividade, em razdo do enorme
potencial de recursos hidricos, elevado ntimero da ictiofauna
daregido e dominio crescente do manejo, principalmente,
parapeixes carnivoros (FAO, 2002). Apesar destes fatores
induzirem ao desenvolvimento da piscicultura regional,
este tipo de atividade na Amazonia necessita de incenti-
vos e ainda encontra-se em estadio embrionario quando
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relacionados a outras regides do pais (FAO, 2002), carecendo
de tecnologia e conhecimentos nutricionais para desempe-
nhar importante papel no desenvolvimento sustentavel
regional.

Intensificar o cultivo esta intimamente correlacionado
a quantidade de biomassa produzida por area, que pode ser
obtido por intermédio do fornecimento de alimento
nutricionalmente balanceado. Sabe-se que os gastos com
alimentacdo representam até 80% dos custos operacionais
(Kubtiza, 1999) — fator preponderante para administragao
dos cultivos atuais.

A elaboracao de uma dieta balanceada, especialmente
para espécies carnivoras, depende do grande aporte de
ingredientes de origem animal (farinha de peixe, por exemplo).
No entanto, a farinha de peixe estd cada vez mais escassa
no mercado, pois tem rendimento abaixo do esperado quando
o pescado ¢ transformado neste insumo, assim, a produgdo
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de um alimento de qualidade nutricional que favoreca o
preco final do pescado advindo de cultivo dependera de
novas tecnologias e do uso de ingredientes atrativos mais
baratos que fornecam resultados satisfatorios (Pezzato,
1995; Francisetal.,2001).

E comum encontrar alimentos protéicos contendo fatores
anti-nutricionais e de baixa digestibilidade (Charlton, 1996).
Embora a industria tente eliminar estes fatores por meio de
tratamento térmico, ainda sdo encontrados elevados niveis
de ingredientes inibidores de proteases, principalmente no
farelo de soja. No entanto, Sheppy (2001) observou que o
uso de protease adicionadas em dictas elimina fatores anti-
nutricionais existentes.

A introdugdo de atrativos enzimaticos é uma técnica
moderna com a finalidade de complementar as enzimas
produzidas pelo proprio animal em quantidades insufici-
entes. Estudos realizados recentemente demonstraram
resultados promissores quanto ao aumento de ingredientes
vegetais com a complementacdo enzimatica na dieta de
frangos, coelhos e peixes (Toral et al., 2002). Segundo
Cavero (2004), o uso de protease exdgena adicionada a
ragdo influenciou positivamente o desempenho zootécnico
do pirarucu.

Embora complexos enzimaticos sejam usados em larga
escala na industria alimenticia, para facilitar a diges-
tibilidade e melhorar o sabor e o valor nutricional dos
alimentos (Fungaro & Mackheroni Jr.,2002), com excegdo
de alguns poucos estudos, a literatura referindo-se a
introducdo de protease exdgena em ragdes para peixes
ainda ¢ incipiente. Sdo necessarias mais pesquisas para o
aprimoramento de ragdes balanceadas que beneficiem o
desenvolvimento de espécies carnivoras, como o tucunaré,
em cultivo intensivo.

Podem ser feitas avaliagdes sobre a utilizagdo de fontes
alternativas de alimento, por intermédio do uso de enzimas
digestivas exdgenas na ragao, e relaciona-las com o desem-
penho zootécnico da espécie, melhorando o aproveita-
mento de componentes da dieta. Objetivou-se com este
trabalho avaliar a atividade enzimatica no trato digestorio
de juvenis de tucunaré e demonstrar o efeito do melhor nivel
de protease exdgena sobre o aproveitamento dos nutrientes
deuma dieta elaborada com ingredientes de origem vegetal,
por meio do desempenho de juvenis de tucunaré.

Material e Métodos

Este trabalho foi conduzido na Coordenacgao de Pesquisas
em Aqiiicultura (CPAQ) do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazodnia (INPA), no periodo de 24 de maio a9 de agosto
de2004.

O experimento inicial (12 dias) serviu para analisar a
acdo da enzima protease endogena sobre determinadas
condig¢des de pH, temperatura, substrato e tempo em juvenis
de tucunaré.

Foram sacrificados 10 juvenis de tucunaré por dia
(totalizando 100 amostras), por meio de choque térmico em
processo de treinamento alimentar. Cada peixe foi
necropsiado e o trato digestorio, coletado, identificado,
separado em estdmago, para protease acida, intestino e
cecos piloricos, para protease alcalina, embalado indivi-
dualmente em recipientes proprios e conservado a-20°C
até o momento das analises laboratoriais. Cada porgdo foi
homogeneizada em tampao fosfato (10mM)-tris (20mM)/
glicerina a 4°C e separado o sobrenadante.

Para a atividade proteolitica, utilizou-se caseina 1%
como solucgdo de substrato da reagdo e para analise de
pH acido e pH alcalino, 1 mL de tampao glicina/HCL 0.1 M
e 1 mL de tampao tris-HCL 0,1 M, respectivamente. Para
determinar a concentra¢do da enzima in vitro, foi
necessario o uso de enzimas enddgenas provenientes da
homogeneizagdo dos tecidos celulares. Logo apos, a mis-
tura foi incubada e, posteriormente, interrompida pela
colocacdode 250 pL de acido tricloroacético (TCA) a 8%
e centrifugado a 3.000 g, em intervalo de 10 minutos.

A identificacdo da atividade enzimatica dos extratos
obtidos dos tratos digestivos dos juvenis de tucunaré,
expressos em Ul/mg de proteina, foi determinada por
espectrofotometria (280Nm). A tirosina foi usada como
padrao e definida como o quantitativo de enzima necessario
para catalisar a formac¢do de 1 pg de tirosina por minuto
(Worthington Enzyme Manual, 1982).

A enzima exdgena (protease) foi obtida a partir do
fungo Aspergillus oryzae (Alltech do Brasil- 409/103
lote:02-1s174).

As dictas (Tabela 1) foram elaboradas em forma de
peletes com quatro niveis de proteases exdgenas (0,0; 0,05;
0,1e0,15%).

O experimento (55 dias) foi avaliado segundo delinea-
mento experimental inteiramente casualizado com quatro
tratamentos, cada um com quatro repeticdes, totalizando 16
unidades experimentais. As gaiolas (0,80 x 0,80 x 1,0 m)
foram dispostas em um tanque de 8,0 x 15,0 x 1,5m (180 m?)
comvazdo de 300 L/h. Os animais experimentais foram medi-
dos, pesados e posteriormente distribuidos homogeneamente
(15,45+0,98 cm de comprimento € 43,5+ 2,2 g de peso), na
densidade de 13 exemplares por unidade experimental,
totalizando 208 exemplares.

Os parametros de desempenho avaliados foram:
Ganho de peso (GP):

GP = Peso médio final — Peso médio inicial
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Tabela 1 - Composi¢éo percentual das dietas experimentais

Ingrediente (%) Racgao 1 Rag¢do 2 Ragdo 3 Ragdo 4
Controle (%) (%) (%) (%)
Farinha de peixe 27,00 27,00 27,00 27,00
Protenose 21,20 21,20 21,20 21,20
Farelo de soja 21,00 21,00 21,00 21,00
Fuba de milho 17,90 17,90 17,85 17,85
Farinha de trigo 5,05 5,00 5,00 5,00
Oleo de soja 7,00 7,00 7,00 6,95
Suplemento 0,80 0,80 0,80 0,80
vitaminico ¢ mineral!
Vitamina C 0,05 0,05 0,05 0,05
Protease exdgena 0,00 0,05 0,10 0,15
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Proteina bruta (PB) 42,13 41,90 41,67 41,45
ED (Kcal/100 g) 479,80 477,26 474,77 472,27
EB:PB, % 11,39 11,39 11,39 11,39

1 Suplemento vitaminico e mineral: P, 0,5%; Cu, 2,66 mg; Fe, 16,66 mg;
I, 0,25 mg; Mn, 25 mg; Zn, 16,6 mg; Vit. A, 3,33 Ul; Vit. C, 1,000 ppm;
Vit.D4, 800 Ul; Vit. B, 10,46 mg; Vit. By,, 3,33 mg; Vit. B,, 1,66 mg; Vit.
K, 0,52 mg.

Consumo médio de ragdo individual (CMDi):

CMDi = quantidade de ragdo fornecida por dia (g)/N° de
peixes

Consumo individual médio de rag@o no final do experimento

(CIMFi):

CIMFi = XCMDi

Conversao alimentar aparente (CAA):

CAA = CIMFi / (peso médio final — peso médio inicial)

Crescimento especifico em peso dos peixes (CEP):

CEP =100 x (Ln peso médio final — Ln peso médio
inicial)/tempo
Taxa de sobrevivéncia dos peixes (TS):
TS =100 x (namero final de peixes / nimero inicial de

peixes)

A homogeneidade do lote apds pesagem no inicio do
experimento foi analisada pelo teste Cochran a 5% de
probabilidade (Mendes, 1999). Os resultados das biometrias
do experimento foram determinados por intermédio da
analise de varidncia para o delineamento inteiramente
casualizado, a 5% de significancia, com a finalidade de aferir
o efeito dos tratamentos sobre o desempenho dos peixes.
Quando “F” foi significativo, utilizou-se teste Tukey a 5%.

Resultados e Discussao

A qualidade da agua manteve-se estavel durante todo
o periodo experimental. Os parametros medidos durante
os 55 dias do experimento foram: pH 5,5+ 0,3; temperatura
27,8 £ 1,0°C; oxigénio 6,2 £ 1,4 mg/L; condutividade
24,042,3 pS/cm; eamoniatotal (NH; +NH,) 2,1 x 1031073,
Estes dados estdo de acordo com os limites aceitaveis para
cultivos confinados e, de certa forma, as estratégias de

alimentacdo usadas neste estudo foram adequadas, visto
que o monitoramento dos paradmetros fisico-quimicos da
agua (oxigénio, amonia, nitrito e temperatura) é prioritario
parase definir a capacidade de suporte em cativeiro (Vinatea,
2004). Segundo Cole & Boyd (1986), ¢ possivel que niveis
criticos de amodnia ndo ionizada interfiram negativamente
no apetite e no crescimento dos peixes. Neste estudo os
indices de amodnia apresentaram oscilagdes mais evidentes
no periodo vespertino, porém nao influenciaram o desem-
penho zootécnico dos peixes do experimento.

A temperatura ¢ o principal fator abidtico que influencia
as taxas metabolicas em peixes, pois estes animais, por
serem pecilotérmicos, diminuem o consumo de alimento, a
taxa de alimentacdo, o tempo de evacuacdo gastrica ¢ a
atividade hidrolitica das enzimas digestivas (Smith, 1989;
Soares & Araujo-Lima, 2003). Nao houve efeito da tempe-
ratura (média entre 26,8 e 28,8°C) sobre a atividade da
protease exdgena, a exemplo do ocorrido nos estudos de
Hidalgo et al. (1999). Tanto o pH como a condutividade
elétrica da 4gua mantiveram-se na faixa aceitavel de varia-
¢do no ciclo de 24 horas.

A atividade endogena das proteases acidas e alcalinas
observada neste estudo apresentou valores de 16,83 = 1,62
e61,2+4,8 Ul/mgde proteina, respectivamente, enquanto
aquela obtida com pirarucus foi de 20,46 +2,45¢ 74,21
4,52 Ul/mg de proteina (Cavero, 2004). Os valores da
atividade da protease enddgena em tucunarés, apesar de
inferiores ao observado em pirarucus, foram superiores aos
da atividade de proteases acidas em carpas (Cyprinius
carpio) (Hidalgo etal., 1999), o que, segundo esses autores,
esta relacionado ao tipo de trato digestério presente em
carnivoros e onivoros. Em trabalhos realizados com “sea
bass” (Lates calcifer) de habito alimentar carnivoro e com
“rabbitfish” (Siganus canaliculatus) de habito alimentar
onivoro, observou-se que as atividades das enzimas
digestivas presentes no trato digestivo desses peixes
dependem dos seus habitos alimentares (Sabapathy &
Teo, 1993).

A exemplo do ocorrido nos experimentos de Cavero
(2004), a atividade da protease exdgena foi maior em pH
acido do que no pH alcalino para os juvenis de tucunaré,
assim, a secrecdo de enzimas endogenas ocorre indepen-
dentemente da suplementagéo enzimatica. Portanto, a ativi-
dade da protease exdgena apresentou efeito satisfatorio no
processo digestivo, agindo como complemento na digestio
da dieta (Figura la, b e c).

O periodo de sete dias ao qual os tucunarés foram
submetidos, em ambientes com iluminagao reduzida de 50%
da intensidade externa, serviu para minimizar o estresse
sofrido apos a biometria inicial do experimento. Esta fase
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QD
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33

Figura 1 - Atividade da protease exégena em diferentes tempe-
raturas (a), tempos (b) e pH (c).

preliminar foi necessaria para evitar que valores de conver-
sao alimentar fossem subestimados, em razdo de alguns
animais ndo estarem se alimentando regularmente. Segundo
Soares & Araujo-Lima(2003), a piranha-caju também neces-
sitoude um periodo de 7a 10 dias com iluminagao reduzida
para diminuic¢do do estresse sofrido pelo transporte e pelos
experimentos realizados com evacuagao gastrica.

A farinha de peixe ¢ a maior fonte de proteina dietética
em racdes para peixes (30 a 50%) (Salum et al., 2002), por

suprir a demanda de todos os aminoacidos exigidos por
estes animais (Hardy, 1999; Pezzato, 2002) e possuir melhor
palatabilidade (Webster et al., 2000), mas possuem supri-
mento limitado e custos elevados (Cheng et al., 2003). Isto
sugere que fontes alternativas balanceadas sejam usadas
nasubstituicdo da farinha de peixe na elaboragdo de dietas,
sendo altamente recomendado por Francis et al. (2001).
Segundo Webster etal. (2000), fontes de origem vegetal sdo
mais baratas que de origem animal e, quando misturado com
outros ingredientes, suprem a demanda exigida, proporcio-
nando baixos custos e maior disponibilidade. Apesar de ser
viavel o balanceamento em dietas de proteinas de origem
animal e vegetal, Burel etal. (1998) concluiram que ingredi-
entes alternativos de origem vegetal possuem substancias
antinutricionais — termolabeis inibidores de proteases e
lecitinas, antivitaminas, micotoxinas e alcaléides — que
interferem no uso do alimento, afetando a satde em peixes
e, por conseguinte, limitando o percentual de inclusdo
destes ingredientes na formulacdo de dietas.

A solugdo ¢ a adicdo de enzimas exo6genas na formula-
¢do da dieta. Estudos realizados por Carter et al. (1997)
comprovaram melhora no desempenho do salméo (Salmo
salar), enquanto Ngetal. (2002) observaram a neutralizagdo
de antinutrientes ¢ o aumento no valor nutritivo de farelo
de palmeira para tilapia (Oreochromis niloticus). Cavero
(2004) observou potencializagao da digestao influenciando
positivamente o ganho de peso de juvenis de pirarucus
(Arapaima gigas).

Neste estudo, a inclus@o de protease exdgena na ragao
para tucunarés mostrou padrdes de melhora na conversao
alimentar, no ganho de peso e na taxa de crescimento
especifico para a espécie, a exemplo do ocorrido em expe-
rimentos conduzidos por Cavero (2004). Esta hipotese ¢
bastante promissora, pois abre precedentes para diminui-
¢do de proteina animal (maior custo) nas dietas de carnivo-
ros por dietas com proteina vegetal (mais baratas), adicio-
nando-se enzimas, sem comprometer o desempenho
zootécnico destas espécies. Segundo Tacon (1994), a alta
demanda de proteina animal na dieta ¢ um dos preceitos para
impedir o desenvolvimento da piscicultura de carnivoros
(Kikuchi, 1999).

O melhor indice de inclusdo de protease exdgena foi de
0,10%, obtendo-se ganho de pesode 39,95+ 3,72 g, conver-
sdo alimentar aparente de 1,93 +0,13 e taxa de crescimento
especifico em peso de 1,26% ao dia; os outros parametros
analisados (consumo médio e diario individual de ragdo)
nao foram significativos (Tabela 2). Avaliando-se os
resultados das outras trés dietas, a racdo com 0,10% de
enzimateve rendimento médio 14,0; 17,0 € 22,0% melhor em
crescimento especifico, ganho de peso e conversio alimentar
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Tabela 2 - Valores médios de peso inicial, peso final, ganho de peso, converséo alimentar aparente e taxa de crescimento especifico
de juvenis de tucunaré alimentados com dietas contendo inclusdo de protease exdgena

(%) protease

Variavel 0,00 0,05 0,10 0,15

Peso inicial 45,5 £ 2,45a 43,4 + 2,54a 41,58 £2,13a 43,91 +£2,04a
Peso final 77,88 +7,02a 72,23 £ 4,67a 80,46 +4,64a 76,89 +4,69a
Ganho de peso 31,35 + 6,80ab 28,82 + 2,46b 39,95 £3,72a 32,97 £ 4,02a
Taxa de crescimento especifico 0,97 £ 0,11b 0,91 + 0,14b 1,26 £0,15a 1,08 + 0,09b

que o segundo melhor tratamento. Os dados obtidos nesta
etapa experimental provavelmente teriam sido melhores, se,
em vez de racdes peletizadas, tivesse sido usado racdo
extrusada. Aksnesetal. (1997), avaliando adigestibilidade da
proteina em dietas extrusadas e peletizadas, concluiram que
as dietas peletizadas obtiveram rendimento 7% menor em
relagdo as extrusadas. Segundo Kubtiza & Cyrino (1997),
ragdes peletizadas, embora tenham bom balango nutricional,
apresentam baixa estabilidade na agua, possibilitando per-
das que refletem em piores indices de conversao alimentar.
Neste trabalho esta hipdtese nao foi testada, entretanto, em
experimentos futuros, ragdes extrusadas suplementadas com
protease devem ser testadas. Apos a biometria final e a
contagem dos individuos, foi observada sobrevivéncia de
97% para os juvenis de tucunaré.

Conclusdes

A inclusdo de protease exdégena melhora os indices de
conversdo alimentar, ganho de peso e crescimento especi-
fico para juvenis de tucunarés.
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