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ABREVIATURAS UTILIZADAS

NH3 = amdnia ndo ionizada
NH; + NH, = amdnia total
NO; = nitrito
mg/L = miligrama por litro
pL = microlitro
pH = potencial hidrogenidnico
g = gramas
mg = miligrama
°C = graus Celcius
OD = oxigénio dissolvido
@ uS = microSiemens
kg = kilograma
CAA = conversdo alimentar aparente
CMFi = consumo médio ao final do experimento
GP = ganho de peso
cm = centimetro
TCE = taxa de crescimento especifico
Ln = logaritmo natural

S = sobrevivéncia
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RESUMO GERAL

Os objetivos deste trabalho foram verificar a resposta enzimaética a introdugfo de alimento
seco, testar a eficiéncia do alimento vivo como dieta inicial no treinamento alimentar e o
efeito da adi¢@io das enzimas digestivas exdgenas amilase, lipase e protease na ragio sobre
o desempenho de juvenis de pirarucu, Arapaima gigas. O trabalho foi realizado em trés
fases. Na primeira fase foram realizados o treinamento alimentar e o perfil enzimético dos
peixes. Foram usados dois tratamentos, Artemia sp. € mistura de zooplancton nativo. O
ganho de peso, a porcentagem de comedores e a sobrevivéncia néo apresentaram diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos (p>0,05). A atividade enzimatica lipolitica e
proteolitica dos juvenis de pirarucu, apresentaram gradiente positivo durante o treinamento
alimentar. Na segunda fase foram testados trés niveis de inclusio das enzimas amilase,
lipase e protease, sendo cada uma em trés niveis distintos, além do controle: 0, 0,1; 0,2 e
0,4%, seguindo um delineamento inteiramente casualizado. Na terceira fase foi testada a
combinagdo dos melhores niveis de inclusdo enzimatica da primeira fase (lipase 0,1% e
protease 0,1%). Este experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
com esquema fatorial de 2x2. Na terceira fase o efeito da adigdo de protease e lipase na
ragéo no desempenho dos peixes foi estatisticamente significativo (p<0,05) com relagio ao
controle. Na segunda fase foi veriﬁcéﬂé a mesma tendéncia, entretanto as intera¢des dos
tratamentos ndo apresentaram nenhuma vantagem sobre a inclusdo de lipase e protease
isoladamente. A introdugdo de ragdio durante o treinamento alimentar influencia na
atividade enzimitica digestiva de juvenis de pirarucu. A dieta inicial a base de alimento
vivo ¢ eficiente no treinamento alimentar de juvenis de pirarucu. As enzimas digestivas
exégenas lipase e protease, quando adicionadas & ragdo, possuem efeito positivo no

desempenho zootécnico de juvenis de pirarucu.
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ABSTRACT

This work objective was to verify the enzymatic response to the introduction of dry food, to
test the efficiency of live feed as initial diet in the feed training and to test the effect of
exogenous digestive enzymes addition (amylase, lipase and protease) in the feed on growth
performance of pirarucu, Arapaima gigas, juveniles. The work was carried through in three
phases. In the first phase feed training and an enzymatic profile was carried through. Two
treatments with Artemia sp. and native zooplankton mix were used. Weight gain, feeders’
percentage and survival did not presented significant statistical difference between

treatments (p>0.05). Lipolitic and proteolitic enzymatic activity from pirarucu juveniles

presented a positive gradient during feed training. In the second phase three levels of
enzymes inclusion were tested with: amilase, lipase and protease, each one in three distinct
levels of 0, 0.1; 0.2 and 0.4%, in a complete randomized design. In the third phase a
i )@ combination with the best enzymatic levels from the first phase was tested (lipase 0.1% and
!1‘ / protease 0.1%). This experiment was carried in a complete randomized design in a factorial
L design of 2x2. In the third phase, the addition effect of protease and lipase in the feed in
r fish performance was statisticaly significant (p<0.05) when compared to the control. The
same trend was verified in the second phase, however treatments interactions did not
presented any advantage regarding the inclusion of lipase and protease separately. Dry feed
introduction during feed training influences the digestive enzymatic activity of pirarucu
juvenile. A initial diet based on live feed is efficient for pirarucu juvenile feed training,
Exogenous digestive enzymes, lipase and protease, when added to the feed possess a

positive effect in pirarucu juvenile growth performance.
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Apresentagio

A criagdio do pirarucu, Arapaima gigas, na Regido Amazdnica encontra-se em
pleno desenvolvimento, aliada a expectativa da abertura do mercado nacional e
internacional, o que tem despertado um peculiar interesse em melhorar as condigGes e
técnicas do seu cultivo.

O pirarucu apresenta uma grande facilidade de ser condicionado para aceitar
alimento seco além de ser resistente ao manuseio. Embora as exigéncias nutricionais
desta espécie sejam apenas parcialmente conhecidas, apresenta excelentes taxas de
crescimento quando é submetida a um manejo alimentar e densidade de estocagem
adequados. Ainda, o pirarucu apresenta 6timo desempenho zootécnico quando criado
em tanques escavados e/ou em tanques-rede, sendo qué nesta ultima situagéo sdo
recomendados tanques-rede de grande volume, devido ao crescimento que o peixe
alcanga em curto intervalo de tempo.

Inovagdes tecnolégicas como o desenvolvimento de enzimas digestivas
ex6genas e sua inclusdo nas ragSes de suinos e aves sdo realizados rotineiramente com a
finalidade de melhorar o processo produtivo. Na piscicultura existe ainda, uma grande
resisténcia na adogdo desta tecnologia, provavelmente pela falta de resultados
satisfatérios que encorajem a sua adogdo. Desta forma os testes realizados neste
trabalho foram encorajados pela necessidade de conhecer em que situagdio ocorre a
digestdo de juvenis de pirarucu com o intuito de otimizar os indices zootécnicos em
escala intensiva.

Esta tese apresenta os resultados experimentais que permitem treinar juvenis de
pirarucu eficientemente e os resultados do efeito da inclusdo de enzimas digestivas

exdgenas na dieta sobre o crescimento dos peixes.



A divisdo da tese em capitulos tem o obijetivo de facilitar a leitura e consulia &<
acordo com as fases experimentais e de reduzir esforgos para sua publicagio.

Na introdugdo geral sdo abordados assuntos que abordam a problemética da
criagdo de peixes carnivoros, como as experiéncias da atividade enzimética end6gena
em peixes, as caracteristicas alimentares do pirarucu, € sobre os sistemas de criagéo
realizados com esta espécie e também as vantagens que a adi¢do de enzimas digestivas
ex6genas podem trazer 4 alimentagfio de peixes.

No capitulo I, é formalizado um protocolo para o treinamento alimentar de
juvenis de pirarucu e a obtengio do perfil da resposta enzimética & inclusio de alimento
seco.

Nos capitulos I, IIT e IV foram observados o efeito da inclusdo de enzimas
digestivas ex6genas amilase, lipase e protease, no desempenho zootécnico de juvenis de
pirarucu.

No capitulo V é relatado o teste realizado com os melhores niveis encontrados
nas experiéncias dos capitulos III e IV, verificando o efeito isolado e a interagdo da
incluso das enzimas ex6genas no desempenho zootécnico de juvenis de pirarucu.

Finalmente sf3o apresentadas as consideragdes finais do trabalho e as
recomendagdes para a adog#io de. enzimas digestivas exdgenas na alimentagio do
pirarucu.

Neste trabatho a inclus#o de enzimas digestivas ex6genas na ragfo para juvenis
de pirarucu teve efeito positivo no desempenho zootécnico do pirarucu e abre
precedentes para novos trabalhos que visem melhorar a digestibilidade de nutrientes de
origem vegetal com a finalidade de substituir a farinha de peixe, melhorar os indices

zootécnicos e baixar os custos de produgfo na criag3o de peixes carnivoros.



Introdugio geral
A alimentagio de peixes carnivoros

A alimentagdo dos peixes na piscicultura intensiva é o fator mais oneroso
chegando a representar até 60% dos investimentos (Kubitza, 1998). No caso de peixes
carnivoros, que precisam de altas concentragdes de proteina bruta, a ragiio torna-se
ainda mais cara devido aos ingredientes, como a farinha de peixe e de camne que tem
que ser usados para sua formulag&o. Estes ingredientes além de encarecerem a ragio,
ndo apresentam padrdo de qualidade constante, sdo de dificil aquisi¢io e possuem
caracteristicas que dificultam seu armazenamento por longos periodos. Para resolver
este problema alguns ingredientes de origem vegetal, como o farelo de soja, milho e
trigo, so amplamente utilizados na composiggo das dietas, incorporando altos niveis de
amido e tornando obrigat6rio 0 monitoramento da capacidade do figado desses peixes
de metabolizar e/ou armazenar carboidratos (Legate ef al., 2001).

Peixes herbivoros e onivoros nio apresentam problema para digerir o amido
devido secretarem amilase em todas as porgdes do intestino e no pancreas, ao contrario
dos carnivoros que além de possuirem baixas taxas de secrecdo de amilase, essa
secregdo ocorre em alguns locais especificos como o pancreas (Hepher, 1988). A pré-
gelatinizagdo do amido através de um processo de cozimento aumenta a sua
digestibilidade e seu aproveitamento por peixes carnivoros (Hepher, 1988; Kubitza,
1998) mas. Entretanto podem desnaturar as proteinas presentes no ingrediente,
importantes para o crescimento do peixe. Além do mais o fornecimento de ragdo de ma
qualidade ou elaborada de forma que nfo atenda as exigéncias nutricionais da espécie,
promove deficiéncias na resposta imunolégica do peixe (Landolt, 1989) aumentando a
probabilidade de incidéncia de doengas e parasitoses. Da mesma forma, o actimulo de

material organico proveniente dos restos alimentares e fezes e a baixa digestibilidade do
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alimento, também podem causar alteragSes na dgua e afetar o crescimento dos peixes
(Pinheiro & Santos, 1993). Quanto pior a qualidade nutricional, a digestibilidade e a
estabilidade da ra¢@o, maior a carga poluente na dgua e menor a produtividade do

cultivo (Lovell, 1989; Kubitza, 1998).

Atividade enzimatica em peixes

Experi€ncias com “sea bass” (Lates calcarifer) de habito alimentar carnivoro e
com “rabbitfish” (Siganus canaliculatus) de habito alimentar onivoro mostraram que as
atividades das enzimas digestivas presentes no trato digestivo desses peixes dependem
dos seus hdbitos alimentares (Sabapathy & Teo, 1993). Ribeiro et al. (1999), estudando
a atividade das enzimas digestivas nas larvas e juvenis de Solea senegalensis,
observaram que o aumento dessa atividade depende da maturagio das células do
intestino. Galvdo ef al. (1997) observaram tendéncia semelhante estudando a tainha,
Mugil planatus, durante as fases de larva e juvenil, estabelecendo que a atividade
enzimética aumenta de acordo com a idade. Outro fato importante foi observado por
Kurokawa et al. (1998) os quais verificaram que a contribuigiio de enzimas digestivas
exdgenas em Sardinops melanoticus a partir do zooplancton ¢ insignificante, podendo
indicar que as enzimas digestivas presentes no periodo larval dos peixes sejam
suficientes para desempenhar as fungGes digestivas. Embora essa contribuigio seja
pequena, a retirada do alimento vivo e a introdugsio de alimento artificial na fase larval
pode ser dificultada por causa da baixa atividade enzimatica.

A presenga de atrativos na ragdio pode facilitar a ingestdo do alimento e
estimular o sistema digestivo (Kolkovski, 2001), principalmente na secrego de enzimas
digestivas. No caso de peixes carnivoros submetidos a treinamento alimentar, o sucesso

da aceitagdo de alimento exdgeno artificial aumenta com o crescimento dos peixes e



também com a introdugdo de peixes treinados (Kubitza, 1995). No caso especifico do
pirarucu o sucesso do treinamento alimentar tende a ser mais eficiente quando os peixes
sdo menores (cerca de 1,5 g) (Ituassu et al., submetido).

A regulagdo da atividade enzimética no trato digestivo dos peixes pode também
estar associada a periodos de inani¢do e/ou a auséncia de alimento no trato digestivo.
No salm@o do atléntico, Salmo salar, esta situagio causa o acimulo de tripsina na forma
de tripsinogénio no pancreas (Kolkovski, 2001).

A temperatura € um outro fator que pode influenciar na regulagiio enzimatica
dos peixes, ja que na estagdo de inverno estes costumam ingerir menos alimentos,
causando uma redugdo da estimulagdo mecénica no trato digestivo, e dessa forma
diminuindo com isso a estimulagdio para a secregio de colecistoquinina (Einarsson et
al., 1997), horménio este, que € responsivel pela ativagio da secre¢dio pancredtica
(Schmidt-Nielsen, 1996).

O estudo da alimentagfo € basico para viabilizar o cultivo de individuos em
ambientes confinados, tendo em vista o objetivo de maximizar sua taxa de crescimento
(Fonteles-Filho, 1989), sendo que o estudo da fisiologia digestiva em larvas e juvenis de
peixes tem se resumido, na maioria dos casos, a satisfazer as necessidades da
formulag@o de dietas, sem antes entender a ontogenética dos seus sistemas digestivos
(Kolkovski, 2001) e o perfil da atividade das suas enzimas digestivas.

Glass et al. (1989) reportaram que o conhecimento exato da quantidade e da
especificidade de cada enzima presente num sistema digestivo e também das condigbes
em que ocorre a hidrélise, permitira estimar a digestibilidade dos alimentos com maior
precisdo. Por outro lado, Cardenete ef al. (1993) aﬁnham que a adi¢do de preparados de

enzimas digestivas em dietas para peixes, ¢ um tema recente, centrado em espécies e



idade dos animais. Os autores sugerem que o aporte de enzimas digestivas exégenas na

dieta pode contribuir na melhora do desempenho e na sobrevivéncia dos peixes.

A alimentag¢do natural do pirarucu

O pirarucu € um peixe de respiragdo aérea (Fontenele, 1955; Sanchez, 1960),
desova parcelada (Fontenele, 1955), pertencente & familia Osteoglossidae (Nelson,
1994; Li & Wilson, 1996) de habito alimentar essencialmente piscivoro, sendo que sua
alimentagdo varia de acordo com a idade.

Fontenele (1953; 1955) observando larvas de pirarucu no posto de piscicultura
de Lima Campos (Ic6, Ceard), verificou que estas comegam a procurar alimento
exdgeno a partir do 5° dia apds a eclosfio, mesmo sem ter o saco vitelino totalmente
absorvido. Os organismos encontrados no trato digestivo das larvas de pirarucu
consistiram principalmente de micro-crustéceos e algas. Queiroz & Sardinha (1999) em
estudos realizados na reserva de desenvolvimento sustentavel de Mamirau4 observaram
que pirarucus de até 50 cm apresentam como o principal item alimentar os ostracodos e
concostracos, com aumento na participagdo de camardes concomitante ao crescimento
dos peixes, sendo comum peixes ‘até maiores que 1,5 m comerem camardes e
caranguejos. O pirarucu, na natureza, comega a se alimentar de peixes por volta do
sexto més de vida, e a partir dai esse ¢ seu principal item alimentar. Os tinicos itens

alimentares comuns em todas as idades sio os insetos aquaticos.

A criagio do pirarucu
O pirarucu possui um grande potencial para o cultivo intensivo devido as suas
caracteristicas fisiologicas, como a respiragio aérea (Fontenele, 1953; 1955) que lhe

proporciona grande rusticidade (Imbiriba, 1991) e permite a sua criagiio em 4gua com



baixa concentragdo de oxigénio; excelente taxa de sobrevivéncia; ndo manifesta
canibalismo (Bard & Imbiriba, 1986); possui grande velocidade de crescimento
(Sanchez, 1960) podendo atingir 10 kg em um ano (Moura Carvalho & Nascimento,
1992) e 6tima converséo alimentar (Imbiriba, 2001; Cavero, 2002).

Trabalhos mais recentes demonstraram que o pirgmcu suporta altas densidades
de estocagem (Cavero et al., 2003), possui excelente ta;a de crescimento em tanques-
rede (Cavero, 2002) e também em tanques escavados (Pereira-Filho et al., no prelo)
além de tolerarem a exposi¢d@o longa a concentragSes de amédnia acima de 20 mg/L
(Cavero et al. submetido). Ainda, o pirarucu € facilmente treinado quando se utiliza
alimento vivo como dieta inicial (Cavero et al., 2003a)

O uso de peixes como tilapias (Bard & Imbiriba, 1986; Moura Carvalho &
Nascimento, 1992; Imbiriba, 2001) e acaras (Alcantara & Guerra, 1992) é muito comum
no cultivo do pirarucu, sendo que este tipo de criagéio nio apresenta uma consténcia de
resultados no desempenho dos peixes, provavelmente devido ao sistema de manejo que
precisa de uma fonte fertilizante externa para aumentar a produtividade priméria do
viveiro, e de uma espécie forrageira altamente prolifica. Este tipo de criagio também

nio favorece altas densidades de estocagem de pirarucu.

Perspectivas da inclusdo de enzimas digestivas exégenas na alimentacio do
pirarucu

O desenvolvimento de ragbes balanceadas que atendam as exigéncias
nutricionais do pirarucu e que estejam adaptadas aos 6rgdos digestivos desta espécie sdo
requisitos muito importantes para o sucesso da piscicultura intensiva deste peixe. Sendo

assim a aplicagdo de enzimas digestivas exégenas pode permitir a reavaliagio do uso de
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fontes alimentares alternativas que ja foram testadas porém néo apresentaram resultados
satisfatorios no desempenho e na sobrevivéncia de peixes carnivoros.

Devido a essas particularidades, tipica dos peixes carnivoros, as caracteristicas
especiais do pirarucu, que o tornam uma espécie com grande potencial para a
piscicultura, e as vantagens que a introdugdo de enzimas digestivas pode trazer para
melhorar o aproveitamento de ingredientes até entéo sub-aproveitados no desempenho
desta espécie, propde-se a realizagdo deste trabalho como parte das solugdes que
possam contribuir com informagdes neceséérias para a viabilizag&o da criagio intensiva

do pirarucu.
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CAPITULO 1

Respostas enzimaticas do trato digestério de juvenis de pirarucu, Arapaima gigas,

durante o treinamento alimentar usando alimento vivo como dieta inicial

Resumo - O objetivo deste trabalho foi verificar as respostas enziméticas do trato
digestério e testar a eficiéncia do alimento vivo como dieta inicial no treinamento
alimentar de juvenis de pirarucu, Arapaima gigas. Foram usados dois tratamentos,
Artemia sp. e mistura de zooplancton nativo. O ganho de peso, a porcentagem de
comedores € a sobrevivéncia néo apresentaram diferenga estatistica significativa entre
os tratamentos (p>0,05). As atividades lipolitica e proteolitica dos juvenis de pirarucu
apresentaram gradiente positivo durante o treinamento alimentar. A introdugéo de rag&o
durante o treinamento alimentar influencia na atividade enzimética digestiva de juvenis
de pirarucu. A dieta inicial & base de alimento vivo é eficiente no treinamento alimentar

de juvenis de pirarucu.

Enzymatic activity from the digestive tract of pirarucu, Arapaima gigas, juveniles

during feed training with live food as an initial diet.

Abstract — The objective of this v;drk was to verify the enzymatic responses of the
digestive tract and to test the efficiency of the live food as an initial diet in the feed
training of pirarucu, Arapaima gigas, juveniles. Two treatments, Artemia sp. and a
native zooplankton mix were used. Weight gain, percentage of eaters and survival did
not present any significant statistical difference between treatments (p>0.05). Lipolitic
and proteolitic activity of pirarucu juvenile presented a positive gradient during feed
training. Introduction of ration feed during the feed training influenced the digestive
enzymatic activity of pirarucu juvenile. Live food as an initial diet in the feed training of

pirarucu, Arapaima gigas, juveniles were efficient.
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Introdugio

A criag8o do pirarucu, Arapaima gigas, na Regido Amazonica vem se tornando
uma atividade comercial atrativa. O aprimoramento do conhecimento do seu manejo
(Cavero, 2002; Gandra, 2002; Cavero et al., 2003) e de suas exigéncias nutricionais
(Ituasst, 2002) trard indubitavelmente melhores resultados quanto ao cultivo dessa
espécie.

Por ser um peixe carnivoro o pirarucu teria sua criagdo, em regime intensivo,
dificultada por ndo aceitar voluntariamente ragSes balanceadas. Outros peixes
carnivoros, como o pintado, Pseudoplatystoma coruscans, e o tucunaré, Cichla sp.,
enfrentam este tipo de entrave. O desenvolvimento de estratégias de manejo alimentar
pode viabilizar a criagéio desses peixes em regime intensivo (Lopes ef al., 1996; Moura

et al., 2000).

Estratégias de treinamento alimentar sfo usadas em peixes carnivoros para
facilitar a aceitagdo de ragdo seca. Kubitza & Lovshin (1997a) testaram a eficiéncia do
krill desidratado no treinamento alimentar do “largemouth bass”, Micropterus
salmoides, obtendo resultados satisfatérios de aceitagdo de ragdio seca. Crescéncio
(2001) testou a eficiéncia de atrativos alimentares no treinamento alimentar de juvenis
de pirarucu e verificou que estes animais podem ser treinados para aceitar alimentagfo a
base de ragdo seca.

O alimento vivo € uma estratégia alimentar usada para facilitar o treinamento
dos peixes a aceitagdo de ragdes secas (Kubitza & Lovshin, 1999) e por ser um alimento
naturalmente consumido oferece a vantagem de dispensar o uso de atrativos e
possibilitar o treinamento de peixes de tamanhos menores.

Experi€ncias com “sea bass” (Lates calcarifer) de hébito alimentar carnivoro e

com “rabbitfish” (Siganus canaliculatus) de habito alimentar onivoro mostraram que as
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atividades das enzimas digestivas presentes no trato digestivo desses peixes dependem
dos seus hibitos alimentares (Sabapathy & Teo, 1993). Ribeiro et al. (1999), estudando
a atividade das enzimas digestivas nas larvas e juvenis de Solea senegalensis,
observaram que o aumento dessa atividade depende da maturagfio das células do
intestino. Galvdo et al. (1997) observaram tendéncia semelhante estudando a tainha,
Mugil planatus, durante as fases de larva e juvenil, estabelecendo que a atividade
enzimética aumenta de acordo com a idade.

Outro fato importante foi observado por Kurokawa et al. (1998) que verificaram
que a contribuigio de enzimas digestivas ex6genas em Sardinops melanoticus a partir
do zooplancton € insignificante, podendo indicar que as enzimas digestivas presentes no
periodo larval dos peixes sejam suficientes para desempenhar as fun¢des digestivas.
Embora essa contribui¢do seja pequena, a retirada do alimento vivo e a introdugfio de
alimento artificial na fase larval pode ser dificultada por causa da baixa atividade
enzimética.

Entretanto, o estudo da fisiologia digestiva em larvas e juvenis de peixes tem se
resumido, na maioria dos casos, a satisfazer as necessidades da formulagfio de dietas,
sem antes entender a ontogenética dos seus sistemas digestivos (Kolkovski, 2001) e o
perfil da atividade das suas enzimas digestivas.

O objetivo deste trabatho foi verificar a resposta enzimética do trato digest6rio a
introdugio de alimento artificial e testar a eficiéncia do alimento vivo como dieta inicial

no treinamento alimentar de juvenis de pirarucu, Arapaima gigas.
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Material e métodos

O trabalho foi realizado na Coordenagdo de Pesquisas em Agqiiicultura (CPAQ)
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA) de 5 a 21 de dezembro de
2002.

Qitocentos € quatro juvenis de pirarucu com peso médio de 1,5 + 0,1 g ¢
comprimento total médio de 5,0 £ 0,1 cm, oriundos do municipio de Coari, AM, Brasil,
foram distribuidos homogeneamente (p > 0,05) em seis tanques circulares de PVC com
capacidade de 500 L (volume util de 400 L) e vazio de 10 L/h.

Os peixes foram alimentados seis vezes ao dia as 8:00, 10:00, 12:00, 14:00,
16:00 e 18:00 h. O experimento teve duragéo de nove dias e foram testados dois tipos de
alimento vivo como tratamentos, nauplios de Artemia sp. ¢ mistura de zoopléncton,

cada um com trés repetigoes.

A mistura de zoopléncton foi coletada em um viveiro com fundo de argila de
120 m? através de uma rede de plancton de 60 pm de malha. Nessa ocasido foi
observada a predomindncia dos grupos copépoda e cladécera. Os peixes foram
alimentados com zooplancton diluido em 5 L de 4gua por alimentagfio nas seguintes
proporgdes: Copédoda 134.000 individuos/L e Cladocera 26.000 individuos/L. Para a
alimentagdo com Artemia sp. foram eclodidas 60 g ao longo do experimento na
proporgo de 133.000 individuos/L por alimentag&o.

O experimento foi realizado em trés fases (quatro dias cada). A primeira
consistiu em fornecer o alimento vivo diluido em 4gua. Na segunda fase, junto com
alimento vivo diluido em 4gua, introduziu-se gradativamente a ragdo nas seguintes
proporgdes: 1° dia: 1% da biomassa dos peixes, 2° dia: 2% da biomassa dos peixes e 3°
dia: 3% da biomassa dos peixes. Na terceira fase, os peixes foram alimentados apenas

com ragdo até a saciedade. A ra¢do utilizada no experimento foi comercial especifica
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para peixes carnivoros, com 45% de proteina bruta e 3.000 kcal de energia bruta’kg de

ragdo, extrusada e triturada. O tamanho das particulas da ragdo em ambos os

tratamentos foi de aproximadamente 100 pm.

Para determinar o perfil das enzimas digestivas presentes no trato digestério dos
juvenis de pirarucu, foram sacrificados, em dias alternados, através de choque térmico,
6 peixes do lote de juvenis de pirarucu em processo de treinamento alimentar para
coleta dos tratos digestivos, totalizando 72 amostragens (24) (em cada periodo). Cada
um dos peixes foi necropsiado ¢ deles coletados os tratos digestorios, 0s quais foram
identificados e embalados individualmente em recipientes proprios e conservados a —
20°C até o momento dos ensaios enzimaticos. O perfil enzimatico foi descrito ao longo
do treinamento alimentar. Os tratos digestérios dos peixes foram divididos em estdmago
para a determinag@o da protease dcida € em intestino para a determinagdo da protease
alcalina. Cada porgdo foi homogeneizada em tampio Fosfato (10 mM)-tris (20
mM)/glicerina a 4°C. Com a finalidade de verificar se houve influencia dos pardmetros
ambientais foi determinada a atividade da protease exdgena.

Como solugdo de substrato da reagiio para a determinagdo da atividade
proteolitica foi utilizada caseina a 1%. Para os ensaios de pH foi usado 1 mL de tampéo
glicina/HC1 0.1 M (pH 4cido) e 1 ml de tampfio tris-HCI 0,1 M (pH alcalino). A
variagdo de temperatura foi de 20 a 45 °C. A variagdo da concentragio de enzima “in
vitro” foi realizada usando protease endégena contida nos homogeneizados celulares.
Apés a incubagdio da mistura a reagdo foi interrompida pela adigdo de 250 ul de TCA
(4cido tricloroacético) a 8% e centrifugada a 3000 g por 10 minutos. A absorbancia do

sobrenadante foi medida em 280 nm (Hidalgo et al., 1999).
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Para a determinagdo da atividade enzimdtica das proteases é4cida e alcalina foi
utilizada tirosina como padrdo. Uma unidade de atividade enzimética € definida como a
quantidade de enzima necesséria para catalisar a formag&o de 1pg de tirosina por minuto.

A atividade enzimdtica da lipase dos homogeneizados celulares foi medida
segundo Gawlicka et al. (2000). O homogeneizado foi incubado em tampéo bicarbonato
de amoénio 24 mM, pH 7.8, contendo 0,4 mM de substrato (p-nitrophenyl myristate,
Sigma N2502) diluido em 0,5% de Triton X-100. O tempo de incubagdo foi de 30
minutos e a leitura da absorbancia da amostras em 405 nm.

A atividade amilohidrolitica foi estimada segundo o método proposto por
Bernfeld (1955) modificado. A reagfio foi incubada em 1,0 mL de tampdo citrato de
sédio/fosfato de sédio mono-basico 0,2M pH 8,0 e 1 mL de solugdo de amido a 0,5%
em tampdo adicionando 100uL de homogeneizado celular. A mistura da reagio foi
incubada por 30 minutos a 30°C. Decorrido o tempo de reag#o, foi adicionado 250uL de
sulfato de zinco a 5% e seguidamente 250pL de hidréxido de bario 0,3N. Sendo a
mistura da reagdo centrifugada a 12.000 g por 3 minutos. No sobrenadante foi estimada
a concentragio de glicose pelo método de Park-Johnson (1949).

A determinagio das atividade‘:.s‘ de protease, lipase e amilase nos extratos obtidos
dos tratos digestorios dos juvenis de pirarucu foram determinadas
espetrofotometricamente por “end point” (Worthington Enzyme Manual, 1982) e foram
expressos em Ul/mg de proteina. Os teores de proteina dos homogeneizados foram
obtidos pelo método de Lowry (Villela et al., 1973).

Ap6s a fase de treinamento 0s peixes passaram por um periodo de observagio de
seis dias com a finalidade de quantificar a porcentagem de comedores (% de peixes que
aceitavam rago), a sobrevivéncia (100.n° de peixes finais/n® de peixes iniciais), e o

ganho de peso (peso médio final — peso médio inicial).
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Foram realizadas visualmente observagdes sobre o comportamento dos peixes
quanto & ocorréncia de agressdes, competi¢do por alimento e canibalismo.

Foram monitorados diariamente as 09:00 os seguintes parametros fisico-
quimicos da 4gua: oxigénio dissolvido (mg/L), pH, temperatura (°C), amonia total (NH;
+ NHi) (mg/L), condutividade elétrica (uS/cm?), alcalinidade (CaCOsg/L), dureza
(CaCO;g/l) e CO; (mg/L).

As médias dos tratamentos dos pardmetros da qualidade da agua dos tanques,
dos peixes que aceitavam ra¢dio (comedores), da sobrevivéncia, ¢ do ganho de peso
foram comparadas pelo teste “t” de student a 5% de significancia (Mendes, 1999). Os
valores da sobrevivéncia e dos comedores, expressos em porcentagens foram

submetidos a transformagfo de arc seno (Mendes, 1999).

Resultados e discussio

Os pardmetros fisico-quimicos da 4gua ndo apresentaram variagdes que
pudessem interferir no desempenho dos peixes em ambos os tratamentos (Tabela 1).
Estes resultados estdo de acordo com os sugeridos para a espécie por Cavero (2002).

A temperatura é um dos fatores que influencia na regulagdo enzimatica dos
peixes, ja que em dias frios estes costumam alimentar-se menos, causando menor
estimulagdo mecéanica no trato digestivo, diminuindo com isso a estimulagio para a
secregdo de colecistoquinina (Einarsson et al., 1997), horménio responsavel pela
ativagio da secregdo pancredtica (Schmidt-Nielsen, 1996). Durante o experimento a
temperatura da 4gua dos tanques experimentais permaneceu estivel (Tabela 1)

indicando que este fator néo interferiu na atividade enzimatica dos peixes, nas diferentes

fases do treinamento alimentar.
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Tabela 1. Parametros da qualidade da 4gua (média + desvio padrdo), durante o
treinamento alimentar de juvenis de pirarucu, Arapaima gigas, com alimento vivo como
dieta inicial .

Tratamentos
Parametro observado Artemia sp. zl:)/I;IS)tll;rr; z)en «p GL
pH 6,1+04a 62+04a 1,23 35
Temperatura (°C) 26,3+04a 26,4+0,5a 1,26 35
Condutividade elétrica (pS/cmz) 339+46a 394+5,0a 1,30 35
Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,1+£03a 59+02a 1,26 35
Aménia total (NH3 + NHa) 3.10°+10%a 2.10%+10%a 1,77 35
Alcalinidade (mg de CaCOs/L) 178+39a 18,9+29a 1,36 35
Dureza (mg de CaCO3/L) 85+26a 9,1+28a 1,36 35
Gas Carbénico (mg/L) 0,6+02a 0,5+0,1a 1,57 35

™ Meédias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste “t” de
student a 5% de probabilidade.

Glass et al. (1989) afirmaram que o conhecimento exato da quantidade e
especificidade de cada enzima presente num sistema digestério, e as condigdes em que
ocorre a hidrélise enzimatica, permitem estimar a digestibilidade dos alimentos com
maior precisdo.

A presenga de atrativos na ragéo pode facilitar a ingestdo do alimento e
estimular o sistema digestorio (Kolkovski, 2001), principalmente na secregdo de
enzimas digestivas. No presente estudo a atividade enzimética das proteases alcalina e
4cida e lipase foi maior quando a transig#o foi realizada a partir de zooplancton nativo
quando do que a partir de Arfemia sp. (Figuras 1 e 2). Provavelmente essa relagio seja
devida a que esses microrganismos representam o alimento natural nas primeiras fases
de vida do pirarucu. Entretanto em ambos os tratamentos, houve um incremento da
atividade enzimatica quando a ragdo foi introduzida.

A atividade enzimética dos peixes aumentou durante o treinamento alimentar
(Figuras 1 € 2), mostrando que existe uma resposta enzimatica & introdugao de ragfio em
juvenis de pirarucu durante a transigdo alimentar. Provavelmente esta situagio seja

otimizada pela aceitagdo de rago através deste método de condicionamento alimentar.
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Figura 1. Perfil da atividade enzimética, protease alcalina (pH 8,0)(A) e protease 4cida
(pH 3,0)(B), de juvenis de pirarucu ao longo do treinamento alimentar. Substrato de
caseina 1%, 100uL de homogeneizado.

Ribeiro ef al. (1999) estudando a atividade das enzimas digestivas nas larvas e
juvenis de Solea senegalensis observaram que o aumento dessa atividade depende da
maturagdo das células do intestino. Galvdo et al. (1997) observaram tendéncia
semelhante estudando a tainha, Mugil planatus, durante as fases de larva e juvenil,
estabelecendo que a atividade enziméitica aumenta de acordo com a idade. O incremento
da atividade enzimética dos juvenis de pirarucu constatada neste trabalho, parece estar
associado aos fatores citados por Galvio et al. (1997) e Ribeiro et al. (1999).

Kurokawa et al. (1998) verificaram que a contribuicfio de enzimas digestivas
ex6genas em Sardinops melanoticus a partir do zooplancton € insignificante, podendo
indicar que as enzimas digestivas presentes no perfodo larval dos peixes sejam
suficientes para desempenhar as funcBes digestivas.

No decorrer do treinamento alimentar, os juvenis de pirarucu aceitaram a
alimentac#o A base de rag3o, indicando que este tipo de sucesso € vidvel dispensando o
uso de atrativos alimentares.

A baixa atividade enzimética amilolitica (Figura 2) ¢é relacionada ao habito

alimentar do pirarucu, uma vez que peixes camivoros possuem baixas taxas de secrecfio

12
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de amilase (Hepher, 1988). Além disso, a atividade amilolitica nfio sofreu a influéncia
da introdugdo de rago, mesmo contendo amido pré-gelatinizado, processo de
cozimento que aumenta a digestibilidade e aproveitamento do amido por peixes

carnivoros (Kubitza, 1998).

A B
--—&--- Zoopléncton —8~— Artcmia —e—2Zooplancton  ---v--- Artemia

0,010 1 25 W
E) )
< 0,009 9 g 204
& B
2 3
& 0,008 4 g 151
=
2 )
£ 00074 g 10
2 2
<

0,006 L L J 1 4 L L 4 v s LJ

- 2 4 6 8 10 12 0 12
Treinamento alimentar (dias) Treinamento alimentar (dias)

Figura 2. Atividade especifica de amilase (A) e lipase (B), de juvenis de pirarucu a0
longo do treinamento alimentar. Amilase: Amido 1%, pH 8,0, 100pL de
homogeneizado. Lipase: p-nitrophenyl myristate 0,4mM, Sigma N2502, pH 7,8, 100pL.
de homogeneizado.

Com relagiio & porcentagem de comedores, ganho de peso e sobrevivéncia 0s
tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,05) (Tabela 2).

Moura et al. (2000) realizaram o treinamento alimentar de alevinos de tucunaré,
Cichla sp. de aproximadamente 1,7 g, utilizando o método de transi¢io gradual de
ingredientes na ragdo, obtendo um sucesso de treinamento alimentar de 39,8% de
comedores.

Crescéncio (2001), utilizando atrativos alimentares durante o treinamento de
juvenis de pirarucu de aproximadamente 22 g, através do método de transi¢@io gradual
de ingredientes de ragfio observou que 0s atrativos alimentares utilizados (camardio,

glutamato monossédico e ensilado biolégico) ndo foram diferentes estatisticamente em

23



relagdo ao tratamento sem atrativo. O método de treinamento usado por Crescéncio
(2001) foi eficiente, apresentando um sucesso de 68,7% de comedores.

No presente trabalho a porcentagem de comedores foi de aproximadamente 99%
utilizando alimento vivo como dieta inicial (Tabela 2).
Tabela 2. Sobrevivéncia, percentual de comedores e ganho de peso de juvenis de

pirarucu, Arapaima gigas, submetidos a treinamento alimentar com alimento vivo com
dieta inicial *".

Dieta inicial Sobrevivéncia (%) % comedores  Ganho de peso (g)
Artemia sp. 99,0+ 0,4 a 99,0+0,4a 1,0£0,1a
Zooplancton 99,8 +04 a 99,8 +0,4a 1,0+0,1a
Graus de Liberdade 2 2 2

“t” 4,03 4,03 4,27

1) Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndio diferem entre si pelo teste “t” de
student a 5% de probabilidade. Os valores expressam a média + desvio padréo.

Kubitza & Lovshin (1997b) testaram o krill desidratado durante o treinamento
alimentar do “largemouth bass” (Micropterus salmoides) como estratégia para a
aceitagdo de ragles secas ¢ verificaram que o sucesso de treino aumenta
proporcionalmente & concentragéo deste atrativo na dieta e inversamente ao nimero de
dias de treinamento.

Lopes et al. (1996) utilizaram o rotifero marinho Brachionus plicatillis, nauplios
de Artemia salina e o claddcero Moina micrura na alimentagio de larvas do surubim
pintado, P. coruscans, € observaram que esta espécie aceita bem o alimento vivo como
dieta inicial. No presente trabalho o uso de alimento vivo | como dieta inicial no
treinamento de juvenis de pirarucu apresentou a mesma tendéncia.

Kubitza & Lovshin (1999) afirmam que a produgdo intensiva de peixes
carnivoros pode ser dificultada quando o alimento vivo é o tnico item alimentar.
Entretanto, seu uso como dieta inicial no treinamento alimentar de peixes carnivoros &
amplamente aceito. Provavelmente, o uso de alimento vivo seja a estratégia alimentar

mais vidvel para facilitar a aceitag@o de rages por parte de juvenis de pirarucu, uma vez
bl
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que ¢ um alimento naturalmente consumido, podendo oferecer a vantagem de treinar
peixes de tamanhos menores € de ndo ser necessario o uso de atrativos.

O resultado de Crescéncio (2001), com tempo de treinamento de 20 dias, no
melhor tratamento, foi de 68, 7% para o numero de comedores ¢ de 68,8% para a
sobrevivéncia. No presente trabalho o tempo de treinamento alimentar dos juvenis de
pirarucu foi de nove dias mostrando indices de comedores e de sobrevivéncia
satisfatérios em ambos os tratamentos (Tabela 2).

Juvenis de pirarucu apresentam associag@o gregédria € podem ser influenciados
por condigdes que favoregam o estabelecimento de classes hierarquicas aumentando
com isso a heterogeneidade do lote (Cavero et al., 2003) e podendo resultar em
agressdes. Kubitza & Lovshin (1999) citam que este tipo de comportamento pode
ocorrer durante o treinamento alimentar de diversas espécies de peixes carnivoros.
Provavelmente as agressdes observadas no presente trabalho, mordidas nas nadadeiras
caudais, estejam associadas & mudanga repentina da alimentagio durante o treinamento
alimentar, fato que pode ter influenciado no comportamento dos peixes. Entretanto, ndo

existem registros na literatura de canibalismo e/ou agressées entre juvenis de pirarucu

criados em cativeiro.

Conclusoes

O treinamento alimentar de juvenis de pirarucu com alimento vivo como dieta

inicial é eficaz.

A resposta enzimdtica de juvenis de pirarucu com relagdo & introdugdo de

alimento seco € positiva.
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CAPITULO II

Efeito da inclusio de protease exégena no desempenho zootécnico de juvenis de

pirarucu, Arapaima gigas (Cuvier, 1829)

Resumo - O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da adi¢éo de enzima digestiva
exdgena de agdo proteolitica na ragdo, sobre o desempenho de juvenis de pirarucu. O
trabalho foi realizado com trés niveis de inclusdo da enzima, além do controle: 0,0; 0,1;
0,2 e 0,4%, seguindo um delineamento inteiramente casualizado. O efeito dos
tratamentos com inclusdo de protease exdgena na ragdo apresentou diferenga
significativa no desempenho dos peixes (p<0,05) com relago ao tratamento controle. A
enzima digestiva exdgena protease, quando adicionada & ragdio, influencia no

desempenho zootécnico de juvenis de pirarucu.

Q@ The effect of exogenous protease inclusion on growth performance of pirarucu,
A

Arapaima gigas, juveniles.

Abstract - The objective of this work was to verify the effect of the addition of
exogenous digestive enzyme protease in the feed on the performance of pirarucu
juveniles. The work was carried with three levels of the enzyme, beside the control: 0.0;
0.1; 0.2 and 0.4%, in a complete randomized design. Treatments effect from the
exogenous protease inclusion in the feed presented significant difference (p<0.05) in
fish performance when compared to the control treatment. Exogenous protease enzyme

when added to the feed presented a positive growth performance in pirarucu juvenile.




Introducio

A criagio de peixes carnivoros apresenta uma situagéo bem particular, uma vez
que estes animais possuem elevada exigéncia por proteina, item mais caro na
formulagdo das ragdes, principalmente a de origem animal (Regost et al., 1999) como a
farinha de peixe , tradicionalmente utilizada na ragéo para espécies carnivoras (Cheng et
al., 2003). A necessidade de substituir parcialmente a fragdo protéica animal por vegetal
¢ uma alternativa para baratear os custos de produgdo e tornar esta atividade mais
atrativa comercialmente.

Alguns estudos testando a inclusdo de insumos vegetais extrusados, como a
leguminosa Lupinus albus, tiveram resultados satisfatérios (Burel et al., 1998; 2000) na
criagio de peixes carnivoros em condigdes experimentais, entretanto o aporte de
carboidratos junto aos ingredientes vegetais ¢ um problema na alimentagdo desses
peixes.

Os carboidratos poderiam ser utilizados como uma alternativa, porém o
metabolismo dos peixes carnivoros estd adaptado para utilizar proteinas como principal
fonte energética (Peres & Oliva-Teles, 2002). Isto se deve ao aproveitamento mais
eficiente de aminoacidos em relagdo a glicose, na obtengéo de energia e a habilidade de
excretar nitrogénio sob forma de amdnia, dispensando o gasto de energia na formagéo
de uréia ou 4cido trico, como no caso de mamiferos e aves, respectivamente (Chow e
Halver, 1980).

McGoogan e Reigh (1996) estudando o “red dram”, Scianops ocellatus, espécie
de peixe carnivoro, encontraram baixa digestibilidade para matéria prima vegetal da
dieta. No mesmo estudo os autores concluiram que esta espécie utiliza maior quantidade

de energia contida em lipideos e proteinas, se comparado com carboidratos
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O pirarucu, Arapaima gigas, natural da bacia amazdnica, ¢ um peixe de grande
porte, podendo alcangar 3 m de comprimento e 200 kg de peso na natureza (Souza &
Val, 1991). Apresenta respiragdo aérea obrigatéria (Brauner & Val, 1996), condigdo
fisiologica que lhe permite tolerar 4guas com baixos niveis de oxigénio dissolvido.

A auséncia de espinhas intramusculares, o rendimento médio de filé de 57%
(Imbiriba 2001) e a excelente palatabilidade de sua carne fizeram deste peixe uma
espécie de elevado valor comercial (Saint-Paul, 1986) mas devido ao seu habito
alimentar ndo estd alheio a problematica que os peixes carnivoros apresentam. Sua
exigéncia por proteina é elevada (Ituassu, 2002), mas apresenta boa conversdo alimentar
quando o manejo € adequado (Cavero et al., 2003; Gandra, 2002). Apresenta ainda
associagdo gregaria e auséncia de canibalismo, fato que permite sua estocagem em altas
densidades (Cavero et al., 2003). Estes resultados, aliados a sua alta taxa de
crescimento, onde, em sistemas extensivos, pode chegar até 10 kg no primeiro ano de
vida (Bard & Imbiriba, 1986), fazem desta espécie uma excelente opgdo para a
piscicultura. Aceita ragdes formuladas quando treinado (Crescéncio, 2001) o que facilita
a adogdo de novas tecnologias e o teste de novos insumos através da alimentaggo.
Provavelmente, com a ajuda da ‘inclusio de enzimas digestivas exdgenas esses
resultados podem melhorar ainda mais. O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito

da adigfio de protease exogena na ragéo sobre o desempenho de juvenis de pirarucu.

Material e métodos

Este trabalho foi realizado na Coordenagdo de Pesquisas em Agiiicultura
(CPAQ) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) no periodo de 13 de

janeiro a 18 de fevereiro de 2003. Foi testada a adi¢do de protease exogena em trés
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concentragdes (0,1; 0,2 e 0,4%) com testemunha. A protease exdgena utilizada neste
trabalho foi obtida a partir do fungo Aspergillus oryzae. (Alltech do Brasil).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 4
tratamentos (incluindo o controle) e 4 repetigdes, totalizando 16 unidades
experimentais. As unidades experimentais foram formadas por tanques de plastico de
310 L (volume util de 250 L) com vazdo aproximada de 5 L/h.

Os peixes foram inicialmente pesados e medidos e distribuidos
homogeneamente em cada uma das unidades experimentais. Em cada unidade
experimental foram estocados 10 juvenis de pirarucu de 6,6 £ 0,5 ge 10,0 £ 0,1 cm de
comprimento total, os quais foram alimentados até a saciedade aparente 5 vezes ao dia
(08:00; 11:00; 14:00; 17:00 € 19:00h) durante um periodo de 37 dias.

A ragdo utilizada no experimento foi comercial especifica para peixes carnivoros
(Purina TC45, Agribrands, Paulinia, SP, Brasil), com 45% de proteina bruta e 3.000
kcal de energia bruta/kg de ragéo, extrusada e triturada (Quadro 1).

Quadro 1. Composigdo centesimal da ragfio comercial para peixes carnivoros com 45%

de proteina e 3000 kcal de energia brutakg, extrusada (Purina TC45, Agribrands,
Paulinia, SP, Brasil)*.

Dados a 100% de matéria seca

Umidade (%) PB EE CH,0 Cinzas FB
8,0%* 46,5* 10,5% 30,6* 10,0* 2,4%
13,0*#* 45,0%* 14,5%%* 20.5*%* 14,0%** 6,0%*

* Andlise bromatologica realizada no laboratério de Nutrigdo de Peixes da Coordenagio
de Pesquisas em Aquicultura/CPAQ do Instituto Nacional de Pesquisas da

Amazdnia/INPA.

** Valores fornecidos pelo fabricante da rago.

Legenda:

PB = Proteina bruta; EE = Extrato etéreo (gordura); CH,O = Carboidrato; FB = Fibra

bruta

A qualidade da 4gua foi monitorada, uma vez ao dia (17:00h) avaliando os
seguintes parmetros fisico-quimicos: aménia (mg/L), nitrito (mg/L), pH, temperatura

(°C), oxigénio dissolvido (mg/L) e condutividade (uS/cm) da 4gua.

BIBLIGTECA EO ngj
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Ao final do experimento os peixes foram pesados ¢ medidos para verificar o
efeito dos tratamentos sobre o desempenho dos mesmos. A partir dos resultados obtidos
foram calculados os seguintes indices de desempenho zootécnico: Ganho de peso (GP)
= peso final — peso inicial; Consumo médio de ragdo no final do experimento (CMFi) =
¥ Consumo médio diario (por tanque experimental); Conversdo alimentar aparente
(CAA) = CMFi / (Peso médio final — Peso médio inicial); Taxa de crescimento
especifico (TCE) = 100*(Ln Peso médio Final — Ln Peso médio inicial)/tempo (dias) e
sobrevivéncia (S) = 100*(n° de peixes no final do experimento/n® de peixes no inicio do
experimento).

Os tratos digestdrios de trinta e seis peixes foram divididos em estdmago para a
determinagdo da protease 4cida e em intestino para a determinagfo da protease alcalina.
Cada porgdo foi homogeneizada em tampéo Fosfato (10 mM)-tris (20 mM)/glicerina a
4°C. Com a finalidade de verificar se houve influencia dos parimetros ambientais foi
determinada a atividade da protease exdgena.

Como solugdio de substrato da reagdo para a determinagdo da atividade
proteolitica foi utilizada caseina a 1%. Para os ensaios de pH foi usado 1 mL de tampéo
glicina/HCI 0.1 M (pH acido) e 1 ml de tampdo tris-HCl 0,1 M (pH alcalino). A
variagfio de temperatura foi de 20 a 45 °C. A variag3o da concentragdo de enzima “in
vitro” foi realizada usando protease exégena diluida na seguinte proporgdo: 0,5 g de
protease/10 mL de dgua destilada e protease enddgena contida nos homogeneizados
celulares. Apos a incubagdo da mistura a reagdo foi interrompida pela adi¢go de 250 pl
de TCA (4cido tricloroacético) a 8% e centrifugada a 3000 g por 10 minutos. A

absorbancia do sobrenadante foi medida em 280 nm (Hidalgo er al., 1999).



Para a determinagdo da atividade enzimética das proteases acida e alcalina foi
utilizada tirosina como padrfio. Uma unidade de atividade enzimatica € definida como a
quantidade de enzima necesséria para catalisar a formag&o de 1pg de tirosina por minuto.

Para garantir a homogeneidade dos peixes no inicio do experimento, estes foram
pesados (g) e a seguir os dados foram analisados através de teste “F” a 5% de
probabilidade (Ayres ef al,.2000). Os dados da biometria final dos tratamentos foram
submetidos 4 anélise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade (Mendes, 1999).

Resultados e discussio

As concentragdes de amonia total (NH;+NHy) e nitrito (NO5), e as medidas de
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade na 4gua nos tanques
experimentais, ndo apresentaram variagSes que pudessem indicar a influéncia destes
pardmetros ambientais sobre 0 desempenho dos juvenis de pirarucu (Tabela 1). Estas

variagOes estdo de acordo com as sugeridas para a criagdo da espécie (Cavero et al.,

2003).

Tabela 1. Valores médios t desvio padrio dos pardmetros da qualidade da agua,
durante o periodo experimental de juvenis de pirarucu, Arapaima gigas alimentados

com ragdo+protease.

Parametro observado Controle Protease 0,1%  Protease 0,2% Protease 0,4%
Ph 50+0,1a 49+02a 51%£0,1a 49+0,2a
Temperatura (°C) 26,7+04a 26,5+0,3a 26,6+02a 27,0+0,1a
?:S'}g::;;"dade elétrica 347+57a  319%3,1a  398+69a 364+89a
Oxigénio dissolvido (mg/L) 53+03a 54+02a 49+0,1a 52+02a
Ambonia total (NH; + NHy) 0,3+0,06a 0,4+0,1a 0,4+£0,1a 0,3+0,1a
Nitrito (mg/L) 4.10-3+10%a 4.10-3+2.10%a 5.10-3+4.10%°a  3.10-3+2.107 2
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Peixes carnivoros possuem alta exigéncia de proteina na dieta, geralmente
atribuida ao seu habito alimentar e ao uso preferencial desse nutriente como fonte de
energia dietética (Halver, 1980).

A proteina bruta é o componente mais caro das ragdes de peixes (Cheng ef al.,
2003) e a farinha de peixe ¢ tradicionalmente usada como a maior fonte de proteina na
ragio de espécies carnivoras, participando com 30 a 50% da composigédo (Hardy, 1999).

O suprimento limitado e o alto custo deste ingrediente tém for¢ado os
pesquisadores a considerar fontes alternativas de proteina (Akiyama, 1988) como o
farelo de soja que se apresenta como uma boa opgédo devido a sua qualidade nutricional,
baixo custo e boa disponibilidade no mercado (Boonyaratpalin & Tunpibal, 1998;
Regost et al., 1999).

Alguns trabalhos realizados substituindo a farinha de peixe por fontes protéicas
de origem vegetal, alertam sobre a presen¢a de fatores antinutricionais (Robaina et al.,
1997; Burel et al, 2000), que em geral sdo inibidores de proteases, limitando a
porcentagem de inclusédo da proteina vegetal na formulagfio de ragdes para espécies
carnivoras (Fowler, 1980; Boonyaratpalin & Tunpibal, 1998).

Esta situagdo pode ser melhorada utilizando proteases exégenas nas ragdes de
peixes carnivoros. Ng ef al. (2002) observaram que a adigdo de enzimas ex6genas na
ragdo aumenta o valor nutritivo do farelo de palmeira para tilapia, Oreochromis sp. €
melhora o desempenho zootécnico do salmdo do Atlantico, Salmo salar, quando
alimentado com ragdes contendo farelo de soja (Carter et al., 1994). Segundo Sheppy
(2001), a adi¢do de protease na ragio pode ajudar a neutralizar os efeitos negativos dos
fatores antinutricionais, relacionados a proteina de origem vegetal, além de otimizar a

quebra das moléculas de proteina existentes.
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A digestibilidade dos nutrientes presentes na dieta pode ser melhorada com o
uso de aditivos enziméticos, que auxiliam o processo digestivo. Entretanto, na
piscicultura, a adog#o € o uso da tecnologia de enzimas exdgenas tem sido relativamente
lenta (Officer, 2000).

Os resultados encontrados neste trabalho para a inclusio de protease ex6gena na
ragdo para alimentagdo de juvenis de pirarucu, apresentaram diferenca significativa em
relagdo ao tratamento controle (p<0,05) (Tabela 2) com relagéio aos pardmetros de
crescimento, mostrando que a digestdo de proteina contida na rac¢fo foi potencializada,
influenciando positivamente no desempenho dos peixes.

Tabela 2. Médias do peso inicial, do peso final, do ganho de peso, da taxa de
crescimento especifico, da conversdo alimentar aparente e da sobrevivéncia de juvenis

de pirarucu (4rapaima gigas) mantidos em condi¢6es experimentais e alimentados com
suplementagfo de protease exdgena durante 37 dias o,

% de inclusdo de protease na ragéo

Variaveis observadas 0,0 0,1 0,2 0,4

Peso Inicial 6,0+04a 6,0+0,52a 6,3x0,7a 6,2+£0,3a
Peso Final 16,7+2,1b 259+45a 226+25a 26,0t5,6a
Ganho de Peso 10,7+£2,0b 20,0+4,7a 16,3+2,3a 199+57a
Taxa de Crescimento especifico 2,7+03a 3,8+£0,5a 3,3+0,3ab 3,7+0,6a
Convers3o Alimentar Aparente 1,8+0,3a 0,8+0,06b 0,8+0,06b 0,8+£0,06b
Sobrevivéncia 82,5+95a 63,3+153a 80,0+173a 66,7+t 1,5a

0 Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os valores das variveis sdo apresentados como média + desvio padro.

A atividade enzimadtica da protease exdgena, utilizada neste trabalho, mostrou
padrdes adequados para seu uso na alimentag&o do pirarucu, apresentando atividade em
pH, temperatura e tempo (Figura 1), compativeis com a atividade proteolitica das
enzimas do trato digestdrio dos peixes.

O perfil 4cido da protease exdgena (Figura 1) mostrou que possui um efeito
complementar no processo digestivo na por¢do géstrica. Neste caso, a atuagdo da
enzima exdgena estd diretamente ligada a permanéncia do alimento no estdbmago,
atuando nos momentos finais quando a acidez é maior, por causa da maior concentragéo

de suco gastrico.
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O pirarucu, como os outros peixes, ¢ um animal pecilotérmico (Schmidt-Nielsen,
1996), sendo assim a temperatura do ambiente influencia diretamente na atividade
enzimética que ocorre no limen do trato digestivo. A atividade enddgena para a
protease 4cida foi de 20,46 * 2,45 Ul/mg de proteina ¢ para a protease alcalina de 74,21
+ 4,52 Ul/mg de proteina, estes resultados mostram que embora exista a suplementagiio
enzimética a secreg3o de enzimas enddgenas ocorre normalmente. A temperatura média
da 4gua durante o experimento variou entre 26 e 27 °C (Tabela 1), indicando que este
pardmetro nfio influenciou negativamente na atividade das proteases exdgenas e dos

tratos digestivos no momento da digestfo (Figura 1).

8
&

A7)
(-1
Y

£

£
~
2

Ul/mg de enzima (protease exdgens)
& &

Ul/mg de exzima (proteass extgena)
8

5- L \J v -

8
°

10 20 30 25 27 29 31 33 35
pH Tempo (mimutos) Temperatura (°C)

“w
~
L -]
(-3

Figura 1. Atividade enzimitica da protease 4cida ex6gena em razio do tempo,
temperatura e pH, utilizando casefna 1% como substrato, 100uL de protease (0,05 g/mL
de 4gua destilada).
Conclusio

A enzima digestiva exogena protease quando adicionada 3 ragfo, influencia no

desempenho zootécnico de juvenis de pirarucu.
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CAPITULO 11

Efeito da inclusio de lipase exégena no desempenho zootécnico de juvenis de

pirarucu, Arapaima gigas (Cuvier, 1829)

Resumo - O objetivo deste trabatho foi verificar o efeito da adigfo da enzima digestiva
exogena lipase na ragdo sobre o desempenho de juvenis de pirarucu. O trabalho foi
realizado com trés niveis de inclusdo da enzima, além do controle: 0, 0,1; 0,2 e 0,4%,
seguindo um delineamento inteiramente casualizado. O efeito dos tratamentos com
inclusdo de lipase ex6gena na ragdo apresentou diferenga significativa no desempenho
dos peixes (p<0,05) com relagdo ao tratamento controle. A enzima digestiva exégena

lipase, quando adicionada a ragdo, influencia no desempenho zootécnico de juvenis de

pirarucu.

The effect of exogenous lipase inclusion on growth performance of pirarucu,

Arapaima gigas, juveniles.

Abstract - The objective of this work was to verify the effect of the addition of
exogenous digestive enzyme lipase in the feed on the performance of pirarucu juveniles.
The work was carried with the inclusion of three levels of the enzyme, besides the
control; 0,0; 0.1; 0.2 and 0.4%, in a complete randomized design. Treatments effect
from the exogenous lipase inclusion in the feed presented significant difference
(p<0.05) in fish performance when compared to the control treatment. Exogenous lipase
enzyme when added to the feed presented a positive growth performance in pirarucu

juvenile.
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Introdugao

O pirarucu, Arapaima gigas, peixe de grande porte, natural da Bacia Amazonica,
pertence & familia Osteoglossidae (Nelson, 1994), € provavelmente a espécie mais
promissora para o desenvolvimento da criagdo de peixes em regime intensivo na Regigo
Amazdnica. Esta espécie caracteriza-se por um habito alimentar carnivoro motivo pelo
qual sua exigéncia por proteina € elevada (Ituassu, 2002). Possui respiragdo aérea
obrigatéria (Brauner & Val, 1996), ndo apresenta canibalismo (Bard & Imbiriba, 1986)
e é resistente a0 manuseio. Essas condi¢des facilitam seu confinamento em altas
densidades (Cavero et al., 2003).

O pirarucu em sistemas extensivos, pode chegar até 10 kg no primeiro ano de
vida (Bard & Imbiriba, 1986). Experiéncias em sistema intensivo mostram indices de
desempenho zootécnico bastante atrativos como conversdo alimentar abaixo de 1,0
(Cavero et al., 2003).

Lipidios sdo amplamente utilizados, como fonte de energia, na alimentagéo de
peixes carnivoros (Martino ef al., 2002; Hebb ef al., 2003; Chayapechara et al., 2003),
devido ao seu valor altamente energético. Seu rendimento calérico é maior com relagio
a proteinas e carboidratos (Hepher, 1988). Ainda, a disponibilidade de energia nio-
protéica nos peixes pode produzir o efeito poupador deste nutriente como foi observado
para a garoupa, Epinephelus malabaricus por Shiau & Lan (1996).

O pirarucu aceita ragdes formuladas quando treinado (Crescéncio, 2001) o que
facilita a adogdo de novas tecnologias € o teste de novos insumos através da
alimentaco. Provavelmente, com a ajuda da incluséio de enzimas digestivas exogenas
esses resultados podem melhorar ainda mais. O objetivo deste trabalho foi verificar o

efeito da adigdo de lipase exdgena na rago sobre o desempenho de juvenis de pirarucu
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Material e métodos

O trabalho foi realizado na Coordenagéo de Pesquisas em Aqiiicultura (CPAQ)
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA) no periodo de 13 de janeiro a
18 de fevereiro de 2003.

Foi testada a adig¢do de lipase exdgena em trés concentragdes (0,1; 0,2 e 0,4%)
com testemunha. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos (incluindo o controle) e 4 repetigSes, totalizando 16
unidades experimentais.

A enzima exdgena (lipase) utilizada neste trabalho foi obtida a partir do fungo
Aspergillus niger. (Alltech do Brasil).

Foram realizados ensaios enziméticos “in vitro” para os tratos digestivos de
trinta e seis juvenis de pirarucu e para as enzimas digestivas exdgenas. A atividade
enzimatica da lipase exégena e endégena foi medida segundo Gawlicka et al. (2000). O
homogeneizado foi incubado em tampéo bicarbonato de amdnio 24 mM, pH 7.8,
contendo 0,4 mM de substrato (p-nitrophenyl myristate, Sigma N2502) diluido em 0,5%
de Triton X-100. O tempo de incubagéo foi de 30 minutos e a leitura da absorbancia da
amostras em 405 nm.

Para determinar a atividade da lipase exdgena, a mesma foi diluida em agua
destilada na proporgdo de lg de lipase:20ml de &gua. Da mistura foram utilizados
100pL para incubag@o.

A ragdo utilizada no experimento foi comercial especifica para peixes
carnivoros, com 45% de proteina bruta e 3.000 kcal de energia bruta’kg de ragdo,

extrusada e triturada (Quadro 1).
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Quadro 1. Composig¢do centesimal da ragdo comercial para peixes carnivoros com 45%
de proteina e 3000 kcal de energia bruta’kg, extrusada (Purina TC45, Agribrands,
Paulinia, SP, Brasil)*.

Dados a 100% de matéria seca

Umidade (%) PB EE CH,0 Cinzas FB
8,9* 46,5* 10,5* 30,6* 10,0* 2,4%
13,0%* 45,0** 14,5%* 20,5%* 14,0** 6,0**

* Analise bromatolégica realizada no laboratério de Nutrigdo de Peixes da Coordenagio
de Pesquisas em Aquicultura/CPAQ do Instituto Nacional de Pesquisas da

Amazdnia/INPA.

** Valores fornecidos pelo fabricante da ragfo.

Legenda:

PB = Proteina bruta; EE = Extrato etéreo (gordura); CH,O = Carboidrato; FB = Fibra

bruta

Os peixes foram inicialmente pesados e medidos e distribuidos
homogeneamente em cada uma das unidades experimentais. Em cada unidade
experimental foram estocados 10 juvenis de pirarucu, com 6,6 + 0,5 g e 10,0 £ 0,1 cm
de comprimento total, os quais foram alimentados até a saciedade aparente 5 vezes ao
dia (08:00; 11:00; 14:00; 17:00 e 19:00h) durante um periodo de 37 dias.

As unidades experimentais foram formadas por tanques de pléstico de 310 L
(volume 1til de 250 L) com vaz&o aproximada de 5 L/h.

A qualidade da 4gua foi monitorada uma vez ao dia (17:00h) avaliando os
seguintes parimetros fisico-quimicos: aménia (mg/L), nitrito (mg/L), pH, temperatura
(°C), oxigénio dissolvido (mg/L) e condutividade (uS/cm?).

Ao final do experimento os peixes foram pesados e medidos para verificar o
efeito dos tratamentos sobre o desempenho dos mesmos. A partir dos resultados obtidos
foram calculados os seguintes indices de desempenho zootécnico: Ganho de peso (GP)
= peso final — peso inicial; Consumo médio de rago no final do experimento (CMFi) =
¥ Consumo médio didrio (por tanque experimental); Conversio alimentar aparente
(CAA) = CMFi / (Peso médio final — Peso médio inicial); Taxa de crescimento

especifico (TCE) = 100*(Ln Peso médio Final — Ln Peso médio inicial)/tempo (dias) e
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sobrevivéncia (S) = 100*(n° de peixes no final do experimento/n® de peixes no inicio do
experimento).

Para garantir a homogeneidade dos peixes ao inicio do experimento, estes foram
pesados (g) e a seguir os dados foram analisados através de teste “F” a 5% de
probabilidade (Ayres et al,.2000). Os dados da biometria final dos tratamentos foram
submetidos 4 analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade (Mendes, 1999).

Resultados e discussao

As concentragbes de amonia total (NH3+NHy) e nitrito (NO,), e as medidas de
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividlade na &4gua nos tanques
experimentais, ndo apresentaram variagdes que pudessem indicar a influéncia destes
parimetros ambientais sobre o desempenho dos juvenis de pirarucu (Tabela 1). Estas

variagGes estdo de acordo com as sugeridas para a criagdo da espécie (Cavero ef al.,

2003).

Tabela 1. Valores méd?os * desvip padrdo dos parimetros da qualidade da agua,
durante o periodo experimental de juvenis de pirarucu, 4rapaima gigas alimentados

com ragdo+lipase.

Parimetro observado Controle Lipase 0,1% Lipase 0,2% Lipase 0,4%
pH 50+0,2a 49%0,1a 5,1x02a 5,103 a
Temperatura (°C) 26,7+04a  268+0,1a 268+04a 26,7+03a
Condutividade elétrica (nS/cm2) 34,7+6,3a 40,5+84a 328+1,1a 44,8+ 10,7a
Oxigénio dissolvido (mg/L) 53+03a 49+03a 51+0,1a 52102a
Aménia total (NH3 + NH4) 0,3+0,05a 03+0,1a 0,3+0,08a 03+02a
Nitrito (mg/L) 410°+10%a 4.10°£4.10%a 3.10°£10%a  5.10°+3.10%,

Diversos trabalhos foram realizados testando niveis de energia a partir de
variagdes dos componentes lipidicos da rago, visando melhor aproveitamento da
proteina. Shiau & Lan (1996) ndo encontraram mudanga na taxa de crescimento da

garoupa, Epinephelus malabaricus, ao diminuir o contetido de proteina na dieta e
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Ulimg de enzima (lipase exdgena)

aumentar com lipideos o nivel energético. Isto sugere que a proteina pode ter o seu uso
otimizado quando os requerimentos caléricos sfo alcangados. Espinds et al. (2003)
sugerem que as exigéncias protéicas dos peixes podem diminuir quando o
aproveitamento de lipidios € maximizado.

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que a inclus#io de lipase
ex6gena na rago melhorou o desempenho zootécnico dos peixes. Este fato pode estar
associado ao melhor aproveitamento dos lipidios presentes na dieta, devido & digestéio
pela lipase exégena. A atividade da lipase endégena foi de 21,15 + 2,04 Ul/mg de
proteina, demonstrando que pode existir efeito agregado da atividade enzimética. Ainda,
estes resultados mostram que embora exista a suplementagio enzimética a secre¢do de

enzimas endégenas ocorre normalmente.
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Figura 1. Atividade enzimatica da lipase ex6gena em razio do tempo, temperatura e
pH, utilizando como substrato p-nitrophenyl myristate, 100pL de amilase (0,05 g/mL de
4gua destilada).

Os peixes sdio animais pecilotérmicos e regulam a sua temperatura pela
temperatura da dgua (Schimidt-Nielsen, 1996), indicando que esse parmetro ambiental
pode influenciar na atividade enzimética digestiva dos peixes. A temperatura da 4gua
das unidades experimentais manteve-se em torno de 26,7 °C, nfio afetando na atividade

das lipases ex6gena (Figura 1) e end6gena.
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A inclus@o de lipase exdgena nas ragSes potencializa a digestdo dos lipidios,
disponibilizando energia de natureza ndo-protéica e causando o efeito poupador da
proteina para fins energéticos (Hepher, 1988). Esta tendéncia foi constatada neste
trabalho, observando-se que a inclusdo de lipase exdgena na ragdo, na alimentagéo de
juvenis de pirarucu, melhorou o desempenho zootécnico (Tabela 2).

Tabela 2. Médias do peso inicial, do peso final, do ganho de peso, da taxa de
crescimento especifico, da conversdo alimentar aparente e da sobrevivéncia de juvenis

de pirarucu (4rapaima gigas) mantidos em condiz:ﬁes experimentais e alimentados com
suplementag3o de lipase ex6gena durante 37 dias ‘.

% de lipase de lipase exégena na ragdo

Variaveis observadas 0,0 0,1 0,2 0,4

Peso Inicial 6,0+04a 6,4+0,8a 63+1,0a 6,6+09a
Peso Final 16,7+2,1b 26,6+3,4a 243+53a 26,5+24a
Ganho de Peso 10,7£2,0b 204+£39a 166 +5,1a 19.8+27a
Taxa de Crescimento especifico 2,7+0,3a 3,7+0,5a 34+£09a 36+04a
Convers3o Alimentar Aparente 1,8+0,3a 0,8+0,3Db 09+0,1b 0,8+0,1b
Sobrevivéncia 82,5+9,5a 850%+129a 62,5+221a 77,5%9,5a

m Médias seguidas da mesma letra, na linha, nfo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os valores das varidveis s3o apresentados como média + desvio padrio.

Martino et al (2002) testaram diferentes niveis de inclusdo de lipidios (0%, 4%
8% e 12% na ragéo) na alimentagfo do surubim, Pseudoplatystoma coruscans. Nesse
trabalho os autores verificaram que o desempenho zootécnico do peixe melhora com o
incremento de lipidio na dieta. Individuos desta espécie também sdo capazes de
metabolizar diversos tipos de lipidios de origem vegetal (6leos de milho, de soja e de
semente de linhaga) e animal (banha de porco), sem prejudicar o desempenho (Martino
et al., 2002 a).

Incrementos proporcionais de proteina e de energia na dieta do “red drum”
Sciaenops ocellatus, melhoraram o crescimento e eficiéncia alimentar desta espécie

(McGoogan & Gatlin, 2000).
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Conclusio

A adi¢fo de lipase exdgena na ragdo influéncia no desempenho de juvenis de

3 ?f’/ pirarucu.
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CAPITULO 1V

Efeito da inclusdo de amilase exégena no desempenho zootécnico de juvenis de

pirarucu, Arapaima gigas (Cuvier, 1829)

Resumo - O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da adi¢fo da enzima digestiva
exdgena amilase na ragdo sobre o desempenho de juvenis de pirarucu. O trabalho foi
realizado com trés niveis de inclusdo da enzima, além do controle: 0, 0,1; 0,2 e 0,4%,
seguindo um delineamento inteiramente casualizado. O efeito dos tratamentos com
inclusdo de amilase exbgena na ragdo ndo apresentou diferenca significativa no
desempenho dos peixes (p>0,05) com relagdo ao tratamento controle. A enzima
digestiva exdgena amilase, quando adicionada a rag#o, ndo influencia no desempenho

zootécnico de juvenis de pirarucu.

The effect of exogenous amylase inclusion on growth performance of pirarucu,

Arapaima gigas, juveniles.

Abstract - The objective of this work was to verify the effect of the addition of
exogenous digestive enzyme amylase in the feed on the performance of pirarucu
juveniles. The work was carried with the inclusion of three levels of the enzyme,
besides the control: 0,0; 0.1; 0.2 and 0.4%, in a complete randomized design.
Treatments effect from the exogenous amylase inclusion in the feed did not present
significant difference (p>0.05) in the fish performance when compared to the control
treatment. The exogenous digestive enzyme amylase, when added to the feed, does not

have a positive effect in the growth performance of pirarucu juvenile.
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Introdugio

A inclusdo de enzimas exégenas na dieta de animais domésticos tem o objetivo
de aumentar a digestibilidade dos ingredientes utilizados, entretanto ndo tem fungio
nutricional. Sua efetividade tem sido demonstrada principalmente para cereais menos
digeriveis em relagdo a alimentos de melhor digestibilidade (Bedford, 2000). Guenter
(2002) afirmam que as principais metas da suplementagéo enzimética sio a de destruir
os fatores antinutricionais dos grdos, aumentar a digestibilidade total da ragdo e
potencializar a agdo das enzimas endégenas.

A inclusdo de enzimas exdgenas nas dietas animais reduz a sintese de enzimas
exodgenas, e com isso ocorre 0 aumento de aminoacidos disponiveis no organismo para a
sintese protéica. Segundo Zanella ef al (1999), em situagGes normais, cerca de 25% das
necessidades didrias de nitrogénio podem ser destinadas a sintese de enzimas
endogenas.

Com a finalidade de substituir a proteina animal, alguns ingredientes de origem
vegetal como o farelo de soja, sdo amplamente utilizados na composigdo das dietas
(Refstie et al., 2001; Booth et al., 2001), incorporando altos niveis de amido e tornando
obrigatério o monitoramento da capacidade do figado desses peixes de metabolizar e/ou
armazenar carboidratos (Legate et al., 2001).

Ao contrario dos peixes herbivoros e onivoros, que ndo apresentam problema
para digerir o amido por secretarem amilase em todas as porgdes do intestino e no
pancreas, nos peixes carnivoros, a utilizagdo de amido (absorvidos sob forma de
monossacarideos) como fonte de carboidratos é baixa devido & baixa secrecdo de
amilase (Hepher, 1988; Baldisserotto, 2002).

A pré-gelatinizagdo do amido através de um processo de cozimento aumenta a

sua digestibilidade e seu aproveitamento por peixes carnivoros (Hepher, 1988: Kubitza
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1998), mas ao mesmo tempo pode desnaturar as proteinas presentes no ingrediente,
importantes para o crescimento do peixe.

O pirarucu, por se tratar de um peixe carnivoro, nio foge a essa situagdo. Sendo
assim o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da adigio da enzima digestiva

ex6gena amilase na rag@o sobre o desempenho de juvenis de pirarucu.

Material e métodos

O trabalho foi realizado na Coordenagéo de Pesquisas em Aqiiicultura (CPAQ)
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) no periodo de 13 de janeiro a
18 de fevereiro de 2003. |

Foi testada a adigéo de amilase exdgena em trés concentragdes (0,1; 0,2 € 0,4%)
com testemunha. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos (incluindo o controle) e 4 repetiges, totalizando 16
unidades experimentais.

A enzima exdgena (amilase) utilizada neste trabalho foi obtida a partir do fungo
Aspergillus oryzae. A enzima foi doada pela industria Alltech do Brasil.

Foram realizados ensaios enziméticos “in vitro” para os tratos digestivos de
trinta e seis juvenis de pirarucu e para as enzimas digestivas exégenas. A atividade
amilohidrolitica foi estimada segundo o método proposto por Bernfeld (1955)
modificado. A reagio foi incubada em 1,0 mL de tampo citrato de sédio/fosfato de
s6dio mono-bésico 0,2M pH 8,0 ¢ 1 mL de solugfio de amido a 0,5% em tampéo
adicionando 100pL de homogeneizado celular. A mistura da reago foi incubada por 30

minutos a 30°C. Decorrido o tempo de reagéo, foi adicionado 250pL de sulfato de zinco

a 5% e seguidamente 250pL.  de hidroxido de bario 0,3N. Sendo a mistura da reagdo
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centrifugada a 12.000 g por 3 minutos. No sobrenadante foi estimada a concentragfo de
glicose pelo método de Park-Johnson (1949).

Para determinar a atividade da amilase exdgena, a mesma foi diluida em 4gua
destilada na proporg@io de lg de amilase:20ml de 4gua. Da mistura foram utilizados
100uL para incubag@o.

A ragdo utilizada no experimento foi comercial especifica para peixes
carnivoros, com 45% de proteina bruta e 3.000 kcal de energia bruta’kg de ragio,
extrusada e triturada (Quadro 1).

Quadro 1. Composigéo centesimal da ragéio comercial para peixes carnivoros com 45%

de proteina e 3000 kcal de energia bruta’kg, extrusada (Purina TC45, Agribrands,
Paulinia, SP, Brasil)*.

Dados a 100% de matéria seca

Umidade (%) PB EE CH,0 Cinzas FB
8,9* 46,5* 10,5* 30,6* 10,0* 2,4%
13,0%* 45,0%* 14,5%* 20,5%* 14,0** 6,0**

* Analise bromatolégica realizada no laboratério de Nutri¢do de Peixes da Coordenagio
de Pesquisas em Aquicultura/CPAQ do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amaz0onia/INPA.

** Valores fornecidos pelo fabricante da rag3o.

Legenda:
PB = Proteina bruta; EE = Extrato etéreo (gordura); CH,O = Carboidrato; FB = Fibra

bruta.

Os peixes foram pesados e medidos inicialmente e distribuidos
homogeneamente em cada uma das unidades experimentais. Em cada unidade
experimental foram estocados 10 juvenis de pirarucu com 6,6 + 0,5 ge 10,0 + 0,1 cm de
comprimento total, os quais foram alimentados até a saciedade aparente 5 vezes ao dia
(08:00; 11:00; 14:00; 17:00 € 19:00h) durante um periodo de 37 dias.

As unidades experimentais foram formadas por tanques de plastico de 310 L
(volume 1til de 250 L) com vazdo aproximada de 5 L/h.

A qualidade da agua foi monitorada diariamente, uma vez ao dia (17:00h)
avaliando os seguintes pardmetros fisico-quimicos: aménia (mg/L), nitrito (mg/L), pH,

temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg/L) e condutividade (pS/cmz) da 4gua.
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Ao final do experimento os peixes foram pesados e medidos para verificar o
efeito dos tratamentos sobre o desempenho dos peixes. A partir dos resultados obtidos
foram calculados os seguintes indices de desempenho zootécnico: Ganho de peso (GP)
= peso final — peso inicial; Consumo médio de ragéo no final do experimento (CMFi) =
T Consumo médio didrio (por tanque experimental); Conversdo alimentar aparente
(CAA) = CMFi / (Peso médio final — Peso médio inicial); Taxa de crescimento
especifico (TCE) = 100*(Ln Peso médio Final — Ln Peso médio inicial)/tempo (dias) e
sobrevivéncia (S) = 100*(n® de peixes no final do experimento/n® de peixes no inicio do
experimento).

Para garantir a homogeneidade dos peixes ao inicio do experimento, estes foram
pesados (g) e a seguir os dados foram analisados através de teste “F” a 5% de
probabilidade (Ayres er al,.2000). Os dados da biometria final dos tratamentos foram
submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade (Mendes, 1999).

Resultados e discussao

As concentragdes de amdnia total (NH;+NH,) e nitrito (NO) e as medidas de
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade na 4gua nos tanques
experimentais, ndo apresentaram variagbes que pudessem indicar a influéncia destes
parimetros ambientais sobre o desempenho dos juvenis de pirarucu (Tabela 1) e estiio
de acordo com as sugeridas para a criagdo da espécie (Cavero et al., 2003). Ainda, esses
resultados mostram que ndo interferiram na atividade enzimatica das enzimas exogenas

(Figura 1).
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mg de gicose/mg de amilase/minuto

Tabela 1. Valores médios + desvio padrdo dos pardmetros da qualidade da é&gua,
durante o periodo experimental de juvenis de pirarucu, Arapaima gigas alimentados
com ragdo+amilase .

Pardmetro observado Controle Amilase 0,1% Amilase 0,2% Amilase 0,4%
pH 50+0,1a 49+0,1a 49+02a 48+0,1a
Temperatura (°C) 26,7104 a 27,0+0,3a 26,8+0,3a 269+03a
Condutividade elétrica (uS/cm?) 34,7+£5,7a 44,7+184a 459+155a 319+42a
Oxigénio dissolvido (mg/L) 53+02a 5,0+03a 49+0,6a 50%0,2a
Ambnia total (NH; + NHy) 0,2+0,06a 03+0,1a 04+0,1a 0,3+0,05a
Nitrito (mg/L) 4.10°+£10%a  4.10° £2.10%°a 5.10°+3.10°a 4.10°+2.10%a

Figura 1. Atividade enzimética da amilase ex6gena em razo do tempo, temperatura e
pH, utilizando amido 2% como substrato, 200uL. de amilase (0,05 g/mL de 4gua
destilada).

Dentre as vérias razOes relativas & inclusfo de enzimas na dieta de animais
domeésticos, uma delas é aumentar a digestibilidade dos alimentos. Sua efetividade tem
sido demonstrada principalmente para cereais menos digerfveis em relagio a alimentos
de melhor digestibilidade (Bedford, 2600).

A utilizag3o de enzimas exdgenas nas dietas de suinos e aves reduz a sintese de
enzimas endégenas, disponibilizando mais amino4cidos para a sintese protéica (Yin ez
al., 2001). Em situagdes normais, cerca de 25% das necessidades diérias de proteina sdo
destinadas para sintese de enzimas endégenas em aves. As rages, a base de milho,

suplementadas com amilase reduziram a sintese desta enzima em 23,4% em frangos de
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corte (Zanella et al., 1999). Contudo estudos em peixes ainda ndo evidenciaram essa
relagdo.

A utilizagdo de amido pelos animais como fonte de carboidratos depende
diretamente da sua capacidade de sintetizar amilase, enzima responsavel pela digestdo
do amido, uma vez que os carboidratos sdo absorvidos sob forma de monossacarideos
(Baldisserotto, 2002).

Chow & Halver (1980) verificaram que a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss,
espécie carnivora, pode utilizar acima de 60% da glicose, sacarose ou lactose fornecida
na dieta, desde que a proporg@o de amido fornecido no alimento n#o ultrapasse 20%,
quando a digestdo deste nutriente decresce progressivamente. Podoskina et al. (1997)
concluiram que a utilizagdo de amido pela truta arco-iris € limitada apenas pela sua
baixa digestibilidade. Peres & Oliva-Teles (2002) observaram no “sea bass”,
Dicentrarchus labrax, peixe carnivoro, que o desempenho dos animais foi reduzida a
partir de niveis superiores a 25% de amido solubilizado.

Chakrabarti et al. (1995) questionam a dependéncia da atividade da amilase em
relagdo & dieta fornecida atribuindo a habilidade de digestdo de nutrientes ao habito
alimentar da espécie.

Segundo Hidalgo ef al. (1999), a atividade da amilase é baixa em espécies
carnivoras como a enguia, Anguilla anguilla, truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, e
“seabream”, Spaurus aurata. Os resultados desse estudo postulam que a atividade desta
enzima depende diretamente da dieta natural do peixe e a habilidade deste de
metabolizar carboidratos.

Apesar da glicose ndo aparentar ser a principal fonte de energia para peixes
carnivoros em relagdo a proteinas e gorduras, esta prevalece como a forma de

carboidratos mais metabolizada nas células. Sua molécula proporciona a liberagdo d
do de
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energia necessaria 4 manutengdo das fungdes bésicas do organismo dos peixes (Walton
& Cowey, 1982).

A digestibilidade dos carboidratos ¢ diretamente proporcional ao contetido de
amido solubilizado na dieta, uma vez que nesse estado adsorve moléculas de amilase.
Provavelmente, esta seja uma das principais razdes da maior digestibilidade de amido
solubilizado (Spannhof & Plantikow, 1982).

Para Corréa et al. (1998) a atividade de amilase varia de acordo com a
quantidade de amido soluvel na dieta, otimizando a sintese de amilase. Estes autores
observaram que no Pacu, Piaractus mesopotamicus, € no Tambacu, Colossoma
macropomum X P. mesopotamicus, os niveis de glicose e glicogénio muscular
respondem diretamente aos niveis intestinais de amilase. Entretanto, os resultados
encontrados neste trabalho para a inclusdo de amilase exdgena na ragdio para
alimentagdo de juvenis de pirarucu, néo apresentaram diferenga significativa em relagéo
ao tratamento controle (p>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Médias do peso inicial, do peso final, do ganho de peso, da taxa de
crescimento especifico, da conversdo alimentar aparente e da sobrevivéncia de juvenis

de pirarucu (Arapaima gigas) mantidos em condig¢des experimentais e alimentados com
suplementagdo de amilase exogena durante 37 dias (¥,

% de mc]usao de amilase na ragéo

Vari4veis observadas 0,0 0,1 0,2 0.4
Peso Inicial 59+04a 68+05a 69+04a 6,5+0,6a
Peso Final 16,7 £2,1a 21,5+50a 248+3,7a 223+21a
Ganho de Peso 10,7£2,0a 147+52a 179+40a 158+19a
Taxa de Crescimento especifico 29+03a 3,0+£0,7a 3,3+£0,5a 32+02a
Conversdo Alimentar Aparente 1,8+0,3a 1,4 +£0,5ab L1+£0,2b 1,2+0,1b
Sobrevivéncia 82,5+96a 950+5.8a 82,5+9,6a 77.5+170a

™ Médias seguidas da mesma letra, na linha, nfo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os valores das variaveis sdo apresentados como média + desvio padrdo.

Os resultados mostram que o pirarucu possui baixa atividade enzimatica
amilolitica (0,00845 + 0,00047 Ul/mg de proteina). Esta tendéncia pode estar associada

ao habito alimentar carnivoro do pirarucu, uma vez que a secre¢do de amilase em peixes
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carnivoros € baixa (Chakrabarti et al., 1995). McGoogan & Reigh (1996) num estudo
com “red drum”, Sciaenops ocellatus, peixe carnivoro, concluiram que esta espécie
utiliza maior quantidade de energia contida nos lipideos e proteinas se comparado com

os carboidratos.

Dabrowski ef al. (1992) verificaram que no Artic Charr (Salvelinus alpinus L.) o
incremento da atividade da amilase € proporcional ao desenvolvimento ontogenético de
suas estruturas digestivas. Entretanto, os autores afirmaram que a utiliza¢io de dietas
especificas pode estimular a resposta pancreatica ainda na primeira alimentagfo. Neste
trabalho a atividade enzimdtica para a amilase endégena em juvenis de pirarucu foi
muito baixa (0,00845 + 0,00047 Ul/mg de proteina) confirmando que a atividade
enzimdtica no trato digestivo dos peixes, depende dos seus habitos alimentares
(Sabapathy & Teo, 1993).

Dabrowski et al. (1992) verificaram que o decréscimo da atividade da amilase
no Artic Charr quando o alimento foi a4 base de farelo de soja estd diretamente
correlacionado com fatores inibidores contidos nos substratos vegetais para a atividade
da tripsina. Ainda verificaram que a resposta enzimética da amilase e da tripsina é
estritamente correlacionada. A inibi¢do da tripsina leva a inibigio da amilase. Neste
trabalho o desempenho dos peixes néo foi influenciado pela suplementagio com amilase
exdgena na ragdo, entretanto ndo ¢ possivel afirmar que este fato esteja relacionado a
fatores antinutricionais contidos no farelo de soja na ragfo e sim ao aproveitamento de

lipidios e proteinas como fonte energética que ocorre usualmente em peixes carnivoros

Conclusio

A adigdo de amilase exégena na ragdo ndo influencia no desempenho de juvenis

de pirarucu.
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CAPITULO V
Efeito da inclusdo de protease e lipase exégenas, e sua interagiio, na alimentacio de

juvenis de pirarucu, Arapaima gigas.

Resumo - O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito isolado das enzimas exégenas
(protease € lipase) e sua interagdo sobre o desempenho de juvenis de pirarucu,
Arapaima gigas. Este experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com esquema fatorial de 2x2. O efeito dos tratamentos com inclusio de
enzimas exogenas no desempenho dos peixes foi significativo com relagiio ao
tratamento controle (p<0,05), entretanto a interagdo dos tratamentos nio apresentou
nenhuma vantagem sobre os tratamentos com inclusio de lipase e protease
isoladamente. As enzimas digestivas exdgenas (lipase e protease), quando adicionadas 2

ragdo, possuem efeito positivo no desempenho zootécnico de juvenis de pirarucu.

Effect of exogenous inclusion of protease and lipase, and its interaction, in the

feeding of pirarucu juvenile.

Abstract — This work objective was to verify the isolated effect of exogenous enzymes
(protease and lipase) and their interaction on growth performance of pirarucu, Arapaima
gigas, juveniles. This experiment was lead in a complete randomized design in factorial
design of 2x2. Treatments effect of exogenous enzyme inclusion in the fish growth
performance was significant (p<0.05) when compared to the control treatment, however
treatments interaction did not present any advantage when using the treatments
separately with lipase or protease. The exogenous digestive enzymes (lipase and
protease), when added to the feed presented a positive growth performance in pirarucu

juvenile.
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Introdugio

Complexos enzimaticos exdgenos sdo largamente utilizados na alimentagio
animal, principalmente na suino e na avicultura (Nery et al., 2000; Freitas et al., 2000).
Entretanto, na piscicultura existe ainda uma grande resisténcia na adogio desta
tecnologia. As enzimas exdgenas potencializam a digestdo de nutrientes (Cardenete er
al., 1993), permitindo a incorporag@o de ingredientes antes sub-aproveitados.

Atualmente, ensaios “in vitro” sdo realizados com a finalidade de verificar o
potencial digestivo das enzimas dos animais sobre os ingredientes utilizados na
elaboragdo das ragdes (Moyano & Savoie, 2001). Outra tendéncia atual se refere a
inclusdo de enzimas exdgenas na dieta de animais domésticos e tem o objetivo de
aumentar a digestibilidade dos ingredientes utilizados. Sua efetividade tem sido
demonstrada principalmente para cereais menos digeriveis em relagdo a alimentos de
melhor digestibilidade (Bedford, 2000).

Experiéncias realizadas por Barroso et al (2002) na alimentagdio do robalo,
Centropomus parallelus, substituindo a farinha de peixe por farelo de soja em 20%
resultaram em ganho de peso superior a ragio basal contendo 65% de farinha de peixe.
Entretanto, o farelo de soja possui alguns fatores antinutricionais (Moyano Lopez et al.,
1999), abrindo precedentes para a reavaliagdo do potencial nutricional dos ingredientes
utilizados na alimentagdo animal.

O desenvolvimento de ragSes balanceadas que atendam as exigéncias
nutricionais dos peixes carnivoros (Kubitza, 1995), dentre eles o pirarucu, e que estejam
adaptadas aos orgéos digestivos dessas espécies (Kolkovski, 2001) s3o requisitos muito
importantes para o sucesso da criagdo intensiva desses peixes (Mendoza, 1996).

As restrigbes para a criagdo intensiva do pirarucu estavam relacionadas

principalmente ao seu habito alimentar, fato que dificultaria a aceitagdio de alimento
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artificial. Esse entrave foi superado uma vez que o pirarucu aceita ragdes balanceadas
(Honczaryk & Maeda, 1998) quando treinado (Cavero ef al., 2003) € o uso de atrativos
alimentares (Crescéncio, 2001) contribuem para o sucesso desse processo de adaptagdo.
Esta nova situag#o facilita a adog&@o de novas tecnologias e o teste de novos insumos por
meio da alimentagdo.

A aplicagdo de enzimas digestivas exdgenas pode permitir a reavalia¢do do uso
de fontes alimentares alternativas, que ja foram testadas porém ndo apresentaram
resultados satisfatérios, no desempenho e na sobrevivéncia de peixes carnivoros.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adi¢do de lipase e protease

exégena e sua interagdo na rago sobre o desempenho de juvenis de pirarucu.

Materiais e métodos

O trabalho foi realizado na Coordenagéo de Pesquisas em Aqiiicultura (CPAQ)
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) no periodo de 27 de fevereiro
a 26 de margo de 2003.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com
esquema fatorial 2x2 com testemunha no qual foi estudado o efeito da adigio das
enzimas digestivas (protease e lipase) cada uma delas com dois niveis, auséncia e
presenga (adigdo de 0,1% na ragdo). Cada tratamento teve cinco repetigdes, totalizando
20 unidades experimentais, formadas por tanques de pléstico de 310 L (volume 1til de
250 L) com vazéo aproximada de 5 L/h.

Em cada unidade experimental foram estocados 10 juvenis de pirarucu com peso
médio inicial de 23,5 + 1,4 g € 15,2 + 1,0 cm de comprimento total. Para verificar a
homogeneidade das amostras os dados da biometria inicial foram analisados pelo teste

“F” a 5% de significancia (Mendes, 1999).
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Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente 5 vezes ao dia (08:00;
11:00; 14:00; 17:00 e 19:00h) durante um periodo de 28 dias. A ragdo utilizada no
experimento foi comercial especifica para peixes carnivoros, com 45% de proteina bruta
e 3.000 kcal de energia bruta/kg de ragdo, extrusada e triturada (Quadro 1).

Quadro 1. Composi¢do centesimal da rag@o comercial para peixes carnivoros com 45%
de proteina e 3000 kcal de energia bruta/kg, extrusada (Purina TC45, Agribrands,
Paulinia, SP, Brasil)*.

Dados a 100% de matéria seca

Umidade (%) PB EE CH,0 Cinzas FB
8,9* 46,5* 10,5* 30,6* 10,0* 2,4%
13,0** 45,0** 14,5%* 20,5%* 14,0** 6,0**

* Anilise bromatoldgica realizada no laboratério de Nutrigdo de Peixes da Coordenagéo
de Pesquisas em Aquicultura/CPAQ do Instituto Nacional de Pesquisas da

Amazonia/INPA.
** Valores fornecidos pelo fabricante da ragdo.

Legenda:
PB = Proteina bruta; EE = Extrato etéreo (gordura); CH,0O = Carboidrato; FB = Fibra

brote A ragdo foi triturada para facilitar a inclusdo das enzimas exégenas. A inclusdo
foi realizada nas seguintes proporgSes: Controle (tratamento 1), 0,1% de lipase
(Tratamento 2), 0,1% de protease (tratamento 3) e 0,1% de lipase + 0,1% de protease
(tratamento 4).

A qualidade da agua foi monitorada, uma vez ao dia (17:00h) avaliando os
seguintes parametros fisico-quimicos: amédnia (mg/L), nitrito (mg/L), pH, temperatura
(°C), oxigénio dissolvido (mg/L) e condutividade (uS/cm).

Ao final do experimento os peixes foram pesados e medidos para verificar o
efeito dos tratamentos sobre o desempenho dos mesmos. A partir dos resultados obtidos
foram calculados os seguintes indices de desempenho zootécnico: Ganho de peso (GP)
= peso final — peso inicial; Consumo médio de rag&o no final do experimento (CMFj) =
¥ Consumo médio didrio (por tanque experimental); Conversio alimentar aparente

(CAA) = CMFi / (Peso médio final — Peso médio inicial); Taxa de crescimento

especifico (TCE) = 100*(Ln Peso médio Final ~ Ln Peso médio inicial)/tempo (dias) e
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sobrevivéncia (S) = 100*(n° de peixes no final do experimento/n°® de peixes no inicio do
experimento).
Os dados da biometria final dos tratamentos foram submetidos 4 analise de

varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (Mendes,

1999).

Resultados e discussio

As concentragGes de amonia total (NH3+NH,) e nitrito (NO;"), e as medidas de
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade na &4gua dos tanques
experimentais, ndo apresentaram variagdes que pudessem indicar a influéncia destes
parimetros ambientais sobre o desempenho dos juvenis de pirarucu (Tabela 1) e estdo
de acordo com as sugeridas por Cavero et al. (2003) para a criagdo da espécie.
Tabela 1. Valores médios + desvio padrdo dos pardmetros da qualidade da 4gua,
durante o periodo experimental na criagdo de juvenis de pirarucu, Arapaima gigas

mantidos em condigGes experlmentals e alimentados com suplementagdo de lipase e
protease exogena durante 28 dias". L+P = Lipase + Protease.

Parametro observado Controle Lipase (0,1%) (Protease 0,1%) L+P

pH 52+0,2a 51+£0,1° 51£0,1a 52+0,1a
Temperatura (°C) 26,6 +0,1a 26,8+0,1a 26,7+0,1a 26,6 £0,1a
Condutividade elétrica (uS/cm2) 78,9+21,8a 86,4+226a 82,5+239a 74,7+25,7 a
Oxigénio dissolvido (mg/L) 34+0,7a 3,7+03a 36%0,1a 3,1+04a
Aménia total (NH3 + NH4) 0,17 £0,06 a 0,18+0,08a 0,17+£0,07a 0,23+0,06a
Nitrito (mg/L) 2.10°+£9.10°a 3.10°+1.10%a 3.10°+£2.10%a 4.10%+2.10%,

Os valores encontrados para o oxigénio dissolvido na 4gua dos tanques foram
relativamente baixos, se comparados & influéncia que este pardmetro pode oferecer a
peixes de respiragdo branquial obrigatéria (Vinatea, 1997). No caso do pirarucu esta
influéncia é minimizada devido a sua respiragdo aérea obrigatéria, que lhe permite
tolerar 4guas com baixa disponibilidade de oxigénio (Brauner & Val, 1996).

Os resultados encontrados nesta fase do experimento, para os parametros de

desempenho, mostram a mesma tendéncia que os experimentos da primeira fase
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(Capitulo I1I e IV). Portanto, as interagdes da inclus@o de lipase e protease exdgenas n3o
apresentaram efeito superior no desempenho de juvenis de pirarucu quando comparadas
com a incluso dessas enzimas isoladamente (Tabela 2).

Tabela 2. Médias do peso inicial, do peso final, do ganho de peso, da taxa de
crescimento especifico, da conversédo alimentar aparente e da sobrevivéncia de juvenis
de pirarucu (4rapaima gigas) mantidos em condigdes experimentais e alimentados com
suplementagdo de lipase e protease exdgena durante 28 dias M 14+p = Lipase +
Protease.

% de inclusdo de protease na ragio

Variaveis observadas Controle Lipase (0,1%) Protease (0,1%) L+P
Peso Inicial 228+14a 24,1+1,5a 23,1+1,7a 244+ 1,0a
Peso Final 3431460 447+72a 43,8+6,3a 443+35a
Ganho de Peso 11,5+3,8b 20,7t49a 196+49a 199+44a
Taxa de Crescimento especifico 1,4+£0,3b 22+03a 2,1£03a 2,1+03a
Conversdo Alimentar Aparente 28+05a 19+04a 2,0+0,5a 2,0+04a
Sobrevivéncia 700+17,3a 76,6+153a 76,6 +£5,7a 70,0+ 10,0a

™M Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os valores das varidveis sdo apresentados como média + desvio padrdo.

Giri et al. (2000) verificaram que a adi¢@o de visceras de frango e de peixes na
dieta de Clarias batrachus pode ser uma alternativa para a substitui¢io de farinha de
peixe, uma vez que possuem boa digestibilidade e estimulam a atividade enzimatica de
amilase e protease endégena. Entretanto, a secagem da ragéo, no referido trabalho, foi
realizada a 55°C e pode ndo ter inativado as enzimas presentes nas visceras de frango e
de peixe, funcionando como um complexo enzimatico digestivo, aumentando a
digestibilidade da ragéo.

Yin et al. (2001) testaram o efeito de um complexo enzimatico formado por
carboidrases € proteases na alimentagdo de suinos e verificaram que melhora a
digestibilidade da matéria seca, energia bruta e proteina bruta. Entretanto a atividade
proteolitica € diminuida quando sdo realizadas combinag¢des com carboidratos ndo-
amilaceos, como as variedades de cevada sem casca Silki, Phoenix e Falcon que

possuem baixa digestibilidade.
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Neste trabalho foi verificado que a interagdo das enzimas digestivas exdgenas
protease e lipase melhoram o desempenho de juvenis de pirarucu, mas ndo apresentam

vantagem com relag@o a sua atuagdo isolada.

Conclusao
As enzimas digestivas exdgenas lipase € protease, € sua interagdo, quando

adicionadas a ragdo, influenciam no desempenho zootécnico de juvenis de pirarucu.
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Consideragdes Finais

Provavelmente com a ajuda de enzimas exdgenas incluidas nas ragdes de peixes
carnivoros (principalmente lipases e proteases) seja possivel a diminuigdo das
exigéncias por proteina e energia que este tipo de animais demandam, uma vez que as
proteinas e as gorduras de origem vegetal podem ter a sua digestio otimizada
melhorando o desempenho zootécnico e contribuindo com a diminui¢do de excretas
nitrogenadas, minimizando a influéncia desses nutrientes sobre a qualidade da 4gua dos

criatorios.

Recomendacdes
De acordo com os resultados deste trabalho recomenda-se o treinamento
alimentar com alimento vivo como dieta inicial e a adigdo de lipase ou protease

exdgena, a 0,1% na rag@o, para a criagdo intensiva de juvenis de pirarucu, Arapaima

gigas.
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