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SINOPSE

Avaliou-se a digestibilidade de oito ragdes experimentais para pirarucu com niveis
crescentes de substituigdo de farinha de peixe por proteina de origem vegetal com e sem a
adi¢io de protease exdgena. Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) foram
analisados separadamente para os grupos com e sem protease e da interagdo entre 0s niveis
de substituigdo e protease. Os valores dos CDA encontrados foram abaixo do esperado para
os tratamentos sem enzima e ndio houve diferenca significativa (p>0,05) entre os CDA
desses tratamentos. A substituigio de 60% da farinha de peixe apresentou valores de
digestibilidade aceitaveis enquanto a adi¢io de protease exbgena aumentou a
digestibilidade aparente no tratamento com 30% de substitui¢&o.

Palavras-chave: 1. Piscicultura 2. Arapaima gigas 3. Nutrig@o 4. Peixes carnivoros 5.
Protease exdgena 6. Proteina Vegetal




2990999900000 000000000006

3123232333339

)

3

“Fazer da interrupcdo um caminho novo, da queda um
passo de danca, do medo uma escada, do sono uma ponte,
da procura um encontro, pois de tudo ficaram trés coisas: a
certeza de que ele estava apenas comegando, a certeza de
que era preciso continuar e a certeza de que seria

interrompido antes de terminar”. Fernando Sabino

11
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RESUMO

O pirarucu, Arapaima gigas, é uma espécie de habito alimentar camivoro e elevado valor
comercial. A farinha de peixe é a principal fonte de proteina usada nas ragdes comerciais
para peixes carnivoros. Seu alto custo tem levado & utilizagdo de fontes alternativas de
proteina como as de origem vegetal, porém a presenca de fatores anti-nutricionais limitam
sua porcentagem de inclus@o nas ragdes para camivoros, por diminuirem a digestibilidade
da proteina. A adicio de enzimas nas dietas, como a protease, pode melhorar a
digestibilidade e o valor nutritivo dos ingredientes. Neste trabalho estudou-se o efeito da
inclusdo de protease exdgena em dietas nas quais se substituiu a farinha de peixe por
proteina de origem vegetal sobre a digestibilidade da fragdo protéica. O experimento foi
conduzido em um delineamento fatorial de duas entradas: quatro niveis de substitui¢io
protéica (15%, 30%, 45% e 60%) e dois niveis de protease exdgena (0,0% e 0,1%)
perfazendo oito tratamentos. Para a coleta das fezes utilizou-se o método de coleta por
decantagiio em coluna d’4gua. A substituigio de pelo menos 60% de farinha de peixe por
fontes protéicas de origem vegetal (farelo de soja + protenose) nio resultou em diferencas
significativas nos coeficientes de digestibilidade aparente analisados enquanto que a adi¢do
de protease nio proporcionou diferengas significativas na digestibilidade das ragdes entre
os tratamentos de 30% e 60% de substituigdo. A adi¢do de enzima em dieta de 30% de
substituigdo de farinha de peixe por fontes protéicas de origem vegetal aumentou os
percentuais dos coeficientes de digestibilidade total, de proteina e de energia em relagdo a

dieta sem adigdo de protease em pelo menos um nivel de substituig¢go.
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ABSTRACT

Pirarucu, Arapaima gigas, is a camivore fish species and has a high commercial
value. Fish meal is the main protein source used in commercial feeds for camnivore fish. Its
high cost have led to the use of altemative vegetal sources, even though, anti-nutritional
factors limits its percentages inclusion in carnivore feeds due to a lower protein
digestibility. Enzymes addition, as protease, on the diets can improve digestibility and
ingredient nutritional value. This work studied juvenile pirarucu digestibility after
exogenous protease inclusion in diets with vegetable protein in substitution of fish meal.
The experiments were conducted at the fish culture station from Coordenagio de Pesquisas
em Aquacultura - INPA using a two way factorial design: four levels of protein substitution
and two enzymatic (presence and absence) compromising eight treatments (experimental
feeds). Feaces collection method used was a settling water column. The replacement of
60% of fishmeal for plant sources (soybean meal + comn gluten meal) did not generate
significant differences in the apparent digestibility coefficients (ADC) analyzed, while the
addition of protease did not provide significant differences in the digestibility of the
experimental feed between the 30% and 60% replacement treatments. The enzyme addition
in diet with 30% fishmeal for plant sources replacement increased the percentages of the

total, protein and energy ADC in relation to the same diet without protease.
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1. INTRODUCAO

O pirarucu, Arapaima gigas, espécie natural da bacia amazdnica, & caracterizado por
ser um peixe rustico, apresentar respiragdo aérea obrigatoria (Fontenele, 1955), habito
alimentar carnivoro (Imbiriba, 2001), podendo alcangar até 3 metros de comprimento e 200
kg de peso (Souza & Val, 1991). A auséncia de espinhas intramusculares, o rendimento
médio de carne de 57% (Imbiriba et al., 1994) e a excelente palatabilidade de sua carne
fizeram deste peixe uma espécie de elevado valor comercial (Saint-Paul, 1986). Trabalhos
recentes demonstraram que juvenis de pirarucu com peso final de aproximadamente trinta e
sete gramas, apresentam uma facil aceitagdo de ragdo comercial, quando treinados ainda
jovem (Crescéncio, 2001), enquanto Cavero (2003), trabalhando com a mesma espécie com
peso médio de cento e quinze gramas ao final do experimento, ndo observou canibalismo
quando os animais foram confinados em altas densidades. Gandra (2002) observou que
juvenis de pirarucu com peso médio final de cento e cinqiienta gramas, requerem pouco
esforgo no manejo alimentar, sendo recomendada uma frequéncia de arragoamento de duas
vezes ao dia. 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 opgo para a piscicultura. Entretanto, a falta de tecnologia para
a produgdio em massa de juvenis, por meio do manejo de reprodutores, o prego de venda
desses juvenis e a recomendagio de niveis de proteina bruta superiores a 42% na ragdo de
juvenis (Ituassu, 2002), sdo os maiores empecilhos para o desenvolvimento da criagdo desta

espécie em escala comercial.

A alimentagdio representa uma parte importante nos custos dos cultivos aqiicolas,

contribuindo com percentuais que variam de 40 a 60% dos cuslos operacionais nesta
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atividade (Cheng et al., 2003). Esse percentual, entretanto, pode ser maior, dependendo da
regido, do sistema aplicado ou da espécie cultivada.

Peixes camnivoros possuem uma alta exigéncia de proteina na dieta, geralmente
atribuida ao seu habito alimentar e ao uso preferencial desse nutriente como fonte de
energia na dieta (Halver, 1980). Segundo Cheng et al. (2003) a proteina bruta (PB) € o
componente mais caro das ragdes de peixes. Hardy (1999) afirma que a farinha de peixe
tem sido tradicionalmente usada como a maior fonte de proteina na ragdo de peixes,
participando com 30 a 50% da composi¢@io na maioria das ragdes comerciais para peixes
camivoros.

O suprimento limitado e o alto custo da farinha de peixe tém forcado os
pesquisadores a considerar fontes alternativas de proteina (Akiyama, 1988). Dentre as
fontes vegetais, o farelo de soja apresenta-se como uma boa opgao devido a sua qualidade
nutricional, baixo custo e disponibilidade (Boonyaratpalin & Tunpibal, 1998; Regost e al.,
1999).

Trabalhos realizados objetivando a substituigio da farinha de peixe por fontes de
origem vegetal, alertam sobre a presenga de fatores anti-nutricionais (Hardy, 1996; Robaina
et al., 1997; Burel er al,, 2000). Estes fatores sio, em geral, inibidores de protease, que
limitam a porcentagem de inclusdo da proteina vegetal na formulagdio de ra¢Ses para
espécies camivoras, por diminuirem a digestibilidade desta proteina (Fowler, 1980;
Boonyaratpalin & Tunpibal, 1998).

A digestibilidade de um ingrediente da ragdo depende principalmente de sua
composigio quimica aliada 4 capacidade digestiva da espécie que ¢ alimentada (McGoogan
& Reigh, 1996). Assim, quanto mais digestivel for um nutriente, maior sera a sua

disponibilidade para absorg&o e menor a quantidade excretada pelo peixe.




FPA BRI 39909009D99333393303P0099D 0000000000000 00000F0

A determinagdo da digestibilidade dos nutrientes de cada componente da dieta € um
pré-requisito necessario para a formulagdo de dietas bioldgica e economicamente
otimizadas (Shipton & Britz, 2001). Os métodos de coleta de fezes para a determinagio da
digestibilidade aparente podem variar de acordo com a espécie estudada ou com o objetivo
proposto. Silva (1997) utilizou com sucesso incubadoras para ovos de peixes, adaptadas a
coleta de fezes, para determinar a digestibilidade de frutos e sementes amazdnicos em
tambaqui, Colossoma macropomum.

A digestibilidade dos nutrientes presentes na dieta pode ser melhorada com o uso de
aditivos enzimaticos, que auxiliam o processo digestivo. O uso de enzimas como aditivo
alimentar na nutrigio animal estd bem estabelecido (Kirk er a/, 2002). Entretanto, na
piscicultura, tem sido relativamente lenta a adogfio de enzimas alimentares, pela insisténcia
em manter a farinha de peixe como maior fonte de proteina, especialmente para espécies
carnivoras (Officer, 2000).

A maioria dos experimentos com enzimas ¢ baseada na adi¢fio destas as dietas.
Oliva-Teles et al. (1998) trabalhando com fitase na dieta de juvenis de “seabass”,
Dicentrarchus labrax, obtiveram um aumento na digestibilidade do fosforo, o que
acarretaria, segundo os autores, uma diminui¢io na necessidade de suplementagdo de
fosforo na dieta bem como uma diminui¢io da descarga de fosforo nos efluentes. Ng et al.
(2002) afirmam que o uso de enzimas suplementares aumenta o valor nutritivo do farelo de
torta de dendé para tilapia, Oreochromis sp. Carter et al. (1994) conseguiram melhorar o
crescimento e a conversdo alimentar de salmio do Atlantico, Sa/mo salar, usando enzimas
suplementares que continham protease, em ragdes com farelo de soja. Segundo Sheppy

(2001), a adi¢do de protease na ragfio pode ajudar a neutralizar os efeitos negativos dos
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fatores anti-nutricionais, relacionados a proteina de origem vegetal, além de otimizar a
quebra das moléculas de proteina existentes.

Neste trabalho estudou-se a influéncia da inclusio de niveis crescentes de proteina
vegetal e da suplementacdo enzimatica com um complexo de proteases na digestibilidade
aparente da dieta para juvenis de pirarucu, ampliando assim os conhecimentos para a

criagdio do pirarucu em cativeiro e uma possivel diminuigio dos custos de produg&o.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Geral
Avaliagdo da inclusdo de protease exdgena sobre a digestibilidade das dietas com
niveis crescentes de substitui¢fio de farinha de peixe por proteina de origem vegetal para

juvenis de pirarucu.

1.2.2. Especificos

e Auvaliar a digestibilidade aparente das dietas com substitui¢do de farinha de peixe
por proteina de origem vegetal em juvenis de pirarucu.

e Avaliar o efeito da inclusio de protease exogena sobre a digestibilidade aparente da
proteina nas ragdes experimentais para juvenis de pirarucu.

e Auvaliar o efeito da adigdo de protease exdgena sobre a digestibilidade aparente da
proteina em ragdes com substitui¢io crescente de farinha de peixe por proteina de

origem vegetal, fornecidas a juvenis de pirarucu
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Coordenagdo de Pesquisas em Aqicultura

(CPAQ) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), Manaus, Amazonas.

2.1. Animais

Neste experimento foram utilizados juvenis de pirarucu, com peso médio de

2.624,90 + 501,13g treinados para aceitagdio de ragdo seca, pertencentes ao plantel de

animais da CPAQ.

2.2. Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em um esquema fatorial 4 x 2, perfazendo 8
tratamentos (Tabela 1). O primeiro fator testado foi a substitui¢do parcial da farinha de
peixe por niveis crescentes (15%, 30 %, 45% e 60 %) de proteina vegetal (farelo de soja e
farelo de gliten de milho) e o segundo fator testado foi a inclusdo ou nio de protease
(0,1%, a recomendagéo do fabricante).

Dezesseis grupos de seis pirarucus foram utilizados neste experimento. Cada grupo
foi alojado em tanques-rede de pequeno volume (1m®) mantidos em tanques de alvenaria
com fundo de argila, com troca diaria de agua e monitoramento semanal dos pardmetros
fisico-quimicos da 4gua. Cada grupo (tanque-rede) foi utilizado para a coleta de dois
iratamentos diferentes perfazendo num total de 32 unidades experimentais (u.e.), onde cada
ue. foi considerada como a quantidade de fezes coletadas necessiria para uma

determinagdo da digestibilidade aparente de cada uma das ragoes testadas.
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Em cada etapa cada tanque-rede foi alimentado com ragdes diferentes para que as

réplicas de cada tratamento tivessem suas amostras coletadas em tanques-rede diferentes.

Tabela 1. Interacdo entre os niveis de substitui¢io de farinha de peixe por proteina
de origem vegetal (farelo de soja + farelo de gluten de milho) com e sem protease exdgena

em dietas experimentais para juvenis de pirarucu (4rapaima gigas).

Niveis de Substituigdo Protéica

Protease
(15%) (30%) (45%) (60%)
Sem (T1) (T2) (T3) (T4)
Com (T5) (T6) (T7) (T8)
2.3. Racades
2.3.1. Formulacéo

As fontes protéicas de origem vegetal escolhidas para compor as ragdes e substituir
a farinha de peixe foram o farelo de soja e o farelo de gluten de milho, os quais estdo
disponiveis no comércio de Manaus/AM (Tabela 2), assim como os demais ingredientes
utilizados na elaboragdo das ra¢Ses deste experimento.

O farelo de soja, apesar de possuir um bom balanceamento de aminoacidos
essenciais (AA), é pobre em aminoacidos sulfurados (AS), principalmente metionina
(NRC, 1993). Por isso, foi utilizado o farelo de gluten de milho para compensar essa
caréncia (NRC, 1993).

O oxido de cromo (Cr;0s;) foi incorporado como marcador inerte a uma

concentragio de 0,5 % (Ng & Wilson, 1997), presente na formulagdo apenas nos dias de

coleta de fezes.
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Foram formuladas oito ragdes isoprotéicas (~ 44% proteina bruta na matéria seca) e
isocaloricas (EB/PB = ~ 11,7 kcal/g) correspondente 4 interagdo entre os quatro niveis de

substitui¢io e a presenga ou auséncia de protease (Tabela 3).

Tabela 2. Formulagio das dietas experimentais com niveis crescentes de
substitui¢do de farinha de peixe por proteina de origem vegetal (farelo de soja + farelo de

gliten de milho) com (c) e sem (s) protease exogena, fomecidas para juvenis de pirarucu

(Arapaima gigas).
Ingredientes Niveis (%) dos ingredientes por tratamento
T: T, Ts Ty Ts Te T, Tsg

Farinha de Peixe 42,0 31,0 21,0 105 42,0 31,0 21,0 105
Farelo de Soja 160 250 30,0 350 159 249 299 350
Farelo de Gluten de Milho 70 11,0 170 225 70 11,0 17,0 225
Farinha de Trigo 290 245 220 195 290 245 220 195
Oleo de Soja 50 75 90 115 50 75 90 115
Premix * 10 10 10 10 10 1,0 1,0 10
Protease** 00 00 00 00 01 0,1 0,1 0,1

* Composigdo do premix vitaminico e mineral por kg: fosforo 0,5%;, cobre 2,66mg; ferro 16,66mg;iodo 0,25mg;
manganés 25mg; zinco 16,6mg; vit. A 3,33UIL; vit. E 2UI; vit. C 1,000 ppm, Vit. D3 800U, vit B10,46mg;

vit. B12 3,33mg; vit B2 1,66mg; vitK 0,52mg.

**Experimental Protease Protocolo n® 02- D - 394 / Batch n® 02 — LS — 174 Alltech do Brasil
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Tabela 3. Composigdio centesimal aproximada das ragdes contendo niveis crescentes de
substitui¢do de farinha de peixe por proteina de origem vegetal (farelo de soja + farelo de

gliten de milho) com (c) e sem (s) protease exogena fornecidas para juvenis de pirarucu

(Arapaima gigas).
Racdes Testadas (%)

Composicao centesimal (%) T, T, Ts T, Ts Ts T, Ts
Umidade 11,7 9,3 82 72 11,0 103 11,9 98
Proteina bruta 43,6 433 439 444 442 442 443 456
Extrato etéreo 142 149 142 152 133 144 142 129
Fibra bruta 1,9 1,1 1,5 2,1 1,3 1.8 1,5 1,7
Extratos nfo nitrogenados 30,0 324 328 325 313 323 327 334
Cinzas 103 83 76 58 99 13 13 64
Energia Bruta* (Kcal/100g ) 5033 5180 5165 5275 503,5 5180 5183 516,22
EB:PB 11,54 1196 11,76 11,88 11,39 11,72 11,70 11,32

* Energia bruta estimada com base nos valores calculados de energia para proteina (5,64
kcal/g), extrato etéreo (9,44 kcal/g) e carboidratos (4,11 kcal/g) (NRC, 1993).

2.3.2. Processamento

Os ingredientes utilizados na composigo das ragdes foram pesados em balanga
METTLER modelo P-1200 com a capacidade de 1,2kg e 0,01g de precisdo. Apés a
pesagem os ingredientes foram misturados, umedecidos, e em seguida processados em
moedor de came marca C.A.F. modelo 22-S, com matriz de 6 mm, para a formagdo de
peletes. Para secagem dos peletes utilizou-se uma estufa com circulagdo de ar marca
Marconi, modelo MA 035 a temperatura constante de 30 °C. As ragGes experimentais

foram guardadas em sacos plasticos de 2kg e armazenadas em freezer de onde eram

removidas a medida da necessidade.
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2.4. Manejo dos Peixes

Foi realizada biometria utilizando-se uma balan¢a da marca FILIZOLA, modelo
CS-15 com capacidade de 15 kg e 5g de precisdo e ictidmetro com precisdo de 0,1 cm. Em
seguida os pirarucus foram distribuidos nos tanques-rede e estes identificados, apds sorteio,
pelos tratamentos a que foram submetidos.

Houve um periodo de aclimatagio de dez dias ao ambiente e manejo alimentar do
experimento. Neste periodo os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (08:30 e
16:30h) até a saciedade aparente com ragdo peletizada. No dia das coletas de fezes, os
peixes foram alimentados, pela manhd, com ragdes contendo o marcador inerte oxido de
cromo (Cr203).

No dia anterior & coleta das fezes os peixes néo foram alimentados para que néo
houvesse mistura entre as racdes de manutengéo e de coleta. Apos a coleta das fezes, os
peixes foram recolocados em seus respectivos tanques-rede. Esse procedimento foi repetido

até que a quantidade de fezes necessaria para a analise bromatologica tivesse sido coletada.

2.4.1. Coleta de Fezes

O método de coleta das fezes utilizado neste experimento foi por decantagdo em
coluna d’agua, sem aeragéio ou renovagéo de agua.

No dia da coleta do material fecal os peixes foram transportados do tanque-rede
para os coletores de fezes, aproximadamente quinze minutos apos a primeira alimentagio

(08:30h), quando verificada a saciedade aparente.
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Em cada coletor foram alojados seis pirarucus durante 24 h. Durante esse periodo as
fezes decantadas na parte terminal dos coletores foram retiradas, homogeneizadas,
formando uma amostra para cada tanque-rede, e congeladas imediatamente para posterior
liofilizagdo e analises bromatologicas.

Em algumas coletas a quantidade de material coletado néo foi suficiente para as
analises, assim os peixes continuaram sendo alimentados, com o mesmo tratamento, no
horéario programado e outras coletas foram realizadas até a obtencdo da quantidade de
material fecal necessario para a realizagfio das analises de digestibilidade. O nimero de
vezes que cada tanque-rede foi utilizado foi varidvel em fungdo da quantidade de fezes
obtidas em cada coleta.

Os coletores foram lavados com jatos d’agua para retirada de residuos ou quaisquer

tipos de contaminagdo, estando preparados para receber os peixes do proximo tratamento.

2.4.2, Coletor

Para a coleta de fezes utilizaram-se dois cones de fibra de vidro com volume
aproximado de 600 1 (Fig. 1). Na saida d’4gua, localizada na porg&o inferior dos cones foi
instalada uma mangueira transparente com volume de 50 ml, intercalada por dois registros
hidraulicos (Fig.2). Internamente foi instalada uma tela circular, no fundo dos cones
(coletor) para separar as 4reas destinadas 4 permanéncia dos peixes e a decantagdo das fezes

para evitar uma maior lixiviagdo do material.

10
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Figura 1. Vista geral das caixas conicas usadas como coletor de fezes por decantagio em

coluna d’4dgua utilizado para os estudos de digestibilidade em juvenis de pirarucu,

Arapaima gigas.

- Registro 1

Mangueira transparente

= Registro 2

Figura 2. Adaptagdo da saida de dgua para coleta das fezes decantadas na parte terminal das

caixas cénicas (coletor de fezes) para juvenis de pirarucu, Arapaima gigas.
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2.5. Andlise das Fezes

Imediatamente apés a coleta das fezes em cada unidade experimental as amostras
foram homogeneizadas e colocadas em placas de Petri para congelamento. Apds o
congelamento as fezes foram liofilizadas, e as escamas, bem como qualquer outro material
estranho s amostras que possam ter ocorrido foram retiradas, sendo as fezes moidas em
seguida para a realizagio das analises bromatoldgicas e determinaggo do oxido de cromo.
Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da proteina das ragdes foram
calculados através da equagdo (Jobling, 2001):
A=100-100[(X A/ Xp)x(Ys/YA)]
Onde:
A = digestibilidade
X a = concentragdo de marcador na ragio
Xg = concentra¢io de marcador nas fezes
Y A= concentragdo de nutriente na ragéo

Ys= concentragdo de nutriente nas fezes
2.7. Composiciio Centesimal
As analises da composi¢io centesimal dos ingredientes, ragdes e fezes foram

realizadas segundo a metodologia descrita pela A.O.A.C. (1997). As anlises foram

realizadas no Laboratério de Nutri¢@o de Peixes/ CPAQ / INPA.

12
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2.7.1 Umidade

A umidade foi determinada considerando-se a perda de peso durante a pré-

secagem, mais o peso perdido quando as aliquotas do material foram submetidas a

temperatura de 105° C até peso constante.

2.7.2. Proteina bruta (PB)
Foi calculada nas amostras através da determinagfio do nitrogénio total, pelo
método de micro-Kjeldahl. As concentragdes de proteina bruta das amostras foram obtidas

multiplicando-se os valores de nitrogénio total pelo fator de conversdo 6,25.

2.7.3. Extrato etéreo (EE)

Os teores de extrato etéreo (fragiio lipidica) foram determinados por extrago

continua com o solvente éter de petroleo num extrator intermitente em aparetho Soxhlet.

2.7.4. Extrato niio-nitrogenado (ENN)

Os valores do extrato ndo-nitrogenado (carboidratos) foram obtidos pelo
calculo da diferenca entre a totalidade do peso seco de cada amostra menos os valores

percentuais de PB, EE, FB e cinzas.
2.7.5. Cinza

As concentragdes de cinza total foram determinadas em amostras incineradas

em mufla a 550°C durante 3 horas.

13
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2.7.6. Fibra bruta (FB)

Foi determinado o residuo por digestiio acido-basica de acordo com o método

de Weende (Estaco Experimental de Agricultura de Weende/ Alemanha).

2.7.7. Energia bruta

A Energia bruta foi estimada com base nos valores de energia para proteina=

5,64 kcal/g, extrato etéreo= 9,44 kcal/g e carboidratos= 4,11 kcal/g (NRC 1993).

2.7.8. Oxido de Cromo (Cr:0s)
A anilise para determinagfio da concentragdo de 6xido de cromo nas amostras

de fezes foi realizada por método colorimétrico conforme metodologia descrita por

Furukawa e Tsukahara (1966).

2.8. Andlise Estatistica

Os valores percentuais dos coeficientes de digestibilidade foram ajustados pela
transformag@io arco-seno para a realizagdo das analises estatisticas. A homogeneidade das
variancias das médias dos tratamentos foi analisada usando o teste de Cochran (Zar, 1996),
sendo que dentro de cada grupo testado as variancias mostraram-se homogéneas.

Os valores dos coeficientes de digestibilidade aparente total (CDA Total), proteina
bruta (CDA PB) e energia bruta (CDA EB) foram analisados para cada um dos fatores
testados e para a interagdo entre esses fatores formando assim trés grupos de andlise. Os

grupos foram analisados por ANOVA, sendo que os grupos 1 (15%°, 30%’°, e 45%° sem

enzima) e 2 (30%°, 45%°, e 60%° com enzima) por analise de varidncia de uma entrada
)

14
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(one-way ANOVA) e o grupo 3, formado pela interagdo substitui¢io protéica X enzima

(30%°, 45%°, x T6°, T7°) por analise de varidncia de duas entradas (two-way ANOVA) com

e 5% do nivel de significincia. Os valores percentuais dos coeficientes de digestibilidade

foram ajustados pela transformag@o arco-seno. Para a separagdo das médias foi empregado

o teste de Tukey (P<0,05) (Zar, 1996).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Parametros Fisico-Quimicos da Agua

Na Tabela 4 estdio descritas as médias e variagdes dos pardmeiros fisico-quimicos da

4gua no viveiro (e coletores para a temperatura). Os parametros fisico-quimicos

monitorados ndo apresentaram variagdes que pudessem interferir no desempenho dos

peixes durante o experimento.

Tabela 4. Pardmetros de qualidade da 4gua, durante o periodo de realizagio do experimento

de digestibilidade em juvenis de pirarucu (4rapaima gigas) .

Parimetros ambientais monitorados ~ Média + desvio padrdo ~ Variagio
Temperatura (Viveiro) (°C) 29,62 +1,08 28,10 -32,20
Temperatura (Coletores) (°C) 28,90 +0,54 28,10 -30,30
Oxigénio dissolvido (OD) (mg/L) 6,64 £2,16 2,59 -10,00

Condutividade (uS.cm™)
pH

Transparéncia (cm)

40,51 21,06
6,43 +1,37

31,50 £3,38

17,60 -92,10
4,30 -8,85

27,00 -37,00

15



AR AINNBNIININNANINTNDADSNNIDBONDDDDNGS0000CROCRRPOOOEOS

Os pardmetros fisico-quimicos da agua ficaram dentro da faixa considerada
adequada para criagdo de peixes. Neste experimento nio houve necessidade de um
acompanhamento para o pardmetro de aménia total devido a tolerancia de juvenis desta
espécie a concentragdes elevadas de aménia total na agua (Cavero et al. 2004) e pelo
manejo alimentar empregado com reduzida carga orgénica na agua.

A temperatura é o principal fator abiético que age sobre a taxa de metabolismo dos
peixes e consequentemente no consumo de alimento e processo digestivo (Smith, 1989).
Kim et al. (1998) encontraram variagdes significativas na digestibilidade aparente dos
ingredientes testados em carpa comum (Cyprinus carpio) em duas temperaturas distintas.

De acordo com o experimento realizado na Amazénia Central por Rabelo & Aratjo-
Lima (2002) a variagio de 2,5 °C nio influenciou a taxa de evacuagio géstrica do tucunaré
(Cichla monoculus), uma espécie camivora tropical, dado este que pode ser utilizado como

indicativo para outras espécies carnivoras amazdnicas.

A taxa de evacuagiio gastrica é um dos fatores mais importantes na variagdo da
digestibilidade por permitir ou ndo um maior contato do material ingerido com as enzimas
digestivas necessarias a sua degradagio metabélica. A temperatura pode influenciar na taxa
de evacuaglio gastrica em peixes, alterando assim a digestibilidade de um determinado
ingrediente ou rago. Nos coletores, a temperatura da agua apresentou variagdo de 2,2 °C.

Isso sugere nio ter havido influéncia da temperatura nos coeficientes determinados neste

experimento.

3.2. Coleta de Fezes

A metodologia de coleta de fezes empregada neste estudo apresenta algumas

facilidades, pois néo foi necessaria a troca de 4gua ou aeragéo durante o processo de coleta

16
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de fezes do pirarucu. Foi somente necessario repetir a coleta de fezes em algumas
repeti¢des dos tratamentos testados. A tela utilizada no cone do coletor para impedir que os
movimentos dos pirarucus fragmentassem as fezes mostrou-se eficiente.

Durante a retirada dos pirarucus apés a coleta, foi observado um actimulo de muco
na agua do coletor. Isso pode explicar os elevados indices de proteina bruta encontrados nas
fezes de quatro dos tratamentos analisados (T2, T4, T5 e T7) como pode ser observado na

Tabela 5.

Tabela 5. Composigio centesimal aproximada em matéria seca das amostras de fezes dos
juvenis de pirarucu (4rapaima gigas) por tratamento testado.

Composicio centesimal Tratamentos
(%) 155 30s 455 60s 15¢ 30c 45c  60c
Proteina bruta 21,8 31,4 213 388 390 200 408 242
Extrato etéreo 3,1 8,2 5,1 7.4 6,3 47 9,0 5,2
Extratos ndo-nitrogenados 354 247 41,7 32,5 248 37,1 288 31,9
Cinzas 30,2 284 21,1 151 257 275 168 27,6
Fibra bruta 96 73 109 62 41 107 46 11,0

Energia Bruta (Kcal/100g) 2974 3558 339,0 422,1 381,7 309,7 4332 3173

S= sem enzima C= com enzima

A dificuldade da coleta de fezes ocorrida neste trabalho ndo € incomum, sendo
citada por Laining ef al. (2003) que utilizaram um delineamento experimental semelhante
para avaliar a digestibilidade aparente de ingredientes na garoupa corcunda (Cromileptes
altivelis).

Com excecdo de Bordinhon (2004) ainda ndo se encontram publicados trabalhos
que abordem aspectos metodolégicos do estudo de nutri¢do do pirarucu no que se refere a

digestibilidade ou coleta de fezes desta espécie. Tais pesquisas sd0 necessarias para gerar

17
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uma maior acuidade dos resultados e com isso uma maior credibilidade das informagGes
neles embasadas.

Estimativas sobre os coeficientes de digestibilidade também podem variar
dependendo da metodologia utilizada na coleta das amostras de fezes (Vens-Cappell, 1985;
Fernandez et al., 1998; Hemre et al., 2003). Os métodos de coleta de fezes em organismos
aquaticos sdo variados e podem ser escolhidos segundo as caracteristicas da espécie
estudada, tais como tamanho, comportamento ou valor comercial (Storebakken et al. 1998,
Percival et al.,2001).

No presente estudo utilizou-se uma técnica de coleta de fezes em coluna d’agua por
decantagdo, similar a0 modelo adaptado usado por Silva (1997) para coleta de fezes de
juvenis e adultos de tambaqui (Colossoma macropomum).

Varias técnicas de coleta de fezes tém sido testadas e utilizadas, como decantagdo
em coluna de 4gua do sistema Guelph e suas variagdes (Cho, 1985; Hajen er al.1993; Allan
et al., 1999; Lee, 2002), extrusdo e disseca¢do do trato intestinal (Spyridakis er al., 1989;
Storebakken er al. 1998; Hemre er al., 2003). Todos esses métodos possuem facilidades e

entraves inerentes a sua aplicagdo.

O método de coleta por decantagiio em coluna d’4gua frequentemente esta limitado
ao porte do peixe e a lixiviagio dos nutrientes e marcadores na agua. A extrusio e a
dissecagdio sdo problematicas para peixes pequenos, pela pequena quantidade de fezes
coletadas, sendo que para peixes grandes o manejo € dificultado pelo porte avantajado dos
animais experimentais. Percival et al. (2001) utilizaram o método de dissecagdo para a
coleta de fezes na determinagdo da digestibilidade aparente de salmdo do atlantico (Salmo
salar) acima de cinco quilogramas e Bordinhon (2004) comparou a coleta de fezes em

coluna d’agua e por dissecacdo em juvenis de pirarucu, ndo encontrando diferencas

18



P3040 3303302003300 030000000000000000000000000¢0060

significativas a ponto de levar a resultados discrepantes entre os resultados. Para animais de
grande porte a dissecagio pode ser uma opgdio desde que possa ocorrer o descarte dos
animais experimentais, uma vez que a aplicagio desta técnica estd associada ao sacrificio
dos peixes amostrados, tornando-a muito onerosa. Arapaima gigas ¢ uma espécie que
apresenta baixa disponibilidade de juvenis no mercado, devido as suas caracteristicas
ecologicas (k estrategista), morfologicas (apenas uma génoda é funcional) e comerciais
(elevado valor de venda) (Imbiriba, 2001). A extruséio de um peixe forte e agressivo, como
o pirarucu, quando manipulado, somente pode ser possivel com o uso de anestésicos. E por
ser um peixe de respiracdio aérea obrigatéria, As tentativas de anestesia desta espécie na
Coordenagio de Aqgiiicultura do INPA mostraram-se pouco eficientes, ocorrendo casos de
mortalidade.

A coleta de fezes em coluna d’agua apresenta-se como o método de baixo custo
mais viavel até 0 momento para o pirarucu. Entres as vantagens esta a elevada tolerancia da
espécie a0 manejo intensivo para a coleta, a facilidade de coleta das fezes quando
comparada 4 extrusio ou dissecagdo, 4 adaptagio dos peixes ao ambiente do coletor, a
facilidade de limpeza do coletor, e procedimentos como troca de 4gua e aeradores
mostraram-se desnecessarios. O transporte entre os viveiros de alimentagdo e os coletores
aparentemente nfo afetou a excregdo de fezes nos peixes amostrados. Entretanto, este
método apresentou algumas desvantagens. Apos sucessivas coletas, o tempo de aclimatagéo

considerando o retorno de apetite tornou-se superior as 24 horas iniciais.

3.3. Determinaciio da Digestibilidade Aparente
Os tratamentos T4 (60 % PV) e T5 (15 % PV + protease) ndo foram analisados por

apresentarem discrepancias nos resultados das leituras do Oxido de cromo no
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espectrofotdmetro. Tais discrepancias, como as concentragdes de cromo inferiores ao
adicionado as ragdes, afetaram algumas réplicas. Para manutengo da ortogonalidade do
delineamento experimental foi retirada uma réplica de cada tratamento. Os tratamentos que
ndo apresentaram problemas em suas repeticdes tiveram a exclusdo de uma repeti¢do por
sorteio.

Em fungdo da perda desses tratamentos o arranjo fatorial original de 4 niveis de
substituicdo de farinha de peixe por proteina de origem vegetal foi substituido por trés
delineamentos distintos de acordo com a organiza¢do dos demais 6 tratamentos restantes
em trés grupos: O primeiro grupo foi constituido dos tratamentos sem a adigéo de protease
exégena (T1, T2 e T3), o segundo grupo foi composto dos tratamentos com a adigdo de
protease exégena (T6, T7 e T8) e o terceiro grupo foi constituido para formar um
delineamento fatorial 2 x 2 com os niveis de substituigdo protéica sem e com a adigdo de
protease exogena (T2, T3 X T7, T8).

A determinagio da digestibilidade aparente se baseia na diferenca entre 0s
percentuais dos nutrientes encontrados nas ragdes e nas fezes. Para a determinagdo destes
percentuais o método mais utilizado é o uso de marcador externo em dietas (Smith &
Lovell, 1973; De Silva e Perera, 1984; Hillestad et al. 1999) onde o o6xido de cromo
(Cr;0,) é frequentemente usado (Gaylord & Gatlin III, 1996; Ng & Wilson, 1997; Lee,
2002).

No método indireto, os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) sédo
calculados pela determinagfio do percentual de éxido de cromo recuperado nas fezes dos

peixes. Erros na determinacdo desse percentual podem invalidar os resultados obtidos para

quaisquer dos CDA calculados.
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3.3.1. Substitui¢iio Protéica sem Adicio de Enzima

A aqiiicultura mundial tem apresentado uma taxa crescente de produgdo (FAO,
2002) e os organismos mais representativos deste crescimento, peixes e camardes, t€m a
farinha de peixe como principal fonte de proteina nas ragSes comerciais. Trabalhos como os
de Naylor ez al. (1999) e Tidwell & Allan, (2001) tém alertado para o impacto do aumento
da demanda por farinha de peixe para o0 meio ambiente e, portanto, na necessidade de
reduzir a utilizagdo de farinha de peixe como ingrediente nas ragSes de organismos
aquaticos. Hardy (1996) ¢ Watanabe (2002) também levantaram a mesma necessidade e
sugerem o uso de fontes alternativas de proteina. Watanabe (2002) postula a possibilidade
do uso de dietas sem farinha de peixe, baseado em estudos de digestibilidade de fontes
vegetais de proteina.

Todavia ainda sio necessarios muitos estudos especificos sobre a espécie cultivada
e suas fases de desenvolvimento para chegar a ragdes com baixos teores ou mesmo sem 0
uso de farinha de peixe. Entretanto varios trabalhos como os de Regost et al. (1999),
Opstvedt ef al. (2003) e Kaushik ef al. (2004) tém testado o aumento gradativo de proteina
de origem vegetal em substituigfio parcial ou total a farinha de peixe nas dietas de peixes
com elevada exigéncia protéica, como por exemplo, o salmio do Atlantico (Salmo salar),
“turbot” (Psetta mdxima) e o robalo europeu, (Dicentrarchus labrax) estudados por esses
autores.

Os coeficientes de digestibilidade aparente total, proteina bruta e energia dos
tratamentos sem a adi¢do de protease estdo descritos na Tabela 6. Nao houve diferenga
estatistica significativa (p< 0,05) entre os tratamentos para nenhum dos CDAs analisados.
O CDA total nos trés tratamentos apresentou valores muito baixos e entre estes, os valores

maiores foram observados para os CDA de proteina e energia. Os baixos valores
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encontrados para CDA total podem ser explicados pelos niveis elevados de carboidratos na
ragio. Esses niveis justificam-se pelo uso de ingredientes de origem vegetal. Tanto o uso
desse tipo de ingredientes como a baixa digestibilidade de carboidratos foram observados
por Bordinhon (2004) para juvenis de pirarucu em condi¢des semelhantes a este
experimento. Cavero (2004) concluiu que juvenis de pirarucu possuem uma atividade
endogena de amilase reduzida e que a suplementagio de amilase exdgena ndo resulta em

melhorias no desempenho zootécnico destes animais.

Tabela 6. Coeficientes de digestibilidade aparente total (CDA Total), da proteina bruta e da
energia bruta, estimados a partir das fezes de pirarucu (4rapaima gigas) nos tralamentos de

substitui¢do protéica sem adi¢@o de protease.

CDA (%) Substitui¢do Protéica

T1 (15 %) T2(30%) T3 (45%)
Total 38,42 +6,83 34,83 +899 38,46 27,43
Proteina 66,78 10,00 50,14 +7,90 67,08 £20,49
Energia 63,17 £10,16 55,25 6,14 59,12 £20,78

Os valores de CDA obtidos neste experimento mostraram-se muito inferiores ao
encontrado em trabalhos similares de substitui¢do protéica Robaina ef al. (1995) em um
experimento de substitui¢fio protéica de farinha de peixe por farelo de soja para a dourada,
Sparus aurata, obtiveram CDA de proteina e energia de 87,64 e 97,51%, respectivamente,
utilizando dieta com 30 % de farelo de soja. Carter & Hauler (2000) em dietas extrusadas
para salmio do atléntico (Salmo salar) obtiveram para as ra¢Ses com 33% de substitui¢do

de farinha de peixe por soja, um CDA total de 83,05% e de 95,86% para o CDA de

proteina.
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Durante a troca das unidades experimentais, foi observado um actimulo de muco no
fundo nos coletores € como conseqiiéncia, nas amostras de fezes coletadas. Sendo que por
ser 0 muco uma substéncia protéica, isso poderia explicar os baixos niveis de CDA Proteina
encontrados neste experimento. Como a determinagio da proteina estd baseada num fator
de conversio sobre o nitrogénio total da amostra, determinado pelo método de micro-
Kjeldahl (Patrick & Schaible,1980), sem uma discriminagio da origem do nitrogénio,
fazendo com que assim esses niveis de proteina encontrados pela analise bromatologica
podendo também ser proveniente do muco do peixe, ao invés da fragdo ndo digerida das

ragdes, levando a uma subestimagdo dos valores de digestibilidade aparente para esses trés

tratamentos.

3.3.2. Substituicdo Protéica Com Adicio de Enzima

As enzimas tém desempenhado atualmente um papel significante no aumento da
utilizagio de fontes protéicas vegetais para as espécies aquaticas cultivadas (Officer, 2000).
A principal razdo para o uso de enzimas é a melhoria do valor nutritivo dos ingredientes, ao
melhorar a digestibilidade dos nutrientes aumentando capacidade digestiva nos peixes,
como a protease, que pode ajudar a neutralizar os efeitos negativos dos fatores anti-
nutricionais das proteinas de origem vegetal segmentando as enormes cadeias protéicas em
fragmentos absorviveis (Sheppy, 2001).

O complexo enzimatico de proteases utilizado neste estudo foi adicionado aos
ingredientes ainda secos, durante o preparo da ragdo e antes do processo de peletizagdo, que
de acordo com Thorpe & Beal (2001) é o método mais comum de adi¢do de enzimas na
ragio. Segundo estes autores, a aplicag@o de enzimas exdgenas em dietas secas pressupde

que a enzima sera ativada no trato digestivo do animal.
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Os coeficientes de digestibilidade aparente total, da proteina bruta e da energia dos
tratamentos com a adigdo de protease estdo descritos na Tabela 7. Nela pode ser observado
que ndo houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os tratamentos T6 e T8
(30% e 60 % de substitui¢io, respectivamente) para os CDAs estimados. Entretanto, o
tratamento intermediario T7 (com 45 % de substitui¢do) diferiu (p<0,05) dos demais
tratamentos para os CDA total, de proteina e de energia apresentando uma menor
digestibilidade aparente. Apesar do tratamento T7 apresentar uma variagdo dos valores de
CDA bem maior que os outros dois tratamentos analisados, o que pode levar a uma
interpretagdio errada desse resultado, os valores obtidos nos tratamentos com niveis inferior
e superior de substitui¢do sugere que ndo houve diferenga entre a digestibilidade aparente
para os 3 niveis crescentes de substitui¢io de farinha de peixe por fontes protéicas vegetais

com adig¢8o de protease.

Tabela 7. Coeficientes de digestibilidade aparente (%) total, da proteina bruta e da energia

bruta estimada a partir das [ezes de pirarucu (4rapaima gigas) dos tralamentos com adigéo

de protease.
Substituigdo Protéica
CDA (%)
T6 (30 %) T7 (45 %) T8 (60 %)
Total 72,46 +7,27° 44,81 +16,30° 87,83 +4,30°
Proteina 84,69 +7,29° 44,15 +13,64° 82,16 £9.71°
Energia 83,75 +4,07° 54,41 £10,54° 80,67 +8.49*

Letras iguais, na mesma linha, indicam que os valores de CDA néo possuem diferenga significativa

(p>0,05)
Os resultados encontrados para os coeficientes de digestibilidade total (72,46%) e

de energia (83,75%) foram similares aos encontrados por Carter & Hauler (2000), (CDA T
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83,05%) e (CDA E 89,73%) em dietas extrusadas para salmio do atlantico (Salmo salar)
com niveis semelhantes de substituiio do percentual de farinha de peixe por soja.

O excelente desempenho demonstrado pelas dietas com adigao de protease reflete os
resultados obtidos por Carter et al. (1994) que, estudando a suplementagio enzimatica de
dietas com € sem a presengé de farelo de soja na ragdio em salmio do atlantico (Salmo
salar) observaram uma melhora no crescimento e eficiéncia da converséo alimentar quando

comparada a ragio com a mesma propor¢éo de farelo de soja.

3.3.3. Substituic¢io Protéica Sem e Com a Adic¢éio de Enzima

Das seis ragdes testes elaboradas, foram realizadas comparages de desempenho da
adi¢do de enzima sobre a substitui¢@o protéica em apenas quatro ragdes.

Houve interagio entre os fatores testados neste experimento como indicam os

valores apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Coeficientes de digestibilidade aparente (%) total, de proteina bruta e de energia
bruta estimados a partir das fezes de pirarucu (4rapaima gigas) dos tralamentos fatoriais

sem e com adig¢io de protease.

30% Substituigdo Protéica 45% Substitui¢do Protéica
0,
CDA (%) Sem protease Com protease ~ Sem protease Com protease
(12) (T6) (T3) (T7)

Total  34,83t899° 7246+727°  38,4612743°  44,81+16,30°
Proteina  50,1447.90°  84,69+7,29°  67,08£20,49°°  44,15+13,64°

Energia  55,2546,14°  83,75+4,07°  59,12+20,78*°  54,41+10,54°

Letras iguais, na mesma linha, indicam que os valores de CDA ndo possuem diferenga significativa
(p>0,05).
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Niio houve diferenca entre as digestibilidade aparentes de T6 e T3. As ragdes com
45% de substitui¢do (T3 e T7) apresentaram variagdes maiores que as ragdes com 30% de
substitui¢do (T2 e T6) em todos os CDAs. Com isso a adi¢io de enzima aparentemente néo
aumentou a digestibilidade aparente, em nenhum dos CDAs analisados, do tratamento com
um nivel acima de substitui¢io (45%). Para os CDAs de proteina e energia, a enzima
propiciou uma digestibilidade significativamente maior (p<0,05) na ragdo com 30% de
substituicdo com protease (T6). A ragdo T6 apresentou os maiores valores para todos 0s
CDAs analisados, inclusive para o CDA total mesmo este ndo sendo diferente
estatisticamente (p>0,05) entre as demais ragdes.

Os valores dos percentuais de digestibilidade total apresentaram comportamento
semelhante ao obtido por Carter & Hauler (2000) onde o CDA Total ndo apresentou
diferenga significativa (p>0,05) entre os tratamentos com e sem a adi¢io de enzima. Neste
trabalho, ragdes para juvenis de pirarucu com nivel de substituigio protéica de 30% de
proteina vegetal associada & adigio de protease apresentaram melhor aproveitamento com 0

aumento dos coeficientes de digestibilidade de proteina e energia.
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5. CONCLUSOES

A substituicdo de pelo menos 60% de farinha de peixe por fontes protéicas vegetais
(farelo de soja + protenose) néio gerou diferengas significativas nos coeficientes de
digestibilidade aparente analisados, propiciando niveis aceitaveis de digestibilidade
aparente na ragéo.

A adicdo de protease nas ragdes de substitui¢do de farinha de peixe por fontes
protéicas vegetais (farelo de soja + protenose) ndo proporcionou diferengas significativas
na digestibilidade de juvenis de pirarucu entre os tratamentos de 30% e 60% de
substitui¢do.

A adigio de enzima em dieta de 30% de substituigdo de farinha de peixe por fontes
protéicas vegetais (farelo de soja + protenose) aumentou os percentuais dos coeficientes de
digestibilidade total, de proteina e de energia em relagdo a dieta sem adigdo de protease em

pelo menos um nivel de substitui¢éo.
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