REGINALDO FLORENCIO DA SILVA JUNIOR

DIGESTIBILIDADE DE INGREDIENTES PROTEICOS E ENERGETICOS PARA O
ROBALO-FLECHA (Centropomus undecimalis) E SEUS EFEITOS NO PERFIL DAS
ENZIMAS DIGESTIVAS

RECIFE
2016



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM RECURSOS PESQUEIROS E AQUICULTURA

DIGESTIBILIDADE DE INGREDIENTES PROTEICOS E ENERGETICOS PARA O
ROBALO-FLECHA (Centropomus undecimalis) E SEUS EFEITOS NO PERFIL DAS
ENZIMAS DIGESTIVAS

REGINALDO FLORENCIO DA SILVA JUNIOR

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Recursos Pesqueiros e
Aquicultura da Universidade Federal Rural de
Pernambuco como exigéncia para obtencgéo do
titulo de Doutor.

Prof. Dr. Ronaldo Olivera Cavalli
Orientador

Prof. Dr. Alvaro José de Almeida Bicudo
Co-orientador

Recife,
Fevereiro/2016



Ficha catalografica

S586d  Silva Janior, Reginaldo Floréncio da
Digestibilidade de ingredientes proteicos e energéticos
para o robalo-flecha (Centropomus undecimalis) e seus
efeitos no perfil das enzimas digestivas / Reginaldo Floréncio
da Silva Janior. — Recife, 2016.
121 f.:il.

Orientador: Ronaldo Olivera Cavalli.

Tese (Doutorado em Recursos Pesqueiros e Aquicultura) —
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de
Pesca e Aquicultura, Recife, 2016.

Referéncias.

1. Digestibilidade 2. Enzimas digestivas 3. Ingredientes

proteicos e energéticos |. Cavalli, Ronaldo Olivera, orientador
Il. Titulo

CDD 639.3




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM RECURSOS PESQUEIROS E AQUICULTURA

DIGESTIBILIDADE DE INGREDIENTES PROTEICOS E ENERGETICOS PARA O
ROBALO-FLECHA (Centropomus undecimalis) E SEUS EFEITOS NO PERFIL DAS
ENZIMAS DIGESTIVAS

REGINALDO FLORENCIO DA SILVA JUNIOR

Tese julgada adequada para obtencdo do titulo de
doutor em Recursos Pesqueiros e Aquicultura.
Defendida e aprovada em 19 de fevereiro de 2016
pela seguinte Banca Examinadora.

Prof. Dr. Ronaldo Olivera Cavalli (Orientador)
Departamento de Pesca e Aquicultura— UFRPE

Prof. Dr. Eudes de Souza Correia (Membro Interno)
Unidade Académica de — UFRPE

Profa. Dra. Juliana Ferreira dos Santos (Membro Externo)
Departamento de Pesca e Aquicultura — UFRPE

Prof. Dr. Ranilson de Souza Bezerra (Membro Externo)
Departamento de Bioquimica — UFPE

Prof. Dr. Paulo Roberto Campagnoli de Oliveira Filho (Membro interno)
Departamento de Pesca e Aquicultura— UFRPE

Dr. Diego de Souza Buarque (Membro suplente)
Departamento de Bioquimica — UFPE

Profa. Dra. Roberta Borda Soares (Membro suplente)
Departamento de Pesca e Aquicultura— UFRPE



Dedicatoria

Ao Senhor Deus, que sempre me deu forgas para vencer
0s obstaculos e pela oportunidade de vivenciar
momentos felizes. Aos meus pais Reginaldo e Maria das
Gracas pelo grande exemplo de vida, educagdo e
estimulos constantes. A minha esposa Paula pelo amor,
compreensdo e carinho. A Patricia Fernandes de
Castro (in memoriam) que tanto contribuiu para minha

formacao, exemplo profissional e amizade.



“Sonhe com aquilo que vocé quer ser,
porque vVOCé possui apenas uma vida
e nela s6 se tem uma chance de fazer aquilo que quer.

Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.
Dificuldades para fazé-la forte.

Tristeza para fazé-la humana.

E esperancga suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes ndo tem as melhores coisas.
Elas sabem fazer o melhor das oportunidades
que aparecem em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.
Para aqueles que se machucam

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem

a importancia das pessoas que passaram por suas vidas”

Sonho — Clarice Lispector



Agradecimentos

Ao Programa de P6s-Graduagdo em Recursos Pesqueiros e Aquicultura (PPGRPAQ) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), pela oportunidade e apoio para
realizacdo deste curso.

A Fundagc&o de Amparo & Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE) e ao Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) pelo financiamento do projeto.

Aos Professores do Programa de P6s-Graduacdo em Recursos Pesqueiros e Aquicultura,
pela oportunidade de um amiro conhecimento.

Aos Professores Dr. Ronaldo Olivera Cavalli (orientador) e Dr. Alvaro José de Almeida
Bicudo (co-orientador) pela orientacdo, confianca e amizade.

Ao Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e tecnologia de Pernambuco, Campus Vitoria
de Santo Ant&o pelo incentivo.

Aos membros da Banca Examinadora, titulares e suplentes, pelas criticas e sugestdes que
contribuiram para melhorar a qualidade deste trabalho.

Ao Professor Dr. Eudes de Souza Correia (UFRPE/DEPAQ) que tanto contribuiu para
minha formag&o, pela amizade, incentivo e exemplo profissional.

Ao Professor Paulo de Paula, como também sua filha Paula Shinozaki pela amizade e
apoio na estatistica deste estudo.

Ao Professor Rodrigo Anténio Ponce de Leon Ferreira de Carvalho da Unidade
Académica Especializada em Ciéncias Agrérias (EAJ) da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte pela amizade e apoio nos célculos de digestibilidade.

A equipe do Laboratério de Piscicultura Marinha (LPM), pelo apoio prestado na
montagem, instalacdes e execucdes dos trabalhos, em especial, a Carolina Torres, Carolina
Costa, Larissa Lima, Jodo Farias, Carlos Zarzar, Nelson Gomes, Erique Melatti, Paloma Alves
e Felipe dos Santos.

Ao Professor Ranilson de Souza Bezerra do Laboratorio de Enzimologia (LABENZ) da
Universidade Federal de Pernambuco pela permissdo do uso do laboratorio para realizacdo das
analises enzimaticas e sua equipe, a Janilson Felix, Renata Francga, Marina Marcuschi, Kelma
Souza, Karollina Lopes, Ana Claudia, Daniela Campeche, Robson Coelho e Thiago Cahu.

Aos colegas e amigos, Margareth Rocha (IFPB), Maria Efigénia (IFPE), Suely Bezerra
(IFPE), Antdnio Botelho (IFMA), Tito Tsuji (IFMA), lzabel Funo (IFMA), Dijaci Aradjo
(UFRPE), Mauricio Pessoa (UFRPE/UAST), Danilo Corréa Lopes (UFMA), André Guimaraes
(UFMA - apoio na estatistica), Joana VVorgely (IFPB), Thales Ramon (IFPE), Maviael Fonseca
(IPA/PE), Jonas Ramos (IFPB), Vitor Andrade (IFPB), Willy Villa Nova (IFPE), Marcelo



Soares (IFSE), Virginia Fonseca, Izabela Urach, Camila Barros (tempestade), Sandra da Luz,
Fabiana Penalva, Dennys Lapenda e Ricardo Nond, pelos ensinamentos, companheirismo e
convivio solidario.

Aos Engenheiros de Pesca, Jodo Neto da IRCA, Adriano Guarana da Nutreco e Davi Dias
do Grupo Guabi pela amizade e por disponibilizar os ingredientes utilizados no presente estudo

Ao Bitlogo da Aquatec, Diego Maia Rocha, e 0o empresario Enox Maia da fazenda
Aquarium-Aquicultura do Brasil Ltda., pela amizade e informagdes cedidas.

Aos Professores Luis Sérgio (Cuba) e Ricardo Rodrigues (FURG/EMA), Marcelo
Okamoto (FURG/EMA) e Gabriel Passini (UFSC) pela amizade e ensinamentos.

A todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para realizacéo deste trabalho, 0 meu

sincero agradecimento.



Resumo

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) de oito ingredientes utilizados na
industria aquicola foram determinados em termos de matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM), fosforo (P), energia bruta (EB) e aminoacidos (AA)
em juvenis de robalo-flecha (Centropomus undecimalis), utilizando 6xido de cromo como
marcado inerte. Os ingredientes incluiam a farinha de peixe (FP), farinha de camarédo (FC),
farinha de visceras de aves (FVA), farinha de penas hidrolisada (FPH), farelo de soja (FS),
farelo de gluten de milho (FGM), farelo de trigo (FT) e farinha de milho (FM). Uma dieta
referéncia (REF) (56,7%PB, 22,7 MJ/kg ED) foi formulada em paralelo as dietas experimentais
que incluiu 30% de cada ingrediente e 70% da dieta referéncia. Os resultados indicaram que 0
CDA dos nutrientes e EB foram afetados (P<0,05) pela composicao dos ingredientes testes. O
FGM e FPH apresentaram resultados semelhantes (P>0,05) nos nutrientes e EB. A
digestibilidade da MS variou de 83% (FS) a 145% (FGM). O EE foi bem digerido pelos peixes
com diferencas (P>0,05) entre os ingredientes. Os menores CDA de MM observados na FVA
(37%), FS (28%) e FM (47,8%) com diferenca (P<0,05) entre os tratamentos. Os CDA de EB
na FP (118%) e FC (117%) foram significativamente maiores (P<0,05) do que 0s demais
ingredientes utilizados para os robalo-flecha. Os CDA do P foram altos em todos os
ingredientes. Os CDA dos AAs refletiram a digestibilidade da PB, sendo a FP, FC, FPH e FGM
maior que FVA, FS e FM. Os resultados deste estudo indicam alta digestibilidade dos
ingredientes proteicos e energéticos para juvenis de C. undecimalis. No entanto, a
digestibilidade da matéria mineral para FVA, FS e FM, foram bastante inferiores a FP, FC,
FPH, FGM e FT, indiciando potencial uso desses ingredientes em racfes para essa espécies.
Para melhorar a utilizacdo das dietas em peixes, além da digestibilidade dos ingredientes é
importante que se conheca o perfil de enzimas digestivas do animal cultivado. Assim, este
trabalho também investigou os efeitos de uma dieta comercial (1) e experimentais sobre o perfil
das enzimas digestivas em juvenis de C. undecimalis. As atividades das proteases acidas e
alcalinas, mostraram diferenca (P<0,05) entre os peixes alimentados com as dietas. A analise
diferiu (P<0,05) entre os tratamentos com maior intensidade nas dietas I, FP e FPH. Nos estudos
com a tripsina, observa-se diferenca (P<0,05), com maior atividade enzimatica nos peixes
alimentados com a dieta I. A quimotripsina, mostrou maior atividade de enzimas nas dietas com
ingredientes proteicos, exceto para a FVA, em relacdo aos energéticos. A amilase, também se
mostrou alta nos ingredientes proteicos, exceto FGM. N&o houve diferenca (P>0,05) para
atividade especifica da pepsina. As diferentes concentracfes de extrato etéreo na dieta (REF) e
consequentemente nas demais dietas experimentais, inibiram as atividades proteolitica alcalina
total e de tripsina nos juvenis de robalo-flecha. A identificacdo e caracterizacdo das proteases
acidas e alcalinas em estudos de digestibilidade de peixe é um passo importante para a
compreensdo dos mecanismos digestivos. Os resultados dessa tese permitirdo a formulacao de
dietas experimentais e comerciais com base em nutrientes digestiveis para juvenis do robalo-
flecha.

Palavras-chave: Digestibilidade, ingredientes proteicos e energéticos e enzimas digestivas.



Abstract

The massive growth of aquaculture and limited supply of fish meal, means that alternative
sources of food need to be studied to make more sustainable industry. In this context, the
apparent digestibility coefficients (ADC) eight ingredients used in the aquafeeds were
determined in terms of dry matter (DM), crude protein (CP), ether extract (EE), mineral
contente (MM), phosphorus (P), gross energy (GE) and amino acids (AA) in juvenile common
snook (Centropomus undecimalis) using chromium oxide as inert marked. The ingredients
included fish meal (FM), shrimp meal (CM), poultry by-products (PBP), hydrolyzed feather
meal (HFM), soybean meal (SM), corn gluten meal (CGM) wheat bran (WB) and maize (M).
A reference diet (56.7%CP, 22.7 MJ/kg GE) was formulated in parallel experimental diets
which included 30% of each ingredient and 70% of the reference diet. The results indicated that
the ADC of nutrients and GE were affected (P <0.05) by the test composition ingredients. The
CGM and HFM showed similar results (P> 0.05) in nutrients and GE. The digestibility DM
ranges from 83% (SM) to 145% (CGM). The EE was well digested by fish with differences
(P>0.05) among the ingredients. The smaller ADC MM were observed in the PBP (37%) and
SM (28%) and difference (P<0.05) among the treatments. The ADC GE in the FM (118%) and
SM (117%) were significantly higher (P<0.05) than the other ingredients for common snook.
The ADC P were higher in all the ingredients. The ADC of AA reflected the digestibility of
CP, and FM, SM, HFM and CGM greater than PBP, SM and M. The results of this study
indicate high digestibility of protein and energy ingredients for juvenile C. undecimalis.
However, the digestibility of mineral content to PBP, SM and M were significantly lower FM,
CM, HFM, CGM, SM and WB, indicating the potential use of these ingredients in feed for this
species. Thus, this study also investigated the effects of a commercial diet (I) and experimental
on profile of digestive enzymes in C. undecimalis. The activities of peptidases, acid and
alkaline, showed differences (P<0.05) between the fish fed the diets. The analysis differ
(P<0.05) between treatments with greater intensity in the diets I, FM and HFM. In studies with
trypsin, there is difference (P<0.05), with higher enzyme activity in fish fed diet I.
Chymotrypsin showed higher proportion of enzymes in diets with protein ingredients, except
for the PBP in relation to energy. Amylase, it was also high in protein ingredients except CGM.
There was no difference (P>0.05) for specific activity of pepsin. The different ether extract
concentrations in the diet REF and consequently in the other experimental diets, inhibited total
alkaline proteolytic activities and trypsin in juveniles de common snook. The identification and
characterization of acidic and alkaline proteases in fish digestibility studies is an important step
in understanding the digestive mechanisms. The results of this thesis will allow the formulation
of experimental and commercial diets based on digestible nutrients for juvenile common snook.

Key words: Digestibility, protein and energy ingredients and digestive enzymes.
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1 — Introducéo

O aumento na demanda por produtos pesqueiros para consumo humano tem resultado em
um constante crescimento da producdo aquicola mundial, a qual apresentou um aumento de
aproximadamente de 8,6%, no periodo de 1980 a 2012. Embora em termos percentuais a
captura de organismos aquaticos ainda seja responsavel por cerca de 60% do total de pescado
produzido, essa atividade vem apresentando sinais de estabilizacdo desde a década de 1980
(FAO, 2014). De acordo com a FAO (2013), no periodo de 1996 a 2013, a captura diminuiu de
95,0 para 93,7 milhdes de toneladas, enquanto a aquicultura passou de 27 para 70 milhdes de
toneladas.

Em 2012, foram produzidas mais de 5,6 milhGes de toneladas de peixes marinhos,
representando 12,6% do volume total da producdo aquicola mundial. Embora seu valor seja
equivalente a US$ 23,5 milhGes, esse quantia corresponde a 26,9% do valor total de todas as
espécies de peixes cultivados. Isso se deve porque espécies carnivoras, como o salmdo do
Atlantico (Salmo salar), trutas e garoupas, tem valor de mercado superior aos peixes criados
em agua doce (FAO, 2014).

A aquicultura brasileira tem se profissionalizado bastante nos Gltimos anos, e 0os modelos
produtivos adotados utilizam as ragdes como principal fonte de nutrientes para peixes (BUENO
et al., 2011). No entanto, o principal desafio enfrentado pelos nutricionistas é aumentar a
eficiéncia alimentar, diminuir os custos da alimentacdo e minimizar os impactos ambientais
causados pelos efluentes ricos em nutrientes produzidos pelas racbes (GLENCROSS et al.,
2007; RANA et al., 2009; TERRAZAS-FIERRO et al., 2010; SINHA et al. 2011; NRC, 2011,
LU, 2015), uma vez que estas foram identificadas como um dos custos ambientais e econdmicos
mais significativos na producdo aquicola (NRC, 2011).

Conhecer o valor nutritivo dos alimentos permite a formulacdo de dietas comerciais na
base de nutrientes digestiveis, e assim, ter uma avaliacdo mais rigorosa dos ingredientes e dos

seus niveis de inclusdo, pois diferentes dietas podem ser comparadas em termos de
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digestibilidade dos nutrientes e energia (LEE, 2002; GLENCROSS et al., 2007). A aplicacao
desses conceitos pelas empresas de alimentacdo animal garante que as especificacdes de suas
racdes sejam mais consistentes (BOOTH et al., 2013). Outros fatores, como a palatabilidade, a
utilizacdo dos nutrientes, o efeito sobre o estado imunolégico e qualidades organolépticas,
também sdo determinantes para inclusdo de diferentes ingredientes na formulacdo de dietas
aquicolas (TERRAZAS-FIERRO et al., 2010).

No entanto, nem sempre a aplicacdo de uma racdo nutricionalmente balanceada e de um
novo sistema de cultivo ird produzir o crescimento esperado, 0 que pode consequentemente,
comprometer o retorno do investimento empregado (LEE e LAWRENCE, 1997). Tal fato pode
ser devido ao emprego de técnicas de manejo inadequadas e a falta de conhecimentos referentes
a fisiologia digestiva do peixe cultivado, sobretudo de seu perfil enzimatico e como a producéo
das enzimas € influenciada pelos diferentes tipos de alimento. Portanto, o entendimento da
capacidade enzimatica digestiva de uma determinado organismo pode facilitar a elaboracéo de
dietas adequadas ao bom desenvolvimento de espécies com potencial para o cultivo comercial
(KUZ’MINA et al., 2003; JOHNSTON e FREEMAN, 2005), uma vez que 0 aproveitamento
dos nutrientes depende da capacidade do organismo de digerir o alimento consumido (CHISTY

et al., 2008).

2 — Revisao de literatura

2.1 — A espécie

Dentre os diversos peixes marinhos nativos do Brasil, o Centropomus undecimalis,
comumente chamado de camurim, robalo-flecha ou robalo-branco (Figura 1), € considerado de
grande potencial para a criagdo em cativeiro (ALVAREZ-LAJONCHERE e TSUZUKI, 2008;
WINNER et al., 2010). Sdo animais eurialinos (SILVA e PEREIRA, 1997) distribuidos em

areas tropicais e subtropicais da costa Oeste do Oceano Atlantico, desde o Cabo Canaveral, na
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Flérida, Estados Unidos, até o Sul do Brasil (ROBINS e RAY, 1986). Possui habito alimentar
carnivoro oportunista (BORQUEZ-RAMIRES, 1981; SILVA, et al., 1997), sendo encontrado
em rios, estuarios, lagunas costeiras e préximos a costdes rochosos (McMICHAEL et al., 1989;
POPE et al., 2006).

E considerado o maior dos robalos e também o de maior crescimento entre todas as
especies do género Centropomus existentes nas Américas (TUCKER, 2005; FROESE e
PAULY, 2007) podendo alcancar 24kg (ALVAREZ-LAJONCHERE, 2004). E um peixe
esportivo de grande rusticidade (SILVA, et al., 1997; BARON-AGUILAR et al., 2013), alto
valor de mercado (R$ 35,00/Kg) e demanda (ALVAREZ-LAJONCHERE, 2004; CEAGESP,
2015). Sdo animais gregarios e toleram altas densidades quando cultivados em viveiros
(SANCHEZ-ZAMORA et al., 2002), aceitam dietas artificiais com fator de conversdo
alimentar de 0,7 a 1,0 (TUCKER, 1987), ampla tolerancia a salinidade (0-35) e temperatura
(10-35°C), suportam baixos niveis de oxigénio dissolvido (0,9-1,0.mgL™) (ALVAREZ-
LAJONCHERE e TSUZUKI, 2008; MELLO, 2014) e o rendimento do filé sem pode alcancar

até 60% (TUCKER, 2003).

Figura 1. Robalo-flecha - Centropomus undecimalis
(http://animaliazlife.com/fishes/common-snook.html).

De acordo com o Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), em 2012 foram capturados
no Brasil mais de 3.600 toneladas de robalo-flecha (Centropomus spp.). Apesar do grande
potencial para o cultivo, de caracteristicas bioldgicas atraentes para o mercado, e de varios anos
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de pesquisa, a producdo em sistemas de cultivo semi-intensivo e intensivo ainda nao ocorre em
escala comercial. Porém, em um policultivo experimental com tilapias (Oreochromis niloticus),
0 robalo-flecha obteve peso final de 745g em oito meses de cultivos (MAIA, 2015 -
Comunicacéo pessoal) (Tabela 1). Os robalos foram eficientes controladores na superpopulacéao
de tilapias, ndo havendo alevinos de O. niloticus como normalmente ocorre ao final do ciclo.
Observacdes similares foram relatadas por Silva e Pereira (1997) em acudes e viveiros.
Tabela 1: Resultados de um ciclo de producdo de robalo-flecha (Centropomus

undecimalis) e tilapia (Oreochromis niloticus) em um viveiro de 3,0 hectares da
Fazenda Aquarium do Brasil, em Mossoro, RN, durante 240 dias.

Robalo-flecha Tilapia
Salinidade média 24
Peso inicial (g) 0,5 0,5
Densidade inicial (peixes/m?) 0,05 2,0
Populacao inicial 1.500 60.000
Sobrevivéncia (%) 85 68
Densidade final (peixes/m?) 0,04 1,36
Populacéo final 1.275 40.800
Peso final (g) 745 800
Produgdo (Kg/ha/ciclo) 316,6 10.880
Produtividade (Kg/ha/ano) 365,0 16.546,7

Fonte: Enox de Paiva Maia, proprietario da fazenda Aquarium do Brasil Ltda. Mossor6/RN.

No México, em um ano de cultivo em viveiros, robalos atingiram cerca de 800g
(SANCHEZ-ZAMORA et. al., 2002), mesmo peso obtido por Oviedo-Pérez et al. (2013) em
cultivo em tangues-rede em dois anos. Ganho de peso de até 110g de C. undecimalis foram
registrados nos seis primeiros meses por Tucker (1989) na Flérida, EUA. Em um estudo de 183
dias realizado por Souza-Filho e Cerqueira (2003), avaliando trés diferentes densidades de
estocagem para juvenis de C. undecimalis, registrou-se taxa de crescimento especifico (TCE)
entre 0,71 e 0,87%.dia* (23g inicial e 80-110g final). Wagner et al. (2000), cultivando esta
mesma espécie em tanque-rede e alimentados com dieta experimental (51,8% PB) e comercial

49,4% PB), conseguiram uma TCE média de 0,55%.dia . Oviedo-Pérez et al. (2013),
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cultivando este peixe em gaiolas flutuantes no estuario de Vera Cruz, México, obtiveram em
90 dias um ganho de peso de 13,03g e uma TCE de 1,78%.dia™*. Resultados semelhantes foram
relatados por Mello (2014) para o mesmo periodo, com TCE de 1,92%.dia™* e peso médio final
de 13,43g.

Quando comparado ao robalo asidtico (Lates calcarifer), observa-se um baixo
crescimento, pois tem-se registros que esta espécie atinge peso de 450-500g em 5-6 meses
(CELL AQUACULTURA, 2006), 2kg em um ano (SCHIPP et al., 2007) e 3,5kg em 18-20
meses (SCHIPP, 2006). Embora sejam espécie filogeneticamente distintas e distribuidas
naturalmente em regides diferentes, possuem sistemas digestérios e habitos alimentares
semelhantes, além da preferéncia pelo habitat estuarino-manguezal (SILVA, 1996;
GLENCROSS, 2006; ALVAREZ-LAJONCHERE e TSUZUKI, 2008; PETHIYAGODA e
GILL, 2014).

O baixo desempenho registrado em cultivos do C. undecimalis pode estar relacionado
com problemas nutricionais, digestibilidade de ingredientes, e mudancas ontogenéticas no
metabolismo das enzimas digestivas, uma vez, que estes aspectos ndo foram estudados para
esta espécie até o presente momento. Como a tecnologia bésica de producédo de formas jovens
desta espécie esta disponivel (SANCHEZ-ZAMORA et al., 2002; SOLIGO et al., 2008 e 2011;
PITZ, 2009; CARVALHO et al., 2014; PASSINI et al., 2014), faz-se necessario estabelecer as
bases cientificas que permitirdo a formulacdo de dietas balanceadas nutricionalmente

adequadas.

2.2 — Digestibilidade

Um dos insumos mais importantes na aquicultura é a dieta. Especificamente na criacao
de peixes marinhos, o custo de produ¢do com este “input”, pode representar de 50 a 70%

(RANA et al., 2009; SINHA et al. 2011; NRC, 2011). Na producéo animal, as formula¢des das
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racdes sao feitas com base no conhecimento das exigéncias nutricionais da espécie alvo e nos
nutrientes disponiveis nos ingredientes, pois apenas com este conhecimento é possivel
determinar o custo beneficio dos ingredientes e utilizar todo potencial genético dos animais
com 0s menores custo de producdo (FOX et al., 2006). Portanto, a determinacdo da
digestibilidade dos nutrientes dos ingredientes € uma das primeiras etapas no desenvolvimento
de racbes (BURR et al., 2011; NRC, 2011). Segundo Glencross (2007), na determinacdo de
ingredientes para uso em racOes de aquicultura, existem varios componentes que devem ser
entendidos para permitir o uso criterioso dos mesmos na formulacdo de racdes. 1sso inclui
informac@es sobre sua caracterizacdo dos (origem, composi¢do quimica e sua variabilidade),
digestibilidade, palatabilidade, a utilizacdo dos nutrientes e interferéncias e sua funcionalidade.

Na avaliacdo da digestibilidade da dieta, duas abordagens metodoldgicas sdo utilizadas,
a direta e a indireta (MAYNARD e LOOSLI, 1969). No método de avaliacdo direta, €
necessario um relato completo da entrada da alimentacéo e saida fecais. O valor da digestao
dos alimentos é entdo determinado com base na massa de equilibrio. No entanto, neste método
h& muitos problemas, em grande parte por causa da dificuldade e erros envolvidos com a coleta
de dados precisos sobre o consumo de racdo e a producdo fecal. Na avaliacdo indireta, sdo
necessarios uma amostra representativa da excreta, do alimento, como também, do marcador
ndo digerivel adicionado a dieta. A razdo entre 0 marcador na dieta e das fezes determina a
matéria seca digerida e € utilizada para calcular a digestibilidade de energia e nutrientes (ZHOU
et al., 2004; DAVIES et al., 2009; OLIM, 2012; BOOTH et al., 2013).

Idealmente, a avaliacdo da digestibilidade dos ingredientes pode ser feita através de uma
alimentacdo simples. No entanto, isso raramente é possivel, pois 0s animais aquaticos muitas
vezes se recusam a ingerir dietas constituidas por um unico ingrediente. Em vez disso, uma
abordagem na substitui¢do parcial de um ingrediente é normalmente utilizada, na qual as dietas
teste compreendem o ingrediente teste mais os componentes da dieta referéncia (GLENCROSS,

2007).
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Existem dois métodos de inclusdo para avaliagdo especifica na digestibilidade de
ingredientes. Estes geralmente sdo referidos como o método de substituicdo da dieta (MSD) ou
0 método de substituicao de ingrediente (MSI) (AKSNES et al. 1996). Com o método de MSD,
um ingrediente teste é adicionado para substituir uma porcao da dieta referéncia, constituindo
uma dieta teste. Os valores de digestibilidade para as dietas referéncia e teste sdo entéo
determinados com base nos fatores de proporcionalidade e a digestibilidade do ingrediente, ou
qualquer um dos seus nutrientes pode ser calculado. E importante notar que, com este método,
a parte de uma dieta referéncia no interior de qualquer dieta teste deve ser totalmente
representativa da dieta referéncia completa. Por exemplo, todos os ingredientes, incluindo os
aditivos e o marcador, devem ser incluidos na porcdo da dieta referéncia utilizado e nao
adicionado a dieta teste a niveis equivalentes aos da dieta referéncia (GLENCROSS, 2007).

O MSI também usa uma dieta referéncia, mas difere em que a dieta referéncia geralmente
tem um Unico e bem definido ingrediente de referéncia fixo, com alto nivel de inclusédo
(AKSNES et al., 1996). Este unico ingrediente é, entdo, substituido com os ingredientes teste
para criar uma nova dieta. No entanto, a quantidade do ingrediente teste que esta incluido em
uma dieta teste também tem implicacdes importantes para exatiddo da avaliacdo feita na
digestibilidade (SMITH e TABRETT, 2004). Tipicamente, 0 método mais utilizado € 0 MSD,
no qual ha uma maior contribuicdo do ingrediente teste na dieta em niveis de inclusdo de 20 a
40% (ZHOU et al., 2004; TIBBETTS et al., 2006; DAVIES et al., 2009; GLENCROSS et al.,
2011 e 2012; OLIM, 2012; BOOTH et al., 2013; BLYTH et al., 2015). Seja pelo MSD ou MSI,
uma grande variedade de marcadores tem sido utilizada em estudos de digestibilidade na
aquicultura, como éxido de itrio (GLENCROSS et al., 2014; BLYTH et al., 2015), o 6xido de
itérbio (TABRETT et al., 2012). Porém, o 6xido de crémio (Cr.03) é o marcador mais utilizado
(RINGO, 1995; AUSTRENG et al., 2000; SILVA et al., 2013; CHU et al., 2015; VIDAL et al.,

2015; GOMINHO-ROSA et al., 2015).
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Nas pesquisas de nutri¢cdo aquicola, o método de coleta fecal tem sido bastante debatido
(CHO & SLINGER, 1979; CHOUBERT et al., 1982; VANDENBERG & NOUE, 2001;
GLENCROSS et al., 2006; BUREAU e HUA, 2006). Essencialmente, existem trés metodos
adotados pela maioria dos pesquisadores: dissecacdo, extrusao e sedimentacdo. No entanto, na
extrusao existe o potencial para subestimar a digestibilidade devido a digestdo incompleta e a
potencial contaminacdo da digesta (ndo chamada de fezes até que realmente seja excretada)
com material endogeno. Na sedimentacao, as fezes sao recolhidas apds assentamento no tanque
de decantacéo cilindro-conicos com um “compartimento” de coleta na parte terminal (Figuras
2). Allan et al. (1999) aprimoraram este método de coleta, que inicialmente foi desenvolvido
por Cho e Slinger (1979) e em seguida por Choubert et al. (1982). Neste método, existe a
possibilidade de superestimar a digestibilidade devido a perdas por lixiviacdo de matéria
orgénica (GLENCROSS, 2006, 2011 e 2012; TERRAZAS-FIERRO, 2010; CARVALHO,

2011; BLYTH et al., 2012; TABRETT et al., 2012).

Figura 2 — Tanque digestibilidade cilindrico conico com tubo coletor de fezes imerso em gelo.

A utilizacdo das avaliagdes de digestibilidade para a aquicultura foi adaptado pela
primeira vez por Nose (1960) (1), uma vez, que os calculos para determinar o coeficiente de
digestibilidade aparente (CDA) das dietas foram em sua maioria derivados dos métodos

desenvolvidos a partir da ciéncia de animais terrestres (GLENCROSS, 2007).
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(1) CDANpT/R) =100 — [100 (Cr203pT1/R)/ Cr203F) X (NF) / NRr))]

Onde: CDANT/R) = % coeficiente da digestibilidade aparente dos nutrientes e/ou energia nas
dietas testes e referéncia; Cr203ptr) = % de Oxido de crdmio nas dietas testes e
referéncia; Cr.03r) = % de 6xido de cromio nas fezes das dietas testes e referéncia; N
= % nutriente nas fezes das dietas teste e referéncia; Nr) = % nutriente das dietas teste

e referéncia.

Cho e Slinger (1979) desenvolveram um dos protocolos mais utilizados para a
determinacdo da digestibilidade de ingredientes para peixes. Neste protocolo, sete partes da
dieta referéncia sdo misturadas com trés partes do ingrediente teste para formar uma dieta teste,
com base na relacdo do marcador na dieta e nas fezes (2). Esta equacdo foi usada por varios
laboratdrios durante muitos anos para calcular o CDA dos nutrientes de ingrediente teste com

base no CDA das dietas referéncias e teste (CHO & SLINGER, 1979, 1982).

(2) CDANqm = CDANp) — [(CDAN@r) X 0,7)]) /0,3

Onde: CDANqT) = % coeficiente da digestibilidade aparente do nutrientes e/ou energia nos
ingredientes testes; CDANp) = % coeficiente da digestibilidade aparente dos nutrientes
nas dietas testes; CDANpr) = % coeficiente da digestibilidade aparente dos nutrientes

na dieta referéncia.

Equacdes semelhantes foram sugeridas por Sugiura et al. (1998) (3) e Forster (1999) (4),
0s quais demonstraram que a equacgéo (2) estava matematicamente incorreta, uma vez que nao
contabilizava a contribuigdo dos nutrientes na dieta referéncia e no ingrediente teste. Bureau e

Hua (2006) resumiram as equagdes anteriores (3 e 4) na equacgéo (5).
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(3) CDANgT) = CDANpT X NioT) - [(CDAN(DR) — N(DR) X 0,7)] X (0,3 X N(IT))
(4) CDANqm)= [(0,7 x Nor) + Ngm) X 0,3) x CDANgpm) - (0,7 x Nr) X CDAN(DR))] x (0,3 x N(|T))

(5) CDANgm = [(CDAN@ET X Nppm) — (0,7 X Nor) X CDAN®R))] X (0,3 X N(™))

Onde: CDAN(T) = % digestibilidade aparente dos nutrientes e/ou energia nos ingredientes testes
incluidos nas dietas teste em 30%. CDANpr) = % digestibilidade aparente do nutriente
e/ou energia na dietas teste. CDANpr) = % digestibilidade aparente da dieta referéncia
que compde 70% da dieta referéncia. Nar), Nom) N(or) séo 0s niveis (%) dos nutrientes
e/ou energia de interesse, no ingrediente e nas dietas de teste e referéncia,

respectivamente.

Em 2006, alteracdes foram sugeridas por Bureau e Hua (2006), no qual enfatizam que a
equagao (5) esta correta, porém, ha limitacdes. Ela s6 pode ser “exata”, se a dieta referéncia
(peletizada), a mistura da dieta referéncia (mistura ndo peletizada do ingrediente da dieta
referéncia combinados com os ingrediente teste em uma proporcéo de 7:3), os ingredientes teste
e dietas teste (peletizada) tiverem o mesmo teor de matéria seca. No entanto, isto ndo ocorre,
sendo necessario uma correcdo da equacao para garantir que quaisquer diferencas no contetido
de matéria seca das dietas referéncia e ingrediente teste sejam contabilizados (6). Para isto, é
preciso assegurar que o teor do nutriente verificado para uma dieta teste sd0 0S mesmos
previstos na mistura e na matéria seca do ingrediente e niveis de nutrientes, (ou seja, (0,7 x
%N(r)) + (0,3 x %NT)) = %N™). Se este ndo € o caso, uma tendéncia muito significativa

sera introduzida no CDA dos ingredientes testes, resultando numa amplificacdo de erro.

(6) CDANm = CDAN(r) + [(CDAN@pT)— CDAN(DR)) X (0,7 X NoR)/ 0,3 X N(Im))]
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Onde: CDAN(T) = % digestibilidade aparente dos nutrientes e/ou energia nos ingredientes testes
incluidos nas dietas teste em 30%. CDANpt) = % digestibilidade aparente do nutriente
e/ou energia na dieta teste. CDANppr) = % digestibilidade aparente da dieta referéncia
que compde 70% da dieta referéncia. Npr) = % do nutriente na mistura da dieta

referéncia, Ng) = % do nutriente no ingrediente teste.

2.3 — Ingredientes proteicos e energéticos para racdes de peixes

2.3.1 — Ingredientes de origem animal

O desafio enfrentado por nutricionistas da aquicultura é principalmente aumentar a
eficiéncia alimentar, diminuir os custos da alimentacdo e minimizar os impactos ambientais
causados pelos efluentes ricos em nutrientes, produzidos pelas ra¢oes fornecidas (RANA et al.,
2009; SINHA et al. 2011; NRC, 2011, LU et al., 2015).

De maneira geral, os peixes se alimentam para satisfazer suas necessidades energéticas.
Caso a energia na dieta ndo seja suficiente (alta relacdo proteina: energia), 0 consumo de racao
aumenta e o excesso de proteina na dieta sera direcionado para a producédo de energia. 1sso ndo
s0 resulta no uso ineficiente da proteina, mas também aumenta a carga de residuos nitrogenados
nos efluentes. Assim, do ponto de vista econdmico e ecoldgico, é fundamental que a proteina
seja utilizada para a sintese de tecido muscular e ndo para a producdo de energia metabdlica
(CHO et al., 2005). Em contrapartida, se o contetdo energético da dieta for alto, ou seja, a
relacdo proteina/energia for baixa, o consumo de dieta é reduzido, resultando na diminuigéo do
crescimento dos peixes devido a reducdo na ingestdo dos demais nutrientes essenciais (CHO et
al., 2005). Alem disso, 0 excesso de energia na dieta também pode resultar em uma maior

deposicdo de lipidios na carcaca (NEMATIPOUR et al., 1992), o que pode impactar
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negativamente a saude, o rendimento de carcaca dos peixes e a qualidade do produto final
(CRAIG et al., 2006).

A piscicultura marinha requer dietas de alta qualidade e com alto teor de proteina (Tabela
2). Este € o nutriente de custo mais elevado, e que € utilizado pelos peixes na formacao de tecido
muscular e como fonte de energia, além de desempenhar atividade enzimatica, transporte
(hemoglobina), proteinas nutrientes e de reserva, proteinas contrateis ou do movimento
(miosina, actina), proteinas estruturais, de defesa, reguladoras (horménios) (DENG et al., 2011,
SUN etal., 2015; RICHE, 2015). A maior parte da proteina nas rac@es para piscicultura marinha
é oriunda da farinha de peixe (FP), a qual possui elevado teor proteico, perfil balanceado de
aminoacidos e acidos graxos essenciais, excelente palatabilidade, alta digestibilidade e baixos
niveis de fatores anti-nutricionais (RICHE, 2015; BOWZER et al., 2015). Por isso, é
reconhecidamente a melhor fonte proteica em dietas para peixes carnivoros, que exigem niveis
mais elevados de proteina em comparacao aos peixes onivoros e/ou herbivoros (NRC, 2011).

Tabela 2 — Niveis (%) de proteina dietética recomendada para alguns juvenis de peixes
carnivoros marinhos.

Espécie (%) Referéncia

) i Cuzon e Fuchs (1998); Williams e
Asian sea bass (Lates calcarifer) 45-55

Barlow (1999)

Salmado do Atlantico (Salmo salar) 48  NRC (2011)
“European sea bass” (Dicentrarchus labrax) 55  NRC (2011)
Florida pompo (Trachinotus carolinus) 45  Lazoetal. (1998)
“Meagre” (Argyrosomus regius) 47  Martinez-Llorens et al. (2011)
“Mulloway” (Argyrosomus japonicus) 47  Pirozzi et al. (2010)
Beijupira (Rachycentron canadum) 45  Chou et al. (2001)
“Red sea bream” (Pargus major) 55  NRC (2011)
“Yellowtail” (Seriola quinqueradiata) 55  NRC (2011)
“Gilthead sea bream” (Sparus auratus) 50 NRC (2011)

Os estoques de peixes selvagens capturados para a producgéo de 6leo e FP se encontram

sobrepescados ou em declinio e a industria da aquicultura continua crescendo para atender a
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alta demanda por produtos pesqueiros (FAO, 2014). Assim, ha uma grande dependéncia das
dietas aquicolas por esses ingredientes, que utilizam 70% da producdo mundial de FP (TACON
e METIAN, 2011). A combinacdo da oferta estagnada e alta demanda por FP levou a um
aumento dessa commaodity no mercado mundial (FAO, 2012). Considerando que o pre¢o da FP
no periodo de 1985 a 2000 oscilou em torno de US$ 500/tonelada e os precos atuais excedem
US$ 2.000/tonelada (FAO 2013), a producdo atual da FP ndo serdo suficientes para atender a
demanda de producdes futuras de maneira economicamente viavel se a inclusdo da FP nas dietas
permanecerem em niveis elevados. Portanto, encontrar fontes alternativas e adequadas para
substituir total ou parcialmente a FP em ra¢des aquicolas € uma constante tanto para as espécies
que ja estdo em producdo quanto para aquelas que apresentam potencial de criacdo, como é o
caso do C. undecimalis. A tendéncia mundial mostra 0 aumento de utilizacdo nas racGes por
farinhas de subprodutos animais, sementes de oleaginosas e grdos de leguminosas (TACON et
al., 2011; SAADIAH et al., 2011; YANG et al., 2011; NRC, 2011, CASTILLO e GATLIN,
2015) que beneficiam a industria aquicola.

Fontes proteicas de origem animal como a farinha de viscera de aves, farinha de penas
hidrolisada e farinha de camardo possuem niveis e perfil adequado de aminoacidos essenciais
(AAE), energia digestivel, &cidos graxos essenciais, minerais e vitaminas, além de funcionarem
como palatabilizantes e serem livres de fatores anti-nutricionais (FAN), tem sido utilizados em
dietas para peixes (YU, 2008; NRC, 2011; BURR et al., 2012). Entretanto, esses produtos
podem conter uma composicdo variavel, além de apresentarem alguns riscos, como
contaminacgéo bacteriana e ser vetor de doencas, como observado em bovinos (febre aftosa e

“mal da vaca louca”), sendo seu uso atualmente limitado na Europa (NRC, 2011).

Farinha de viscera de aves (IFN 5-03-798)

A farinha de viscera de aves (FVA) apresenta de 60 a 80% de proteina, € altamente

digestivel e esta disponivel comercialmente no mercado em grandes volumes (SUBHADRA et
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al. 2006; SAADIAH et al., 2011). Diferentes niveis de inclusdo de FVA em dietas tem sido
relatado como substituto da FP em espécies como o “striped bass” hibrido (Morone chrysops
¢ x M. saxatilis &) (RAWLES et al. 2006), garoupa pantera (Cromileptes altivelis) (SHAPAWI
et al. 2007), “largemouth black bass” (Micropterus salmoides) (RAWLES et al, 2006;
SUBHADRA et al., 2006), “Gilthead sea bream” (NENGAS et al., 1999), Lutjanus guttatus
(HERNANDEZ et al., 2014); truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (LU et. al., 2015), Florida
pompano (RICHE, 2015) e o robalo japonés (Lateolabrax japonicus) (WANG et al., 2015).
Porém, deve-se considerar a suplementacdo na formulacdo das ragdes com lisina, metionina e
triptofano, como também, a utilizacdo de um antioxidante para evitar a oxidacdo lipidica

(HERTRAMPF e PIEDAD-PASCUAL, 2001).

Farinha de penas hidrolisada (IFN 5-03-795)

A farinha de penas hidrolisada (FPH) é obtida pela digestao sob presséo de vapor indireto
de penas limpas ndo decompostas de aves abatidas e livre de aditivos. Estima-se que cada 2,0kg
de ave viva, produz 180g de penas. Além disso, penas frescas contem aproximadamente 90%
de PB. Devido ao elevado nivel de queratina, uma proteina resistente, fibrosa, insoltvel e de
ligacdo dissulfeto, a digestibilidade das penas frescas é inferior a 5,0%. No entanto, com o
processo de hidrélise, as penas podem ser convertidas em uma boa proteina para racoes
aquaticas (HERTRAMPF e PIEDAD-PASCUAL, 2001).

Devido ao crescimento da inddstria avicola, a FPH vem sendo utilizada nos ultimos anos
nas racgles de peixe por possuir CDA de PB variando de 67-87%. Possui varios AAE, porém é
deficiente em metionina, lisina, histidina e triptofano (TACON et al., 2011; DAVIES et al.,
2009; POPPI et al., 2011). O uso da FPH tem sido relatado em “mulloway” (BOOTH et al.,
2013), salmao prateado ou coho (Oncorhynchus kisutch) (HIGGS et al., 1979), garoupa malabar
(Epinephelus malabaricus) (WANG, 2008), truta arco-iris (BUREAU et al., 2000; LU et al.,

2015). A substituicdo de 35 a 75% da proteina da farinha de arenque (FP) pela mistura da FPH
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e FVA ndo ocasionou diferenca consideravel no desempenho do salmao coho em comparacao
ao grupo controle (farinha de arenque) (HIGGS, 1979). LU et al. (2015) sugeriram que a
combinacdo da FPH, FVA e farinha de sangue sdo bons substitutos a FP em dietas praticas para

truta arco-iris.

Farinha de camaréo (IFN 5-04-226)

A farinha de camaréo (FC) é um grande subproduto da inddstria camaroneira. A producao
mundial de crustaceos foi estimada em 6.446.818 toneladas em 2014 pela FAO. O cefalotérax
constitui de 34 a 45% do corpo do camardo (HERTRAMPF e PIEDAD-PASCUAL, 2001). No
entanto, no processamento, geralmente sao removidos o cefalotorax, o exoesqueleto e a cauda.
Estes subprodutos sdo descartados ou subutilizados e correspondem a aproximadamente 50%
do seu peso total, constituindo-se em uma fonte significativa de desperdicio de recursos e de
contaminacdo ambiental, o que torna importante seu aproveitamento do ponto de vista
econémico, industrial e ambiental (HEU et al., 2003).

A FC € uma boa fonte de lisina e metionina (HERTRAMPF e PIEDAD-PASCUAL,
2001), e rica em acidos graxos insaturados, possuindo em média 10% de colesterol e de 35 a
50% de fosfolipidos (CARVE et al., 1988; FOX et al., 1994). Gohl (1981) avaliou que a FC
feita a partir de camard@es inteiros continha 3,03 e 1,13% de calcio e fosforo, respectivamente,
enguanto que a partir da cabeca de camardo 12,21 e 1,63%, respectivamente (NEW, 1987).
Niveis de inclusdo de FC em dietas deste ingrediente sdo limitados pelo alto teor de quitina e
cinzas. A inser¢do em dietas praticas ndo deve ser maior do que 20 e 10% para as espécies
carnivoras e onivoras/herbivoras, respectivamente (HERTRAMPF e PIEDAD-PASCUAL,
2001).

O uso da FC em peixes como tilapia (GUIMARAES et al., 2008), pode afetar
negativamente o desempenho, devido a baixa digestibilidade da quitina, que é um

aminopolissacarideo de baixa digestibilidade para a maioria dos peixes (SHIAU e YU, 1999).
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Entretanto, Fines e Holt (2010) determinaram o CDA da quitina entre 67-78% por juvenis de
beijupira (R. canadum) alimentados com dietas contendo FC e farinha de caranguejo, e
demostraram que este peixe possui capacidade em digerir a quitina por meio de uma forte agédo
de enzimas enddgenas, com a transformacéo da quitina em N-acetilglicosamina, abrindo assim
a possibilidade de utilizacdo de ingredientes ricos em quitina como substituicdo de fontes de
carboidratos e até mesmo como substituto parcial da farinha de pescado (GIRI et al., 2005; LITI

et al., 2006).

2.3.2 — Ingredientes de origem vegetal

Em comparacdo com as fontes de proteina animal, os ingredientes de origem vegetal,
obtidos a partir de sementes de oleaginosas, graos e leguminosas, como o farelo de soja (BURR
et al., 2012), farelo gluten de milho (SARKER et al., 2012), farinha de trigo (GLENCROSS et
al., 2012) e de farinha de milho (NRC, 2011), sdo consideradas alternativas mais econdémicas
em comparacdo a alta qualidade da FP na alimentacdo dos peixes produzidos, por causa dos
altos teores de proteina e energia disponivel, alta digestibilidade, preco razoavel, oferta estavel
e baixo teor de fosforo em relacdo a FP (ZHOU et al 2004; BISWAS et al. 2007, NRC, 2011).

A disponibilidade de fosforo (P) na dieta depende da forma quimica e digestibilidade, a
absorcéo e utilizacdo metabolica. A FP tem altos teores de P e ainda é a principal fonte deste
nutriente em alimentos para peixes marinhos (NRC, 2011). Portanto, o uso de proteinas vegetais
com baixo teor de P é uma estratégia para reduzir o desperdicio deste nutriente na aquicultura,
uma vez que, 70% do fésforo nos alimentos vegetais esta na forma de fitato, que ndo é utilizada
pelos monogastricos o que promove uma reducdo na disponibilidade de outros elementos, como
zinco, calcio, ferro e manganés (FARIA et al., 2001). A incorporagdo dietética de fitase exdgena
melhora a digestibilidade do foésforo de peixes alimentados com dietas contendo acido fitico

(CHO e BUREAU, 2001).
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A desvantagem de utilizar ingredientes de origem vegetal é que eles podem interferir no
crescimento dos peixes carnivoros ndo somente devido a diminuicdo da palatabilidade da dieta,
mas também pela presenca de fatores antinutricionais (ou antimetabolizantes) (REFSTIE et al.,
2001; KROGDAHL et al., 2010). Os fatores antinutricionais incluem os inibidores de proteases
(tripsina, quimotripsina, plasmina, pronase, trombina, subtilisina, endopeptidase, proteases de
insetos, papaina, elastina, proteases microbianas), hemoaglutinantes (lectina), antifatores de
vitamina E, A, D e B12, alérgenos, polissacarideos ndo amilaceos — oligossacarideos, tiaminase,
gossipol, fitoestrégenos, alcaloides e acido fitico (KARALAZQOS, 2007; TACON, 2009;
YANG et al., 2011). Essas substancias, quando presentes na alimentacdo de animais aquaticos,
podem afetar o valor nutricional e resultar em uma variedade de efeitos fisioldgicos nos peixes,
como reducdo no crescimento e queda da imunidade (CRAIG et al., 2006; BISWAS et al., 2007;
SILVA JUNIOR et al., 2009). De forma geral, a viabilidade da substituicio da farinha de peixe

por ingredientes vegetais estara condicionada ao habito alimentar do animal a ser cultivado.

Farelo de Soja (IFN 5-04-600)

O farelo de soja (FS) obtido pelo grdo, Glycine spp., é a fonte de proteina de origem
vegetal mais utilizada em dietas para peixes (ZHOU et al., 2004; MARTINEZ-LLORENS et
al., 2007; TOMAS-VIDAL et al., 2011) e outros organismos aquaticos (NRC, 2011). Segundo
a FIESP (2016), a soja é o alimento de maior producéo global com 319,0 milhdes de toneladas.
O Brasil ocupa a segunda posicédo na producdo mundial com 96,2 milhdes de toneladas.

O FS ¢é um subproduto resultante da extracdo do 6leo. A remocdo desse componente
resulta em um produto de 45 a 50%PB, com e sem casca de soja, respectivamente, e
digestibilidade proteica de 77 a 99% para peixes (NRC, 2011). Um outro produto do FS,
referido como "full-fat", é produzido por tratamento térmico dos gréos, resultando em um
produto possuindo cerca de 38% de proteina bruta e 18% de lipidos (HERTRAMPF e

PIEDADE-PASCUAL, 2000; NRC, 2011). O FS possui aproximadamente 30% de carboidratos
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indigestiveis e um dos melhores perfis de aminoacidos entre os alimentos ricos em proteinas de
origem vegetal. No entanto, os niveis de metionina, lisina e treonina sdo significativamente
mais baixos do que FP (TACON et al., 2009; NRC, 2011) e ndo contém taurina, que é
indispensavel para alguns peixes (TAKEUCHI, 2001). Além disso, possui fatores anti-
nutricionais (FAN) (FRANCIS et al., 2001) que podem afetar o processo digestivo (REFSTIE
et al., 2000). Dentre esses, os inibidores de tripsina, que precisam ser removidos ou inativados
através do processamento antes da utilizacdo em dietas aquaticas (TACON, 1995). Estudo
realizado por Biswas et al. (2007) avaliando a dosagem ideal de fitase em seis dietas
isoenergéticas — 65%FP, 40%FP + 30% (farelo de soja) FS, e FP + FS suplementadas com
unidades de atividades de fitase (UAF) que variavam de 1000 a 4000 UAF.kg™ - para o “red
sea bream” (Pagrus major), observaram que a dieta FP+FS+2000 UAF.kg?, resultou em
melhor ganho de peso, taxa de crescimento especifico, reducdo da descarga de fésforo nos
efluentes e boa digestibilidade dos nutrientes e energia. Este desempenho foi tdo bom quantos
aqueles alimentados com 65%FP.

De acordo com McGoogan e Gatlin (1997), as dietas com 90% de FS em substituicdo a
FP para "red drum™ (Sciaenops ocellatus) ndo afetaram o crescimento e a eficiéncia alimentar.
Também para essa espécie, Reigh e Ellis (1992) mostraram que dietas com 50% de proteina de
soja e suplementacdo de metionina, promoveram maiores taxas de crescimento e eficiéncia
alimentar do que a dietas de controle. Em “gilthead seabream”, dietas com substitui¢do da FP,
com 20 e 30% de FS, foram bem aceitas pelos peixes sem qualquer efeito adverso no
crescimento (ROBAINA et al., 1995). Para o “Atlantic halibut” (Hippoglossus hippoglossus)
(BERGE et al., 1999), robalo asiatico (BOORYARATPALIN et al, 1998), salméo do Atlantico
(CARTER e HAULER, 2000) e beijupira (CHOU et al., 2004), os resultados de estudos indicam
a possibilidade de substituicdo de 30-40% da FP pelo FS.

Um estudo sobre a analise do ciclo de vida (LCA) dos ingredientes utilizados nas ra¢des

para salmdes apontou que a ragao representa 0 maior aporte de energia e material na aquicultura
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intensiva por meio dos seus ingredientes que causam impacto ambiental ao longo da sua
producdo a partir do consumo de energia, aquecimento global, eutrofizacdo e acidificacéo,
toxicidade para fauna aquatica e uso da biota. Uma das conclusdes do estudo é que o farelo de
soja é trés vezes menos impactante do que a farinha de peixe (PELLETIER e TYEDMERS,
2007). Entretanto, deve ser analisado com cautela, uma vez, que a area agriculturavel e a cadeia

de insumos representam um custo ambiental consideravel.

Farinha de gluten de milho (IFN 5-02-900)

A farinha de glaten de milho (FGM) é um importante subproduto do processamento
umido do milho (RAUSCH et al., 2003), sendo conhecida comercialmente como glutenose ou
Protenose ®. E a parte do milho que permanece depois da extracdo da maior parte do amido,
gluten e gérmen pelos processos utilizados na fabricacdo da moagem Umida ou xarope de amido
de milho, ou por tratamento enzimatico do endosperma. Pode ou ndo conter extrativos de milho
fermentado e/ou farelo de gérmen de milho (TACON et al., 2009).

A FGM é uma excelente fonte de proteina, minimo de 60%, lipideo bruto (2,2-3,6%),
cinzas (1,6-2,5%), fibra bruta (1,5-2,4%), carboidratos (31,6%) e CDA dos aminoacidos acima
86% para maioria dos peixes carnivoros marinho. Ndo apresenta restri¢cbes antinutricionais e é
uma fonte valiosa de metionina, mas deficiente em lisina e triptofano. Contém niveis elevados
de xantofilas (175-290 mg.kg™), o que vai resultar em excessiva pigmentacdo amarelada na
carne dos peixes (HERTRAMPF e PIEDADE PASCUAL, 2000; NRC, 2011).

Vaérios estudos tém demonstrado as propriedades nutricionais do FGM na alimentag&o de
peixe carnivoros marinhos utilizado para substituir a FP em dietas para “turbot” (Scophthalmus
maximus) (SEVGILI et al., 2015); “gilthead sea bream” (PEREIRA e OLIVA-TELES, 2003,
KISSIL e LUPATSCH, 2004), Salmé&o do Atlantico (MUNDHEIM et al., 2004), “turbot” Psetta
maxima (FOURNIER et al., 2004), “European sea bass” (KAUSHIK et al., 2004), juvenis de

“yellowtail” (WATANABE et al.,1998). Alta digestibilidade da proteina (acima de 90%) foram
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relatadas para o bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) (TIBBETTS et al., 2006), “rockfish”
(Sebastes schlegelii) (LEE, 2002), robalo asiatico (GLENCROSS et al., 2011), “meagre”

(OLIM, 2012) e juvenis de beijupira (ZHOU et al., 2004).

Farelo de trigo (IFN 4-05-190)

O trigo € uma das culturas mais importantes de alimentos para consumo humano
(HERTRAMPF e PIEDADE-PASCUAL, 2000). De acordo com o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA), a producdo mundial de trigo foi estimada em 725
milhdes de toneladas em 2015. Enquanto que, neste mesmo periodo, estima-se no Brasil uma
producdo de 6 milhdes de toneladas. Cerca de 17-20% da producéo global de trigo € utilizado
para alimentar mamiferos e aves de corte (FAO, 2009).

O grdo de trigo compreende 84% de endosperma (farinha), 14,5% de farelo, 1,5% de
gérmen e cerca de 7,0 a 14,0% de gluten. O trigo é geralmente moido, sendo que, a farinha e 0s
subprodutos incluem farelo de trigo, “pollard” de trigo, gérmen de trigo e glaten de trigo. O
farelo de trigo (FT) é a camada fibrosa sob a casca que contém um teor de proteina bruta de
aproximadamente 16% (lisina, treonina e valina séo os aminoacidos limitantes), 4,7% de lipideo
bruto e 61,8% de carboidratos, possui todos 0s minerais a maioria das vitaminas, exceto A, D,
B12 e K, e ndo contém gérmen de trigo (HERTRAMPF e PIEDADE-PASCUAL, 2000; NRC,
2011).

Poucos relatos estdo disponiveis sobre o FT na alimentacdo dos peixes, principalmente
0s carnivoros marinhos — robalo asiatico (McMENIMAN, 1998), Sciaenops ocellatus
(McGOOGAN e REIGH, 1996), “striped bass” hibridos (SULLIVAN e REIGH, 1995). O uso
do trigo e seus produtos em dietas de animais aquaticos é limitado, especialmente no uso do FT
e “pollard” de trigo, devido ao alto teor de fibra bruta de 12,3 ¢ 7,8%, respectivamente

(HERTRAMPF e PIEDADE-PASCUAL, 2000).
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Farinha de milho (IFN 4-02-935)

O milho, Zea mays, € o cereal mais produzido no mundo com uma producao estimada
para 2015 de 989 milhdes de toneladas, sendo o Brasil o terceiro maior produtor com 79 milhGes
de toneladas (USDA, 2015). O milho processado tem grande importancia para alimentacao
humana, alimentacdo animal e produtos industriais.

O grdo de milho € uma complexa mistura de amido, proteina, éleo, agua, fibras, vitaminas
e pigmentos. A industria de milho explora todo o potencial desse grdo, que geram Varios
subprodutos. Farinha de milho (FM) é obtida durante a moagem a seco dos graos, no qual no
processo de separacdo fisica do milho o gérmen, capsula protetora de fecho e o pericarpo séo
separados a partir do endosperma, que € normalmente destinado a alimentacdo animal. O FM
contém cerca de 10% de proteina bruta, 4,8% de lipideo bruto, 2,8% de fibra bruta e 80,6% de
carboidratos. No entanto, é uma fonte pobre de lisina, metionina e triptofano, ndo sendo
recomendadas taxas de inclusdo superiores a 20% para peixes carnivoros (HERTRAMPF e

PIEDADE PASCUAL, 2000).

2.4 — Enzimas

Segundo Talens-Perales et al. (2016), as enzimas sdo proteinas que atuam como
facilitadores ou catalisadores de reacfes bioquimicas associadas a funcdo dos organismos
vivos. Funcionam como maquinas moleculares altamente especializadas capazes de quebrar ou
transformar moléculas nas rea¢Bes quimicas dos organismos, diminuindo o nivel de energia de
ativacdo (Harvey et al., 2009). A eficiéncia das enzimas em catalisar reagdes é tal que a
velocidade de uma reacdo pode ser aumentada em até 1.020 vezes (CAMPBELL e FARRELL,
2007). Na auséncia da catalise, a maioria das reac@es nos sistemas biologicos ocorreria de forma
tdo lenta que a formagdo de seus produtos ndo atenderia, em tempo habil, as exigéncias ou

necessidades de um determinado organismo (BERG et al., 2004). Embora as enzimas tenham
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sido utilizadas pelos seres humanos desde os tempos pré-historicos, foi no final do seculo XIX
e na primeira metade do século XX que a natureza quimica das enzimas e seu mecanismo de
funcdo foi elucidado. Além de sua funcdo basica de sustentar a vida, as enzimas tornaram-se
ferramentas insubstituiveis em muitas industrias e atividades da vida diaria (CASTILLO-
YANES et al., 2005).

As enzimas ndo reagem quimicamente com as substancias sobre as quais atuam, nem
alteram o equilibrio das reacdes, elas agem em sequéncias organizadas e catalisam centenas de
reacOes sucessivas, pelas quais as moléculas de nutrientes sdo degradadas. De uma maneira
geral, uma enzima liga-se ao substrato formando um complexo enzima-substrato (ES), de
carater transitorio. Provavelmente, apenas uma fracdo da molécula denominada sitio ativo ¢ a
responsavel pela ligacdo da enzima ao substrato, e essa fracdo determina a especificidade
enzimatica (NELSON e COX, 2004; BERG et al., 2004). A partir da formacdo do complexo
ES existem entdo dois caminhos a serem seguidos: ou ocorre a dissociacdo em E e S ou a

formacéo do produto (P) e a liberacdo da enzima (MURRAY et al., 2002) (Figura 3).
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Figura 3 — Devido a ampla discussao na area académica sobre 0 mecanismo, nessa figura séo
observados os dois modelos: “chave-fechadura” (A), proposto por Emil Fischer em
1894, no qual uma enzima e seu substrato s&o complementares. O substrato se
encaixa perfeitamente em uma Unica enzima — ndo sdo flexiveis e, por isso, as
reacOes enzimaticas apresentam alta especificidade. Porém, estudos comprovam
que enzimas apresentam certa flexibilidade, o que viabiliza uma variedade
conformacional. Diante dessas descobertas, foi proposta ateoria do “encaixe
induzido” (B) por Koshland et al. (1958). De acordo com essa teoria, 0 substrato é
capaz de induzir uma mudanca na conformacdo de uma enzima. Essa modificacao
pode ser passada para as enzimas proximas, garantindo assim que estas
desempenhem seu papel catalitico. Fonte: BERG et al. (2004) e SANTOS (2016).

35


http://brasilescola.uol.com.br/quimica/catalise-enzimatica.htm

SILVA JUNIOR, R. F. Digestibilidade de ingredientes proteicos e energéticos para o robalo-flecha...

Tabela 3 — Classificagéo das diferentes classes de enzimas segundo a Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular.
CLASSE REAQ@ES QUE CATALISAM

1. Oxidorredutases Reacdes de oxidacdo-reducdo, ou seja, transferéncias de elétrons

(ions hidretos ou atomos de H).

2. Transferases Reac0es de transferéncias de grupos contendo C, N ou P.

3. Hidrolases Reac0es de hidrolise, ou seja, clivagem das reac6es adicionando
agua.

4. Liases Clivagem de C-C, C-S e certas ligagdes de C-N, ou seja, adicdo de

grupos as duplas ligac6es ou formacéo de duplas ligacdes por

meio de remocéo de grupos.

5. Isomerases Transferéncia de grupos dentro da mesma molécula para formar
isdbmeros.
6. Ligases Formagcdo de pontes entre C, O, S e N acoplados a hidrélise de

fosfatos de alta energia.

C, carbono; N, nitrogénio; P-, ion fosfato; S, enxofre; O, oxigénio. Fonte: NELSON e COX,
2004.

2.4.1 — Enzimas digestivas

O valor nutricional de uma dieta ndo se baseia simplesmente na sua composicao quimica,
mas também na capacidade fisioldgica do peixe em digerir e absorver, de acordo com seus
habitos alimentares (SALDANA e LOPEZ, 1988). Durante a digesto as proteinas, carboidratos
e lipidios sdo degradados em compostos mais simples para entdo serem absorvidas e utilizadas
pelo corpo. Esta degradacdo € executada no trato digestério com o auxilio de enzimas
(NIELSEN-SCHIMIDT, 1996). Segundo Silva el al. (2014), o estudo do metabolismo das
enzimas € necessario para a escolha de ingredientes a ser introduzido nas dietas de organismos

aquaticos, favorecendo o desenvolvimento de uma nutri¢do adequada.
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Apdbs 0s processos mecanicos e quimicos ocorridos na boca e estbmago, a ragédo ingerida
pelo peixe, i.e., 0 alimento na forma de quimo, recebe a acdo das enzimas digestivas
principalmente no intestino (BALDISSEROTTO, 2013). Estas transformardo os nutrientes em
moléculas, que estardo disponiveis para serem absorvidas pelas paredes em forma de
microvilosidades no intestino, ou seja, em pequenos peptideos, aminoacidos, monossacarideos
e acidos graxos (BAKKE et al., 2011).

No caso das proteinas, elas sdo hidrolisadas enzimaticamente pelas proteases no trato
digestorio dos peixes, liberando aminoacidos que sdo distribuidos através da corrente sanguinea
para 0s 0rgaos e tecidos, onde sdo utilizados continuamente no processo de sintese e degradacao
protéica durante 0s processos de crescimento, reproducdo ou como fonte de energia
(WATANABE, 1998). As proteases tem atua¢do em diversos pH’s, sendo as alcalinas mais
importantes que as acidas, representando cerca de 5% da massa total do corpo (SIMPSON,
2000). Além disso, constituem um dos grupos mais importantes de enzimas industriais, sendo
responsaveis por pelo menos 60% de todas as vendas globais de enzimas (GUPTA et al., 2002).

A TUBMB recomenda o termo "peptidase" como sindnimo de “protease”, que € designado
para qualquer enzima que hidrolise ligacGes peptidicas. Estas proteases estdo inseridas no
subgrupo 4 do grupo 3 (Hidrolases), pois por uma reacdo de hidrolise, elas clivam a proteina

adicionando uma molécula de 4gua a ligacdo peptidica (BERG et al., 2004) (Figura 4).
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Figura 4 — Hidrdélise enzimatica de uma proteina hipotética (BERG et al., 2004).

37



SILVA JUNIOR, R. F. Digestibilidade de ingredientes proteicos e energéticos para o robalo-flecha...

Dentre as proteases alcalinas de maior importancia encontram-se a tripsina, a
quimotripsina e as aminopeptidases. A tripsina e a quimotripsina sdo endoproteases, ou seja,
clivam as ligacGes peptidicas dentro da proteina, enquanto que as aminopeptidases sao
exoproteases (Figura 5), isto €, clivam residuos de aminoacidos na posicdo N-terminal da
proteina (GONZALES e ROBERT-BAUDOUY, 1996). A Tabela 4 baseada em Rao et al.

(1998) demonstra a classificacdo e divisdo das proteases.

~
[a—y

HoN — X X2 X3 X4 Xs5— COOH

Figura 5 — Classificacdo das proteases: Endoproteases clivam ligacdes peptidicas dentro da
proteina (1). Exoproteases, mais especificamente as aminopeptidases, clivam
residuos localizados na posicdo N-terminal da proteina (2). Figura modificada de
Gonzales e Robert-Baudouy (1996).

Tabela 4 — Classificacdo e divisdo das proteases.
Local de clivagem do substrato  Sitio ativo da enzima Numero de residuos de AA’s

removidos

Aminopeptidases
Aminopeptidases Aminodipeptidases
Aminotripeptidases
Sitio ativo da carboxipeptidase
Exopeptidases Serinocarboxipeptidase
Carboxipeptidases Metalocarboxipeptidase
Cisteinocarboxipeptidase

Serinoproteases
Aspartatoproteases
Endopeptidases Cisteinoproteases

Metaloproteases

Fonte: RAO et al. (1998).
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A tripsina é uma enzima importante que pertence a familia de protease serina com peso
molecular de 24 kDa. E sintetizada como “pré/pro” enzima pelo pancreas, e em seguida,
secretada para dentro da cavidade entérica (intestino) como uma proenzima inativa do
tripsinogénio, que pode ser ativada pela enterocinase ou clivagem especifica da tripsinogénio,
através da remocao de uma curta ativacao peptidica N-terminal (PSOCHIOU et al., 2007). Além
disso, a tripsina tem a funcdo de ativar outras enzimas digestivas, tais como a elastase,
colagenase, quimotripsina e lipase (RUAN et al., 2010; MORAES e ALMEIDA, 2014). Séo
caracterizadas por apresentar um mecanismo comum, envolvendo a presenca de uma triade
catalitica composta de residuos especificos: serina, histidina e &cido aspartico. A
serinopeptidase cliva ligacGes peptidicas na extremidade carbdxilo dos residuos de aminoacidos

arginina e lisina (KOMKLAO et al., 2007) (Figura 6).
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Figura 6 — Sitio de hidrdélise especifico para tripsina.

A tripsina desempenha um papel fundamental na hidrélise de proteinas. E a principal
enzima digestiva em diferentes espécies de peixes, especialmente no inicio do desenvolvimento
(PEREZ-CASANOVA etal., 2006; GARCIA GASCA et al., 2006; MANCHADO et al., 2008).
A secrecdo pancredtica funcional é geralmente considerada para ser o primeiro passo do
processo de maturagdo para a funcionalidade digestiva (MA et al., 2005). Muitos relatos tém
mostrado que peixes marinhos exibem atividades de tripsina em sua primeira alimentagdo ou

antes dela (YUFERA e DARIAS, 2007; GISBERT et al., 2009).
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A quimotripsina, endopepdase soltivel em agua, catalisa a hidrolise de ligacdes peptidicas
de proteinas na porcdo carboxila de aminoacidos aromaticos, como: fenilalanina, tirosina e
triptofano (Figura 7) e também substratos sintéticos, tais como SApNA (N-succinil-Ala-Ala-

Pro-Phe-p-nitroanilida) (ABUIN et al., 2004; CASTILLO-YANEZ et al., 2006).
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Figura 7 — Sitio de hidroélise especifica para quimotripsina.

As principais enzimas responsaveis pela liberacdo dos aminoécidos livres sdo as
aminopeptidases. Sdo enzimas inespecificas que liberam pequenos peptideos através da
hidrélise das ligacGes peptidicas na posicao N-terminal de proteinas (GONZALES e ROBERT-
BAUDOUY, 1996). As aminopeptidases vém sendo amplamente investigadas por estudos
bioguimicos e a viabilidade potencial de sua dosagem e constitui-se em uma medida diagndstica
ou preventiva em algumas patologias relacionadas com seu papel fisiol6gico. Essas enzimas
atuam também catalisando a hidrélise de substrato artificiais tais como aminoacil-p-naftilamida
(AA-NA) e aminoacil-p-nitroanilida (AA-Nan). Elas estdo amplamente distribuidas na natureza
e apresentam importancia bioldgica e médicas por causa da sua funcdo na degradacédo de
proteinas (OLIVEIRA et al., 1999).

Os polissacarideos de reserva mais importantes sdo 0 amido, nos vegetais, e o glicogénio,
nos animais, ambos com alto peso molecular. Séo polimeros de glicose em ligagdes a(1-4) nas

cadeias principais e ligacdes a(1-6) nos pontos de ramificacdo, sendo o glicogénio mais
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compacto por apresentar mais ramificacdes em sua molécula (KAUSHIL, 1999). Dentre as
carboidrases estudadas em organismos aquaticos, as amilases merecem atencao especial, ja que
sdo responsaveis pela degradacdo do amido e glicogénio. O amido, atuam liberando diversos
produtos, incluindo dextrinas, maltose e glicose. Elas podem ser divididas em dois grupos: as
endoamilases e exoamilases. As endoamilases atuam de forma aleatoria no interior da molécula
do amido, causando a formacdo de ramos lineares de oligossacarideos de cadeias de varios
comprimentos e dessa forma quebram as ligagdes glicosidicas a(1—4) presentes nas cadeias de
amilose ou amilopectina (GUPTA, 2003). Diferentemente das f-amilases (exoamilases), que
sdo encontradas em vegetais superiores e em algumas bactérias gram-positivas (PUJADAS et
al., 1996) as a-amilases podem ser encontradas em animais, plantas, fungos e bactérias.

A pepsina é, sem duvida, a principal protease acida dos peixes, produzida na forma
inativa de pepsinogénio (FANGE e GROVE, 1979). A enzima € ativada inicialmente em
condicdes &cidas, através da remocdo de um peptideo de baixo peso molecular pelo acido
cloridrico e continua o processo de transformacao por autocatalise. O acido cloridrico estimula
ainda a liberacdo do horménio secretina, responsavel pela descarga do suco pancreéatico rico
em ions bicarbonato que irdo auxiliar na neutralizacdo do pH no intestino (ROTTA, 2003).

A informacdo bioguimica sobre o arsenal enziméatico de um organismo pode ser util na
selecdo de ingredientes a serem usados, uma vez que seu perfil enzimatico tem estreita relacédo
com habitos alimentares e com a dieta a que estdo submetidos (MOYANO et al., 2001),
permitindo o uso racional da quantidade de nutrientes utilizados nas dietas, contribuindo para
formulacdo de racGes mais eficientes, reduzindo os custos nas producdes (CARUSO et al.,
1996). Além disto, podem-se diminuir os residuos depositados no ambiente, tornando a
aquicultura uma atividade sustentavel e ecologicamente vidvel (BEZERRA et al., 2001;
MOREIRA et al., 2002; ESPOSITO et al., 2009; MARCUSCHI et al., 2010; SILVA et al.,

2011).
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4 - Artigos cientificos

4. 1 - Artigo cientifico |

Artigo cientifico a ser encaminhado a Revista Aquaculture.

Todas as normas de redacdo e citacdo, deste capitulo, atendem as
estabelecidas pela referida revista (em anexo).

64



SILVA JUNIOR, R. F. Digestibilidade de ingredientes proteicos e energéticos para o robalo-flecha...

Coeficiente de digestibilidade aparente de ingredientes para juvenis de robalo-flecha
(Centropomus undecimalis)
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Resumo
Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) de oito ingredientes utilizados na

indUstria aquicola foram determinados em termos de matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fésforo (P), energia bruta (EB) e aminoéacidos (AAs) em juvenis de robalo-
flecha (Centropomus undecimalis). Foi utilizado 6xido de cromio como marcado inerte. A
coleta das fezes foi feita por sedimentacdo pelo método de Guelph modificado. Os ingredientes
testes foram: farinha de peixe (FP), farinha de camardo (FC), farinha de visceras de aves (FVA),
farinha de penas hidrolisada (FPH), farelo de soja (FS), farelo de gluten de milho (FGM), farelo
de trigo (FT) e farinha de milho (FM). Uma dieta referéncia (R) (56,7%PB, 22,7 MJ/kg ED) foi
formulada em paralelo as dietas experimentais que incluiu 30% de cada ingrediente e 70% da
dieta referéncia. Os resultados indicaram que o CDA dos nutrientes e energia bruta foram
afetados (P<0,05) pela composicdo dos ingredientes testes. A FGM e FPH, apresentaram
semelhancas (P>0,05) na digestibilidade dos nutrientes e da EB. A digestibilidade da matéria
seca variou de 85 145%, sendo o FGM (145%) e FPH (141%) os mais altos, enquanto, o FS e
FVA apresentaram valores de 83 a 85%, respectivamente. O extrato etéreo dos ingredientes de
origem animal e vegetal, foram bem digeridas pelos juvenis de C. undecimalis com diferenca
(P>0,05) entre os ingredientes. Os menores CDA de matéria mineral foram observados na FVA
(37%) e FS (28%). Os CDA de energia bruta na FP (118%) e FC (117%) foram maiores
(P<0,05) que os demais ingredientes utilizados para os robalo-flecha. Os CDA do fésforo foram
altos em todos os ingredientes. Os CDA dos AAs nos ingredientes FP, FC, FPH e FGM foi
maior que FVA, FS e FM. A maior discrepancia foi de 69% para histidina e 134% para o acido
aspartico no FM. Os resultados deste estudo indicam alta digestibilidade dos ingredientes
proteicos e energeticos para juvenis de C. undecimalis. No entanto, a digestibilidade da matéria
mineral para farinha de viscera de aves (37,4%), farelo de soja (28,8%) e farinha de milho

(47,8%), foram bastante inferiores a farinha de peixe, farinha de camaréo, farinha de pena
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hidrolisado, farelo de glaten de milho e farinha de trigo, indiciando potencial uso desses
ingredientes em racOes para essa espécies. Estas informacdes serdo Uteis na formulacdo de
dietas experimentais e comerciais para juvenis de robalo-flecha em uma base de nutrientes e
energia digestiveis, a fim de minimizar os custos da producdo, bem como reduzir a producao

residuos.

Palavras-chaves: digestibilidade, robalo-flecha, fontes proteica e energéticas.

Introducéo

A aquicultura exige alta qualidade alimentar com alto teor de proteina para as espécies
carnivoras. No entanto, o desafio enfrentado por nutricionistas aquicolas € aumentar a eficiéncia
alimentar, diminuir os custos da alimentacdo e minimizar 0s impactos ambientais causados
pelos efluentes ricos em nutrientes, produzidos pelas ragdes formuladas fornecidas (Lu et al.,
2015). Especificamente na criacdo de peixes carnivoros marinhos, os gastos com a dieta podem
representar de 50 a 70% da producdo (Rana et al., 2009; Sinha et al. 2011).

A proteina é o nutriente de custo mais elevado nas dietas para animais aquéaticos (NRC,
2011), utilizada pelos peixes na formacéo de tecido muscular e como fonte de energia, além de
desempenhar outras fungdes essenciais ao organismo (Deng et al., 2011, Sun et al., 2015). A
maior parte da proteina nas rac@es aquicolas € oriunda da farinha de peixe (FP), a qual possui
elevado teor proteico, perfil balanceado de aminoacidos e &cidos graxos essenciais, excelente
palatabilidade, alta digestibilidade e baixos niveis de fatores anti-nutricionais (NRC, 2011),
sendo reconhecida como a melhor fonte proteica em dietas para peixes carnivoros, no qual
exigem niveis mais elevados de proteina em comparagdo aos peixes onivoros e/ou herbivoros
(Riche, 2015). No entanto, os estoques de peixes selvagens capturados para a producao de 6leo
e farinha de peixe se encontram sobrepescados ou em declinio (FAO, 2012), e apesar disto, faz
com que a busca de alternativas adequadas para substituir total ou parcialmente a FP em ragoes
de peixes seja uma constante tanto para as espécies que ja estdo em producdo quanto para
aquelas que apresentam potencial de criagéo.

A determinacéo da digestibilidade dos nutrientes dos ingredientes é uma das primeiras
etapas no desenvolvimento de ragdes (Burr et al., 2011; NRC, 2011). No entanto, estudos sobre
a utilizacdo dos nutrientes e suas possiveis interferéncias (enzimas digestivas), palatabilidade,
os efeitos sobre o estado imunologico e qualidades organolépticas dos ingredientes, requerem

avaliagéo cuidadosa a fim de determinar o seu valor nutricional e niveis de utilizag&o nas dietas,
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uma vez que, na producdo animal, as formulagbes das ragdes sdo feitas com base no
conhecimento das exigéncias nutricionais da espécie alvo e no nutrientes disponiveis nos
ingredientes (Glencross et al., 2007), pois apenas com este conhecimento serd possivel
determinar o custo beneficio dos ingredientes e utilizar todo potencial genético dos animais
com os menores custo de producédo (Fox et al., 2006).

A biodisponibilidade das proteinas, aminoacidos e energia nos alimentos é um fator
importante a ser considerado, em parte porque estdo relacionados com a quantidade de
nitrogénio (N) e fosforo (P) a ser absorvido pelos peixes. Além disso, a baixa digestibilidade
dos alimentos leva ao acimulo de residuos desses nutrientes na agua e no solo, os quais, por
sua vez, podem levar a poluicdo e eutrofizacdo do ambiente, bem como aumentar a
possibilidade de ocorréncia de doencas e mortalidade (Glencross e Bermudes, 2011, 2012).

Dentre os diversos peixes marinhos nativos do Brasil, o Centropomus undecimalis,
comumente chamado de camurim, robalo-flecha, ou robalo-branco é considerado de grande
potencial para criagdo em cativeiro (Alvarez-Lajonchére e Tsuzuki, 2008; Winner et al., 2010).
De acordo com o Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), em 2012 foram capturados no
Brasil mais 3.600 toneladas de robalo-flecha (Centropomus spp.), sendo as regides Norte e
Nordeste responsaveis por 95% da producdo. S8o peixes eurialinos de habito alimentar
carnivoro oportunista (Silva et al., 1998), encontrados em rios, estuarios, lagunas costeiras e
préximos a costdes rochosos (Pope et al., 2006), no qual pode ser produzido em mais dos 22
mil ha de viveiros de camardo marinho atualmente existentes no Brasil (ABCC e MPA, 2013).

Como a tecnologia béasica de producdo de formas jovens desta espécie ja esta disponivel
(Pitz, 2009; Carvalho et al., 2014; Passini et al., 2014), faz-se necessario estabelecer as bases
cientificas que permitirdo a formulacdo de dietas balanceadas. Portanto, o objetivo deste estudo
foi determinar o coeficiente de digestibilidade aparente da energia e nutrientes de ingredientes
proteicos, farinha de peixe, farinha de camardo, farinha de visceras de aves, farinha de penas
hidrolisada, farelo de soja e farelo de gluten de milho, e energéticos, farelo de trigo e farinha

milho, para juvenis de robalo-flecha.

2. Material e métodos

2. 1. Peixes e condicOes experimentais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Piscicultura Marinha (LPM) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife, PE. Os alevinos de robalo-flecha
com peso médio (0,66 = 0,12g) foram obtidos do Laboratério de Piscicultura Marinha
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(LAPIMAR) da UFSC (Florianopolis, SC). No LPM/UFRPE, os peixes foram mantidos em
tanques circulares (500 L) por um periodo de oito meses na mesma salinidade e temperatura
média de 28,5°C, sendo alimentados inicialmente com a racdo comercial de 800-1200 pum
(55,07% PB; 10,06% EE e 10,28% MM) e posteriormente, com 1200-2000 um (52% PB; 9,5%
EE e 18% MM), em quatro refeicdes diarias até a saciedade aparente.

O estudo de digestibilidade foi conduzido em tanques cilindrico-conicos de 300 L
(Glencross, 2007), abastecidos (3 L/min) por um sistema de recirculacdo de dgua com filtro
bioldgico, filtro de areia (Plaspiral, Bracker 800, Brasil) e filtro ultravioleta (duas lampadas de
95W; Sibrape, Pond Clean, Brasil). As concentragdes de oxigénio dissolvido (5,4 mg/L + 0,39),
temperatura (29,6°C £ 1,2), pH (8,0 £ 0,2) e salinidade (22,0 £ 1,7) foram monitoradas
diariamente com um medidor multiparametro modelo YSI 556 (Yellow Springs Instruments,
EUA). As concentracdes de amonia total (0,12 £ 0,13 mg/L), nitrito (0,19 + 0,29 mg/L) e nitrato
(3,18 £ 2,1 mg/L) foram estimadas a cada dois dias por colorimetria com um kit comercial
(Alcon, Labcon Test, Brasil), considerados adequados para o cultivo da espécie (Alvarez-
Lajonchére e Tsuzuki, 2008).

Antes do inicio do experimento, os juvenis (51,29 g + 15,24) foram aclimatados aos
tanques de digestibilidade por duas semanas. Os peixes (15 espécimes/tanque) eram
alimentados com as dietas experimentais até a saciedade aparente quatro vezes ao dia (8:00,
11:00, 14:00 e 16:00 h). Diariamente, uma hora ap6s a Ultima refeicdo, os tanques foram limpos
com uma esponja para remover os alimentos ndo consumidos e residuos fecais e entdo,
sifonados e drenados. Cerca de 15h apds a Gltima alimentacdo, as fezes foram coletadas por
sedimentagdo em tubos Falcon de 50 mL refrigerados. As excretas foram entdo centrifugadas
no proprio tubo e armazenadas em outro recipiente sob refrigeracdo (-20°C) até se obter a
guantidade minima para se proceder as analises quimicas. Em seguida, as fezes eram
liofilizadas, peneiradas em malha de 1,0 mm para retirada manual de escamas, armazenadas (-

80°C) e enviadas para analise.

2.2. Dietas experimentais

Uma vez que ndo existem informagdes sobre as exigéncias nutricionais da espécie-alvo
deste estudo, a dieta referéncia (Tabela 1) foi formulada com base nas exigéncias nutricionais
do barramundi (Lates calcarifer), que, embora sejam espécie filogeneticamente distintas e
distribuidas naturalmente em regides diferentes, possuem sistemas digestorios e habitos
alimentares semelhantes, além da utilizacdo do habitat estuarino-manguezal (Alvarez-

Lajonchére e Tsuzuki, 2008; Pethiyagoda e Gill, 2014). Além da dieta referéncia, foram
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formuladas outras oito dietas testes, as quais continham 70% da dieta referéncia e 30% do
ingrediente a ser avaliado. A farinha de peixe (FP), farinha de camarao (FC), farinha de visceras
de aves (FVA), farinha de penas hidrolisada (FPH), farelo de soja (FS), farelo de gluten de
milho (FGM), farelo de trigo (FT) e farinha milho (FM) foram testados (Tabela 2). Os
coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM), energia bruta (EB), fosforo (P) e aminoéacidos
(AAs) foram determinados através do método indireto utilizando o éxido de cromio (Cr203)
como marcador inerte (1g.kg™l). Para a confeccdo das dietas peletizadas, + 3 mm, os
ingredientes foram moidos (< 1 mm), misturados, umedecidos pela adi¢ao de 25 a 30% de &gua,
dependendo da umidade do ingrediente, e granulados em moinho de rosca sem fim. As dietas
foram secas em estufa de ventilacéo forcada (55°C por 24 h) e mantidas a -20°C em recipientes

protegidos da luz até o0 momento do fornecimento aos animais (Tabela 3).

2.3. Analise quimicas

A proteina bruta foi determinada pelo método de Dumas ap0ds digestdo oxidativa do
oxigénio a aproximadamente 900-1200°C (AOAC, 2007); o extrato etéreo, por hidrélise acida
(AOAC, 2007) e a umidade por secagem em estufa a 105°C por 4-6 horas até o peso constante
(IAL, 2005). A matéria mineral foi estimada pela queima da amostra em forno mufla a 550-
600°C (AOAC, 2007). A energia bruta foi medida diretamente em bomba calorimétrica (IKA
modelo 5000, Staufen, Alemanha). Os aminoacidos foram analisados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia em fase reversa, utilizando detec¢do em UV a 254 nm por 30 min (Hagen et
al., 1989). O éxido de cromio foi analisado por espectrofotometria de absorcdo atdbmica e 0

fosforo total por colorimetria I, ambos conforme 1AL (2005).

2.4. Determinacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA).
Os CDA da MS, PB, EE, P, EB e AAs das dietas e ingredientes foram determinados com

as equacdes de Nose (1960) e Bureau e Hua (2006), respectivamente.

CDAN@T/R) = 100 — [100 (Cr203p1/R) / Cr203(F)) X (N(F) / Nr))]

Onde: CDANT/r)=% coeficiente da digestibilidade aparente dos nutrientes e/ou energia nas
dietas testes e referéncia; Cr.O03ptr)=% de Oxido de crémio nas dietas testes e
referéncia; Cr.03r=% de Oxido de crdmio nas fezes das dietas testes e referéncia;
NE=% nutriente nas fezes das dietas testes e referéncia; Nr)=% nutriente das dietas

testes e referéncia.
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CDAN@m=CDAN@T) *+ [(CDAN@T)— CDAN(DR)) X (0,7 X N(DR)/ 0,3 X N(IT))]

Onde: CDANm=% digestibilidade aparente dos nutrientes e/ou energia nos ingredientes testes
incluidos nas dietas teste em 30%. CDAN@pT)=% digestibilidade aparente do nutriente
e/ou energia na dieta teste. CDANpr)=% digestibilidade aparente da dieta referéncia
que compde 70% da dieta referéncia. Nipr)=% do nutriente na mistura da dieta
referéncia, Ngm = % do nutriente no ingrediente teste.

2.5. Delineamento experimental e analise dos dados

O estudo foi conduzido em um delineamento experimental inteiramente casualizado
com trés repeticOes por tratamento (n = 3). Os dados obtidos foram testados para a distribuicdo
normal (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia (teste de Bartlett). Em seguida,
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e, quando significativos (P<0,05) aplicado o teste
de Tukey, utilizando o software SysEapro (versdo beta). Os valores séo apresentados como
média + intervalo de confianga (IC).

3. Resultados

A composi¢do quimica e o perfil de aminoécidos dos diferentes ingredientes estdo
demonstrandos na Tabela 2. A FPH, a FVA, a FP e a FGM tiveram os maiores contetdos de
PB, enquanto os niveis mais baixos foram observados para a FM (85 g.kg?), FT (167 g.kg™?) e
a FC (451 g.kg™l). O teor de extrato etéreo foi maior em FVA (145 g.kg™?); e menor no FS (26
g.kg?1). As concentracbes de MM foram 365, 129 e 117 g.kg! para FC, FP e FVA,
respectivamente. Todos os demais ingredientes tiveram concentraces de MM abaixo de 70
g.kg™. Semelhante 8 MM, as concentracdes de P foram mais altas em FC, FP e FVA (entre 20
e 30 g.kg™), enquanto os demais ingredientes tiveram teores de P abaixo de 15 g.kg™. As mais
altas concentragGes de EB ocorreram em FPH, FVA, FGM e FP, todos acima de 20,0 MJ kg™
A FC teve a menor densidade energética, com apenas 13,3 MJ kg™.

Os trés aminoacidos essenciais com concentragdes mais elevadas foram arginina, leucina
e lisina, em ordem decrescente, na maioria dos ingredientes. Dos aminoacidos sulfurados
(metionina e cistina), a FP e a FVA continham concentracgdes relativamente altas, enquanto a
FGM continha valores altos de metionina (14%) e a FPH, de cistina (9%). Os aminoacidos ndo-
essenciais mais abundantes foram o glutamato e a glicina.

Os CDA da MS, PB, EE, MM, P e EB foram diferentes (p<0,05) entre os ingredientes
(Tabela 4). O CDA da MS variou de 82,9 a 145,9%, tendo sido relativamente mais altos em
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seis ingredientes (FP, FC, FPH, FGM, FT e M), cujos CDA variaram de 101 a 145%. A
digestibilidade da MS para FS (82,9%) e FVA (85,5%) foram comparativamente as mais baixas.

A digestibilidade aparente da PB do FGM, FPH e FP foram maiores (p<0,05) do que FT
(97,1%), FM (96,0%), FC (96,6%) e FVA (94,4%). O CDA do EE da FGM, FP e FC foram
maiores (p<0,05) do que da FPH, FVA, FT e FM. Os CDA da PB e EE de todos os ingredientes
testados ficaram acima de 90%. Os CDA da MM também apresentaram diferencas (p<0,05),
sendo que apenas a FGM e a FPH tiveram CDA acima de 90%. Cerca de 100 e 98% do fdsforo
presente na FGM e na FPH, respecitiavamente, foram digeridos pelos juvenis de robalo-flecha;
0 CDA do P mais baixo foram os da FC, FVA, FS e FM (abaixo de 85%). Os CDA da EB na
FP (118%) e FC (117%) foram maiores (p<0,05) que os demais ingredientes.

Os CDA dos aminoacidos dos ingredientes estdo apresentados na Tabela 5. A
disponibilidade de aminoacidos dos ingredientes FP, FC, FPH e FGM foi maior que FVA, FS
e FM. O CDAaa’s dos oitos ingredientes testes variaram, porém, a maior discrepancia foi na
FM que variou de 69% para histidina e 134% para o acido aspartico.

O CDA médio dos AAs na FC (97%), FS (97%) e FVA (94%) foram similares. A FP,
FPH, FGM, FT, FM tiveram as médias mais altas, todas com 100%. Valores acima de 100%
foram encontrados em todos os aminoacidos. Os coeficientes de aminoécidos mais altos foram
no &cido aspartico (134%) FM, cistina (120%) FC e metionina (120%) FT. Ndo houveram
diferencas (p>0,05) nos aminoacidos arginina, glutamato, glicina, treonina, tirosina e valina.
No entanto, houve diferenca (p<0,05) entre 12 aminoacidos. Por exemplo, a digestibilidade da
metionina na FVA foi de 89% e no FT de 120%. Houve maior diferenca entre 0 FM e FGM na
digestibilidade da histidina (69% e 110%, respectivamente). A digestibilidade da leucina da
FVA (81%) foi semelhante a da lisina (81%) e prolina (81%) do FM, apresentaram valores

baixos comparados aos demais.

Discussao

De modo geral, os juvenis de robalo-flecha foram capazes de digerir, de forma bastante
eficiente, os nutrientes de todos os ingredientes testados. Neste estudo, os resultados de matéria
seca e energia bruta sdo comparativamente superiores aos encontrados para outras espécies de
peixes marinhos carnivoros. No entanto, observa-se uma tendéncia na similaridade de alguns
ingredientes proteicos e energéticos, estimados para outros peixes, como a proteina bruta e
extrato etéreo. Por exemplo, a FP (97,2%PB e 99,0%EE) para “mulloway” Argyrosomus
japonicus (Booth et al., 2013); trigo (100,2%PB) (Glencross et al., 2011) e FT (101,9%PB)

71



SILVA JUNIOR, R. F. Digestibilidade de ingredientes proteicos e energéticos para o robalo-flecha...

(McMeniman, 1998) para robalo asiatico (Lates calcarifer), 96,0% (FGM) e 95,3% (FS) de
extrato etéreo para beijupira (Rachycentron canadum) (Zhou et al., 2004) (Tabela 6).

O CDA da MS foi superior a 80% em todos os ingredientes, o FS apresentou a menor
digestibilidade. Este ingrediente geralmente possui de 45 a 50% de proteina bruta e a
digestibilidade da MS fica entre 77 e 99% para alguns peixes marinhos (NRC, 2011), ou seja,
proximo ao do presente estudo (82,9%). Embora os ingredientes vegetais constituam uma
importante fonte de proteina nas dietas de humanos e animais, eles podem conter uma ampla
variedade de fatores anti-nutricionais (FAN), como acido fitico, polissacarideos ndo-amilaceos
e inibidores de protease. A presenca de FAN pode resultar em uma variedade de efeitos
fisiol6gicos negativos nos peixes, como reducdo no crescimento e queda da imunidade (Yang
etal., 2011, NRC, 2011; Fracalossi et al., 2013).

O efeito dos carboidratos (CHO) dietéticos permanece controverso nas espéecies de peixes
marinhos (Enes et al., 2011). Apesar do CHO néo ter sido medido diretamente no presente
estudo, pode-se inferir que as dietas FT e FM continham niveis elevados deste nutriente de 32
e 39%, respectivamente, em relacdo as demais dietas experimentais (Tabela 3) e apresentaram
alta digestibilidade da energia bruta, FT (92,1%) e FM (89,7%) (Tabela 4). Estudos realizados
por Fernandez et al. (2007) relataram que o amido de milho gelatinizado pode ser utilizado em
dietas para o “sea bream” (Sparus aurata) sem comprometer o crescimento até o nivel de
inclusdo de 20%. Catacutan e Coloso (1997) observaram que o robalo Asiatico (Lates
calcarifer) alimentado com dietas contendo 20% de farinha de trigo ganhava mais peso do que
os alimentados com 15%. Para esta mesma especie, Glencross et al. (2012) estudaram uma
variedade de cereais (trigo, aveia, sorgo, triticale, cevada, entre outros) e obtiveram coeficientes
de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes, variando de 49,1 a 93,9% na dieta, € nos
ingredientes de 18,0 a 96,5%, demonstrando que ha uma ampla variedade de fontes de CHO
que podem ser utilizados em dietas para este peixe. Couto et al. (2016) sugeriram que até
225¢.kg* de gérmen de alfarroba pode ser utilizado como substituto a FP em dietas para juvenis
de “meagre” (Argyrosomus regius). Porém, nos peixes alimentados com niveis elevados desse
ingrediente, foi observada uma diminuicdo da atividade das enzimas digestivas (protease
alcalina total, tripsina, lipase e a-amilase), juntamente com baixa retencdo proteica. Outro
carboidrato, a quitina, presente nos ingredientes oriundos de crustaceos também podem ser
utilizados. Fines e Holt (2010) determinaram que o CDA da quitina esta entre 67-78% para
juvenis de beijupird (Rachycentron canadum) alimentados com dietas contendo FC e de
caranguejo, e demonstraram que este peixe possui capacidade em digerir a quitina por meio de

uma forte acéo de enzimas enddgenas, com a transformacéo da quitina em N-acetilglicosamina.
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A alta digestibilidade energética dos ingredientes FT e FM pode ser resultado do alto
teor de CHO que estes ingredientes continham. No entanto, existem preferéncias de utilizar a
FP como fonte de proteina em dietas formuladas para animais aquaticos, o que também é
reforcado pela alta digestibilidade dos lipidios, da energia e da proteina bruta, e,
consequentemente, a alta disponibilidade de aminoacidos (NRC, 2011). Ao verificar se 0s
resultados de outras espécies poderiam ser aplicados ao robalo asiatico, Glencross et al. (2011)
avaliaram a digestibilidade por extrusdo com truta arco-iris e L. calcarifer alimentados com a
mesma dieta. Os resultados demonstraram que os valores de digestibilidade eram permutaveis,
porém mais para alguns pardmetros do que outros (por exemplo, a digestibilidade de energia
foi boa, mas a digestibilidade da proteina foi menor). Além disso, ao calcular os valores de
digestibilidade entre espécies, foi necessario utilizar um fator de corre¢cdo. Porém, hd uma forte
correlacdo da digestibilidade das dietas e dos ingredientes entre as duas espécies de peixes,
indicando que existe um potencial consideravel para a aplicagdo de dados de uma espécie
carnivora para outra.

Semelhante a tendéncia de digestibilidade da matéria seca, 0 CDA da PB também foi alto
em todos os ingredientes testados. Resultados similares foram observados para diferentes
peixes marinhos (Tabela 6). Os peixes carnivoros tendem a utilizar os nutrientes de ingredientes
de origem animal melhor do que os vegetais (Glencross et al, 2014; Trullas et al., 2015). Porém,
no presente estudo, altos CDA da PB foram observados no FT (98,1%) e FM (96,0%).
Digestibilidade elevadas da PB no FT também foram observados em estudos realizados em
hibridos de “striped bass” (Morone saxatilis @ X Morone chrysops J&'; Sullivan e Reigh, 1995)
de 91,9%; 101,9% (McMeniman, 1998) e 100,2% (Glencross et al., 2011), ambos no robalo
asiatico; 87,4% em “red drum” (Sciaenops ocellatus) e no FM de 149,9% (Glencross et al.,
2012) para o robalo asiatico e 99,6% na corvina (Olim, 2012).

Durante a execucdo do experimento foi observado que a quantidade de fezes coletadas
diariamente dos robalo-flecha alimentados com esses ingredientes eram superiores aos demais
tratamentos. Embora as fezes tenham sido centrifugadas apos a coleta, a quantidade de excreta
variava de 85% a 98% para FT, e de 65% a 89% no FM, em relacdo a quantidade de dieta seca
ofertada aos peixes. Entéo, para ambos os tratamentos, o periodo de coleta das fezes se estendeu
por apenas trés (FT) e quatro (FM) dias e foi dado por encerrado. O FT e 0 FM sdo ingredientes
com alto teor de fibra. Este nutriente dietético é resistente a hidrdlise pelas enzimas do intestino
para animais monogastricos, possuindo alta capacidade de reter agua e consequentemente,
aumenta a viscosidade intestinal (Montagne et al., 2003). Os efeitos na digestdo do alimento e

absorcéo dos nutrientes sdo altamente influenciados pelas propriedades fisicas e quimicas da
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fibra (Wenk, 2001). Vérios estudos demonstram que a variagdo dos niveis de fibra bruta em
dietas para peixes pode alterar a digestibilidade aparente, o desempenho, a velocidade do trato
gastro intestinal, a morfologia do trato digestdrio, o rendimento e a composic¢do da carcaca,
metabolismo de lipideos e atividades de enzimas (Gatlin et al., 2007; Hansen e Storebakken,
2007; Rodrigues et al., 2010; Krogdahl et al, 2010). No entanto, o FT e FM apresentaram alta
digestibilidade dos nutrientes (Tabela 4).

Em geral, a disponibilidade de fésforo varia muito, dependendo da espécie de peixe e
do ingrediente. Por exemplo, a FP com digestibilidade de 71,2%P para beijupira (Zhou et al.,
2004) e de 23,2%P para “red drum” (Li et al., 2004) (Tabela 6). Neste experimento, a
digestibilidade aparente do P foi superior a 80% em todos os ingredientes testados. Na farinha
de camardo (FC), o CDA foi de 80,6%. A FC continha o maior teor de P na sua composi¢do
quimica (30 g.kg*MS). Sabe-se que as farinhas de crustaceos contem altas concentragdes de
quitina e, consequentemente, de nitrogénio (Goytortla-Bores et al., 2006; Terrazas-Fierro et
al., 2010), uma baixa digestibilidade poderia aumentar a quantidade de N a ser liberado. O 4cido
fitico, uma das formas utilizadas pelas plantas para o armazenamento de fosforo (NRC, 2011),
é reconhecidamente indisponivel para os peixes, visto que eles ndo contam com fitase endégena
ou microbiana no trato gastrintestinal, o que é necessario para digerir o fitato (Lall, 1991).
Porém, nos ultimos anos, pesquisas em nutricdo tem procurado aumentar a digestibilidade da
proteina dos ingredientes de origem vegetal, que ndo foi o caso do presente estudo, utilizando
tratamentos hidrotermais, como a extrusdo, e a inclusdo de enzimas exdgenas nas dietas (Adeola
e Cowieson, 2014; Castillo e Gatlin, 2015). Das nove dietas estudadas, a FPH continha o menor
teor de fosforo na sua composicdo quimica (11 g.kg*MS), no entanto, sua digestibilidade foi
maior (98%) de que todos os ingredientes. Segundo Zhou et al. (2004) isso pode indicar que,
guanto menor a concentracdo de fésforo na dieta, maior é a sua digestibilidade, o que esta de
acordo com resultados apresentados para truta arco-iris (Onconrhynchus mykiss) e “turbot”
Psetta maxima (Burel et. al, 2000) e beijupira (Zhou et al. 2004). Os peixes exigem entre 0,4 e
0,7% de fésforo nas suas dietas, mas em geral, o teor de fosforo de dietas excede as necessidades
dos peixes (NRC, 2011).

A avaliacdo da qualidade protéica de fontes alimentares depende da composi¢cdo em
aminoacidos (AA) e a sua disponibilidade. Deficiéncia de um aminoacido essencial leva a ma
utilizacdo da proteina dietética e, consequentemente, reduz o crescimento e diminui a eficiéncia
alimentar (Lee, 2002). Neste estudo, a digestibilidade de AA tenderam a refletir a alta
digestibilidade da proteina, tendo alta digestdo em todos os ingredientes, mesmo nas dietas,
FVA, FPH, FS, FGM, FT e FM, que sdo deficientes em alguns aminoacidos essenciais, como,
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histidina, lisina, metionina e valina (HERTRAMPF e PIEDADE-PASCUAL, 2000, NRC,
2011). A FM apresentou digestibilidade de lisina de 81,7% entre os demais ingredientes
testados. Os robalos-flecha também mostraram alta capacidade de digerir a metionina em todos
os ingredientes testados, embora uma menor digestibilidade tenha sido observada para a FVA
(88,9%) (Tabela 5). Estudos demonstram a utilizacdo dos ingredientes proteicos e energéticos
aqui trestados nas racdes de forma conjunta com a FP a fim de suprir possiveis caréncias de AA
(Davies et al., 2009; Tomas-Vidal et al., 2011; Riche, 2015). A alta capacidade de digerir
aminoacidos apresentada pelos juvenis de robalo-flecha esta de acordo com o observado em
outras espécies marinhas, como Seriola quinqueradiata (Masumoto et al., 1996), Sparus aurata
(Lupatsch et al., 1997), Oncorhynchus mykiss e Pagrus major (Yamamoto et al., 1998),
Sebastes schlegeli (Lee, 2002); R. canadum (Zhou et al., 2004), Lateolabrax japonicus (Wang
et al., 2012) e Ophiocephalus argus (Yu et al., 2013).

Valores negativos (Carvalho, 2011) ou superiores a 100% (McMeniman, 1998;
Terrazas-Fierro, 2010; Glencross et al, 2012) tem sido relatados nos estudos de digestibilidade.
Essa aparente discrepancia tem sido atribuida a erros nas analises dos nutrientes e marcadores,
baixa homogeneidade do cromio nas dietas experimentais, amostras ndo representativas de
fezes e a lixiviagdo (Glencross, 2007; Tabrett et al., 2012). Blyth et al. (2015) examinaram 0s
efeitos do método de coleta (extrusao e sedimentacao) e considerando a variavel tempo (4 dias)
desde a introducéo da dieta e coleta para o robalo asiatico, concluiram que o método de extrusédo
produziu amostras de fezes mais conservadoras e confiaveis. Cruz-Suérez et al. (2009) afirmam
que a digestibilidade de alguns aminoacidos pode ser sobrestimada, ja que eles sdo altamente
soltveis em &gua. Coeficientes de digestibilidade inesperados também tém sido atribuidos a
interacdes ndo identificadas entre os ingredientes de alimentos para animais ou a variacao de
material endogeno (Akiyama et al., 1989). Outro fator que pode afetar a digestibilidade aparente
é a alta temperatura que as vezes sdo usadas durante a fabricacdo dos ingredientes. 1sso pode
danificar a estrutura dos AA e afetar a digestibilidade (reacdo de Maillard). Os AA podem ser
eliminados na urina sem assimilacdo adequada pelas células (Terrazas-Fierro et al, 2005).
Assim, AA alterados pelo processamento em altas temperaturas podem resultar na
superestimacao da digestibilidade.

Os resultados deste estudo indicam alta digestibilidade dos ingredientes proteicos e
energéticos para juvenis de C. undecimalis. No entanto, a digestibilidade da matéria mineral
para farinha de visciera de aves (37,4%), ferelo de soja (28,8%) e farinha de milho (47,8%),
foram bastente inferiores a farinha de peixe, farinha de camardo, farinha de pena hidrolisado,

farelo de gluten de milho e farinha de trigo, indiciando potencial uso desses ingredientes em
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racOes para essa espéies. Estas informacGes serdo Uteis na formulagdo de dietas experimentais
e comerciais para juvenis de robalo-flecha em uma base de nutrientes e energia digestiveis, a

fim de minimizar os custos da producdo, bem como reduzir a producao residuos.
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Tabela 1 — Formulagio (g.kg™ MS) da dieta referéncia e dietas-teste para a determinagéo dos
coeficientes de digestibilidade aparente de diferentes ingredientes para o robalo-flecha
(Centropomus undecimalis).

Dieta referéncia Dietas teste
Farinha de peixe 640 448,0
Oleo de peixe * 100 70,0
Celulose ? 124 86,8
Gluten de trigo ® 130 91,0
Cr,03* 1 0,7
Premix vitaminas e minerais ° 5 3,5
Ingrediente teste - 300,0

! Grupo Guabi, Goiana, PE, Brazil.

2 Microfine Cellulose (98% purity), RHOSTER

$Wheat gluten Vidal, Feed grade, Tradal Brazil, Jandira, SP, Brazil.

4VETEC, Brazil.

5Rovimix Fish (Ul kg ou g kg™ de premix): vitamina A, 5,0 MUI; vitamina D3, 0,20 MIU; vitamina E, 5.000 UI;
vitamina K3, 1,0g; vitamina B1, 1,5 g; vitamina B2, 1,5 g; vitamina B6, 1,5 g; vitamina B12, 4,0 g; biotina, 0,05
g; vitamina C, 50 g; colina, 40 g; inositol, 1,0 g; etoxiquina, 12,25 g; cobre, 0,5 g; magnésio, 1,5 g; zinco, 5,0 g;
acido folico, 0,5 g; acido pantoténico, 4,0 g; nicotinamida, 7,0 g; cobalto, 0,01 g; ferro, 5,0 g; iodo, 0,05 g; selénio,
0,01g.
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Tabela 2 — Composicdo quimica (g.kg* MS) e perfil de aminoécidos (g.kg™ MS) da farinha de
peixe (FP), farinha de camardo (FC), farinha de visceras de aves (FVA), farinha de pena
hidrolisada (FPH), farelo de soja (FS), farelo de gluten de milho (FGM), farelo de trigo (FT) e
farinha de milho (FM) utilizados na determinagdo dos coeficientes de digestibilidade aparente
do robalo-flecha (Centropomus undecimalis).

FP! FC> FVA3® FPH* FS® FGM®  FT’ FM?®

Matéria seca 906 939 942 884 881 912 876 869
Proteina bruta 720 451 722 894 531 680 167 85
Extrato etéreo 90 69 145 75 26 73 49 47
Matéria mineral 129 365 117 30 69 33 54 12
Faésforo 24 30 20 4 8 5 13 3
*Carboidratos 61 115 16 1 374 214 730 856

Energia bruta (MJ kg) 21,6 13,3 23,0 24,1 19,0 22,4 16,6 18,1
Alanina 50 30 47 42 22 64 9 7
Arginina* 50 27 57 68 45 25 15 4
Acido aspartico 64 21 62 66 65 37 14 6
Cistina 10 4 8 9 6 6 3 1
Glutamato 94 43 104 106 103 147 32 16
Glicina 80 58 81 78 27 21 11 4
Histidina* 22 6 22 12 15 14 5 2
Isoleucina* 23 14 24 39 21 24 5 3
Leucina* 46 24 50 73 40 111 11 11
Lisina* 43 17 45 25 31 13 7 3
Metionina* 19 9 17 6 6 14 2 1
Fenilalanina* 24 15 26 42 26 40 6 4
Prolina 43 30 53 96 32 62 12 8
Serina 32 16 33 104 30 37 8 4
Taurina 12 5 3 1 1 1 1 1
Treonina* 30 13 28 43 20 20 5 3
Tirosina 19 10 21 26 18 35 5 3
Valina* 30 17 28 57 22 27 7 4

1 Pesquera Pacific Star, Salmonoil S.A. Sector La Campana S/A, Calbuco, Chile.
2 Nicoluzzi Ragdes Ltda., Penha, SC, Brasil.
3 IRCA Nutrigdo Animal, Carpina, PE, Brasil.

4 Nutreco Brasil. Avivar Alimentos — Sdo Sebastido do Oeste, MG, Brasil.
5 Bunge, Luis Eduardo Magalhées — BA, Brasil.
6 Ingredion Brasil Ing. Ind. Ltda. Cabo de Santo Agostinho, PE, Brasil.

’ Pena Branca, Recife, PE, Brasil.
8 Supranor, Recife, PE, Brasil.
*Estimado pela diferenga: 100 - (PB + EE + MM), no qual se inclui a fibra bruta.

*Aminoacidos essenciais
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Tabela 3 — Composicdo quimica (g.kg™ MS) e perfil de aminoécidos (g.kg* MS) das dietas
referéncia (R) e testes (farinha de peixe - FP, farinha de camardo - FC, farinha de visceras de
aves - FVA, farinha de pena hidrolisada - FPH, farelo de soja - FS, farelo de gluten de milho -
FGM, farelo de trigo - FT, e farinha de milho - FM) utilizados na determinacdo dos coeficientes
de digestibilidade aparente do robalo-flecha (Centropomus undecimalis).

Nutrientes/Dietas R FP FC FVA FPH FS FGM FT FM

Matéria seca 950 960 970 950 965 962 970 958 966
Proteina bruta 567 589 474 612 620 520 564 442 400
Extrato etereo 160 178 155 147 152 132 163 156 140
Matéria mineral 99 116 180 102 77 8 66 8 74
Fésforo 15 16 17 16 11 13 18 14 12
“Carboidratos 17 12 19 14 15 26 21 32 39

Energia bruta (MIkg™) 23 23 21 23 23 22 23 22 22

Alanina 33 34 30 34 30 26 35 24 21
Arginina* 31 34 28 34 37 31 26 26 20
Acido aspartico 39 44 30 38 47 47 39 31 30
Cistina 8 10 7 7 22 11 13 8 8
Glutamato 103 89 75 167 91 93 105 73 69
Glicina 62 54 50 61 48 37 34 36 31
Histidina* 16 13 10 17 12 12 12 10 9
Isoleucina* 20 22 18 19 29 24 24 16 17
Leucina* 40 39 33 39 46 38 58 29 28
Lisina* 36 35 27 38 29 32 25 24 22
Metionina* 11 16 13 8 12 11 14 10 10
Fenilalanina* 22 22 19 18 28 24 28 17 17
Prolina 54 40 37 49 48 34 42 31 28
Serina 27 26 21 25 42 23 26 19 17
Taurina 7 9 6 5 5 5 4 5 5
Treonina* 19 23 18 20 25 19 19 16 14
Tirosina 15 17 14 15 19 17 22 12 12
Valina* 20 28 34 18 37 26 28 21 20

*Estimado pela diferenga: 100 - (PB + EE + MM), no qual se inclui a fibra bruta.
*Aminoacidos essenciais

85



SILVA JUNIOR, R. F. Digestibilidade de ingredientes proteicos e energéticos para o robalo-flecha...

Tabela 4 — Médias (z IC) dos coeficientes da digestibilidade aparente (%) da matéria seca (MS),
proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM), fosforo (P) e energia bruta
(EB) da farinha de peixe (FP), farinha de camarao (FC), farinha de visceras de aves (FVA),
farinha de pena hidrolisada (FPH), farelo de soja (FS), farelo de glaten de milho (FGM), farelo
de trigo (FT) e farinha de milho (FM) para juvenis de robalo-flecha (Centropomus undecimalis).

Dietas/Nutrientes MS PB EE MM P EB
FP 122,0° 100,1° 98,8 75,2 ° 88,3°P 118,62
(+1,0) (+0,3) (£0,2) (£0,9) (+0,3) (x0,4)
FC 105,2°¢ 96,6 98,3" 64,1° 80,6 117,42
(+1,2) (+0,1) (£0,1) (£0,7) (+22) (+0,7)
FVA 85,5¢ 94,4° 93,54 37,4 80,7 ¢ 92,4°¢
(£18,1) (£1,8) (£3.2) (£ 12,0 (x2,8) (x9,8)
FPH 141,52 101,6® 91,1°¢ 90,32 98,02 102,7°
(*3,3) (+0,3) (+0,1) (+0,6) (+1,0) (x1,1)
FS 82,91 97,6 ¢ 95,0 28,8°¢ 80,4 °¢ 86,8
(5,9 (x1,4) (£1,3) (£54) (x2,2) (x0,5)
FGM 145,92 102,52 99,8 @ 97,82 99,8 2 105,5°
(+0,2) (+0,1) (£0,1) (£0,1) (+0,0) (+0,1)
FT 101,0¢ 98,1°¢ 95,2 ¢ 66,2 88,5 " 92,1°¢
(4,0 (0,2 (£0,3) (£22) (x0,6) (x1,6)
FM 101,4°¢ 96,0 % 95,7 ¢ 4781 83,3 ¢ 89,7 <
(+8,9) (+1,7) (£0,8) (+ 13,0 (+3,0) (3,5

CV (%) 2,83 0,60 0,42 5,76 2,65 1,10

Letras sobrescritas em cada coluna indicam diferengas significativas (P<0,05).

CV = Coeficiente de variacdo de Person.
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Tabela 5 - Médias (£ I1C) dos coeficientes de digestibilidade aparente (%) dos aminoacidos da farinha de peixe (FP), farinha de camarao (FC), farinha de
visceras de aves (FVA), farinha de pena hidrolisada (FPH), farelo de soja (FS), farelo de glaten de milho (FGM), farelo de trigo (FT) e farinha de milho
(FM) para juvenis de camurim (Centropomus undecimalis).

FP FC FVA FPH FS FGM FT FM CV (%)
Alanina* 101,1+0,3%®  101,6 +0,1%® 934+03® 1026+2,1*® 977+23®  1028+0,0®  106,6 +1,7° 88,1 +19,0° 5,22
Arginina 96,0+ 0,1 95,2 +0,1 100,0 2,1 96,2 + 0,4 97,3+0,5 925+0,1 94,2 +0,4 103,8 + 19,0 5,23
Acido aspartico 108,2+0,6®  117,7 +1,5% 89,2+99° 1104+31%® 110,0+2,8® 1225+0,6® 1288+3,9% 1342+ 48,0 9,00
Cistina 1035+ 0,5%  120,3+1,2% 815+7.8° 108,8+0,1®®  97,9+10,0® 116,3+0,2®® 1115+32% 1152 +40,0® 9,40
Glutamato 100,8 + 0,2 101,9+0,1 99,0+1,2 100,5+0,9 98,9+0,8 101,2 £ 0,0 101,0+0,9 95,6 +12,0 3,30
Glicina 101,6 £ 0,4 101,7 £ 0,4 935+2,9 102,6 +1,2 96,2 + 2,0 102,7 £ 0,2 101,5+1,0 85,5 + 25,0 5,50
Histidina* 99,5 + 2,52 102,4 + 0,72 88,3+1,2% 1047+6,90 94,6 +5,3% 109,5+0,1*  106,8+34*  69,3+33,0° 9,00
Isoleucina* 101,7 £1,6®  103,0 £0,2%® 889+0,1° 102,1+15® 99,6+25%® 105,5+0,12  112,8+25*  99,1+18,0® 4,60
Leucina* 102,5 +2,6%¢  105,2 + 0,4 815+59°  102,7+3,7% 97,7+48%  103,4+0,1%° 111,3+2,72 88,3 + 26,0 7,00
Lisina* 100,3+0,3%®  101,9+0,3® 953+25% 1026+27® 99,0+ 2,0® 109,5+0,00  103,3+15% 81,7+29,0° 6,70
Metionina* 101,4 +0,3®®  104,4 + 0,4%® 88,9 +1,4° 110,4 +0,8%® 106,5+3,0®  1056+0,0° 1207 +2,00 109,5+ 29,0% 6,70
Fenilalanina*  100,4 +1,7®®  102,5+0,2% 86,2+35° 1019+17® 986+21®  1035+0,0® 1083+1,8"  91,7+220%® 5,88
Prolina 100,0 +£0,2®®  100,4 + 0,2% 91,2+54% 100,3+1,1®  94,0+44%® 102,7+0,1*  101,0+1,3® 81,2+27,0° 7,00
Serina 100,0 + 0,3 100,0 + 0,21 87,0 +6,6 100,0 + 1,0 96,2 + 3,0 100,0 +0,1 100,0 + 1,2 88,0 + 35,0 9,00
Taurina 102,0 £ 0,0° 101,2 +0,8¢ 91,7+52% 1082+1,2® 101,2+1,7° 110,2+05*  101,1+1,1° 103,7 +5,0« 1,44
Treonina* 103,0 + 0,4 105,0 + 0,5 89,7 +3,4 102,0+0,2 99,3+19 108,0 + 0,2 118,0+2,0  100,0 +40,0 12,00
Tirosina 100,0 + 3,4 100,0 + 4,3 88,6+15 100,0 + 1,6 992+29 100,0 + 2,7 106,0+10,0 89,7+ 25,0 7,60
Valina* 102,4+0,5 107,0+0,2 84,0+2,0 101,7 + 0,6 100,0 + 2,4 107,0 +0,0 116,0+1,8 106,0+21,0 5,41

Letras sobrescritas em cada linha indicam diferencas significativas (p<0,05).
CV = Coeficiente de variacdo de Person.
*Aminodcidos essenciais
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Tabela 6 - Coeficientes de digestibilidade aparente (%) de ingredientes utilizados no presente estudo para outras espécies de peixes marinhos.

Ingredientes Intztljzsao MS PB EE EB P Método Referéncia Espécie
Produtos de origem marinha

Farinha de peixe — Equador 50 9,8 972 996 97,2 n.a. Sedimentacdo Booth et al. (2013) Argyrosomus japonicus
Farinha de peixe — Peru 50 952 964 990 9738 n.a. Sedimentacdo Booth et al. (2013) Argyrosomus japonicus
Farinha de peixe — Peru 30 na. 939 na 928 n.a. Sedimentacdo  Olim (2012) Argyrosomus regius
Farinha de peixe - Skreting 30 na. 935 926 879 n.a. Sedimentacdo Davies et al. (2009) Dicentrarchus labrax
Farinha de peixe - Skreting 30 na. 875 834 828 n.a. Sedimentacdo Davies et al. (2009) Sparus aurata
Farinha de peixe - Skreting 30 na. 849 799 745 na.  Sedimentagdo Davies et al. (2009) Psetta maxima
Farinha de peixe - Herring 30 na. 933 na 928 n.a. Sedimentacdo Tibbetts et al. (2006) Gadus morhua
Farinha de peixe - Anchova 30 na. 922 na 862 n.a. Sedimentacdo Tibbetts et al. (2006) Gadus morhua
Farinha de peixe — Peru 30 875 963 958 955 71,2  Sedimentacdo Zhou et al. (2004) Rachycentron canadum
Farinha de peixe - Select Menhaden 30 839 815 951 819 23,2 Extruséo Li et al. (2004) Sciaenops ocellatus
Farinha de peixe - Sardinha 40 872 925 na 852 n.a. Sedimentacdo Laining et al. (2003) Cromileptes altivelis
Farinha de peixe - Select Menhaden 30 936 879 872 950 503 Extruséo Gaylord e Gatlin (1996) Sciaenops ocellatus
ﬁ‘g'r]”hr;%gﬁ peixe - Regular 30 937 769 676 921 479 Extrusio  Gaylord e Gatlin (1996) >C'aenops ocellatus
Farinha de peixe - Menhaden 30 na. 959 na 60,1 n.a. Extrusdo I(\ilggg)ogan e Reigh Sciaenops ocellatus

: . « : . Hibrido de M. saxatilis
Farinha de peixe - Menhaden 30 83,7 882 na 955 n.a. Extruséo Sullivan e Reigh (1995) (2) x M. chrysops (3)
Farinha “rejeito” de camarao 30 732 639 836 870 351 Extruséo Li et al., (2004) Sciaenops ocellatus
Farinha de cabega de camaréo 40 585 780 na 63,6 na.  Sedimentacdo Laining et al. (2003) Cromileptes altivelis

Produtos de animais terrestres
Farinha de carne de aves 30 na. 855 792 715 n.a. Sedimentacdo Davies et al. (2009) Dicentrarchus labrax
Farinha de carne de aves 30 na. 79,2 857 716 n.a. Sedimentacdo Davies et al. (2009) Sparus aurata
Farinha de carne de aves 30 n.a. 784 526 452 n.a. Sedimentacdo Davies et al. (2009) Psetta maxima

n.a. = ndo aplicavel. MS = matéria seca, PB = proteina bruta, EE = extrato etéreo, EB = energia bruta.
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Continuacao Tabela 6 - Estimativas de coeficientes de digestibilidade aparente...

Farinha viscera de aves
Farinha viscera de aves
Farinha viscera de aves
Farinha de pena

Farinha de pena hidrolisada
Farinha de pena tratada
enzimaticamente

Farinha de pena tratada
enzimaticamente

Farinha de pena tratada
enzimaticamente

Farinha de pena hidrolisada

Cereais e graos
Trigo
Farelo de trigo

Farelo de trigo

Farelo de trigo

Milho

Milho

Farelo gluten de milho

Farelo glaten de milho

Farelo gluten de milho

Farelo de soja (solvente extraido)
Farelo de soja

Farelo de soja desengordurada
(solvente extraido)

30
30
30
50
30

30

30

30
30

30
30

30

30

30
30
30
30
30
30
30

30

n.a.
n.a.
75,6
62,6
n.a.

n.a.
n.a.

n.a.

n.a.

n.a.
n.a.

n.a.

50,0

n.a.
n.a.
n.a

84,6
n.a.
n.a.

54,8

68,3

80,2
39,7
48,7
57,3
74,8

68,2
21,7

36,0
62,4

100,2
101,9

87,4

91,9

149,9
99,6
99,9
94,4
99,9

103,4
67,2

90,9

n.a.
n.a.
59

60,5
n.a

49,5
33,4

n.a.

n.a.

n.a.
n.a.

n.a.

n.a

n.a.
n.a.
n.a

96,0
n.a.
n.a.
n.a.

92,3

71,0
52,5
71,7
61,5
67,9

61,4
34,7

n.a.
58,9

65,2
98,8

33,7

60,7

43,2
40,6
91,4
94,2
95,4
65,5
51,1

86,9

n.a.
n.a.
26,5
n.a.
n.a.

n.a.
n.a.

n.a.

n.a.

n.a.
n.a.

n.a.

n.a.

n.a.
n.a.
n.a

69,76
n.a.
n.a.
n.a.

59,3

Sedimentacao
Extruséo
Extrusdo

Sedimentacao
Extrusdo

Sedimentacao
Sedimentacao

Sedimentacao
Sedimentacao

Extrusdo
Extrusio

Extrusdo

Extrusdo

Extruséo
Sedimentacao
Sedimentacao
Sedimentacao
Sedimentacao

Extruséo
Sedimentacao

Sedimentacao

Tibbetts et al. (2006)
McMeniman (1998)
Gaylord e Gatlin (1996)
Booth et al. (2013)
Glancross et al. (2011)

Davies et al. (2009)
Davies et al. (2009)

Davies et al. (2009)
Tibbetts et al. (2006)

Glencross et al. (2011)
McMeniman (1998)
McGoogan e Reigh
(1996)

Sullivan e Reigh (1995)

Glencross et al. (2012)
Olim (2012)

Olim (2012)

Zhou et al. (2004)
Tibbetts et al. (2006)
Glencross et al. (2011)
Laining et al. (2003)

Zhou et al. (2004)

Gadus morhua

Lates calcarifer
Sciaenops ocellatus
Argyrosomus japonicus
Lates calcarifer
Dicentrarchus labrax

Sparus aurata
Psetta maxima

Gadus morhua

Lates calcarifer
Lates calcarifer
Sciaenops ocellatus

Hibrido de M. saxatilis
(?) X M. chrysops ()
Lates calcarifer
Argyrosomus regius
Argyrosomus regius
Rachycentron canadum
Gadus morhua

Lates calcarifer
Cromileptes altivelis

Rachycentron canadum

n.a. = ndo aplicavel.
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Continuagao Tabela 6 - Estimativas de coeficientes de digestibilidade aparente...

Farelo de soja desengordurada

. 30 705 928 953 90,6 604  Sedimentacdo Zhou et al. (2004) Rachycentron canadum
(tostado solvente extraido)
Farelo de soja (solvente extraido) 30 na. 860 na 694 n.a. Extrusédo McMeniman (1998) Lates calcarifer
Farelo de soja (“full-fat”) 30 na. 848 na 759 n.a. Extruséo McMeniman (1998) Lates calcarifer

n.a. = ndo aplicavel.
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4. 3 - Artigo cientifico Il

Artigo cientifico a ser encaminhado a Revista Fish Physiology
and Biochemistry.

Todas as normas de redacdo e citacdo, deste capitulo, atendem as
estabelecidas pela referida revista (em anexo).
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Avaliacao das enzimas digestivas de juvenis de robalo-flecha (Centropomus undecimalis)
alimentados com dietas contendo diferentes ingredientes proteicos e energéticos.

Reginaldo Floréncio da Silva Junior® 2¢9, Janilson Félix da Silva® %, Renata C. P. Franga ™, Marina
Marcuschi®, Ranilson S. Bezerra® Alvaro José de Almeida Bicudo®, Ronaldo Olivera Cavalli®¢©

MPrograma de Pos-Graduagio em Recursos Pesqueiros e Aquicultura, Universidade Federal Rural de Pernambuco
Recife, PE.

@Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco, Vitoria de Santo Antéo, PE.

@Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia, Manaus, AM.

@Laboratorio de Enzimologia, Departamento de Biogquimica e Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
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®)Laboratdrio de Piscicultura Marinha, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE.

E-mails: rfsilvajunior@gmail.com, ronaldocavalli@gmail.com

Resumo

O grande crescimento da aquicultura e a limitada oferta de farinha de peixe significa que fontes
alternativas de alimentos precisam ser estudadas para tornar a industria mais sustentavel. Para
melhorar a utilizacdo das dietas em peixes, é importante que, além da digestibilidade dos
ingredientes, se conheca o perfil de enzimas digestivas do animal cultivado. O presente trabalho
investigou os efeitos de uma dieta comercial (1) e nove experimentais, que incluiam diferentes
ingredientes proteicos — Farinha de peixe (FP), farinha de camardo (FC), farinha viscera de aves
(FVA), farinha de pena hidrolisada (FPH), farelo de soja (FS) e farelo de gluten de milho (FGM)
- e energéticos — farelo de trigo (FT) e farinha de milho (FM). Uma dieta referéncia (REF) foi
formulada em paralelo as dietas experimentais que incluiu 30% de cada ingrediente e 70% da
dieta referéncia. O perfil das enzimas digestivas foi avaliado em juvenis de Centropomus
undecimalis, espécie marinha com grande potencial aquicola. As atividades das peptidases,
acidas e alcalinas, mostraram diferenca (P<0,05) entre os peixes alimentados com todas as
dietas. A atividade proteolitica total do instestino diferiu (P<0,05) entre os tratamentos com
maior intensidade nas dietas I, FP e FPH. Nos estudos com a tripsina, observou-se diferenca
(P<0,05), com maior atividade enzimatica nos peixes alimentados com a dieta comercial. A
quimotripsina, mostrou maior propor¢do de enzimas nas dietas com ingredientes proteicos,
exceto para a FVA, em relacdo aos energeticos. A amilase, tambem se mostrou alta nos
ingredientes proteicos, exceto FGM. Nao houve diferenga (P>0,05) para atividade especifica
da pepsina. As diferentes concentracbes de extrato etéreo na dieta referéncia (REF) e
consequentemente nas demais dietas experimentais, inibiram as atividades proteolitica alcalina
total e de tripsina nos juvenis de robalo-flecha.

Palavras-chave: Peixe marinho, proteases, amilase, aminopeptidase.
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Introducéo

Considerado uma espécie marinha com grande potencial para a aquicultura, o
Centropomus undecimalis, comumente chamado de camurim, robalo-flecha ou robalo-branco,
€ a maior entre todas as espécies do género Centropomus (Tucker, 2005; Froese e Pauly, 2007).
E um peixe diadromo e eurialino, distribuidos em &reas tropicais e subtropicais da costa Oeste
do Oceano Atlantico, desde o Cabo Canaveral, na Florida, EUA, até o sul do Brasil (Pope et
al., 2006). Possui alto valor (CEAGESP, 2015) e grande demanda no mercado (Alvarez-
Lajonchere, 2004; Baron-Aguilar et al., 2013). Além disso, apresenta caracteristicas de
producdo relevantes, como aceitacdo de dietas artificiais, baixo fator de converséo alimentar
(de 0,7 a 1,0; Tucker, 1987), ampla tolerancia a salinidade (0-35gL™?), temperatura (10-35°C) e
oxigénio dissolvido (0,9-1mgL™) (Alvarez-Lajonchére e Tsuzuki, 2008), além de uma
producdo de files sem pele com rendimento de até 60% (Tucker, 2003).

Apesar do reconhecido potencial e consequentemente de varios anos dedicados a pesquisa
e desenvolvimento (Souza Filho e Cerqueira, 2003; Ferraz, 2013; Liebl, 2013), a producéo
comercial dessa espécie ainda ndo ocorre no Brasil (MPA, 2012). O baixo desempenho de C.
undecimalis nos estudos realizados no pais (Wagner Jr. et al., 2000; Souza-Filho e Cerqueira,
2003; Mello, 2014), apresentaram taxas de crescimento especifico (TCE) estimadas entre 0,55
e 1,92%.dia, o que pode estar relacionada a deficiéncias nutricionais e/ou a mudangas
ontogenéticas no metabolismo das enzimas digestivas.

Por ser uma espécie de habito alimentar carnivoro oportunista (Silva e Pereira, 1997), e
devido ao grande crescimento da aquicultura mundial e da limitada oferta de 6leo e farinha de
peixe (FP) (FAO, 2014), faz com que os pesquisadores busquem fontes alternativas de
alimentos para tornar a industria mais sustentavel (Bell e Waagbg, 2008; Turchini et al., 2009;
Lu, 2015). Varios estudos relatam a substituicdo da FP por outros ingredientes proteicos e
energéticos de origem animal ou vegetal (Sarker et al., 2012; Booth et al., 2013; Kou et al.,
2015; Wang et al., 2015; Riche, 2015; Sevgili et al., 2015). Porém, pouco se conhece sobre as
formas como os processos digestivos e de absorcdo séo afetados por essas modificagoes
dietéticas. A utilizacdo de ingredientes diversificados pode alterar a atividade de determinadas
enzimas digestivas, no entanto, os animais podem passar por adaptacGes para um melhor
aproveitamento dos nutrientes.

Estudos tém relatado as propriedades das enzimas digestivas em peixes, como proteases,
lipases e carboidrases (Esposito et al., 2009; Marcuschi et al., 2010; Silva et al., 2011; Santos
et al., 2013; Bkhairia et al., 2015; Khangembam e Chakrabarti, 2015; Lassoued et al., 2015) e
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a digestibilidade dos ingredientes em rag¢des (Zhou, et al., 2004; Davies et al., 2009; Glencross
et al., 2011, 2012; Booth et al., 2013). No entanto, poucos avaliaram de forma isolada a
influéncia da digestibilidade de ingredientes na atividade das enzimas digestivas (Murashita et
al., 2015). Como a tecnologia béasica de producdo de formas jovens do robalo-flecha esta
disponivel (Soligo et al., 2008 e 2011; Pitz, 2009; Carvalho et al., 2014; Passini et al., 2014) e
em resposta a limitagdo na oferta mundial da FP, o uso das enzimas e do entendimento da
fisiologia digestiva como ferramenta ira permitir a formulacéo de dietas balanceadas para esta
espécie. Este estudo tem como objetivo investigar a atividade de enzimas digestivas em juvenis

de C. undecimalis submetidos a dietas contendo diferentes fontes de proteina e energia.

Material e métodos

Cultivo experimental

O experimento foi conduzido no Laboratério de Piscicultura Marinha (LPM) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife, PE. Os alevinos de robalo-flecha
com peso médio (x DP) de 0,66 g (+ 0,12) foram obtidos junto ao Laboratério de Piscicultura
Marinha (LAPIMAR), Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Floriandpolis, SC. No
LPM/UFRPE, os peixes foram mantidos em tanques circulares (500 L) por um periodo de oito
meses em salinidade de 20%o e temperatura média de 28,5°C. Eles foram alimentados
inicialmente com uma racdo comercial de 800-1200 um (55,07% proteina bruta - PB; 10,06%
extrato etéreo - EE e 10,28% matéria mineral - MM) e, posteriormente, com 1200-2000 pum
(52% PB; 9,5% EE e 15% MM), em quatro refeicdes diarias até a saciedade aparente.

O estudo de avaliacdo de ingredientes foi conduzido em tanques cilindrico-cénicos de
300 L (Lee, 2002; Zhou et al., 2004) abastecidos com um fluxo de 3 L/min por um sistema de
recirculacdo de agua composto por filtro biolégico, filtro de areia (Plaspiral, Bracker 800,
Brasil) e filtro ultravioleta (duas lampadas de 95W; Sibrape, Pond Clean, Brasil). Durante o
periodo experimental ndo houveram mortalidades e as variaveis de qualidade de agua foram
consideradas adequadas para o cultivo da espécie (Silva e Pereira, 1997; Mello, 2014). As
concentragdes médias de oxigénio dissolvido (5,4 mg.L™ + 0,39), temperatura (29,0°C * 1,2),
pH (8,0 + 0,2) e salinidade (22,0 £ 1,7) foram monitoradas diariamente com um medidor
multipardmetro modelo YSI 556 (Yellow Springs Instruments, EUA). As concentracdes de
amonia total (0,12 mg.L* + 0,13), nitrito (0,19 mg.L™? + 0,29) e nitrato (3,18 mg.L?* + 2,1)
foram estimadas a cada dois dias por colorimetria com um kit comercial (Alcon, Labcon Test,
Brasil).
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Antes do inicio do experimento, os juvenis (51,29 g £+ 15,24) foram aclimatados aos
tanques de digestibilidade por duas semanas. Quinze peixes foram mantidos em cada tangue, e
foram alimentados até a saciedade aparente quatro vezes ao dia (8:00, 11:00, 14:00 e 16:00 h)

com as dietas experimentais por um periodo de 15 dias.

Dietas experimentais

Foram formuladas uma dieta referéncia (REF) e oito dietas teste, sendo que estas
continham 70% de REF e 30% do ingrediente a ser avaliado (Tabela 1). A farinha de peixe
(FP), farinha de camarao (FC), farinha de visceras de aves (FVA), farinha de penas hidrolisada
(FPH), farelo de soja (FS), farelo de gluten de milho (FGM - protenose), farelo de trigo (FT) e
farinha milho (FM) foram incluidos nas dietas de acordo com a Tabela 2. Na confeccdo das
dietas, os ingredientes foram moidos (< 1 mm), misturados, umedecidos pela adi¢do de 25 a
30% de &gua e granulados em moinho de rosca sem fim. O o6xido de cromio (Cr203) foi
adicionado (1g.kg) como marcador inerte. As dietas foram secas em estufa de ventilagio
forcada (55°C por 24 h) e mantidas a -20°C em recipientes protegidos da luz até o fornecimento

a0s animais.

Reagentes
Todos os reagentes utilizados nos ensaios foram de grau analitico obtidos junto a Sigma®
(St. Louis, EUA) ou Merck® (Darmstadt, Alemanha).

Extracéo das enzimas digestivas

Antes do inicio do experimento, cinco peixes alimentados com a ragdo comercial foram
capturados aleatoriamente, sendo denominados de amostra inicial (I). Ao final do periodo
experimental, seis peixes por tratamento (dois por tanque) também foram amostrados. Todos
os peixes foram anestesiados, com 5 ppm de 6leo de cravo (AQUI-S, Bayer S.A., Chile),
atordoados com agua gelada e dissecados para remogéo do estdbmago e intestino, de acordo com
Bezerra et al. (2001). Posteriormente, os 6rgdos foram congelados a -80°C, para 0s ensaios
enzimaticos subsequentes.

Os tecidos foram homogeneizados em solugdo tampéo 0,01 M de Tris-HCI, pH 8,0, com
a adicdo de 0,015 M de NaCl para o intestino e 0,015 M de NaCl para o estbmago. Ambos 0s
tecidos foram colocados a uma concentragdo de 200 mg/mL, usando um homogeneizador de
tecidos. Em seguida, 0 homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g durante 25 min a 4°C para
remocdo dos fragmentos de tecido. Os sobrenadantes (extrato bruto) foram recolhidos e
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armazenados a -25°C para andlise posterior (Bezerra et al., 2005). A medi¢do da proteina total
soltvel nos extratos brutos foi determinada como descrito por Bradford (1976) utilizando

albumina de soro bovino como padréo.

Atividades enzimaticas
Atividade proteolitica alcalina total

As atividades enzimaticas das proteases alcalinas presentes nos extratos brutos dos cecos
piloricos e intestino, foram realizadas em tubos de microcentrifuga, utilizando 1% de
azocaseina como substrato, preparado em 0,01 M de Tris-HCI, pH 8,0. Aliquotas contendo 30
ML do extrato bruto foram incubadas com 50 pL da solucdo substrato durante 1 hora a 25°C.
Em seguida, foi adicionado 240 pL de acido tricloroacético (TCA) a 10% para parar a reacao.
Apds 15 minutos a mistura foi centrifugada a 8.000 g durante 5 minutos. O sobrenadante foi
recolhido e 70 pL foi misturado na solucdo de 130 uL 1 M de hidroxido de sodio (solucdo
reveladora) em microplacas. A absorbancia foi medida num leitor de microplacas (Bio-Rad X-
MarkTM spectrophotometer, California, EUA) num comprimento de onda de 450 nm. Um
controle negativo (branco) foi realizado, substituindo o extrato da enzima pelo tampéo usado
na sua preparagdo. As atividades foram realizadas em triplicatas e uma unidade (U) de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necesséaria para hidrolisar azocaseina e
produzir uma mudanca de 0,001 unidades de absorbancia por minuto por miligrama de proteina
(Bezerra et al., 2005).

Atividade proteolitica acida total

As atividades foram processadas usando hemoglobina (Hb) como substrato do seguinte
modo: em tubos de microcentrifuga, 100 pL de Hb 2% em 0,06 M de glicina-HCI pH 3,0, foi
misturada com 50 pL de extrato bruto do estdmago e 350 puL 0,5 M de glicina- HCI pH 3,0,
durante 60 min a 25°C. 500pL de TCA a 10% foram adicionados para parar a reagdo. Apos 15
minutos, a centrifugac&o foi realizada a 8.000 g durante 10 min. A absorbéncia do sobrenadante
(70 pL) foi medida a 280 nm (Bio-Rad X-MarkTM spectrophotometer, California, USA) em
comparagdo com um branco preparado de maneira semelhante em que 0,01 M de glicina-HCI
pH 3,0 substituiu a amostra do extrato bruto, com base numa metodologia adaptada de Diaz-
Lopez et al. (1998). Uma unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima capaz de hidrolisar a hemoglobina para produzir uma alteracdo na absorbancia de

0,001 por minuto por miligrama de proteina.
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Atividade proteolitica especifica

As atividades enzimaticas de tripsina e quimotripsina do intestino, foram determinadas
em microplacas com o uso de Na-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA) e succinilo
prolina fenilalanina alanina aminotransferase p-nitroanilide (SApNA), respectivamente
(Bezerra et al., 2005). Estes substratos foram dissolvidos em sulféxido de dimetilo (DMSO) a
uma concentragao final de 8 mM. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. Os extratos
de enzima (30 pL) foram incubados com 140 pL de tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, e 30 uL
de seus respectivos substratos por um periodo de 15 minutos. Logo depois, as leituras de
absorbancia foram medidas e registradas utilizando um leitor de microplacas (Bio-Rad X-
MarkTM spectrophotometer, California, USA). O comprimento de onda usado nas medigdes
foi de 405 nm. Uma unidade (U) de atividade foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir um mole de p-nitroanilina por minuto. A atividade especifica foi

expressa em unidades por miligrama de proteina (U mg™).

Atividade das aminopeptidases

As atividades das aminopeptidases para os aminoacidos, alanina, arginina, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, prolina, serina e tirosina foram avaliadas usando aminoacil de B-
naftilamida como substrato. O procedimento adaptado por Oliveira et al. (1999) foi realizado
em triplicata, através da incubacéo de substrato de 4,2 mM (50 pL), 50,0 mM de tampéo fosfato
de sodio pH 7,0 (600 pL) e H2O desionizada (50 pL) a 37°C. Depois de alcangado o equilibrio
térmico, o extrato de intestino bruto (50 pL) foi adicionado, e 30 minutos mais tarde, a reacédo
foi interrompida pela adicdo de 1 mg mL™ do reagente Garnet (250 pL) em tampéo de acetato
de sddio 0,2 M pH 4,2 contendo 10% de Tween 20 (v/v). Apds 10 min., a absorbancia foi
medida a 525 nm (Bio-Rad X-MarkTM spectrophotometer, California, USA), e a quantidade
de B-naftilamida foi determinada utilizando uma curva padrao de B-naftilamida. Uma unidade
de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necesséria para hidrolisar

um pmol de p-nitroanilina por minuto por miligrama de proteina.

Atividade amilolitica

A atividade total da amilase foi baseada no método de Bernfeld (1955), utilizando uma
solugéo de amido a 2% (p/v) como substrato. A reacdo consistiu na incubacdo de 20 pL do
extrato bruto do intestino com 125 mL de tampéo de 0,1 M de Tris-HCI, pH 8,0 e 125 pL de
substrato a 37°C durante 10 minutos. Em seguida, 30 pL da solugéo incubada foi adicionada a
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300 mL de 3,5-dinitrossalicilico acido (DNSA) a 100°C durante 10 minutos para parar a reacao.
Logo apos o seu arrefecimento, 200 pL da solucdo foram transferidos para microplacas e a
absorbancia foi medida a 570 nm utilizando um leitor de microplacas (Bio-Rad X-MarkTM
spectrophotometer, California, USA). Uma unidade de atividade da enzima foi expressa em mg
de maltose libertada a 37°C por minuto por miligrama de proteina. Para determinar a

concentracdo de maltose, uma curva de calibracdo foi preparada utilizando maltose comercial.

Zimogramas
Proteases alcalinas (intestino)

O zimograma proteolitico foi iniciada por uma SDS-PAGE néo redutora sob imersdo num
banho de gelo (Garcia-Carrefio et al., 1993). O gel de separacéo foi usado em 12,5% (p/v) e gel
de concentracdo de 4% (p/v). Os extratos brutos liofilizados de cada tratamento (15 ug de
proteina) foram aplicados ao gel de concentracdo. Apos a eletroforese, os géis foram imersos
em 100 mL de Triton X-100 2,5%, diluido em Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, durante 30 min a 4°C
para remover o SDS. Em seguida, o Triton X-100 foi removido por lavagem do gel com Tris-
HCI 0,1 M, pH 8,0. Depois, o gel foi incubado em 100 mL de caseina 3% (p/v) diluida em Tris-
HCI 0,1 M, pH 8,0, durante 30 minutos a 4°C passando para 25°C durante 90 minutos para
permitir a digestdo da caseina por fragdes ativas. Finalmente, o gel foi corado com uma solucéo
contendo 0,01% de Coomassie Brilliant Blue, 25% de metanol, 10% de acido acético e apos 24

horas foi clareada em uma solu¢do com a mesma composicdo sem a presenca do corante.

Amilase

O zimograma amilolitico foi iniciada por uma SDS-PAGE ndo redutora sob imersdo num
banho de gelo (Garcia-Carrefio et al., 1993). O gel de separacéo foi usado em 12,5% (p/v) e gel
de concentracdo de 4% (p/v). Preparacfes enzimaticas de cada tratamento (30 g de proteina)
foram aplicadas ao gel de concentracdo. Apds a eletroforese, os géis foram imersos em 100 mL
de Triton X-100 2,5%, diluido em Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, durante 30 min a 4°C para remover
0 SDS. Em seguida, o Triton X-100 foi removido por lavagem do gel com Tris-HCI 0,1 M, pH
8,0. Em seguida, o gel foi incubado com uma solucéo de amido 2% (p/v) contendo 10 mM de
tampéo fosfato pH 8,0 e CaCl. durante 60 min a 37°C, para permitir a digestdo do amido por
fracOes ativas livres. Finalmente, o gel foi lavado com &gua destilada e corados com uma
solucéo de iodo/KI (10%) durante 5 minutos. Gel foi lavado com agua destilada para parar a

reacao e, em seguida, com uma solucéo de acido acético (13%).
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Proteases acidas (estbmago)
Pepsina

O zimograma proteolitico do estdmago foi iniciado por uma PAGE nativa sob imerséo
num banho de gelo (Garcia-Carrefio et al., 1993). O gel de separacéo foi usado em 12,5% (p/v)
e gel de concentracdo de 4% (p/v). Preparagdes enzimaticas de cada tratamento (60 pg de
proteina) foram aplicadas ao gel de concentracdo. Apds a eletroforese, os géis foram incubado
em 100 mL de hemoglobina a 3% (p/v) diluida em 0,1 M Glicina-HCI, pH 3,0, durante 30
minutos a 4°C para determinar a atividade proteolitica. Depois disso, o gel foi mantido na
mesma solucdo de hemoglobina a 25°C durante 90 minutos para permitir a digestdo da
hemoglobina por fragdes ativas. Finalmente, o gel foi corado com uma solugéo contendo 0,01%
de Coomassie Brilliant Blue, 25% de metanol, 10% de &cido acético e ap6s 24 horas foi

branqueada em uma solu¢do com a mesma composi¢cao mas sem a presenca do corante.

Anédlise estétisitica

As analises foram realizadas em triplicatas. Os dados obtidos foram testados para a
distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia (teste de Bartlett).
Em seguida, foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) e, quando significativos
(P<0,05) foi aplicado ao teste de Tukey, utilizando o software SysEapro (versdo beta). Os

valores sdo apresentados como média * intervalo de confianca (IC).

Resultados e Discussao

O valor nutritivo de uma dieta ndo esta baseado simplesmente na sua composicao
quimica, mas também sobre a capacidade fisiologica dos peixes em digerir e absorver 0s
nutrientes (Santos et al., 2013; Garcia-Meilan et al., 2013). O processo de digestdo comega no
estdmago, com a acdo da pepsina (Yufera et al., 2004; Wu et al., 2009), e prossegue nos cecos
piloricos e intestino, com a atuacdo de enzimas pancredticas, incluindo proteases (Krogdahl et
al., 1999; Pivnenko et al., 1997), a-amilase e lipases (Kurtovic et al., 2009). A quantidade e
atividade das enzimas secretadas varia de acordo com a espécie e/ou sua preferéncia alimentar
e com a composicdo de nutrientes e digestibilidade dos alimentos ingeridos (Buddington et al.,
1997). A figura 1 mostra as atividades das proteases, acidas e alcalinas e amilase nos juvenis
de C. undecimalis submetidos a dieta comercial (1) e experimentais — REF, FP, FC, FVA, FPH,
FS, FGM, FT e FM.
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As atividades das proteases acidas (pepsina) do presente estudo foi alta em todos os
extratos brutos bruto dos peixes alimentados com as diferentes dietas (Figuras 1A) e ndo
apresentaram diferenca (P>0,05). Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por
Campeche (2016), que avaliou a atividade de enzimas digestivas em hibridos de surubim
(Pseudoplatystoma fasciatum x Leiarius marmoratus) utilizando diferentes concentragfes de
proteina:carboidratos.

As atividades de amilase (Figura 1B) apresentaram as maiores atividades tanto nos
ingredientes de origem animal como vegetal, sendo em maior propor¢do nas dietas de
ingredientes proteicos - I, REF, FP, FP, FC, FPH, exceto FGM, em relacdo aos energéticos, FT
e FM, mostrando diferencga significativa (P<0,05). O efeito dos carboidratos (CHO) dietéticos
permanece controverso nas espécies de peixes marinhos (Enes et al., 2011). Wilson (1994),
qual cita que as espécies carnivoras possuem capacidade limitada de hidrolisarem e/ou
digerirem CHO complexos em fungdo da reduzida atividade amilolitica no trato digestivo.
Apesar dos CHO néo terem sido medido diretamente no presente estudo, pode-se inferir que a
FT e FM, gque continham niveis elevados de CHO (31,6 e 38,6%, respectivamente, Tabela 2)
em relacdo as demais dietas experimentais, apresentaram alta digestibilidade da energia bruta,
FT (92,1%) e FM (89,7%) (Tabela 3).

Fernandez et al. (2007) relataram que o amido de milho gelatinizado pode ser utilizado
em dietas para o “sea bream” (Sparus aurata) sem comprometer o crescimento até o nivel de
inclusdo de 20%. Catacutan e Coloso (1997) observaram que o robalo Asiatico (Lates
calcarifer) alimentado com dietas contendo 20% de farinha de trigo ganhava mais peso do que
os alimentados com 15%. Para esta mesma especie, Glencross et al. (2012) estudaram uma
variedade de cereais (trigo, aveia, sorgo, triticale, cevada, entre outros) e obtiveram coeficientes
de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes variando de 49,1 a 93,9% na dieta, € nos
ingredientes de 18,0 a 96,5%, demonstrando que ha uma ampla variedade de fontes de CHO
que podem ser utilizados em dietas para este peixe. Couto et al. (2016) sugeriram que até
2250.kg™* de gérmen de alfarroba pode ser utilizado como substituto a FP em dietas para juvenis
de “meagre” (Argyrosomus regius). Porém, nos peixes alimentados com niveis elevados desse
ingrediente, foi observada uma diminuicdo da atividade das enzimas digestivas (protease
alcalina total, tripsina, lipase e a-amilase), juntamente com baixa retencdo proteica. Outro
carboidrato, a quitina, presente nos ingredientes oriundos de crustaceos, também pode ser
utilizado. Fines e Holt (2010) determinaram que o CDA da quitina esta entre 67-78% para
juvenis de beijupird (Rachycentron canadum) alimentados com dietas contendo FC e de

caranguejo, e demonstraram que este peixe possui capacidade em digerir a quitina por meio de
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uma forte acéo de enzimas enddgenas, com a transformacao da quitina em N-acetilglicosamina.
Isso abre a possibilidade de utilizacdo de ingredientes ricos em quitina como substituicdo de
fontes de CHO e até mesmo como substituto parcial da FP (Giri et al., 2005; Liti et al., 2006).

A andlise da atividade proteolitica total de substrato de cadeia longa (azocaseina) diferiu
(P<0,05) entre os tratamentos (Figura 1C), com maior intensidade nas dietas I, FP e FPH. Nos
estudos com a tripsina, utilizando substrato BApNA, também observam-se diferencas (P<0,05),
com maior atividade enzimatica nos peixes alimentados com a dieta comercial (I). Porém, nos
ingredientes proteicos — FP, FPH e FS, ndo sdo constatadas diferencas (P>0,05) de 0,53, 0,63 e
0,50 U.mg?, respectivamente (Figura 1D). A quimotripsina, com substrato SApNA, mostrou
maior proporc¢do de enzimas nas dietas com ingredientes proteicos (I, REF, FP, FP, FC, FPH,
FGM), exceto para a FVA, em relacdo aos energéticos (FT e FM) (Figura 1E).

A relacdo entre os niveis de nutrientes e a secrecdo de enzimas é bastante complexa
(Infante e Cahu, 2007; Bogevik et al., 2009; Santigosa et al., 2011a). Garcia-Meilén et al.
(2013), por exemplo, demonstraram um aumento progressivo da atividade proteolitica alcalina
total (APAT) em S. aurata quando o teor de proteina na dieta aumentou de 35 para 41%, mas
houve uma diminuicdo da APAT na dieta com 50%. No presente trabalho, uma maior atividade
proteolitica alcalina total foi verificada nas dietas I, FP, FGM e FPH (Figura 1C), as quais
também apresentaram maior digestibilidade proteica (Tabela 3). A FVA, continha o segundo
maior teor de proteina (61%) (Tabela 2), no entanto, apresentou uma baixa atividade
proteolitica alcalina total (Figura 1C). Estes dados corroboram a ideia de que a atividade
proteolitica ird depender ndo apenas da concentracdo de proteina na racdo (Bakke et al., 2011),
mas também da qualidade, digestibilidade, biodisponibilidade de nutrientes e de compostos
anti-nutricionais (FAN) do ingrediente, bem como das diferencas ambientais, como
temperatura e salinidade da agua, fatores bidticos, como as espécies, e/ou suas preferéncias
alimentares (Buddington et al., 1997). Entre as dietas experimentais, a FP resultou em uma
maior atividade proteolitica alcalina total, e isto pode ser atribuido ao fato desta conter uma
excelente fonte de proteina, a farinha de peixe, que além de possui alta qualidade, possui perfil
de balanceado de aminoacidos e acdios graxos essenciais, excelente palatabilidade, alta
digestibilidade e baixos niveis de fatores anti-nutricionais para peixes carnivoros (Riche, 2015;
Bowzer et al., 2015).

Os valores de atividade da tripsina e quimotripsina estdo apresentados nas figuras 1D e
1E, respectivamente. Entre as dietas experimentais, ndo houveram diferengas significativas
(P>0,05) para a atividade de tripsina. Para a quimotripsina, uma maior atividade enzimatica foi
observada nas dietas com ingredientes proteicos, exceto para a FVA, em relacdo aos
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energeéticos, FT e FM. As baixas atividades nos peixes alimentados com FT e FM também
podem estar relacionados com a presenca dos FAN, que inibem as proteases alcalinas,
principalmente a tripsina e quimotripsina (Francis et al., 2001; Gatlin et al., 2007; Santigosa et
al., 2008), o que pode prejudicar a saude (Kissil et al, 2000; Olsen et al., 2007) e crescimento
dos peixes (Venou et al, 2003; Knudsen et al., 2006) quando em niveis elevados. Baixa
atividade enzimatica foi atribuida aos FAN em estudo de digestibilidade realizado por
Murashita et al. (2015), observando a secre¢do das enzimas digestivas em “red seabream”
(Pagrus major) e “yellowtail” (Seriola quinqueradiata) alimentados com FP e FS,
identificaram uma maior atividade tripsina, quimiotripsina, lipase e amilase nos peixes
alimentados com FP. No entanto, Papoutsoglou e Lyndon (2006) encontraram um aumento na
atividade da quimotripsina em “spotted wolffish” (Anarhichas minor) quando a concentracédo
da proteina foi reduzida, o que indica a adaptacdo da espécie a baixa concentracdo de proteina,
como forma de absorver melhor os nutrientes da dieta.

Dietas com baixo teor de proteina e altas concentracdes de extrato etéreo (EE) e
carboidratos (CHO) inibiram a atividade proteolitica alcalina total e tripsina em dietas para o
“sea bream” (Garcia-Meilan et al., 2013) e “meagre” (Couto et al., 2016). O mesmo foi
observado para a tripsina em salmdo do Atlantico (Salmo salar L.) (Krogdahl et al., 2003) e
“sea bass” (Dicentrarchus labrax) (Peres et al., 1999). No presente estudo, esta inibicdo é
observada em todas as dietas, exceto a comercial (1) (Figuras 1C e 1D). E provavel que isto
esteja relacionado a quantidade de extrato etéreo na dieta referéncia (REF), que era de 160 g.Kg"
IMS de EE, enquanto a dieta | continha a menor concentracio de EE, com apenas 95 g.Kg*MS
de EE (Tabela 2). A dieta REF foi formulada com base nas exigéncias nutricionais do robalo
asiatico que, embora seja uma espécie filogeneticamente distinta e distribuida naturalmente em
regides diferentes, possui sistemas digestorios e habitos alimentares semelhante ao robalo-
flecha, além da preferéncia pelo habitat estuarino-manguezal (Glencross et al., 2006; Alvarez-
Lajonchére e Tsuzuki, 2008; Pethiyagoda e Gill, 2014). Mudancas nas atividades enzimaticas
digestivas sdo observadas em peixes quando alteram a composicdo da dieta e
consequentemente, a capacidade de absor¢do dos nutriente (Fountoulaki et al., 2005; Garcia-
Meilén et al., 2013; Murashita et al., 2015).

A capacidade de transporte dos aminoacidos (AA) pode ser regulada para compensar 0
déficit nutricional causado pela composicao da dieta ou curtos periodos de fome (Santigosa et
al., 2011b). Para que os AA possam ser absorvidos pelo animal, € necessario que estejam em
sua forma livre ou como di-tripeptideos (Rodiles et al., 2012; Garcia-Meilan et al., 2013). Para

tanto, faz necessario a atividade de aminopeptidases capazes de liberar esses AA,
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principalmente os essenciais. Neste ambito, as analises das aminopeptidases permitiram a
avaliacdo do perfil de digestéo individual de alguns aminoacidos (Tabela 4), na qual se observa
diferenca (P<0,05) entre as dietas. Nota-se que, para todas as aminopeptidases, incluindo
arginina, histidina, isoleucina e leucina, as maiores atividades foram encontradas nas dietas com
maior inclusio da farinha de peixe, REF (640 g.kg*MS) e FP (748 g.kg*MS) (Tabela 1). Estes
resultados estdo de acordo com os estudos realizados por Santigosa et al. (2008) em “sea bream”
e truta arco-iris; Jutfelt et al. (2007) e Refstie et al. (2006) em salmdo. Sabe-se que 0s
ingredientes FVA, FPH, FS, FGM, FT e FM séo deficientes em alguns aminoacidos essenciais,
como, histidina, lisina, metionina e valina (f Hertrampe Piedade-Pascual, 2000, NRC, 2011).
No entanto, o FM que continha menor teor de PB e alta digestibilidade dos amino&cidos, teve
uma alta ativididade das aminopepitidases em comparacéo as dietas com maior teor de proteina
(FC, FVA, FPH, FS, FGM e FT), exceto para REF e FP (Tabela 4).

Além dos ensaios enzimaticos, foram realizados zimogramas para se determinar o perfil
eletroforético das formas ativas das proteases acidas (Figuras 2), alcalinas (Figuras 3) e amilase
(Figura 4). Os zimogramas parecem ser a ferramenta bioquimica mais sensivel em comparacao
com outros métodos para a detec¢do da composicdo de proteinase em extratos bruto dos tecidos
e por permitir a determinacgéo das zonas de atividade das enzimas (Garcia-Carrefio et al., 1993).
Na Figura 4, atividades caseinolitica revelaram alta atividade nos extratos brutos nos peixes de
todos os tratamentos. Na Figura 2, sdo observadas bandas com atividade das peptidases acidas
nos peixes submetidos aos tratamentos de FS, FGM, FP, FC, FVA e REF. Apesar da atividade
da pepsina ndo apresentar diferenca (P<0,05) entre os tratamentos (Figura 1A), foi observado
alta intensidade no perfil de enzimas no FGM, FP e FC. A Figura 3 revela a baixa atividade da
amilase nos extratos brutos dos peixes submetidos aos tratamentos FM e FVA. Nos animais
alimentados com FT, FC e | ndo foram encontradas bandas amiloliticas. No entanto, na figura
1A se observa atividade enzimética no extrato bruto dos animais alimentados com esses
ingredientes.

Idealmente, as avaliacGes da digestibilidade e consequentemente das enzimas dos
ingredientes deveriam ser feitas atraves de uma alimentacdo simples. No entanto, isso raramente
é possivel, pois 0s animais aquaticos se recusam a comer muitas dietas constituidas por um
unico ingrediente (Glencross, 2007). Em vez disso, uma abordagem na substituicdo de um
ingrediente € normalmente utilizada, na qual as dietas experimentais compreendem o
ingrediente teste adicionado dos componentes da dieta referéncia (Zhou et al., 2004; Davies et
al., 2009; Booth et al., 2013). As diferentes concentracdes de extrato etéreo na dieta referéncia

(REF) e consequentemente nas demais dietas experimentais, influenciaram a inibicdo das
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atividades proteolitica alcalina total e tripsina nos juvenis de robalo-flecha. A tripsina é uma
das principais enzimas digestivas em peixes (Bezerra, 2001), principalmente em
desenvolvimento (Ma et al., 2005; Perez-Casanova et al., 2006; Garcia Gasca et al., 2006;
Manchado et al., 2008). Sua auséncia ou baixa atividade na alimentacdo de animais aquaticos,
resulta em uma variedade de efeitos fisioldgicos, como reducdo no crescimento e queda da
imunidade (Tacon, 2009; Yang et al., 2011). Além disso, esta protease alcalina tem a funcdo de
ativar outras enzimas digestivas, tais como a elastase, colagenase, quimotripsina e lipase (Ruan
et al.,, 2010; Rungruangsak-Torrisen, 2010). A identificacdo e caracterizacdo das proteases
acidas e alcalinas em estudos de digestibilidade de peixe é uma importante ferramenta para a
compreensdo dos mecanismos digestivos e formulacdo de ragdes. No entanto, futuros estudos
devem ser realizados para permitir 0 uso criterioso desses ingredientes em dietas para C.

undecimalis.
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Tabela 1 — Formulagdo (g.kg™ MS) das dietas referéncia e teste de diferentes ingredientes para
o0 robalo-flecha (Centropomus undecimalis).

Dieta referéncia Dietas teste
Farinha de peixe 640 448,0
Oleo de peixe * 100 70,0
Celulose ? 124 86,8
Gluten de trigo ® 130 91,0
Cr,03* 1 0,7
Premix vitaminas e minerais ° 5 3,5
Ingrediente teste - 300,0

! Grupo Guabi, Goiana, PE, Brazil.

2 Microfine Cellulose (98% purity), RHOSTER

3 Wheat gluten Vidal, Feed grade, Tradal Brazil, Jandira, SP, Brazil.

4VETEC, Brazil.

5 Rovimix Fish (Ul kg* ou g kg* de premix): vitamina A, 5,0 MUI; vitamina D3, 0,20 MIU; vitamina E, 5.000 Ul; vitamina
K3, 1,0g; vitamina B1, 1,5 g; vitamina B2, 1,5 g; vitamina B6, 1,5 g; vitamina B12, 4,0 g; biotina, 0,05 g; vitamina C, 50 g;
colina, 40 g; inositol, 1,0 g; etoxiquina, 12,25 g; cobre, 0,5 g; magnésio, 1,5 g; zinco, 5,0 g; &cido folico, 0,5 g; &cido
pantoténico, 4,0 g; nicotinamida, 7,0 g; cobalto, 0,01 g; ferro, 5,0 g; iodo, 0,05 g; selénio, 0,01 g.
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Tabela 2 — Composicdo quimica (g.kg™* MS) e perfil de aminoécidos (g.kg* MS) das dietas
comercial e experimentais ofertadas para juvenis de robalo-flecha (Centropomus
undecimalis).

I REF FP: FC> FVA: FPH* FSs FGMe FT7 FMs
Matéria seca 901 950 960 970 950 965 962 970 958 966
Proteina bruta 520 567 589 474 612 620 520 564 442 400
Extrato etéreo 95 160 178 155 147 152 132 163 156 140
Matéria mineral 150 99 116 180 102 77 88 66 86 74
Fosforo 25 15 16 17 16 11 13 18 14 12
Carboidratos+ 235 174 11,7 19,1 13,9 151 26,0 20,7 316 386
Energia bruta
(MJ kg 20,1™ 227 229 206 22,7 232 219 233 220 21,6
Alanina 33 34 30 34 30 26 35 24 21
Argininat 31 34 28 34 37 31 26 26 20
Acido aspartico 39 44 30 38 47 47 39 31 30
Cistina 8 10 7 7 22 11 13 8 8
Glutamato 103 89 75 167 91 93 105 73 69
Glicina 62 54 50 61 48 37 34 36 31
Histidina* 16 13 10 17 12 12 12 10 9
Isoleucina* 20 22 18 19 29 24 24 16 17
Leucina+ 40 39 33 39 46 38 58 29 28
Lisina* 36 35 27 38 29 32 25 24 22
Metionina* 11 16 13 8 12 11 14 10 10
Fenilalanina* 22 22 19 18 28 24 28 17 17
Prolina 54 40 37 49 48 34 42 31 28
Serina 27 26 21 25 42 23 26 19 17
Taurina 7 9 6 5 5 5 4 5 5
Treonina* 19 23 18 20 25 19 19 16 14
Tirosina 15 17 14 15 19 17 22 12 12
Valina* 20 28 34 18 37 26 28 21 20

*Aminoéacidos essenciais

**Estimado pela diferenga: 100 — (PB + EE + MM), no qual se inclui a fibra bruta (NRC, 2011).

**Estimado pela equacio: (5,44 x PB) + (9,44 x EE) + (4,11 x CHO)

1 Pesquera Pacific Star, Salmonoil S.A. Sector La Campana S/A, Calbuco, Chile.

2 Nicoluzzi Ragdes Ltda., Penha, SC, Brasil.

3 IRCA Nutrigdo Animal, Carpina, PE, Brasil.

4 Nutreco Brasil. Avivar Alimentos — Sdo Sebastido do Oeste, MG, Brasil.

5 Bunge, Luis Eduardo Magalhées — BA, Brasil.

6 Ingredion Brasil Ing. Ind. Ltda. Cabo de Santo Agostinho, PE, Brasil.

’ Pena Branca, Recife, PE, Brasil.

8 Supranor, Recife, PE, Brasil.

I*: Racdo comercial ofertada inicialmente para os peixes. Farinha de peixe (58%), farelo de soja, 6leo de peixe, premix mineral
(6xido de ferro, carbonato e cobalto, diglicinato de cobre, iodato de calcio, diglicinato de manganés, fosfato monossédico,
sulfato de magnésio, 6xido de magnésio, selenometionina, didlicinato de zinco), premix vitaminico ( vitaminas: A, D3, E, C,
K3, B1, B2, B12, &cido pantoténico, acido félico, biotina, niacina, cloreto de colina, inositol); antioxidante (BHT, propilgalato,
etoxiquina, proplanato de célcio); lecitina de soja; pigmentantes; 6leo vegetal.
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Tabela 3 — Médias (z IC) dos coeficientes da digestibilidade aparente (%) da matéria seca (MS),
proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM), fosforo (P) e energia bruta
(EB) da farinha de peixe (FP), farinha de camardo (FC), farinha de visceras de aves (FVA),
farinha de pena hidrolisada (FPH), farelo de soja (FS), farelo de glaten de milho (FGM), farelo
de trigo (FT) e farinha de milho (FM) para juvenis de robalo-flecha (Centropomus undecimalis).

Dietas/Nutrientes MS PB EE MM P EB
FP 122,0° 100,1° 98,8 75,2 ° 88,3°P 118,62
(+1,0) (+0,3) (£0,2) (£0,9) (+0,3) (x0,4)
FC 105,2°¢ 96,6 98,3" 64,1° 80,6 117,42
(+1,2) (+0,1) (£0,1) (£0,7) (+22) (+0,7)
FVA 85,5¢ 94,4° 93,54 37,4 80,7 ¢ 92,4°¢
(£18,1) (£1,8) (£3.2) (£ 12,0 (x2,8) (x9,8)
FPH 141,52 101,6® 91,1°¢ 90,32 98,02 102,7°
(*3,3) (+0,3) (+0,1) (+0,6) (+1,0) (x1,1)
FS 82,91 97,6 ¢ 95,0 28,8°¢ 80,4 °¢ 86,8
(5,9 (x1,4) (£1,3) (£54) (x2,2) (x0,5)
FGM 145,92 102,52 99,8 @ 97,82 99,8 2 105,5°
(+0,2) (+0,1) (£0,1) (£0,1) (+0,0) (+0,1)
FT 101,0¢ 98,1°¢ 95,2 ¢ 66,2 88,5 " 92,1°¢
(4,0 (0,2 (£0,3) (£22) (x0,6) (x1,6)
FM 101,4°¢ 96,0 % 95,7 ¢ 4781 83,3 ¢ 89,7 <
(+8,9) (+1,7) (£0,8) (+ 13,0 (+3,0) (3,5

CV (%) 2,83 0,60 0,42 5,76 2,65 1,10

Letras sobrescritas em cada coluna indicam diferengas significativas (P<0,05).

CV = Coeficiente de variacdo de Person.

115



SILVA JUNIOR, R. F. Digestibilidade de ingredientes proteicos e energéticos para o robalo-flecha...

0 | ‘ | | ‘ | | | |
REF P FC FVA FPH FS FGM FT FM

>

Pepsina (U.mg?)
N w > v o ~

[y

TRATAMENTOS
180,00 a
160,00
140,00 b b b b
be
12000 cbe
'%_ 100,00 ed
2
L
.t_‘q 20,00 ef
L ‘
60,00
40,00
20,00
0,00
| REF FP FC FVA FPH Fs FGM FT ™M
TRATAMENTOS

[
=]

-]

~N w

Atividade proteolitica total do intestino (U.mg?)
[

a
8
7
6
5
4 b
I bc
cd I cd
s & L i
1 REF FP FC FS

FVA FPH
TRATAMENTOS

g mE-2
3 e
b

116



SILVA JUNIOR, R. F. Digestibilidade de ingredientes proteicos e energéticos para o robalo-flecha...

3,5
D a
3
25
TU
E 2
2
2
3 15
E-3
2
=
1
b
0,5 b b ? b
. b
b b
' W I "
0 5
I REF FP FC FVA  FPH FS FGM  FT FM
TRATAMENTOS
E 110 - a
a
100 4B
90
b
=80
o
E 70
2 c
@ 60
£
4 50 c
=
2 40
5
o 30 d
20 e
10 ' e
0 =1
I REF FP FC FVA FPH FS FGM FT FM
TRATAMENTOS

Figure 1. Atividade enzimatica do estdmago e intestino dos juvenis de Centropomus undecimalis submetidos a
diferentes dietas — I, REF, FP, FC, FVA, FPH, FS, FGM, FT e FM: A — Atividade proteolitica total do intestino
usando azocasaina 1%, B — Atividade da tripsina usando 8 mM BApNA, C — atividade da quimotripsina usando 8
mM SApNA, D — Atividade da pepsina, E — Atividade da amilase. Médias + IC obtidos a partir de ensaios in vitro,
em triplicatas. Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica na atividade enzimética entre 0s
tratamentos (Tukey, P <0.05).
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Tabela 4 — Médias (+ IC) das atividades das aminopeptidases (U.mg™) do extrato de enzimas do intestino de juvenis do robalo-flecha (Centropomus

undecimalis), alanina, arginina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, prolina, serina e tirosina, tendo aminoacilo de B-naftilamida como

Alanina Arginina Glicina Histidina Isoleucina Leucina Prolina Serina Tirosina
I 3522+0,2° 1501+0,4°> 6,28+1,0° 233+0,1°> 210+0,1° 2355+05° 7,66+03% 366+00° 6,73+0,2°
REF 36,59+03° 21,12+0,3* 7,14+04°> 342+01® 329+0,1° 2831+11% 9,00+04° 378+0,3% 855+0,22
FP 4552 +0,6° 2032+05 10,72+0,7° 3,38x0,12 407+0,22 2621+0,9* 1686+0,1* 4,30%04® 8,09=0,1°
FC 17,93+0,19 6,42+0,1% 334+0,1% 1,14+0,1%® 139+0,1% 1068+0,19 533+01F 1,89+0,0® 3,79 +0,0¢
FVA 18,59+0,2¢ 737+02¢ 473+0,1% 338+0,1* 1,76+0,1 903+0,8%® 6,74+0,3° 154+0,0° 3,89+0,4°
FPH 1490+02° 6,35+0,0% 324+02% 113+0,1% 145+0,0¢ 867+04% 319+009 221+0,1° 4,000,
FS 12,16 + 0,27 474+01" 288+02° 082+01° 085+01° 730+0,1° 401+0,1% 144+0,0° 275+0,0¢
FGM 14,46 +0,1° 56901 350+05% 0,75+0,1° 1,37+0,0® 921+0,1% 6,64+01° 1,70+0,0® 2,67+0,1f
FT 17,79+0,7¢ 6,94+0,1¢ 0,73+04" 1,03+0,1% 202+0,2° 10,89+0,19 1234+0,1° 1,43+0,0° 3,43+0,1%
FM 19,84+129 854+02° 425+0,1%% 180+0,2° 2,22+0,0° 14,78+0,2° 12,21+0,2° 2,23+0,1° 5,10+0,1¢
CV (%) 4,98 5,70 15,23 14,16 14,36 7,80 5,36 13,02 6,78

substrato.

Peixes alimentados com: racdo comercial (I, inicial), dietas referéncia (REF), farinha de peixe (FP), farinha de camardo (FC), farinha de visceras de aves (FVA), farinha de pena
hidrolisada (FPH), farelo de soja (FS), farelo de gliten de milho (FGM), farelo de trigo (FT) e farinha de milho (FM).
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,05).
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Figure 2. Zimograma de proteases digestivas, usando 3% hemoglobina como substrato, do extrato
bruto do estdmago de juvenis de Centropomus undecimalis alimentados com dietas contendo
diferentes ingredientes proteicos e energéticos: dieta inicial (1), referéncia (REF), farinha de peixe
(FP), farinha de camardo (FC), farinha de visceras de aves (FVA), farinha de pena hidrolisada (FPH),
farelo de soja (FS), farelo de glaten de milho (FGM), farelo de trigo (FT) e farinha de milho (FM).

FT FC FP FPH FM FGM FVA REF | FS
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Figure 3. Zimograma de proteases digestivas, usando 2% amido como substrato, do extrato bruto do
intestino de juvenis de robalo-flecha (Centropomus undecimalis) contendo diferentes alimentos
proteicos e energéticos.: dieta inicial (1), Referéncia (REF), farinha de peixe (FP), farinha de camarao
(FC), farinha de visceras de aves (FVA), farinha de pena hidrolisada (FPH), farelo de soja (FS), farelo
de glaten de milho (FGM), farelo de trigo (FT) e farinha de milho (FM).
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Figure 4. Zimograma de proteases digestivas, usando 3% caseina como substrato, do extrato bruto do
intestino de juvenis de Centropomus undecimalis alimentados com dietas contendo diferentes
ingredientes proteicos e energeéticos: dieta inicial (1), referéncia (REF), farinha de peixe (FP), farinha
de camardo (FC), farinha de visceras de aves (FVA), farinha de pena hidrolisada (FPH), farelo de
soja (FS), farelo de glaten de milho (FGM), farelo de trigo (FT) e farinha de milho (FM).
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