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RESUMO

Objetivou-se avaliar a atividade de enzimas
digestivas de 240 juvenis (20,15+0,23 g) de carpa
capim (Ctenopharyngodonidella) alimentadas com
capim teosinto e racdo durante 45 dias e criados
em sistema de recirculagdo de agua, composto
por 12 tanques (20 peixes/tanque). Os tratamentos
foram: C= somente capim teosinto; SD= capim
teosinto+racao diariamente (3% PV); SA= capim
teosinto+racdo a cada dois dias (3% PV); R=
somente ragdo (3% PV). Ap6s o periodo de
alimentacao, 6 peixes por tratamento foram aba-
tidos para andlise (na porcao anterior e posterior
dotrato) das enzimas digestivas amilase, maltase,
tripsina e quimiotripsina. Também foram avaliados
os pesos do figado, do trato digestério,
comprimento do trato e ganho em peso relativo. A
associacao de capim e racao, diariamente, resulta
em maior peso do figado, ganho em peso relativo
e menor atividade de maltase. A atividade de
amilase, o peso e comprimento do trato digestorio
néo variaram (p>0,05). A atividade das proteases
alcalinas € menor quando juvenis de carpa capim
séo alimentadas exclusivamente com ragéao.

SUMMARY

The activity of digestive enzymes of grass
carp (Ctenopharyngodon idella) juveniles fed
with teosinte grass and ration during 45 days

Recibido: 15-1-09. Aceptado: 20-1-10.

ADDITIONAL KEYWORDS

Digestion. Suplementation. Amylase. Proteases.
Teosinte grass.

was evaluated in 240 juveniles (20.15+0.23 @),
reared in 12 water recirculating tanks (20 fish/
tank). The treatments were: C= only teosinte
grass; SD= teosinte grass+daily supplementation
(3% BW); SA= teosinte grass+supplementation
every two days (3% BW); R= only ration (3% BW).
After the feeding period, 6 fish per treatment were
killed for analysis (in anterior and posterior intestine)
of digestive enzymes: amylase, maltase, trypsin
and chymotripsin. The weights of liver and digestive
tract, tract length and relative weight gain also
were evaluated. The association of grass and
ration, daily, results in higher liver weight and
relative weight gain and lower maltase activity. It
was not observed effect (p>0.05) in amylase
activity, weight and length of tract. Alkaline
proteases activities are lower when grass carp
juveniles fed only ration.

INTRODUCAO

A distribuicdo das enzimas no intestino
dos pixes varia com o hébito alimentar e a
morfologia tecidual (Tengjaroenkul et al.,
2000). O conhecimento de cada enzima
presente no trato e a caracterizacdo e
quantificagdo da atividade enzimatica
podem contribuir para a elaboracéo de pro-
gramas alimentares eficientes e busca de
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ingredientes alternativos nas dietas.

A carpa capim (Ctenopharyngodon
idella), de habito alimentar herbivoro,
consome grande variedade de plantas te-
rrestres e aquaticas, em grande quantidade
(até 60% do peso vivo por dia). Entretanto,
nafase derecria, necessitadaassociacdo de
forragem e racdo balanceada para obter
crescimento mais rapido (Camargo et al.,
2006). Estesautores observaram que o capim
teosinto (Euchlaena mexicana) é aforragem
de maior aceitabilidade pelas carpas capim,
além de resultar em maior ganho em peso e
melhor fator de condicdo (Camargo et al.,
2006).

Pouco se conhece arespeito daatividade
de enzimasdigestivas da carpa capim quando
recebe alimentacdo associada de forrageme
ragdo. A atividade enzimaticanormalmente
esta relacionada com o habito alimentar da
espécie. Por exemplo, peixes herbivoros
geralmente apresentam alta atividade
amilolitica (Sabapathy e Teo, 1992), entre-
tanto, espécies também podem apresentar
altaatividade de enzimas proteoliticas, como
tripsina e quimiotripsina (Kuz’mina e
Kuz’mina, 1990; Ckakrabartietal., 1995). A
carpa capim apresenta alta atividade de
proteases alcalinas no intestino, sendo a
tripsinaamaisimportante (Liuetal., 2008).

Em face das poucas informacdes sobre a
digestdo de alimentos por esta espécie, 0
objetivo deste trabalho foi estudar a
atividade de enzimas digestivas de juvenis
de carpa capim alimentados com capim
teosinto (Euchlaena mexicana), e asso-
ciacdo de racdo e capim.

MATERIALE METODOS

A criacdo dos peixes foi realizada no
Laboratério de Pisciculturada Universidade
Federal de Santa Maria-RS (altitude 95 m,
latitude 29°43’S e longitude 53°42°W). Os
peixes foram alimentados durante 45 dias,
entre os meses de fevereiro e abril de 2005.

No experimento, 240 juvenis de carpa
capim foram distribuidos em 12 tanques

(8501) em sistema de recirculacao de 4gua
comtemperaturacontrolada. Os peixes foram
colocados nas instalacdes experimentais 10
dias antes do inicio do experimento para
adaptacdo ao sistema de criacéo e aos ali-
mentos. Durante este periodo, foram ali-
mentados com capim teosinto a vontade.

Os tratamentos avaliados foram: C=
somente capim teosinto; SD=capim teosinto+
suplementagdo diariacomracao (3% PV); SA=
capim teosinto+suplementacdo a cada dois
dias com racdo (3% PV); R= somente racdo
diariamente (3% PV).

O capim teosinto foi escolhido como
forragem baseando-se nos resultados de
Camargoetal. (2006). A dietaexperimental
(tabela I) foi preparada através da mistura
dos ingredientes secos com agua e poste-
rior peletizacdo em maquina de moer carne.
Apds, a racdo foi levada a estufa com
circulacdo forcadade ar por 48 horas (40°C),
sendo mantidas em refrigeragdo (-4°C) até o
momento de fornecimento aos animais.

A alimentagéo foi oferecida duas vezes
aodia, sendoaragdoas 9 horaseocapimas
17 horas. A quantidade inicial de teosinto
fornecida foi de 15% do peso vivo (PV), de
acordo com Camargo etal. (2006). Antes de
cada alimentagdo da manhg, os restos de
capim foram coletados e pesados. A partir
destes dados realizou-se ajuste da oferta
diaria de forragem, aumentando-se a oferta
em 5% da biomassa quando o consumo
diario fosse total. Apds a coleta das sobras
de capim, era feita a limpeza das unidades
experimentais por sifonagem.

Ao final do periodo de alimentagdo, seis
peixes por tratamento foram mantidos em
jejum (24 horas) e posteriormente sedados
com trifenoxi-etanol (0,03%) para o abate.
Os peixes foram sacrificados através de
puncdo cervical, apds foram retirados o
figado e o trato digestorio e obtidas as
medidas de peso do figado, peso e
comprimento do trato digestorio. Apos a
pesagem e medicdo o trato digestério foi
imediatamente removido e estocado a-20°C
dividido em duas porg¢des: anterior e poste-
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Tabela 1. Composicao (%) da dieta experi-
mental utilizada no experimento. (Composition
(%) of experimental diet used in the feeding trial).

Ingredientes Racéao Capim
Teosinto - 100
Farinha de carne e 0ssos 12 -
Farelo de soja 35 -
Farelo de trigo 25 -
Milho 20 -
Fosfato bicalcico 1 -
Oleo de soja 5 -
Salcomum 1 -
Vitaminas e minerais 1 -

Composigéo centesimal analisada (%)

Umidade 7,73 -

Proteina bruta? 30,52 12,60
Fibra bruta* 2,67 27,14
Extrato etéreo? 9,84 6,61
Matéria mineral* 12,38 6,72
Extrativos n&o-nitrogenados® 44,59 43,74

!Composicéo expressa com base na matéria seca.
Analises realizadas no Laboratério de Nutricdo
Animal/Departamento de Zootecnia/UFSM.

rior. Posteriormente os tecidos foram
homogeneizados em tampé&o (10 mM fosfato/
20 mM tris-pH 7,0) durante 10 minutos (4°C),
utilizando um homogenizador (Potter-
Elvehijen). Os sobrenadantes obtidos foram
utilizados nos ensaios enziméticos. As
enzimas analisadas (maltase, amilase,
tripsina e quimiotripsina) foram determina-
das nas duas porc¢des do trato (anterior e
posterior). Também foi calculado o ganho
em peso relativo (%) dos peixes, segundo a
formula:

GPR= {(peso final (g) — peso inicial (g)) / peso
inicial} x 100

Aatividade de tripsina foi realizada com
o-p-toluenesulphonyl- L-arginine methyl
ester hydrochloride (TAME). Os extratos
foram incubados por 2 minutos em 2 ml de

tampéo Tris/CaCl,,em pH8,1. Aquimiotripsi-
na foi determinada com benzoyl tyrosine
ethyl ester (BTEE). Aincubacéo dos extratos
foi realizada por dois minutos com tampéo
tris/CaCl, (2 ml),empH7,8. Paraestas duas
enzimas as andlises foram realizadas em
duplicata de cada peixe coletado, sendo as
leituras realizadas em espectrofotémetro
(247 e 256 nm, respectivamente), seguindo
o0 protocolo descrito por Hummel (1959).
Umaunidade de enzimafoi definidacomoa
quantidade de enzima necessaria para
hidrolisar 1 ug de substrato (TAME ou BTEE)
por min/mg proteina.

A atividade de amilase foi determinada
em tampdo fosfato-citrato (0,2 M, pH 7,0,
NaCl 0,5%) com concentracdo de amido de
2,5%. Areacéo foi interrompidacomaadicéo
de Ba(OH), (0,3Nand ZnSO, 5%). O proto-
colo experimental foi modificado de acordo
com Bernfeld (1955). A determinacéo da
hidrélise doamido foi segundo metodologia
de Park-Johnson (1949). A leiturafoi realiza-
daem 660 nm. Umaunidade destaenzimafoi
definidacomo 1 umol de glicose liberada do
amido por min/mg de proteina.

A maltase foi determinada também em
tampéo fosfatocitrato, com 5% de con-
centracdo de maltose e 20 ul de extrato
bruto. Estes foram incubados durante 60
minutos (25°C). A leitura foi interrompida
comPCAO0,6 N(0,1ml)eadicionado0,1 mlde
KHCO,. Asamostras foram centrifugadas a
3000 g por 5 minutose aglicose determinada
a500 nm, com glicose oxidase (Kit-Labtest).

Todas as atividades enzimaticas foram
expressas em unidade/mg de proteina
tecidual. A proteina dos extratos brutos foi
determinada pelo método de Lowry et al.
(1951), utilizando albumina de soro bovino
como padrao.

O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado (DIC), com
quatro tratamentos e seis repetices. Os
dados foram submetidos a anélise de
variancia e teste de Tukey (p<0,05). Os va-
lores de quimiotripsina foram submetidos a
transformacdo logaritmica de base 10 para
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Tabela I1. Atividade de maltase e amilase (U/mg proteina) em juvenis de carpa capim.
(Amylase e maltase activity (U/mg protein) in grass carp juveniles).

Tratamentos

Enzima C

SD SA R

Amilase
Porcéo anterior
Porcéo posterior
Maltase
Porcéo anterior
Porcéo posterior

0,015+0,0022
0,015+0,001*

0,477+0,06°
2,150+0,21

0,009+0,001°
0,015+0,001*

0,490+0,07"°
1,102+0,31°

0,013+0,001%
0,014+0,001*

0,012+0,001%
0,013+0,001*

0,761+0,05°
1,916+0,20%

1,310+0,092
1,327+0,16%

Valores expressos como médiaterro padrdo da média. Médias com letras diferentes, na linha,
apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). C= capim teosinto; SD= capim
teosinto+suplementacéo diaria (3% PV); SA= capim teosinto+suplementacéo a cada dois dias (3%PV);

R=ragéo (3% PV).

normalizacéo. Foram realizados estudos de
correlacdo de Pearson (r) entre as enzimas
avaliadas, os quais foram considerados sig-
nificativos quando o valor de P foi igual ou
inferiora0,05. Paraasandlises foi utilizado
0 pacote estatistico SAS (1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade da 4gua do sistema de cria-
¢éo (temperatura 25,1+2,2°C; pH 6,8+0,5;
oxigénio dissolvido 4,9+0,6 mg/l; amdnia
total 0,4+0,1 mg/l; nitrito 0,01+0,005 mg/I;
alcalinidade total 45,2+11,3 mg/l) foi
monitorada diariamente e esteve dentro das
condicdes adequadas para o crescimento
da espécie (Poli e Arana, 2004).

Emrelacdoaatividade de amilase (tabela
I1), ndo se observou diferencas na porgéo
posterior do trato, entretanto, na porcdo
anterior os peixes alimentados somente com
capim (C) apresentaram maiores valoresem
relacdo aos suplementados diariamente com
racdo (SD). Independente das diferencas
entre tratamentos verificou-se que a carpa
capim apresenta alta atividade desta enzi-
ma, demonstrando a capacidade de apro-
veitamento do amido. Alguns autores tém
relatado que existe correlacdo positiva en-
tre peixes de habito alimentar herbivoro e

altas atividades daenzimaamilase (Hidalgo
etal.,1999).

A atividade de amilase também é muito
varidvel entre as espécies. Muitas vezes,
peixes de hdbito alimentar carnivoro podem
ter maior atividade desta enzima, o que
sugere certa adaptacdo do complexo
enzimatico (Sabapathy e Teo, 1992; Seixas
Filho et al., 1999). Para o tambaqui
(Colossoma macropomum), 0 aumento do
lipidio e a diminuicdo da proteina dietaria
sdo inversamente proporcionais a atividade
deamilase (Almeidaetal., 2006).

Paraacarpacapim, os fatores que alteram
aatividade enzimatica ainda ndo estdo bem
esclarecidos. Ensaios de digestibilidade
podem auxiliar nacompreensdo da digestao
dacarpacapim, pois neste estudo a atividade
de amilase no tratamento a base de capim (C)
foi similar ao somente racdo (R). Isto
demonstra que a quantidade desta enzima
nédo significa melhor aproveitamento, pois
Camargo et al. (2006) observaram que o
desempenho em peso de juvenis de carpa
capimalimentadas com ragdo é muito supe-
rior ao dos peixes alimentados exclusiva-
mente com capim.

A atividade de maltase na porg¢do ante-
rior do trato dos juvenis de carpa capim
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Tabela I11. Coeficientes de correlagdo de Pearson entre as enzimas avaliadas no estudo.
(Pearson correlation coefficients among the enzymes evaluated in the study.)

M P AA AP TA TP QA QP
MA -0,12 0,04 -0,35 -0,72 -0,71 -0,81 -0,82
(0,53) (0,81) (0,06) (0,0001) (0,0001) (0,0001) (0,0001)
MP 0,30 0,14 0,28 0,45 0,23 0,16
(0,11) (0,45) (0,14) (0,01) (0,24) (0,40)
AA 0,06 0,14 0,21 -0,07 -0,10
(0,74) (0,47) (0,27) (0,72) (0,60)
AP 0,33 0,36 0,38 0,37
(0,09) (0,06) (0,04) (0,05)
TA 0,71 0,57 0,48
(0,0001) (0,002) (0,01)
™ 0,80 0,72
(0,0001)  (0,0001)
QA 0,98
(0,0001)

Valores entre parénteses indicam a significancia da correlagdo (valor de p).
MA: maltase/porcao anterior; MP: maltase/porcao posterior; AA: amilase/porcao anterior; AP: amilase/
porcéo posterior; TA: tripsina/porcéo anterior; TP: tripsina/por¢éo posterior; QA: quimiotripsina/por¢ao

anterior; QP: quimiotripsina/porcao posterior.

alimentados somente comracéo (R) foi maior
que nos demais tratamentos. Entretanto, na
porcdo posterior ndo ocorreu diferenca de
atividade entre os peixes do tratamento R
(somente racéo), SA (suplementacdo alter-
nada) e C (somente capim). N&o foi observa-
da correlagéo significativa (p<0,05) entre
amilase e maltase (tabela I11). Entretanto,
verificou-se alta correlacdo negativa da
atividade de maltase na porcéo anterior do
trato com as proteases alcalinas estudadas
(70% com tripsina e 80% com quimiotrip-
sina). Esta correlagdo negativa pode estar
associada a composicdo da dieta utilizada
no experimento. A utilizagdo dos carboidra-
tos pela carpa capim é afetada pela
complexidade destes compostos, resultan-
do em alteragbes enzimaticas e de peso
visceral (Tian et al., 2004). Estes autores
avaliaram o aproveitamento de glicose e
amido de milho para a carpa capim e
verificaram que ainclusdo de 30% de glicose
na dieta proporciona menor deposicdo
lipidica na carcaga e gordura visceral.

Em relacéo ao peso e comprimento do
trato digestério (figura la e 1c), ndo se
verificou diferencgas entre os tratamentos.
Um dos motivos desse resultado pode estar
relacionado ao curto periodo de alimentacao
(45 dias), pois geralmente a alimentacdo
somente com ingredientes fibrosos aumen-
ta o comprimento do trato da carpa capim
(Stroband, 1977).

O pesodo figado (figura 1b) foi maior no
tratamento com suplementacgdo diaria de
racéo (SD), enquanto que os peixes alimen-
tados somente com capim tiveram menor
valor. Isto pode estar relacionado aomaior
consumo de matériasecae lipidios no trata-
mento SD. Deve-se levar em consideracdo
que o aumento do peso do figado ndo indica
necessariamente melhor aproveitamento dos
alimentos, mas sim, uma resposta a
composicdo dadieta. Juvenis de carpacapim
(pesoinicial de 6,5 g) apresentaram aumen-
to linear do peso do figado de acordo com
aelevacdo da quantidade de lipidio dadieta
(Duetal., 2005).
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Figura 1. Pesos de figado e trato e
comprimento do trato digestorio de juvenis
de carpa capim alimentados com teosinto e
ragdo. (Tract and liver weight and length of
digestive tract of grass carp juveniles fed with
teosinto grass and ration).

A atividade de tripsina (figura 2a) foi
maior nos peixes alimentados exclusivamen-
te com capim, enquanto que as carpas ali-
mentadas somente com racdo tiveram a
menor atividade. Quanto a quimiotripsina
(figura 2b), os peixesalimentados somente
com ragéo tiveram a menor atividade, nas
duas porgdes do trato.

A atividade das proteases pode estar
relacionada com a quantidade de alimento
ingerido, como observado para a tainha
(Mugil platanus) (Galvdoetal., 1997). Além
disso, as carpas possuem alto potencial de
secrecdo de proteases (Hidalgoetal., 1999),
principalmente paradigerir as proteinas dos
ingredientes de origem vegetal, que
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Tratamentos: C= capim teosinto; SD= capim
teosinto+suplementacédo diaria (3%PV); SA=
capim teosinto+suplementacao a cada dois dias
(3%PV); R=racéo (3% PV).

Figura 2. Atividade de tripsina e quimi-
otripsina em juvenis de carpa capim alimen-
tadas com capim teosinto e ragédo. (Trypsin
and chymotripsin activity in grass carp juveniles
fed with teosinte grass and ration).

possuem menor digestibilidade (Kuz‘mina,
1990). Paraacarpa capim, existe correlacdo
entre a quantidade de alimento e a secrecédo
deenzimas digestivas (Dase Tripathi, 1991).
Esperava-se que a atividade de tripsina se-
ria maior no tratamento de suplementacéo
diéaria (SD), entretanto, aaltaatividade desta
enzimanos peixes alimentados somente com
capim teosinto pode ser uma forma de o
peixe compensar a baixa qualidade e
quantidade de proteina nadieta consumida.

Observou-se alta correlagdo entre a
atividade de tripsina da por¢éao posterior do
intestino com a quimiotripsina (72 e 80%)
(tabela I11). Trabalhos conduzidos com o
jundia (Rhamdia quelen) e com o pintado
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Figura 3. Ganho em peso relativo (%) de
juvenis de carpa capim alimentadas com
capim teosinto e ragéo. (Relative weight gain
(%) in grass carp juveniles fed with teosinte grass
and ration).

(Pseudoplatystoma corruscans) demons-
tram que a atividade das proteases alcalinas
(tripsinae quimotripsina) pode sofrer maior
influénciadotipo de dietado que pela varia-
¢ao da quantidade de proteina (Lundstedt et
al.,2004; Meloetal., 2006). Peixes onivoros
como o0 pacu (Piaractus mesopotamicus)
estdo mais sujeitos a fatores inibitorios da
dietado que peixes carnivoros emrelagdo a
atividade de proteases alcalinas (Pérez et
al.,2003).

O crescimento dos juvenis de carpacapim
foi maior no tratamento com suplementacéo
diaria de racao (SD) (figura 3). Os peixes
que foram alimentados somente com capim
teosinto ou somente com racao obtiveram
0s piores desempenhos. Isto mostra que a
associacdo de forragem com ragéo é
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necessaria para o bom desenvolvimento
desta espécie.

Percebe-se que os peixes alimentados
somente com ragdo apresentaram menor
atividade de proteasesalcalinas, demonstran-
do que o capimteosinto exerce influénciana
atividade de proteases. Pela maior porgéo
fibrosa, o capim pode aumentar o peris-
taltismo intestinal, resultando em maior es-
timulo asecrecdo enziméatica. Segundo Das
e Tripathi (1991), aaltaatividade de protease
observada na carpacapimsugere aincluséo
de fontes de origem animal nas dietas. Deve-
seressaltar também que a carpa capim possuli
bactérias produtoras de celulase em seu
trato digestorio, o que auxilianadigestéo de
componentes fibrosos como os capins (Saha
etal., 2006). Mais estudos deverao ser reali-
zados, associando, além das enzimas di-
gestivas, parametros de metabolismo interme-
diario, de formaaentender melhor como este
peixe aproveita os diferentes alimentos.

CONCLUSOES

Aassociagdo de capimeracdo, fornecida
diariamente, proporciona maior peso do
figado, menor atividade de maltase e melhor
desenvolvimento em juvenis de carpa capim.
Aatividade de amilase, o peso e comprimento
do trato digestério ndo variam de acordo
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