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RESUMO - Objetivou-se neste trabalho avaliar a atividade de tripsina no quimo de tilapias-tailandesas submetidas a quatro
temperaturas da dgua. Utilizaram-se alevinos machos com peso inicial de 0,835 = 0,004 g distribuidos em aquérios com
temperaturas de 20, 24, 28 e 32°C, alimentados a vontade com a mesma dieta ¢ mantidos nessas condi¢des até os 55 dias do
experimento. As tilapias foram retiradas dos aquarios e imediatamente colocadas em banho de gelo para morte e paralisacdo
das atividades enzimaticas. Os intestinos médio e posterior foram retirados e acondicionados em frascos de polietileno de
2 mL. As amostras foram centrifugadas para determinacdo da atividade de tripsina no sobrenadante — feita utilizando-se
N-Benzoil-D, L-arginina p-nitroanilida (D, L-BApNA) como substrato — e posterior leitura em espectrofotometria Optica.
Tilapias-tailandesas machos mantidas em temperatura ambiente de 32°C apresentam maior atividade de tripsina e menor
atividade especifica de tripsina.

Palavras-chave: atividade enzimatica, fisiologia de peixes, Oreochromis niloticus

Trypsin activity in chyme of Thai tilapia submitted to different water
temperatures

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the enzymatic activity of trypsin in the intestinal content of
the Thai tilapia male submitted to four different water temperatures. Fingerlings with 0.835 + 0.004 g initial body weight were
distributed in fishbowls with temperatures of 20, 24, 28 and 32°C. They were fed the same diet and maintained under these
conditions until the 55th day of the experiment. The tilapias were removed from the fishbowls and immediately placed on
ice for death and to halt the enzymatic activity. The middle and posterior intestines were removed and placed in 2 mL
polyethylene flasks. The samples were centrifuged to determine the trypsin activity in the supernatant by using N-Benzoil-D,
L-arginina p-nitroanilida (D,L-BApNA) as substrate —and later reading in an optical spectrophotometer. Male Thai tilapia
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submitted to 32°C increased tripsin activity and decreased specific tripsin activity.

Key Words: enzymatic activity, fish physiology, Oreochromis niloticus

Introducéo

Muitos alimentos sdo testados no intuito de melhorar
o bem-estar e o desempenho dos peixes, no entanto a falta
de informacdes sobre a influéncia ambiental e dos processos
fisiologicos da digestdo desses animais ndo permite o
avango do conhecimento para melhorar nutricionalmente
as dietas comerciais.

Como os peixes sdo animais ectotérmicos, a temperatura
domeio onde vivem influencia seu metabolismo fisiologico
afetando os processos de digestdo e seu desempenho
(Piedras et al., 2004). Quando submetidos a temperaturas
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mais altas (30°C), juvenis de tainhas (Mugil brasiliensis)
tém melhor taxa de crescimento e conversdo alimentar
(Okamoto et al., 2006). Em juvenis de largemouth bass
(Micropterus salmoide), ocorre redugdo na eficiéncia
alimentar ¢ no crescimento quando submetidos a tempera-
turaambiente de 20°C (Tidwel etal., 2003). Essa influéncia
ambiental no metabolismo de peixes pode estar diretamente
relacionada a atividade enzimatica dos processos
digestivos.

A tripsina ¢ uma das enzimas digestivas de origem
pancredtica que agem no intestino delgado, atuando sobre
ligacdes peptidicas do quimo, que envolvem lisina e arginina
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(Smith et al., 1988). Da mesma forma que ocorre com as
outras enzimas, a eficiéncia de catalise da tripsina depende
do meio. A estrutura e a forma do centro ativo das enzimas
podem ser afetadas por agentes como o pH e a temperatura
da 4gua, que sao capazes de mudar a conformacao das
proteinas (Lehningeretal., 1995).

Em anchova (Engraulis japonicus), a atividade de
tripsina depende da temperatura da agua e a catalise
maxima ocorrendo a45°C eem pH 9 (Heuetal., 1995). Em
salméo-do-atlantico (Salmo salar L.), a elevagdo da
temperatura da dgua melhora o desempenho ¢ aumenta a
atividade catalitica da tripsina (Rungruangsak-Torrissen
et al., 2006). Uys & Hecht (1987) estudaram a tripsina
pancreatica em catfish (Clarias gariepinus) e concluiram
que a atividade 6tima dessa enzima ocorre em temperatura
ambiente de 30 a40°C.

O conhecimento da atividade da tripsina pode auxiliar
na quantificagdo mais precisa do nivel proteico de dietas
parapeixes. Neste trabalho, objetivou-se estudar a atividade
de tripsina de tilapias-tailandesas machos submetidas a
quatro temperaturas da agua.

Material e Métodos

O sistema de recirculagdo foi formado por quatro
reservatorios de polietileno, cada um com capacidade para
500 L de agua. O abastecimento de cada reservatdrio foi
feito por gravidade, com o nivel da agua controlado
individualmente. Esses reservatorios abasteceram, por
bombeamento continuo, quatro fileiras de seis aquarios de
100 L, que corresponderam as unidades experimentais.

Utilizaram-se 240 alevinos machos de tilapia
(Oreochromis niloticus), linhagem tailandesa com peso
inicial de 0,835 4+ 0,004 g, distribuidos em 24 aquarios (10
individuos/aquario). Apos a distribui¢do, os termostatos
foram ajustados para que a dgua, a partir de 24°C (temperatura
de origem), atingisse as temperaturas a serem testadas,
numataxade 1°Cacada 6 horas. Assim, apds 48 horas, todas
as temperaturas-teste avaliadas (20,0; 24,0; 28,0 ¢ 32,0°C)
estavam estabilizadas e deu-se inicio ao experimento.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos, correspondentes as
temperaturas da agua (20; 24; 28 ¢ 32°C), cada um com seis
repetigoes.

Ospeixesreceberam a mesma dieta a vontade, fornecida
quatro vezes ao dia durante todo o periodo experimental
(Tabela 1). Diariamente, a limpeza dos aquarios ¢ dos
reservatorios foi feita por sifonagem do fundo e pela troca
dos filtros. A temperatura da agua foi aferida diariamente,
as 18 h, com auxilio de termdmetro digital, e os niveis de

Tabela 1 - Composigdo centesimal da dieta experimental

Ingrediente Quantidade (%)

Farelo de soja 51,193
Milho 32,709
Glaten 60 10,104
Oleo de soja 1,899
Fosfato bicalcico 3,025
Premix vitaminico! 0,400
Premix mineral! 0,100
Acido ascorbico 0,050
Sal 0,500
Antioxidante (BHT) 0,020
Total 100,000
Energia digestivel (kcal/kg)? 3000,00
Proteina bruta (%) 32,00
Proteina digestivel (%)>2 29,09
Extrato etéreo (%) 4,17
Lisina total (%) 1,598
Lisina digestivel (%) 1,450
Metionina + cistina total (%) 1,016
Metionina + cistina digestivel (%) 0,953
Treonina total (%) 1,228
Treonina digestivel (%) 1,102
Triptofano total (%) 0,372
Triptofano digestivel (%) 0,343
Fibra bruta (%) 3,44
Calcio total (%) 0,89
Fosforo disponivel (%) 0,60

! Suplemento vitaminico e mineral comercial para peixes (composigio por kg
de produto): vit. A - 1.200.000 UT; vit. B1 - 4.800 mg; vit. B12 - 4,8 mg; vit.
B2 - 4.800 mg; vit. B6 - 4.800 mg; vit. C - 48 g; vit. D3 - 200.000 UI; vit. E -
1.200 mg; vit. K3 - 2.400 mg; acido folico - 1.200 mg; biotina - 48 mg;
pantotenato de calcio - 12.000 mg; cloreto de colina - 108 g; niacina - 24.000 mg;
selénio= 100 mg; iodo - 100 mg; cobalto - 10 mg; cobre - 3.000 mg; ferro - 50.000 mg;
manganés - 20.000 mg; zinco - 30.000 mg; veiculo q.s.p. - 1.000 g.

2NRC (1993).

oxigénio da dguae o pH foram medidos semanalmente com
peagametro e oximetro digitais portateis, respectivamente.

Aos 55 dias de experimento, uma tilapia foi retirada de
cada aquario e imediatamente colocada em banho de gelo
para morte ¢ paralisagdo das atividades enzimaticas,
totalizando seis amostras de cada temperatura-teste. Os
peixes sofreram incisdo longitudinal ventral, com posterior
isolamento da porg¢do cranial do esdfago e da porgdo
caudal do reto, por meio de ligaduras duplas, para evitar
extravasamento do quimo das regides a serem estudadas.
Apbs o isolamento, procedeu-se a retirada do intestino
médio e posterior, que foi acondicionado em frascos de
polietileno. Esse material foi imediatamente congelado e
armazenado em freezer a-8°C, totalizando seis amostras
de cada tratamento.

As analises de atividade da tripsina foram realizadas
no Laboratoério de Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e
Peptideos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO), da UFV. Para as analises,
utilizaram-se o quimo do intestino médio de cada amostra
congelada e solucdo tampao Tris- HC10,1M, na proporg¢ao
de 1:3, para descongelamento e maceragao. Logo depois,
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esse material foi centrifugado a 15.000 rpm por 15 minutos
e o sobrenadante utilizado para determinacao da atividade
de tripsina, realizada pelo método descrito por Erlanger et al.
(1961), utilizando-se N-Benzoil-D, L-arginina p-nitroanilida
(D,L-BApNA) como substrato. Inicialmente, foi feita
uma solugao com 0,5 mL deste substrato com 0,5 mL de
tampdo Tris-HC1 0,1M, pH 8,0, em tubos de ensaio.
Adicionaram-se 10 pL do sobrenadante ¢, imediatamente, as
velocidades iniciais foram determinadas pela formacdo do
produto p-nitroalinina, por meio de determinacdo da
absorbanciaa410nm no tempo. Nos céalculos, utilizou-se o
coeficiente de extingdo molar de 8800 M~ ¢cm™! para o
produto. A atividade especifica de tripsina foi calculada
dividindo-se a atividade da enzima pela concentragdo
proteica do quimo. A concentragdo de proteina foi obtida
em espectrofotdmetro por meio da leitura de absorgao a
260 ¢e280nm, deacordo com o método descrito por Warburg
& Christian (1941).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e
regressao linear com auxilio do programa SAEG - Sistemas
para Analises Estatisticas e Genéticas (UFV, 1997).

Resultados e Discussao
O sistema de recirculacdo manteve a qualidade da dgua

em niveis aceitaveis (Tabelas 2 e 3), conforme descrito na
literatura (Boyd, 1982; Piperetal., 1982; Kubitza, 2000).

A atividade de tripsina aumentou linearmente (P<0,01)
de acordo com a temperatura da agua. Astilapias submetidas
a temperatura de 32°C apresentaram atividade de tripsina
36,7% maior em comparagdo as tilapias mantidas na
temperatura de 20°C, comprovando que a temperatura pode
influenciar os processos fisiolégicos de digestdo.

Em trés espécies de peixes carnivoros, deepwater
redfish (Sebastes mentella), turbot (Scophthalmus
maximus) e gilthead bream (Sparus aurata), a maxima
atividade da tripsina foi observada quando o quimo desses
peixes foi submetido a temperaturas de 35a40°C e pH 9,0
(Munilla-Moran & Saborido-Rey, 1996). Para a truta-arco-
iris (Oncorhynchus mykiss), a atividade de tripsina 6tima
foide40a50°C (Kristijansson, 1991).

De acordo com esses resultados, pode-se inferir que a
atividade de tripsina responde a temperatura até seu ponto
de desnaturacdo. De acordo com Lehninger et al. (1995),
quando a temperatura esta proxima de 0°C, a atividade das
enzimas é praticamente nula, mas aumenta com a elevagdo
térmica gradativa até certo ponto. Normalmente, acima de
50°C, a maioria das enzimas ¢ desnaturada, o que leva a
alteracdes na sua conformacgdo e a consequente perda do
poder de acao.

Com a temperatura que permite maxima atividade
triptica, provavelmente a disponibilidade de aminoacidos
aumentaria, o que poderia melhorar o desempenho dos
peixes, porém esses animais ndo suportariam as proprie-

Tabela 2 - Temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg/L) e pH da 4gua durante o periodo experimental

Variavel fisica e quimica 20°C 24°C 28°C 32°C
Temperatura (°C) 20,53 24,04 27,92 31,76
Coeficiente de variagdo (%) 2,270 0,650 0,640 0,630
Oxigénio dissolvido (mg/L) 7,20 6,80 6,60 6,50
Coeficiente de variagdo (%) 1,324 1,720 3,202 4,287
pH 6,58 6,18 6,36 6,29
Coeficiente de variagdo (%) 1,931 3,420 3,299 2,437

Tabela 3 - Atividade de tripsina, atividade especifica de tripsina, proteina bruta presente no quimo, consumo de ragdo aparente e ganho

de peso de tilapias-do-nilo em quatro temperaturas

Parametro Temperatura (°C) Ponto de Coeficiente de
20 24 28 32 inflexdao (°C) variagdo (%)
Atividade de tripsina (nM.L-1.s71)(D 0,3535 0,3630 0,4168 0,5587 - 23,826
Atividade especifica de tripsina (nM.L1.s71)2 2,1216 1,8062 1,5014 1,3764 - 5,540
Proteina bruta no quimo (mg/mL)3 0,1616 0,1995 0,2763 0,2918 - 5,384
Consumo aparente de racao (g)4 41,3 150,2 302,6 4243 - 22,746
Ganho de peso (g)° 2,30 13,26 28,97 47,75 - 12,574

N

! Efeito linear (P<0,01): ¥ =0,0167356 - 0,0121325T; R? = 0,83.
2 Efeito linear (P<0,01): ¥ = -0,06351 + 3,35266T; R2 = 0,97.

3 Efeito linear (P<0,01): ¥ = 0,0194677 — 0,244947T; R2 = 0,94.
4 Bfeito linear (P<0,01): ¥ = -616,5210 + 32,5460T; R2 = 0,99.

5 Efeito linear (P<0,01): \A( =-74,3504 + 3,77571T; R2=0,99.
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dades da agua, como os niveis de oxigénio dissolvido e de
amonia, em decorréncia da temperatura de maxima atividade
enzimatica.

A atividade especifica da tripsina reduziu de forma
linear (P<0,01) com o aumento da temperatura da agua
(Tabela 3), o que pode ter sido ocasionado pelo aumento no
consumo de ragdo, que levou ao intestino grandes
quantidades de substrato proteico. Como a atividade
especifica ¢ calculada dividindo-se a atividade da enzima
pela quantidade de proteina no quimo, a reducdo dessa
atividade foi coerente. Ao elevar a temperatura, a atividade
da tripsina aumentou ¢ a atividade especifica diminuiu,
indicando que o pancreas de tilapias ndo produz
tripsinogénio em proporgdes diretas a quantidade de
substrato que chega ao duodeno. Outra hipotese seria a
existéncia de um mecanismo fisioldgico de controle que
relaciona produgao de enzimas e atividade enzimatica.

A producao de tripsinogénio em proporc¢des ndo diretas
achegada do quimo no intestino também pode ser explicada
pela perda de estabilidade da proteina, provavelmente
pela desnaturagdo parcial. Como resultado dessa desna-
turacdo, melhora a eficiéncia da degradacédo proteica.

Outro fator que pode ter influenciado diretamente a
atividade de tripsina é o consumo de ra¢do, que aumentou
linearmente (P<0,01) de acordo com a temperatura. A
temperatura de 32°C, as tilapias consumiram mais, o que
pode ter estimulado o pancreas a produzir mais enzimas para
degradagao de proteinas. Segundo Lovell (1998), a presenca
de alimento no trato digestorio resulta em estimulos
hormonais que agem no pancreas, 0rgao responsavel pela
producdo de diversas enzimas digestivas. Jian et al. (2003)
afirmaram que a temperatura influencia as necessidades
nutricionais e o esvaziamento gastrico e, com isso, O
metabolismo dos peixes.

O consumo diario de rag@o por pacus foi influenciado
pela temperatura, resultando em indices de ingestdo de
2,29% ¢2,97% do peso vivo ao dia para as temperaturas de
23 e 27°C, respectivamente. Além disso, os valores de
tempo de transito gastrintestinal foram influenciados
pelas temperaturas, com médias de 36 ¢ 14 horas, para23 ¢
27°C, respectivamente, ¢ a digestdo do alimento foi mais
lenta a 23°C que a 27°C, que alcangou menores indices de
replecao (Dias-Koberstein etal.,2004). Em duas espécies de
bagre (Clarias gariepinus e Heteropneustes fossilis), a
digestibilidade da dieta melhorou com a elevagdao da
temperatura de 18 para 28°C (Usmani & Jafri, 2002).

A tripsina também ativa outras proteases, o que
provavelmente ocorreu neste experimento. O consumo de
proteina aumentou 122,58 g entre as tilapias mantidas em
temperatura ambiente de 20°C e as tilapias submetidas em

32°C durante todo o periodo experimental. Esse resultado
indica que as tilapias, em temperaturas proximas ao conforto
térmico da espécie, sao mais estimuladas a produzir tripsina,
o querepercute na ativacao de outras proteases, aumentando
o consumo de aminoacidos. Com isso, o ganho de peso
aumentou linearmente (P<0,01) com a temperatura da agua.
De acordo com Hjelmeland & Jrgensen (1985), a tripsina é,
provavelmente, a enzima-chave naregulagao e no processo
digestivo em peixes jovens.

Conclusdes

Atemperaturainfluencia a atividade catalitica de tripsina
em tilapias-tailandesas machos. Quando submetidas a
temperatura ambiente de 32°C, essa espécie apresenta a
maior atividade de tripsina e a menor atividade especifica
de tripsina. Estudos com temperaturas acima de 32°C
devem ser realizados com esta espécie. A atividade de
tripsina pode ser uma ferramenta na determinagdo da
composicdo proteica da dieta desses peixes.
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