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RESUMO

OLIVEIRA, Giovanni Resende. Digestibilidade de nutrientes em racdo com
complexo enzimatico para tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). 2006. 90
p. Dissertagdo (Mestrado em Zootecnia) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.!

Um ensaio de digestibilidade foi conduzido na Estacdo de Piscicultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) para avaliar os efeitos da
suplementacdo de ragdo com um complexo enzimatico contendo celulase,
protease e amilase sobre a digestibilidade dos nutrientes, em juvenis de tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus). As ragdes experimentais foram a base de farelo
de soja e milho, isoprotéicas (30% PB), isoenergéticas (4.243 kcal/’kg de EB) e
suplementadas com um complexo enzimatico comercial contendo celulase,
protease e amilase, nos niveis de 0,0%; 0,025%; 0,050%; 0,075% e 0,1%. A
determinacdo da digestibilidade aparente foi realizado pelo método indireto, com
emprego de 6xido de cromo (Cr,O;) como indicador de indigestibilidade. No
ensaio foram utilizados 50 juvenis machos de tildpia-do-Nilo, com peso médio
de 90 g, distribuidos aleatoriamente em dez incubadoras adaptadas para ensaio
de digestibilidade. O experimento foi conduzido em 3 periodos experimentais,
sendo 5 tratamentos e 2 repeti¢des por periodo. Para a avaliacdo estatistica, foi
utilizado o modelo de regressdo por meio do programa estatistico SISVAR. A
adicdo do complexo enzimdtico a racdo melhorou o coeficiente de
digestibilidade aparente da matéria seca (CDAMS), proteina bruta (CDAPB),
energia bruta (CDAEB), amido (CDAAM), calcio (CDACa) e fosforo (CDAP),
tendo o nivel de 0,05% sido aquele que proporcionou os valores mais
eXpressivos.

! Comité Orientador: Priscila Vieira Rosa Logato - UFLA (Orientadora), Rilke Tadeu
Fonseca de Freitas - UFLA (co-orientador)
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Giovanni Resende. Digestibility of nutrients in diets with
enzyme complex for Nile tilapia (Oreochromis niloticus). 2006. 90 p.
Dissertation (Master in Animal Science) - Federal University of Lavras, Lavras,
MG.’

A digestibility trial was conducted in the Pisciculture Station at the Federal
University of Lavras (UFLA) with the purpose of evaluating the effects of the
diet supplementation with an enzyme complex upon the nutrient digestibility in
juveniles of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). The experimental diets were
on the basis of soybean meal and corn, isoprotein (30% of CP), isoenergy (4,243
kcal’kg of GE) and supplemented with the enzyme complex a the levels of 0.0%;
0.025%; 0.050%; 0.075% and 0.1%. The determination of apparent digestibility
was performed through the indirect method with use of chrome oxide (Cr,0;) as
a reference substance. The trials utilized 50 male Nile tilapia juveniles
(Oreochromis niloticus), weighing on average 90g, distributed randomly in tem
digestibility tanks. The experiment was conducted in three experimental periods,
with five treatments and two repetitions for period. For statistical evaluation, the
regression model through the statistic program SISVAR was employed. The
addition of the enzyme complex to the diet improved the apparent digestibility
coefficient of dry matter (CDAMS), crude protein (CDAPB), gross energy
(CDAEB), starch (CDAAM), calcium (CDACa) and phosphorus (CDAP). The
best results were observed at the level of 0.050% of diet supplementation.

? Guidance committee: Priscila Vieira Rosa Logato - UFLA (Adviser); Rilke Tadeu
Fonseca de Freitas.
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1 INTRODUCAO

Programas alimentares eficientes e a maxima utilizacdo dos nutrientes
alimentares constituem a principal preocupag¢do do segmento da aquacultura,
frente a previsdo de uma alta demanda mundial de pescados no curto € no médio
prazos.

Os ingredientes de origem vegetal mais utilizados em dietas para
monogastricos sdo relativamente ricos em energia e proteina, mas contém
nutrientes ndo digeriveis presentes na parede celular, como os polissacarideos
ndo-amildceos (PNAs), os oligossacarideos e outros ndo-carboidratos
(glicoproteinas, ésteres fenolicos, lignina). A hemicelulose também ndo ¢
totalmente digerivel.

Os PNAs sdo responsaveis por exercerem um “efeito barreira” a agdo
das enzimas hidroliticas, ao aprisionarem os graos de amido no interior das
células do endosperma e ou outros nutrientes, como as proteinas nas paredes
celulares. Os tratamentos térmicos ndao sdo capazes, por si sO, de liberar os
nutrientes ndo digeriveis presentes em ingredientes de origem vegetal, como a
soja, havendo a necessidade da adogdo de outras estratégias para remover os
efeitos deletérios dessas substancias.

Estas situacdes representam uma grande limitagdo ao uso de
ingredientes de origem vegetal em dietas para peixes, como ¢ o caso do farelo de
soja, especialmente nos animais jovens.

Entretanto, pesquisas recentes tém mostrado que a degradacdo das
paredes celulares dos ingredientes de origem vegetal permite uma maximizacao
da agdo enzimatica enddgena do animal sobre a degradagdo do amido, gordura e

da proteina, aumentando sua digestibilidade.



Considerando que a tilapia aproveita bem os aminoacidos e
monossacarideos livres, supde-se que a suplementacao das ragdes com complexo
enzimatico tenha um papel importante no maior aproveitamento do contetdo
protéico e energético, expressos nas consideraveis fragdes de PNA e amido
presentes em ingredientes de origem vegetal, como farelo de soja e milho,
respectivamente.

Nesse sentido, o presente estudo foi conduzido para avaliar os efeitos da
suplementacdo da ragdo com complexo enzimatico contendo celulase, protease e
amilase sobre a digestibilidade dos nutrientes, em juvenis de tilapia-do-Nilo

(Oreochromis niloticus).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas da espécie

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie de grande
interesse na piscicultura atual, pois, ¢ o segundo grupo de peixes de agua doce
cultivado no mundo, ficando atras apenas das carpas (Lovshin, 1997; Alceste &
Jorry, 1998). No Brasil, ¢ a espécie mais cultivada, respondendo por cerca da
metade da produgdo anual de peixes cultivados (Lovshin & Cyrino, 1998). O
destaque alcangado por esta espécie advém de sua resisténcia ao baixo nivel de
oxigénio e altos niveis de amonia dissolvidos na agua (Alceste & Jorry, 1998),
do seu rapido crescimento, da boa conversdo alimentar e do consumo de ragdo
artificial desde a fase larval (Meurer et al., 2000). Sobressai-se também por
adequar-se a industria de filetagem, devido a auséncia de espinhos musculares
em “Y”, por ter 6tima aceitagdo no mercado consumidor, pelas caracteristicas
organolépticas de seu filé e por mostrar-se bastante apreciada nos pesque-pagues
(Meurer et al., 2003).

Os peixes onivoros possuem adaptagcdes morfologicas e fisiologicas que
possibilitam a utilizagdo de racdes com elevadas porcentagens de ingredientes
vegetais, pois utilizam melhor os carboidratos (Kubarik, 1997) e a proteina
dessas fontes (Tengjaroenkul et al., 2000), em relacdo aos carnivoros. Isso
possibilita redugdo no custo com a alimentacdo (Degani et al., 1997),
principalmente com as tilapias (Degani & Revach, 1991), que se destacam entre
as espécies onivoras na utilizacdo dos aminoacidos das fontes protéicas
convencionais e alternativas de origem vegetal (Fagbenro, 1998; Furuya et al.,

1999).



2.2 Milho e farelo de soja na alimentacéo de peixes

A utilizagdo de complexos enzimaticos na inddstria avicola européia ¢é
uma constante, desde a década de 1980, para dietas com matérias-primas de alta
viscosidade, apresentando resultados econdmicos e técnicos positivos (Zanella,
1998). O novo desafio estd sendo o langamento de enzimas para dietas de baixa
viscosidade, formuladas com milho ou sorgo e farelo de soja, que representam
os principais ingredientes de origem vegetal utilizados nas ragdes para peixes no
Brasil.

O uso de ingredientes de origem vegetal, como sementes de
leguminosas, tortas de sementes oleaginosas, farelos, concentrados protéicos e
tubérculos, entre outros, como alimentos para peixes, ¢ limitado devido a
presenca de uma grande variedade de substincias antinutricionais. Dentre
algumas mais relevantes estdo taninos, saponinas, lectinas, fitoestrogenos,
alcaloides, compostos antigénicos, gossipol, cianogénios, mimosina, acidos
graxos ciclopropenos, canavanina, antivitaminas, ésteres, glicosinolatos,
inibidores de proteases, fitatos, oligossacarideos e polissacarideos ndo-amilaceos
(PNAs) (Francis et al., 2001).

Os fatores anti-nutricionais ndo sdo toxicos para os animais, mas, sua
presenga no alimento pode resultar em crescimento reduzido, conversdo
alimentar ruim, alteragdes hormonais e esporadicas lesdes nos orgdos (Henn,
2002).

Os PNAs sdo um grupo complexo, composto predominantemente por
monomeros de hexoses e pentoses, galactose, glicose, arabinose, xilose e
manose (Dudley-Cash, 1997; Stone, 1996; Van Barneveld, 1999). Além da baixa
digestibilidade, os PNAs, quando ndo digeridos, aumentam a viscosidade do
quimo intestinal, causando prejuizos ao desempenho produtivo, uma vez que

apresentam caracteristicas antinutricionais que diminuem a velocidade de



passagem dos alimentos ao longo do trato digestivo (Guenter 1993). Os efeitos
antinutricionais da fibra dietética soltivel podem ser diminuidos por meio da
reducdo na solubilidade, com a redugdo no comprimento da cadeia do PNA
(Chesson 1993; Dudley-Cash, 1997).

Os PNAs ndo existem como componentes separados nos alimentos. A
maioria é parte da parede celular e estd intimamente ligada a outros
polissacarideos ou proteinas e ligninas (Fincher e Stone, 1986), conforme a

Figura 1.

- Monossacarideos - Glicose
- Frutose
- Xilose
- Arabinose
- Sacarose
- Lactose
Soltveis em H,0 < - a-galactosideos - Rafinose

- Estaquiose
- Verbascose

- *PNAS. oo, - B-glucanos
- Pentosanos
- Arabinogalactanos
\ - Galactomananos
- Substancias pécticas

- FPNAS. oo - Celulose
Insoltveis em H,O - Hemicelulose - B-glucanos
- Xilanos
- Manose
- Substancias pécticas

FIGURA 1 - Classificagdo dos carboidratos ndo-amildceos presentes nas dietas

de monogastricos
*PNA= Polissacarideo ndo-amilaceo

Fonte: adaptado de Carré (1991).



O alto custo dos alimentos protéicos, associado ao uso excessivo de
fontes nitrogenadas em dietas para peixes, exige reavaliacdo urgente e mais
precisa da qualidade e do nivel de proteina a ser utilizado em formulagdes
comerciais (De Silva & Anderson, 1995). Dentre os inumeros produtos de
origem vegetal, considerados potenciais substitutos da fragdo protéica de origem
animal para peixes, o farelo de soja € o que vem recebendo maior atengdo por
parte dos nutricionistas (Kubitza, 1990). A proteina da farinha de soja integral
foi considerada, por Lim & Akiyama (1992), como a melhor fonte de proteina
de origem vegetal para suprir as necessidades de aminodcidos essenciais para
peixes.

Os farelos de soja sdo formados por 40% de carboidratos (National
Research Council, 1998). Os carboidratos sdo classificados em ndo-estruturais e
estruturais. Os carboidratos ndo-estruturais sdo representados pelos agucares de
baixo peso molecular, oligossacarideos e polissacarideos de reserva (amido).

A concentragdo total de aglicar na soja integral ¢ de, aproximadamente,
14% na MS, compreendendo 40% a 45% do total de carboidratos. Quando
transformada em farelo de soja, o contetdo total aumenta para aproximadamente
17% na MS, constituindo, aproximadamente, 50% do total de carboidratos,
conforme apresentado na Tabela 1. Isso inclui os agucares de baixo peso
molecular, como também os oligossacarideos.

Enquanto os agucares livres sdo removidos ou destruidos durante o
processamento, ndo sendo praticamente encontrados na sua forma solivel no
farelo de soja, os galacto-oligossacarideos nao sofrem remoc¢do ou destruigdo

(Grieshop et al., 2003).



TABELA 1. Composicao dos polissacarideos ndo amilaceos (PNA) na dieta (%
MS) em que o farelo de soja foi a tinica fonte de PNA".

Acucar’ Polissacarideos ndo amilaceos
Fragdo insoluvel Fracao soluvel Total
em agua em agua
Rafinose 0,07 ¢ 0,07
Fucose 0,12 - 0,12
Arabinose 1,18 0,128 1,31
Xilose 0,16 0,023 0,64
Manose 0,16 0,135 0,30
Galactose 2,14 0,180 2,32
Glicose 1,90 0,017 1,92
Acidos urénicos 1,41 0,174 1,58
Total 7,59 0,657 8,26

* Carre et al. (1990)
® o contendo de agucares foi calculado com base em sua forma anidro-polimérica.
¢ Nio detectado.

Em relagdo ao conteudo de glicose da fibra dos principais ingredientes
utilizados em ragdes praticas, € importante ressaltar que quase metade da fibra
do milho é composta por glicose (Finnfeed, 1999) e aproximadamente 2%, de
um total de 8,26% do contetdo de PNA do farelo de soja, também o sdo (Carre,
et al., 1990).

Os polissacarideos estruturais sdo representados pela fibra dietética que
¢ composta por celulose, pectinas e hemiceluloses, juntamente com mananos,
galactanos e xiloglucanos (Karr-Lilienthal et al., 2005). Conforme Brillouet e
Carré (1983), as paredes celulares da soja integral sdo compostas por 80% de
PNA, sendo o restante formado por substincias ndo-carboidrato encapsuladas,

como proteina, fenodis e minerais.



A soja, ao contrario do que se pensava, possui quantidade apreciavel de
polissacarideos ndo amilaceos na forma de pectinas, hemicelulases e
oligossacarideos (rafinose e estaquiose), conforme mostrado na Tabela 2. Desses
PNAs, 20% s@o de digestibilidade nula, sendo 2% de xilanos (Cleophas et al.,
1995).

TABELA 2. Composi¢do de polissacarideos ndo-amilaceos (PNA) em alguns
ingredientes de ragoes.

Ingredientes Tipo de PNA % Autor
Farelo de soja PNA totais 27,0  Schutte (1991)
Polimeros complexos 13,9 Carré (1992)
PNA totais 8,0  Schutte (1991)
Milho Arabinoxilanos 4,2 Annison (1991)
B-glucanos 0,1  Annison (1991)
Sorgo Arabinoxilanos 2,8  Annison (1991)
B-glucanos 0,1  Annison (1991)
Gluten de milho PNA totais 42,0 Carré (1992)
Farelo de trigo PNA 44,0  Schutte (1991)

Fonte: Adaptado da Revista Alimenta¢do Animal.

Pesquisas tém evidenciado que o aumento na inclusdo de ingredientes
com alta concentragdo de PNA diminui a digestibilidade da matéria seca em
algumas espécies de peixes (McGoogan & Reigh, 1996; Omoregie &
Ogbemudia, 1993; Refstie et al., 1999; Shiau e Liang, 1994; Sullivan & Reigh,
1995; Schwarz & Kirchgessner, 1995; Wen-Zhang et al., 1995). Além disso, os
PNAs reduzem a utilizagdo de carboidratos digestiveis, proteinas e lipidios in
Vivo (Schwarz & Kirchgessner, 1995) como também a digestibilidade de
proteina in vitro (Ryu et al., 1992). Um estudo in vitro sobre o efeito da pectina,
goma Karaya, alginato e celulose mostrou que todos esses PNAs podem inibir a

hidroélise da proteina (Krogdahl et al., 2005).



Além desses PNAs, fatores antinutricionais, como inibidores de
proteases e lectinas, estdo amplamente distribuidos na soja e ndo podem ser
degradados pelo sistema digestivo das aves (Cleophas et al., 1995).

De acordo com Jorge Neto (1992), os inibidores de protease sdo
compostos protéicos que se complexam com a tripsina e a quimiotripsina,
prejudicando todo o processo de digestdio das proteinas alimentares ja
desdobradas pela pepsina. Esta complexacao, normalmente, causa hipertrofia do
pancreas. As lectinas (hemaglutininas) sao glicoprotéinas que possuem a
capacidade de se aglutinarem com os eritrocitos e, na sua presenga, as células
do epitélio intestinal tendem a se unir, prejudicando a absor¢ido de nutrientes.

Embora a industria de ragdes utilize o tratamento térmico para eliminar
esses fatores antinutricionais, Soto-Salanova et al. (1996) relataram que niveis
residuais de lectinas e atividades de inibidores de proteases mostraram-se
bastantes razoaveis em diferentes amostras de farelo de soja. Hessing et al.
(1995) comprovaram que amostras de farelos continham niveis de lectina
residual suficientes para deprimir a digestibilidade da proteina e mostraram que
0,2 g/kg de inibidor de tripsina deprimem em 15% a digestibilidade da proteina.

Webster (1992) supde que a diminuicdo do ganho de peso de peixes
alimentados com farelo de soja, em substitui¢do a farinha de peixe, pode ocorrer
tanto pela atividade dos inibidores de proteases como pelo menor contetido de
energia da dieta.

Porém, experimentalmente, inibidores de protease, fitatos, compostos
antigénicos e alcalodides, presentes em niveis usuais nas dietas para peixes que
contém fontes de proteina de origem vegetal disponiveis no mercado,
provavelmente ndo afetam a performance de crescimento dos peixes. Ja
glicosinolatos, saponinas, taninos, gossipol, alguns ésteres ¢ PNA soluveis sdo
muito importantes, do ponto de vista pratico. A eficiéncia de técnicas de

processamento, como as de secagem, aquecimento umido e extragdo de solvente



e o tratamento com enzimas na remogao dos efeitos deletérios dessas substancias
antinutricionais do alimento, ¢ discutida (Francis et al., 2001).

Nesse sentido, Stech (1999), ao estudar a substitui¢do da farinha de
peixe por quaisquer produtos de soja em dietas praticas para o crescimento do
pacu, concluiu que o tratamento térmico melhora a qualidade nutricional da soja,
muito mais pelo fato de melhorar a digestibilidade da proteina do que pela
inativagdo dos fatores antinutricionais.

Leibowitz (1981), ao estudar a substituicdo da farinha de peixe por
farelo de soja, em dietas praticas para o bagre do canal (Ictalurus punctatus),
verificou que, atendidas as exigéncias de energia e fosforo, o farelo de soja pode
substituir toda a farinha de peixe. Murray (1982), em estudo semelhante,
encontrou os mesmos resultados e indicou que o perfil de aminoacidos na
proteina da soja atende as exigéncias para o desempenho deste peixe. Viola et al.
(1981) relataram que a substitui¢do da farinha de peixe pelo farelo de soja em
até 50%, na alimentagdo de carpas (Cyprinus carpio), ndo causou efeitos
negativos no desempenho dos peixes. Shiau et al. (1990) relataram que farelos
de soja, integrais ou desengordurados, foram usados eficientemente para
substituir até 30% da farinha de peixe, em dietas para tilapias hibridas
(Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus), contendo um nivel de proteina
bruta de 24%. Stech (1999), ao substituir a farinha de peixe por quaisquer dos
produtos de soja estudados em dietas praticas para o crescimento de pacu, nao
observou diferencas no desempenho de produgdo, composi¢do corporal e
metabolismo dos peixes.

A principal fonte energética utilizada na formulagdo de ragdes para
peixes ¢ o milho, o qual contém, em média, 87,1% de matéria seca, 8,26% de
proteina bruta, 3,61% de extrato etéreo, 3.925 kcal/kg de energia bruta, 0,03%
de célcio, 0,24% de fosforo total e 1,73% de fibra bruta (Rostagno, 2005). Tem

como principais proteinas a gluteina (germe) e a zeina (endosperma),
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consideradas de baixo valor nutricional por apresentarem baixos teores em
aminoacidos essenciais. Possui 9% de polissacarideos ndo amilaceos (PNA) e,
desse percentual, 50% sdo xilanos (Teixeira, 1998). Em média, o milho contém
72,28% de amido, o qual ¢ constituido de amilose (25%) e amilopectina (75%).

O amido ¢ um importante ingrediente da dieta de peixes de agua doce,
como a carpa ¢ a tilapia (Takeuchi, 1991). Representando em média 60% a 70%
do peso dos graos de cereais, o amido ¢ o componente mais importante, do ponto
de vista nutricional. Esta localizado dentro das paredes do endosperma que, por
sua vez, esta envolvido por varias camadas de células protetoras, formando a
aleurona. Envolvendo a aleurona, na parede externa, esta o pericarpo, que ¢ uma
estrutura protetora que envolve completamente o grdo. Para que um animal
monogastrico consiga digerir o amido, ¢ necessario que ocorra a ruptura tanto do
pericarpo, como da aleurona, sendo esta mais dificil de ser rompida (Giacometti,
2002).

As paredes celulares do pericarpo, aleurona e endosperma sdo
semelhantes, em virtude de todas conterem celulose, PNAs, compostos
fenodlicos, pectinas e proteinas, os quais diferem nas proporgdes relativas de cada
componente (Bedford et al., 1991a). Ainda que exista pouca variagdo na
estrutura da celulose entre as espécies vegetais, este ndo é o caso dos
monossacarideos ¢ do peso molecular da fragdo PNA, os quais constituem a
maior parte da parede do endosperma nos graos de cereais. Dessa forma, os
PNAs tém sido responsabilizados por exercerem um efeito barreira a agdo das
enzimas hidroliticas, ao aprisionarem o amido das células do endosperma do
grdo e impedirem que as enzimas hidroliticas possam acessa-lo (Carré et al.,
1990).

Além disso, a quantidade total de proteina na parede celular de
ingredientes de origem vegetal pode somar de 10% a 30% do total da fibra. Na

maioria dos casos, esta proteina pode permanecer encapsulada dentro da matriz
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de polissacarideos, fazendo com que a mesma néo seja disponivel para o animal,
devido ao fato dos monogastricos carecerem das enzimas necessarias para

digerir esses polissacarideos.

2.3 Enzimas

Um dos primeiros e particularmente importantes experimentos com
enzimas foi o isolamento do complexo enzimatico do malte, por Payen e Persoz,
em 1833. A origem do termo “enzima” se deu quando, em 1876, William Kuhne
propds que ele fosse adotado como uma nova forma de designar fendmenos
previamente conhecidos como ‘“fermentagdes organizadas”, que eram, o
isolamento de fermentos de organismos vidveis, a partir dos quais eram
formadas as enzimas. A palavra significa ‘in yeast’ e ¢ derivada do grego ‘en’,
que significa ‘in’ e ‘zime’, significa ’yeast’ ou ‘leaven’ (Fox, 1991).

As enzimas sdo proteinas globulares, de estrutura tercidria ou
quartenaria, que agem como catalisadores bioldgicos, possibilitando e ou
aumentando a velocidade das reagdes quimicas no organismo (Champe &
Harvey, 1989). A estrutura molecular das enzimas ¢ bastante fragil e,
conseqiientemente, pode ser desnaturada por calor, alcalis, metais pesados e
outros agentes oxidantes (Graham & Inborr, 1991).

De acordo com Vanbelle (1992), todas a enzimas possuem as seguintes
caracteristicas: ndo apresentam modificagdes ao final da reagdo, atuam em
quantidades muito pequenas e aceleram a velocidade da reacdo sem modificar a

posicdo de equilibrio de uma reacao reversivel.
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2.3.1 Producdo de enzimas digestivas enddgenas pelos peixes e sua

microbiota

As pesquisas tém mostrado uma ampla convergéncia entre as atividades
digestivas nos peixes teledsteos adultos (Barrington, 1957; Fange & Grove,
1979; Kapoor et al., 1975) e as existentes nos vertebrados superiores, 0 que
sugere que o equipamento enzimatico ¢, em grande parte, analogo. As diferentes
células glandulares do estomago secretam proteases (pepsina, tripsina,
quimiotripsina) e acido cloridrico (Holstein, 1975; Noaillac-Depeyre & Gaés,
1978; Smit, 1967), sendo a pepsina dos peixes considerada analoga a dos
mamiferos.

A digestdo no intestino ocorre devido a acdo de distintos produtos
secretados pela parede intestinal e também por glandulas anexas (pancreas e
figado). O pancreas lanca no intestino enzimas digestivas diversas: proteases,
carboidrases e lipases. A bilis proveniente do figado aporta, primordialmente, os
sais biliares e parece ter uma composi¢do e funcdo analogos a bilis de
vertebrados superiores (Fange & Grove, 1979; Hidalgo & Alliot, 1987).

Nos mamiferos, a amilase ¢ produzida por células salivares ou
pancredticas, enquanto a unica fonte de o-amilase em peixes parece ser o
pancreas exdcrino, visto que os mesmos nio possuem glandulas salivares. Alta
atividade de amilase ocorre no figado e biles de algumas espécies de carpa e
goldfish que possuem hepatopancreas (Krogdahl et al., 2005).

Varias enzimas intestinais envolvidas nos processos de digestdo e
absor¢do tém sido reportadas em tilapia, como amilase, pepsina, tripsina,
esterases e fosfatase alcalina (Cockson & Bourne, 1972; Nagase, 1964; Klaren et
al., 1993; Li & Fan, 1997; Moriarty, 1973). Como outros peixes onivoros, a

tilapia apresenta maior atividade de carboidrase do que de protease e uma
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pequena atividade de lipase, comparada aos peixes carnivoros (Agrawal et al.,
1975; Das & Tripathi, 1991; Fish, 1960; Opuszynski & Shireman, 1995).

As enzimas intestinais demonstram uma diferen¢ca marcante na sua
distribuic@o e localizagéo ao longo do extenso intestino da tilapia (Oreochromis
niloticus), como pode ser observado na Figura 2 e na Tabela 3. A maior parte
destas atividades enzimaticas foram localizadas ao longo da borda em escova do
enterécito, mas, esterases nao especificas também estavam presentes no
citoplasma de enterocitos e leucina aminopeptidase IV (DAP IV) foi detectada

na lamina basal de todos os segmentos (Tengjaroenkul et al., 2000).

——— HL
== PMC
™= GL
E DMC
SN TP

FIGURA 2. Fotomicrografia (A) e desenho esquematico (B) de cinco segmentos
intestinais de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). HL, algas
hepatica; PMC, espiral proximal maior; GL, alca géstrica; DMC,
espiral distal maior; TP, por¢do terminal do intestino.

Fonte: Tengjaroenkul et al. (2000)
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TABELA 3. Distribuicdo e localizacdo de enzimas ao longo do trato intestinal

de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

Segmento do intestino

Alga hepatica  Espiral proximal  Alga gastrica Espiral distal Porc¢ao terminal

Enzimas borda em escova:

Maltase  + + ++ + -
LAP ++ ++ ++ + -
DAPIV  ++ ++ ++ + -
Lipase ++ ++ + - -
NSE ++ ++ ++ ++ -
IAP ++ ++ ++ + -

Enzima citoplasmatica:
NSE ++ ++ ++ ++ -
Enzima basal:*

DAP IV + + + + +

Nivel de intensidade do corante: ++ (forte), + (fraco), - (ausente).
LAP - leucina aminopeptidase; DAP IV - dipeptidil aminopeptidase; NSE - esterases ndo
especificas; IAP - alkalina fosfatase.
“na lamina basal.
Fonte: Tengjaroenkul et al. (2000)

A fosfatase alcalina intestinal esta envolvida na absor¢do de nutrientes,
como lipideos, glicose, calcio e fosfato inorganico (Dupuis et al., 1991;
Malagelada et al., 1977; Mahmood et al., 1994; Harris, 1989; Roubaty &
Portman, 1988). A distribuicdo geral desta enzima correlaciona-se bem com a
localizagdo ¢ a intensidade de maltase, lipase e peptidases, incluindo amilase e
proteases, reportadas em outras tildpias (Cockson & Bourne, 1972; Moriarty,
1973; Fish, 1960; Nagase, 1964). Assim, a fosfatase alcalina esta presente no

mesmo local das enzimas digestivas, permitindo a absor¢do de pequenas

particulas, a medida que elas sdo produzidas (Tengjaroenkul et al., 2000).
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Na porgdo terminal do intestino de tilapia nildtica, provavelmente, sdo
predominantes atividades como reabsorcdo de eletrdlitos e ou agua
(Tengjaroenkul et al., 2000).

Porém, existem enzimas que ndo sdo secretadas, mesmo na presenga de
substrato. Entre estas enzimas, destacam-se a celulase, a hemicelulase, a xilanase
e a fitase, dentre outras. Essas enzimas ndo sdo secretadas devido ao fato de os
monogastricos ndo possuirem os respectivos genes responsaveis (Penz Junior,
1998).

Como o trato digestivo dos peixes estd em constante contato com a agua,
a microflora da agua exerce um importante papel na formacao da microflora do
trato digestivo de peixes (Hansen, et al., 1992; Strom & Olafsen, 1990). Sendo
rico em nutrientes, o ambiente do trato digestivo de peixes, em comparagdo com
o da agua, confere um ambiente mais favoravel para o crescimento dos
microorganismos. Recentemente, diversas comunidades microbianas tém sido
reportadas no intestino de varios peixes (Bairagi et al., 2002; Clements et al.,
1989; Clements, 1991; Ghosh et al., 2002; Luczkovich & Stellwag, 1993;
Rimmer & Wiebe, 1987).

Enzimas provenientes dessa microflora intestinal podem ter um papel
significativo no processo de digestdo, especialmente para substratos como a
celulose, que poucos animais podem digerir ¢ também para outros substratos
(Smith, 1989).

Assim como as dietas geralmente sdo compostas por carboidratos
resistentes as enzimas digestivas enddgenas (Annison, 1993), a fermentagdo
microbiana e a sintese de nutrientes sdo mecanismos importantes para 0s
organismos que utilizam dietas ricas em fibra (Stevens, 1988). O uso de
ingredientes de origem vegetal como fonte de proteina ndo convencional, para
substituir a onerosa farinha de peixe na formulagdo de dietas para peixes, da

origem a uma nova area de pesquisa para produzir alimentos com uma melhor
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relacdo custo/beneficio. Devido ao aumento da escassez de farinha de peixe de
boa qualidade, pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de analisar o valor
nutricional de ingredientes de origem vegetal e aumentar a biodisponibilidade de

nutrientes por meio da degradagdo fermentativa (Saha et al., 2006).

2.3.1.1 Proteases e peptidases

A digestdo de proteina em tilapia comeca com a hidrolise de proteinas e
polipeptideos pela acdo das proteases; pepsina, tripsina e quimiotripsina
(Cockson & Bourne, 1972; Fang & Chiou, 1989; Fish, 1960; Moriarty, 1973;
Nagase, 1964). Longas cadeias de polipeptideos sdo, entdo, quebradas por
peptidases como as LAP e DAP IV, tornando-se pequenos peptideos e
aminodacidos (Jobling, 1995). Nesse sentido, mais da metade do intestino de
tilipia (Oreochromis niloticus) exerce um importante papel na degradacdo de
peptideos. Conforme Tengjaroenkul et al. (2000), a distribuicdo e a intensidade
das peptidases observadas em seu estudo estdo bem correlacionadas com a
presenca ¢ a atividade de proteases, reportadas em outras tildpias. Assim, as
peptidases estdo presentes no mesmo local que as proteases, permitindo que elas
possam agir imediatamente sobre as curtas cadeias de peptideos, produzidas pela
acdo das proteases.

Ja em peixes agastricos, como a carpa (Cyprinus carpio sp), as proteases
e peptidases pancreaticas parecem ser os Unicos responsaveis pela degradacao de
proteina, que estaria caracterizada pela auséncia de protedlises em meio acido
(Hidalgo & Alliot, 1987).

As observacdes de Saha & Ray (1998), Ghosh et al. (2002) ¢ Bairagi et
al. (2002) fortalecem a idéia de que os peixes abrigam bactérias celuliticas,

como também amiloliticas e proteoliticas em seu trato intestinal.
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Em estudos in vitro sobre a capacidade de producdo de enzimas, Ghosh
et al. (2002) observaram que a flora bacteriana presente no trato gastrintestinal
de carpa indiana (Labeo rohita) é boa produtora de enzimas proteoliticas.

Dentre algumas bactérias encontradas no trato digestivo de tilapia
(Oreochromis mossambica) e de carpa capim (Ctenopharyngodon idella), Saha
et al. (2006) observaram que B. circulans foi a que apresentou maior atividade
de amilase, enquanto que B. megaterium foi a que exibiu maxima atividade de

protease (Tabela 4).

TABELA 4. Atividades de amilase e protease das cepas isoladas do intestino de
carpa-capim (Ctenopharyngodon idella) e tilapia (Oreochromis
mossambica).

Isolados Atividade Atividade

de amilase (U)* de protease (U)**
B. megaterium (C. idella) 45,66 65,45
B. circulans (O. mossambica) 85,64 9,32

* Microgramas de maltose liberadas por minuto.
** Microgramas de tirosina liberadas por minuto.
Fonte: Saha et al. (2006)

Os mesmos autores afirmam que ambos os isolados de organismos sdo

capazes de hidrolizar proteinas, como caseina e gelatina.

2.3.1.2 Amilases e maltase

A o-amilase digestiva tem sido localizada em todo o trato gastrintestinal
de algumas espécies de peixes (Alarcon et al., 2001; Chadrabarti et al., 1995;
Chiu & Benitez, 1981; De Seixas et al., 1999; Fagbenro et al., 2000; Fagbenro,
1990; Fernandez et al., 2001; Hidalgo et al., 1999; Kawai & lkeda, 1972;
Kuz'mina, 1996a; Peres et al., 1998; Sabapathy & Teo 1993; Tengjaroenkul et
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al., 2000; Ugwumba, 1993). A atividade de amilase nos tecidos ¢ no contetido
intestinal varia entre as espécies e parece ser mais alta em herbivoros e onivoros
do que em peixes carnivoros (Hidalgo et al., 1999; Hoffer & Sturmbauer, 1985;
Sabapathy & Teo, 1993; Ugolev & Kuz'mina, 1994).

A amilase pode ser inibida por fatores protéicos presentes em certos
graos de vegetais (leguminosas, trigo, etc.) que podem ser destruidos mediante
um adequado tratamento térmico. A agdo dos inibidores depende da espécie de
peixe considerada, de sua atividade amilasica e da presenca ou ndo de estomago
no animal, ja que os inibidores sdo degradados pela pepsina, o que favorece as
espécies com digestio estomacal (Hofer & Sturmbauer, 1985).

A partir da observacdo de uma alta atividade de maltase na algca géastrica
de tilapia-do-Nilo, por meio do estudo de Tengjaroenkul et al. (2000), sugere-se
que a regido do intestino médio seja a mais ativa em relagdo a formacao de
glicose. A distribuicao da atividade de maltase corresponde bem aos trabalhos
sobre atividade de amilase, enzima que hidroliza maltose em glicose (Horn,
1998; Stevens & Hume, 1995). Nagase (1964) reportou uma alta atividade de
amilase na por¢do do intestino médio de tildpia mossambica. Essa similaridade
quanto aos locais de acdo de amilase e maltase no intestino de tilapia pode ter
um significado funcional, no qual a amilase produziria o substrato para a atuacao
da maltase, refletindo numa agdo sinérgica e complementar, na busca de um
maior aproveitamento do conteudo energético da dieta.

Até o presente, ndo ¢ possivel identificar a real fonte de amilase, ou seja,
distinguir entre a contribui¢do da dieta e ou o refluxo do baixo intestino. Além
disso, a amilase também pode ser produzida pela microflora do trato digestivo
(Sugita et al., 1997).

Os microrganismos anaerobios estritos e anaerobios facultativos sdo
predominantes no trato intestinal de tilapia (Oreochromis spp) e de carpa
(Cyprinus spp). Mais de 50% das linhagens (cepas) de Aeromonas,
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Bacteriodaceae e Clostridium produzem eficientemente amilase, o que
demonstra que bactérias produtoras de amilase estdo amplamente distribuidas
no intestino de peixes de 4gua doce. Dessa forma, os microrganismos
anaerobios, juntamente com os aerobios, devem ser importantes produtores de
amilase no intestino de peixes. Entretanto, cepas de bactérias capazes de alta
produgdo de amilase (>0,05 U ml™") somente foram observadas entre as bactérias
aerdbias. Contudo, a producdo de amilase pela microflora intestinal exerce um
importante papel na digestdo de amido em peixes de agua doce, até certo ponto
(Sugita et al., 1997).

Embora as pesquisas com atividade de amilase no intestino de peixes
sejam escassas (Bairagi et al., 2002; Ghosh et al., 2002), é evidente que existe

atividade de amilase endogena em peixes.

2.3.1.3 Celulases

As celulases sdo o mais importante grupo de enzimas necessarias para a
degradacdo de paredes celulares de plantas vasculares, sendo,
conseqiientemente, alvo de estudos com o objetivo de minimizar o custo na
formulacdo de dietas para peixes (Saha et al., 2006).

Os peixes sdo incapazes de produzir celulase endogenamente, mas,
abrigam popula¢des microbianas em seu trato digestivo (Bairagi et al., 2002;
Lesel et al., 1986; Lindsay & Harris, 1980; Saha e Ray, 1998; Trust & Sparow,
1974) que ajudam na digestdo de materiais oriundos de plantas.

Atividades de celulases tém sido observadas em varias espécies de
peixes, indicando que o trato gastrintestinal possa utilizar celulose e carboidratos
fibrosos similares (Chakrabarti et al., 1995).

Ao isolarem trés estratos de bacilos do intestino de carpa indiana (Labeo

rohita) e estudarem sua capacidade em produzir enzimas, Ghosh et al.(2002)
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observaram que as B.Circulans, B.Pumilus e B.cereus sdo boas produtoras de
enzimas proteoliticas e que podem também produzir celulase em quantidades
moderadas.

Investigando as atividades de enzimas envolvidas na quebra de
polissacarideos ndo amildceos no intestino de tilapia nildtica (Oreochromis
niloticus), Taniguchi & Takano (2004) detectaram atividades de B-galactosidase,

B-frutosidase e celulase, conforme mostrado na Tabela 5.

TABELA 5. Digestao de polissacarideos ndo amilaceos com enzimas brutas do
intestino de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Polissacarideos (1%) Atividade relativa (%)
Galactano 100

Goma arabica 88

Pectina 67

Inulina 53

Agarose 11

Celulose 0,5
Carboximetilcelulose 45

Fonte: Taniguchi & Takano (2004)

Entretanto, enquanto os demais polissacarideos sofreram degradacao
significativa, a celulose quase ndo foi degradada.

Num estudo sobre caracterizagdo de bactérias produtoras de celulase,
encontradas no trato digestivo de tilapia (Oreochromis mossambica) e de carpa
capim (Ctenopharyngodon idella), Saha et al. (2006) observaram que o B.
circulans (TM1) e o B. megaterium (CI3) foram aquelas que mostraram maxima

atividade celulitica (Tabela 6).
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TABELA 6. Isolados de bactérias do intestino de peixe e sua atividade de

celulase.

Contagem de bactérias em placa de
Peixes examinados CMC

(x 10%) (CFU g' tecido intestinal)  Isolados

Atividade de

celulase (U)*

Ctenopharyngodon 7,5 CIl
idella
CI2
CI3
Cl4
Orechromis 6,0 ™1

mossambicus
™2
T™M3
T™4

5,8

7.2
35,8
9,2
67,02

15,32
9,86
11,35

*Micrograma de glicose liberada por mL de cultura por minuto.
CMC - carboximetilcelulose
Fonte: Saha et al. (2006)

Em condi¢cdes experimentais, determinou-se que a celulose foi

pobremente utlizada pela tilapia (O. niloticus) (Anderson et al., 1984) e O.

niloticus x O. aureus (Shiau et al., 1989).

Enzimas microbianas simbidticas que hidrolizam celulose requerem,

geralmente, um longo tempo de digestdo (Kristensen, 1972). Em ruminantes, a

presenca de uma grande cdmara de fermentacdo ¢ uma baixa taxa de

transferéncia permitem tempo e espaco suficiente para uma digestdo efetiva.

Como os peixes ndo possuem uma camara especializada para fermentacgdo

bacteriana, a celulose ¢, algumas vezes, utilizada pobremente pelos peixes,

apesar da presenca de bactérias celuliticas (Saha et al., 2006).
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Nesse sentido, apenas a presencga de bactérias celuliticas ndo € capaz de
evidenciar que os peixes sejam capazes de utilizar eficientemente materiais de
origem vegetal e ou celulose.

Entretanto, a glicose proveniente da celulose e a galactose dos
galactosideos podem ser utilizados prontamente pela maioria dos animais
(Schutte et al., 1991,1992) e esse fato pode trazer grande aporte de energia para

0s peixes se 0os mesmos forem capazes de utilizar a celulose.

2.3.2 Producao de enzimas digestivas exdgenas

O processo fermentativo € responsavel pela producdo de enzimas
exdgenas digestivas, que consiste na aplicacdo do inéculo (levedura) sobre um
substrato, sob condi¢cdes ideais de ambiente, que permitam o processo
fermentativo. Ao final da fermentacdo, é realizada uma separagdo da biomassa,
com um posterior resfriamento, centrifugacdo e concentragdo. Finalmente,
realizam-se as etapas de filtracdo, padronizacdo e controle de qualidade,
conforme a apresentacdo do produto comercial, liquido ou soélido (Cowan,
1993).

Até recentemente, as enzimas usadas na indistria de ragdes eram
subprodutos da industria de alimentos. Os componentes das atuais enzimas, sua
estabilidade e atividade eram questionados quanto a forma de fabricagao.
Avangos nas areas de biotecnologia e bioquimica permitiram melhorias
significativas na estrutura e producdo de enzimas (Tabela 7). Os fatores
limitantes em géneros alimenticios, como os componentes de parede celular e
fatores antinutricionais, foram caracterizados bioquimicamente. Enzimas
microbianas que atuam sobre esses substratos foram identificadas e testadas.
Descobriram enzimas com caracteristicas especificas e que sdo produzidas sob

condi¢des controladas (Behrends, 2000).
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TABELA 7. Desenvolvimento do processo de produgdo enzimatica.

o Tem po

Fase Objetivo ]
requerido
Sele¢do de uma enzima  pH correto, boa estabilidade Meses
Sele¢ao do organismo Estavel, termotolerante, bom secretor de Meses
produtor enzimas
Melhoria da cepa Maéximo rendimento De 1 a 3 anos
Otimizacdo do processo  Crescimento em meio equilibrado, Até um ano
condicdes otimas, indutores corretos.

Desenvolvimento do Concentracdo, purificagdo, estabilizacdo, = Meses

processo “dow stream”  formulagdo do produto.

Adaptada de Inborr et al. (1991)

De acordo com a sua finalidade, as enzimas usadas em racdes para
monogastricos podem se dividir em dois tipos: enzimas destinadas a
complementar quantitativamente as proprias enzimas digestorias endogenas dos
animais (proteases, amilases, fitases, etc.) e enzimas que esses animais nio
podem sintetizar (-glucanases, pentosanases e a-galactosidases) (Henn, 2002).

As enzimas comercialmente produzidas sdo provenientes, geralmente,
de bactérias do género Bacillus sp, fungos do género Aspergillus sp e leveduras
(Fireman & Fireman, 1998), portanto, os microrganismos sao a principal fonte
de enzimas exogenas produzidas industrialmente por laboratdrios especializados,
por meio de culturas aerdbias, sendo derivadas da fermentagao.

A enzima xilanase ¢ sintetizada a partir do Trichoderma
longibrachiatum ¢ atua rompendo as paredes celulares da fibra para liberar os
xilo-oligdmeros (Giacometti, 2002). A degradacdo das paredes celulares dos
cereais permite uma maximizagdo da a¢do enzimatica endoégena do animal sobre

a degradac¢do do amido, do lipidio e da proteina, aumentando sua digestibilidade.
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A amilase ¢ produzida a partir do Bacillus amyloliquifaciens, a qual atua
para aumentar a digestibilidade do amido, enquanto a protease ¢ sintetizada a
partir do Bacillus subtilis e caracteriza-se por uma alta eficiéncia catalitica
(Giacometti, 2002). De acordo com Garcia (1997), esta protease degrada
proteinas da soja, especificamente as proteinas de armazenamento, como a
conglicina e PB-conglicina e os fatores antinutricionais, inibidores de tripsina,
lectinas e proteinas antigénicas.

As hemicelulases sdo responsdveis pela quebra da hemicelulose
componente de farelo de soja. Hemiceluloses sdo carboidratos estruturais de
sementes de soja e incluem as galactomanoses e galacto-oligossacarideos. As
enzimas incluem a a-galactosidase, f-manoses e celulases.

A celulase é obtida pela extragdo da fermentagdo do Trichoderma viride
e tem atividade de 250 unidades de celulase ativa (UCA/g). Este produto ¢ em
p6 e pode ser misturado ao amido de milho com corante amarelo. A UCA ¢
definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de glicose em uma
solugdo com 5% (peso/volume) de celulose, em uma hora, a pH 5,0 e 37°C (duas
horas de incubagio).

Segundo Zanella (2001), existem trés grupos de enzimas disponiveis no
mercado: enzimas para alimentos com baixa viscosidade (milho, sorgo e soja),
enzimas para alimento de alta viscosidade (trigo, centeio, cevada, aveia, triticale
e farelo de arroz) e enzima para degradar o acido fitico dos graos vegetais
(melhora a utilizac¢ao do fosforo dos vegetais).

Para dietas a base de cereais de alta viscosidade, os complexos
enzimaticos, na maioria das vezes, sdo compostos pelas enzimas glucanase,
amilase, xilanase, celulase e hemicelulases, enquanto os compostos por amilase,
protease ¢ xilanases s3o usados nas dietas de baixa viscosidade.

Nesse sentido, as industrias produtoras de enzimas comercializam

enzimas especificas ou complexos multienzimaticos para serem adicionados em
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matérias-primas ou para serem suplementados nas dietas, buscando melhorar o

valor nutritivo dos alimentos (Giacometti, 2002).

2.3.3 Estabilidade das enzimas

As enzimas utilizadas na alimentagdo de ndo-ruminantes devem resistir
e conservar atividade consideravel depois dos processos de fabricacdo e
digestdo. Os fatores que podem influenciar sua estabilidade, entre outros, sdo: a
origem (microrganismo), o tipo de atividade, a composi¢@o da dieta, a condigado
de processamento (temperatura), o armazenamento, as condigdes durante o
processo digestivo e a agdo de enzimas enddgenas (Francesch, 1996).

Chesson (1987) cita que, além do baixo pH, as enzimas exdgenas estao
expostas a uma variedade de enzimas proteoliticas presentes no proventriculo e
intestino delgado das aves. Estas enzimas exdgenas sdo resistentes as proteases
microbianas, mas ndo necessariamente as proteases do trato digestivo das aves.

A estrutura molecular da enzima ¢ bastante fragil e, conseqiientemente,
pode ser desnaturada por calor, alcalis, metais pesados e outros agentes
oxidantes (Classem, 1996; Graham & Inborr, 1991).

Quanto a origem, as polissacaridases fungicas possuem atividade 6tima
em pH mais baixo (4,0 a 5,5), enquanto as bacterianas atuam em pH proximo da
neutralidade, de modo que a mistura de enzimas bacterianas e fingicas pode ser
mais efetiva do que uma fonte simples (Kernkamp & Duran, 1991).

A maioria das enzimas utilizada na alimentagdo animal é de origem
fingica, sendo estaveis a temperatura ambiente, porém, inativam-se rapidamente
sob temperaturas superiores a 60°C, ainda que a estabilidade da enzima seja
superior quando se incorpora ao alimento (Francesch, 1996). Segundo Graham e
Inborr (1991), o calor pode inativar permanentemente as enzimas. Assim, uma

enzima ideal deve ser capaz de suportar temperaturas entre 70 °C e 90°C,
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normalmente alcangadas durante o processo de peletizacdo (Enzimes... 1991).
Colier e Hardy (1986) mostraram que, depois do processo de peletizagdo, a
atividade residual para a-amilase e proteases fungicas e bacterianas foi de 52 a
77% e 34% a 65% da atividade original, respectivamente.

Algumas técnicas para proteger as enzimas tém sido desenvolvidas,
como adsorcdo em carreadores, encapsulacdo ou sua inclusdo apods o
processamento das racdes (Ferket, 1993).

Ao testar o efeito da temperatura da peletizagdo (60°C a 100°C) sobre a
atividade das enzimas exdgenas celulase, amilase produzida por fungos e por
bactérias e pentosanase, em dietas a base de trigo e cevada, Spring et al. (1996)
concluiram que elas mantém sua atividade enzimatica a uma temperatura de
peletizacdo de 80°C e que a amilase proveniente de bactérias suporta até 90°C.

Bedford (1996) afirma que o complexo enzimatico Avizyme 1500,
formado pelas enzimas amilase, protease e xilanase, resiste a temperatura de
85°C durante 15 minutos e a 2 minutos quando submetido a 90°C, durante o
processo de peletizagdo e pode ser armazenado durante 12 meses em
temperatura de 22°C.

Dias et al. (2002) avaliaram a atividade enzimatica in vitro de uma
protease comercial componente do complexo enzimatico (Allzyme Vegpro), que
possui atividades de protease e celulase. Para avaliar a estabilidade térmica, a
enzima foi incubada a 80°C, por seis tempos (0; 0,5; 1,0; 5; 10 e 15 minutos).
Para estimar o efeito do pH, os tratamentos foram: pH 5,0, pH 2,3 sem pepsina e
pH 2,3 com pepsina. Para avaliar o efeito dos ions metalicos, incubou-se a
enzima em solu¢des contendo calcio, cobre, cobalto, manganés, magnésio e
ferro. Os resultados sugerem que essa enzima pode ser capaz de suportar as
temperaturas normalmente alcancadas durante o processo de peletizagdo,
permanecendo ativa. Quanto ao pH, mesmo que tenha havido perda de atividade,

parte da atividade relativa obtida no tratamento-controle ainda foi mantida,
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indicando que, possivelmente, nas condi¢des normais do trato gastrintestinal, a
enzima pode exercer sua atividade catalitica. Em relagdo aos ions metalicos, os
resultados ndo sdo conclusivos para os elementos Cu e Fe, provavelmente
atribuidos a metodologia utilizada. Os demais ions testados praticamente ndo
afetaram a estabilidade enzimatica.

A extrusdo ¢ um processo de cozimento baseado em alta pressdo,
umidade controlada e temperatura elevada (em torno de 150°C) (Logato, 1999).
As ragdes extrusadas sdo as mais utilizadas nos cultivos intensivos de peixes.
Nesse sentido, sdo necessarias pesquisas sobre estratégias que permitam a adi¢ao
de enzimas exdgenas as ragdes extrusadas, visto que as temperaturas alcancadas
nesse processo representam uma grande limitacdo a estabilidade térmica das
enzimas exogenas.

Yu e Tsen (2003) avaliaram a eficiéncia de varias enzimas para uso
como suplementos em ragdes para coelhos. Os resultados mostraram que, em
meio acido (glicina-HCI e pH 3.2), a celulase, a papaina e a bromelina eram
tolerantes, enquanto a amilase bacteriana e a protease ndo. Mesmo em pH 2,0, a
celulase e papaina mostraram-se ainda resistentes, enquanto a bromelina foi
completamente inativada. Ao submeter a pepsina as mesmas condi¢des, foram
obtidos resultados semelhantes. No sistema com conteudo gastrico com pH 2,0,
todas as enzimas testadas foram instaveis, porém, quando o pH foi iqual a 3,2, a
celulase ficou bastante estavel. Em relacdo a estabilidade térmica, concluiu-se
que, com excecdo da papaina, as estabilidades térmicas de todas as enzimas
testadas poderiam ser aumentadas significativamente se fossem misturadas ao
alimento. Considerando que premix mineral tem um efeito inibitério sobre
bromelina e papaina, o efeito de estabilizagdo enzimatica do alimento poderia
ser causado por diferentes componentes presentes no premix mineral.

O nivel de atividade enzimatica é mantido durante trés meses em

produtos liquidos e por seis meses na forma em po, quando estocados em
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temperaturas inferiores a 25°C. Quando a enzima se encontra misturada na dieta,
sua atividade pode ser mantida por, no minimo, trés meses, a 25°C (Cowan,

1993).

2.3.4 Adicao de enzimas exdgenas as ra¢es de monogastricos

A maioria das enzimas endogenas € substrato dependente, ou seja, a
secre¢do enzimatica € ativada pela presenca do substrato, o que explica a
deficiéncia de enzimas nas primeiras semanas de vida de aves, suinos e algumas
espécies de peixes. Entretanto, existem enzimas que ndo sdo secretadas, mesmo
na presenga de substrato, como celulase, hemicelulase, xilanase, pentosanase, [3-
glucanase, galactosidase, fitase, etc., porque o codigo genético ndo dispde da
indicagdo para a sua sintese (Giacometti, 2002).

A suplementagdo das ragdes com enzimas digetivas exdgenas, isoladas
de plantas e bactérias, tem sido realizada com sucesso pelas industrias de suinos
e aves para vencer os efeitos negativos do PNA dietético (Batterham, 1992;
Bedford & Morgan, 1996; Bedford et al., 1998; Bernard & Mc Nab, 1997;
Brenes et al., 1993; Broz & Frigg, 1990; Campbell & Bedford 1992; Carre et al.,
1994; Chesson, 1993; Classen et al., 1985; Dudley-Cash, 1997; Elwinger &
Saterby, 1987; Elwinger & Teglof, 1991; Farrell, 1992; Ghazi et al., 1996;
Gipperd et al., 1989; Huyghebaert et al., 1995; Jongbloed et al., 1997; Kemme et
al., 1999; Kornegay et al., 1997; Marquardt et al., 1994; Marsmann et al., 1997,
Newman et al., 1992; Pack e Bedford, 1997; Ravindran et al., 2000; Scott et al.,
1995; Simon et al., 1990; Soto-Salanova, 1996; Zanella et al., 1999; Zanella,
1998).

Os principais fatores de atuacdo que as enzimas exogenas digestivas
apresentam sao: provocam a ruptura das paredes celulares das fibras; reduzem a

viscosidade, devido a fibra soluvel na digesta do intestino proximal; degradam
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as proteinas, por exemplo, do farelo de soja; reduzindo os efeitos dos fatores
antinutricionais tais como os inibidores de protease, tornando-os mais
disponiveis ao animal; suplementam a produg¢@o de enzimas enddgenas do
animal (proteases, amilases e outras) e cuja acdo ¢ mais importante em animais
jovens (Soto-Salanova, 1996); manipulam as populagdes da microflora
(Bedford, 1996) e disponibilizam enzimas que os animais ndo podem sintetizar
(celulases, hemicelulases, xilanases, fitases, B-glucanases, pentosanases e
outras) (Pens Junior, 1998).

Os aditivos enzimaticos ndo possuem fun¢do nutricional direta, mas,
auxiliam o processo digestivo, melhorando a digestibilidade dos nutrientes
presentes na dieta (Henn, 2002).

As enzimas digestivas exdgenas atuam da mesma forma que as
endogenas, apresentando um sitio ativo com a capacidade de atuar sobre um
substrato especifico, hidrolizando-o (Henn, 2002) conforme mostrado na

Tabela 8.

TABELA 8. Enzimas, substratos e efeitos das enzimas utilizadas em dietas
para suinos e aves.

Enzima Substrato Efeitos

Xilanases Arabinoxilanas Redugdo da viscosidade da digesta.

Glucanases B-glucanos Redugdo da viscosidade da digesta. Menor
umidade na cama.

Pectinases Pectinas Redugdo da viscosidade da digesta.

Celulases Celulose Degradacdo da celulose e liberagio de
nutrientes.

Proteases Proteinas Suplementacdo das enzimas endogenas.
Degradacdo mais eficiente de proteinas.

Amilases Amido Suplementacdo das enzimas endogenas.
Degradacdo mais eficiente do amido.

Fitase Acido fitico Melhora a utilizagdo do fosforo dos vegetais.
Remocao do 4cido fitico.

Galactosidases  Galactosidios Remogao de galactosidios.

Lipases Lipidios e 4acidos Melhora a utilizagdo de gorduras animais e

graxos vegetais.

Fonte: adaptado de Cleophas et al. (1995)
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O tratamento de cascas e cotilédones de soja com enzimas degradadoras
de parede celular (pectinase, xilanase e celulase) resultou na liberagdo de, pelo
menos, 7% dos monossacarideos componentes das fra¢cdes ndo soliveis em agua
(Oubhida et al., 2002).

Existem poucos trabalhos sobre a melhora do valor nutritivo de cereais
como milho e sorgo, mediante a adi¢do de enzimas exdgenas. Madaesi et al.
(1988) demonstraram que a adigdo de a-amilase, P-glucanase e protease
melhoraram os parametros produtivos em aves, embora de forma ndo-
significativa.

Ha uma significativa variabilidade no valor nutritivo nas diferentes
espécies de milho, como aquela observada para o trigo e a cevada (Collins et al.,
1998; Leeson et al., 1993). As enzimas podem reduzir essa variagdo e acelerar a
taxa de digestdo de dietas a base de milho e sorgo (Wyatt et al., 1997a,b, 1999;
Pack et al., 1998a).

O fato de as enzimas serem especificas em suas reacdes determina que
os produtos que tenham s6 uma enzima sejam insuficientes para produzir o
maximo beneficio. Isto sugere que misturas de enzimas sejam mais eficientes no
aproveitamento dos nutrientes das dietas, pois, atuam sobre uma série de
substratos, sendo mais efetivas ainda em animais jovens (Borges, 1997).

Behrends (2000) afirma que os complexos enzimaticos podem conter
xilanases, proteases, amilases, celulases e galactosidases que, por sua vez, sdao
responsaveis pela quebra de PNAs, proteinas e o aumento da digestibilidade de
amidos. A vantagem dos complexos enzimaticos ¢ a sua habilidade em liberar
varios componentes do material estrutural de origem vegetal em vez de apenas
um polissacarideo especifico.

Entretanto, as pesquisas devem ser realizadas usando combinagdes
diferentes de enzimas puras, isto é, ndo somente enzimas com acgdes similares.

Para isso, ¢ importante determinar se as principais enzimas que compdem o
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complexo enzimatico tém um efeito sinérgico, antagdnico ou aditivo. Como
exemplo, a habilidade das enzimas de reduzir a viscosidade dos arabinoxilanos
soluveis em agua no trigo ou centeio pode depender da quantidade, ndo somente
de endo-xilanase, mas também de arabinofuranosidase e, possivelmente, de
glucanases, acetil-xilano esterase e de feruloil esterase, na preparagdo (Forsberg
et al.,, 1993). As preparagdes enzimaticas com elevadas atividades de protease
podem também ter um efeito negativo, porque realcariam a digestdo das
proteinas, incluindo a digestdo das proprias enzimas adicionadas (Marquardt &
Bedford, 1996).

As principais limitagdes para maior uso das enzimas sao disponibilidade
limitada, custo elevado, estabilidade operacional e necessidade de coenzimas

(Inborr et al., 1991).

2.3.5 Outros efeitos causados pelas enzimas exdgenas

E importante ressaltar que, nem sempre, a suplementagdo de enzimas
digestivas exogenas proporciona resposta positiva na perfomance dos animais.
Para uma enzima atuar, ¢ necessario ter: o substrato especifico na dieta, uma
dosagem correta de enzimas, a capacidade das enzimas em ultrapassar barreiras
encontradas no estomago (ex. baixo pH e a¢do de enzimas proteoliticas como a
pepsina) além de observar a temperatura a qual a racdo ¢ submetida durante o
processamento (Henn, 2002).

Em algumas situacdes, a inclusdo de enzimas digestivas exdgenas nas
dietas avicolas reduziu a sintese de enzimas endogenas. Zanella et al. (1999)
observaram que tripsina, quimiotripsina, lipase e a-amilase tiveram reducdo de
40% da secrecdo duodenal quando as dietas foram suplementadas com estas

enzimas exdgenas e que a suplementacdo de amilase e protease na dieta a base
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de milho e farelo de soja para frangos de corte reduziu a sintese destas enzimas
enddgenas em 23,4% e 35,5%, respectivamente.

A adigdo de enzimas exodgenas as dietas de frangos resultou, em alguns
casos, em um decréscimo no coeficiente de digestibilidade aparente de
nutrientes, sendo tal fato evidenciado por métodos de alimentagdo precisa
(Cowieson, 2002; Ferraz de Oliveira, 1998; Naveed et al., 1999). H4 um nimero
de possiveis explicacdes para estes, aparentemente, efeitos andmalos, como:
liberacdo de componentes indesejaveis que estavam previamente encapsulados;
ocorréncia de desbalancos de nutrientes e liberacdo ¢ absor¢cdo de componentes
de valor nutricional negativo (como a xilose). E também possivel que a adi¢io
de enzimas exogenas, talvez enzimas incorretas ou em concentragdes excessivas,
cause uma perda de material endégeno, devido a uma interagdo direta com o
trato gastrintestinal (Cowieson, 2006).

Para determinar a eficacia de enzimas exogenas sobre a excre¢do de
materiais endégenos do trato gastrintestinal de galinhas, Cowieson et al. (2006)
observaram que algumas enzimas exogenas podem aumentar a excrecdo dos
mesmos. A excrecdo de matéria seca e energia endogenos foi aumentada
(P<0,05) com a administracdo de pectinase, protease e celulase, comparada as
aves que receberam o tratamento controle (glicose). A adicdo de protease
aumentou (P<0,05) a excre¢do de todos os aminoacidos, com excegdo de
histidina, isoleucina, leucina, tirosina e valina.

O aumento na excre¢do de nutrientes devido ao uso de enzimas pode ser
o resultado da hidrélise de oligossacarideos componentes de ligaduras
bacterianas. Essas ligaduras constituem num mecanismo de vantagem
competitiva usado para ligar as bactérias as paredes do ileo distal, intestino e,
possivelmente, o ceco do hospedeiro (Savage, 1977). A pectinase pode romper
essas ligaduras, o que acarreta num aumento do fluxo de bactérias em direcdo a

porcdo final do intestino e ao exterior, juntamente com a excreta, mesmo que,
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por um pequeno intervalo de tempo, essa perda de microrganismos do TGI possa
causar um aumento nas mensuragdes de perdas endogenas de energia,
nitrogénio, aminoacidos e matéria seca, na excreta (Cowieson et al., 2006).

Tem sido observado que aves alimentadas com dietas contendo enzimas
apresentam, freqiientemente, em seus TGIs, morfologia, producdo de enzimas
pancreéaticas e populacdes microbianas diferentes, comparadas as aves que foram
criadas com dietas livres de enzimas (Bedford & Schulze, 1998; Cowieson.,
2003; Marquardt et al., 1996).

Especula-se que o aumento na producdo de mucina pode ocorrer na
presenca de proteinas biologicamente ativas, com o objetivo de proteger o
epitélio intestinal. A mucina contribui significativamente para a perda endégena
em frangos (Montagne et al., 2000). Essa hipotese pode ser suportada pelo fato
de que, dentre os aminoacidos excretados em resposta a adi¢cao de enzimas, estdo
aqueles constituintes da mucina intestinal (Cowieson et al., 2006).

A variabilidade de substratos e fatores interativos apresenta influéncia
significativa na resposta a adi¢do de enzimas exdgenas. Além dos conhecidos
efeitos benéficos da adicdo de enzimas, como a melhora na digestibilidade de
nutrientes ¢ a redugdo de atividade microbiana no ileo de aves, resultante da
limitagdo de substrato (Figura 3), surgiu, recentemente, um outro mecanismo
benéfico conhecido por “alimentacdo ativa de espécies especificas de bactérias”

(Bedford, 2000).
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FIGURA 3. Relagao entre a taxa de digestao da dieta e a densidade da populacdo
microbiana. Uma rapida taxa de digestdo acarreta em menos
microrganismos no ileo.

Fonte: Bedford, 2000.

A atividade de enzimas sobre polimeros viscosos e parede celular dos
carboidratos produz aglicares e oligossacarideos, que sdo utilizados,
preferencialmente, por certas espécies de bactérias presentes no ileo e no ceco.
Elas desenvolvem-se a custa de outras, possivelmente, espécies prejudiciais ao
otimo crescimento ou a saude dos animais (Apajalahti & Bedford, 1999).

Assim, parece que tanto os fruto-oligossacarideos quanto os
oligossacarideos da soja sdo preferencialmente utilizados por bifidobactérias e
lactobacilos, que os utilizam mais rapidamente que outros microrganismos,
favorecendo seu desenvolvimento (Stewart et al., 1993). Tanto as bifidobactérias
quanto os lactobacilos tém sido relacionados positivamente com a satide dos
animais (Fuller, 1989) e constituem a base de muitos probidticos.

A literatura tem estabelecido que algumas espécies microbianas do
intestino podem ter influéncia positiva sobre a perfomance (Irianto & Austin,
2002) e que a composicdo da dieta é capaz de influenciar a microflora intestinal

dos peixes (Ringo et al., 1998; Ringo & Olsen, 1999).
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2.3.6 Adicao de enzimas exdgenas as racfes de peixes

As principais enzimas para a degradagdo dos PNAs sdo as xilanases, as
celulases e as glucanases, as quais ndo sdo sintetizadas pelos nao-ruminantes
(Henn, 2002).

Em peixes, as enzimas digestivas que atuam sobre os PNAs, como as [3-
glucanases ou [B-xylanases, sdo escassas ou inexistentes (Chakrabarti et al.,
1995; Kuz’mina, 1996; Lindsay & Harris, 1980; Smith, 1989; Stickney &
Shumway, 1974). Da mesma forma, baixos niveis de celulase (1,4-B-D-
glucanohidrolase) tém sido reportados em espécies herbivoras, como a carpa-
capim (Ctenopharyngodon idella) e milkfish (Chanos chanos) (Chakrabarti et
al., 1995; Das & Tripathi, 1991; Kuz’mina, 1996; Lindsay & Harris 1980;
Smith, 1989) e atividade insignificante tem sido reportada em espécies onivoras
e carnivoras (Chakrabarti et al., 1995; Kuz’mina, 1996; Lindsay & Harris, 1980;
Smith, 1989; Stickney & Shumway, 1974; Taniguchi & Takano, 2004).

Conseqiientemente, os PNAs permanecem indigestiveis e, portanto,
constituem uma fonte de energia indisponivel para as espécies carnivoras e
maioria das onivoras (Stone et al., 2003).

As PNAases podem também hidrolisar o PNA componente de paredes
celulares e liberar outros nutrientes ndo disponiveis, como proteina ¢ amido
(Chesson, 1993; Dudley-Cash, 1997). As hemicelulases e os complexos
enzimaticos sdo capazes de aumentar a energia metabolizavel e a digestibilidade
de proteina gragas ao desarranjo da parede celular e a fatores antinutricionais
(Behrends, 2000).

O efeito das enzimas digestivas exdgenas depende da idade, da espécie e
do tipo de enzima utilizado, bem como do habito alimentar do peixe (Kolkovski,
2001). Outro importante fator que influencia o efeito de enzimas exdgenas ¢ o

desenvolvimento especifico da borda em escova, como as aminopeptidases.
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Essas enzimas tém substancial participag@o na digestdo, especialmente quando o
sistema digestivo e as glandulas géstricas ndo estdo totalmente desenvolvidos
(Kurokawa & Suzuki, 1998).

A adigdo de enzimas proteoliticas as dietas resultou em pequenos efeitos
positivos em carpa comum (Cyprinus carpio) (Dabrowski & Glogowski, 1977
a,b; Dabrowski et al., 1979). Entretanto, esses estudos foram conduzidos com
extratos de enzimas dos tecidos intestinais de peixes.

Carter et al. (1992, 1994) investigaram o efeito de amilase dietética e
mistura de enzimas pancreaticas dietéticas em juvenis de salmdo (Salmo salar).
Nao houve efeitos sobre o crescimento ou utilizacdo de proteina quando a
amilase dietética foi usada, mas houve efeitos positivos no crescimento e
utilizagdo de proteina quando as enzimas pancreaticas foram usadas.

A adigdo de enzimas exogenas carboidrases em dietas para peixes tem
sido responsavel pelo aumento da utilizagdo de outros carboidratos dietéticos
ndo disponiveis em salmao-do-atlantico (Salmo salar), larvas de seabream
(Sparus arata) e Penaeus monodon (Buchanan et al., 1997, Carter et al., 1994;
Kolkovski et al., 1993).

Kolkovski et al. (1994), avaliando a suplementacdo de microdietas com
enzima pancreatica de suino, concluiram que a inclusdo de enzimas digestivas
exogenas em microdietas para larvas de seabream (S. aurata) melhorou a
digestibilidade. Em outros dois experimentos, Kolkovski et al. (1997¢, 2000a)
ndo encontraram efeito significativo quando a microdieta foi suplementada com
pancreatina para juvenis de seabass (D. labrax) ou juvenis de Perca Flavescens.

Esses resultados sdo confirmados por Cahu & Zambonino (1994, 1995)
que encontraram altos niveis de atividade de protease em larvas de seabass (D.
labrax), sugerindo que a suplementacdo de microdietas com enzimas no estagio
inicial de desenvolvimento ¢ desnecessaria para essas espécies. Entretanto, essas

informagdes contrariam os resultados prévios de Kolkovski et al. (1993) que

37



avaliando a suplementacdo de microdietas com pancreatina, encontraram
aumentos significativos da assimilagdo e taxas de crescimento em larvas de
Seabream (Sparus aurata).

Estudando os efeitos da a-amilase sobre o crescimento e a utilizagdo de
alimento em alevinos de rohu (Labeo rohita), Ghosh et al. (2001) observaram
que os alevinos que receberam a suplementacdo enzimadtica obtiveram melhor
perfomance. A dieta com 700 U de a-amilase foi aquela que apresentou o
melhor ganho de peso, conversdo alimentar e taxa de eficiéncia protéica. Os
valores de digestibilidade aparente dos nutrientes indicaram uma correlagdo
linear com a perfomance de crescimento dos alevinos.

Ng et al. (2002) avaliaram o efeito do pré-tratamento do farelo de miolo
de palma (PKM) com o complexo enzimatico comercial (Allzyme Vegpro™) e
com fermentado sélido de fungos Trichoderma koningii, a fim de melhorar o
valor nutritivo do PKM cru em dietas para tilapia-vermelha (Oreochromis sp).
Os peixes alimentados com 40% de PKM pré-tratado com enzima (EPKM)
mostraram maior crescimento e eficiéncia na utilizagdo de alimento do que os
peixes alimentados com 40% de PKM cru, permitindo uma melhoria na
digestibilidade de matéria seca, proteina, lipideo e energia nas dietas com
EPKM. Concluiram que, por meio do tratamento enzimatico, altos niveis de
PKM podem ser incluidos as dietas de tilapia vermelha, além de diminuir o
impacto e custos na alimentacao de tilapia.

Stone et al. (2003) avaliaram os efeitos da adi¢do de enzimas exdgenas
(Natustarch®, suplemento de o-amilase; Natugrain-blend®, suplemento
enzimatico contendo B-glucanase e B-xilanase, especificos para PNAs) sobre a
digestibilidade de amido de trigo ou dietas contendo outros tipos de amido para
Silver Perch (Bidyanus bidyanus). A adicdo de Natustarch® as dietas contendo
amido de trigo cru e gelatinizado levou a um aumento consideravel no conteudo

de acucar reduzido nas dietas de 67% e 340%, respectivamente. A adig¢do de
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Natustarch® as dietas em niveis superiores a 50 mg/kg levou a um aumento
significativo na digestibilidade do amido do trigo cru, enquanto que, no amido
gelatinizado, ndo foi observada melhoria. A adi¢do de Natugrain-blend® nao
mostrou efeito sobre a digestibilidade da matéria seca, energia ou proteina dos
ingredientes da dieta.

Ogunkoya et al. (2005), ao estudarem a incorporagdo de farelo de soja e
um complexo enzimatico (Superzime CS)’ & dieta de trutas arco-iris, observaram
um pequeno efeito sobre a digestibilidade e nenhum efeito sobre o crescimento.
A suplementacdo enzimatica teve um efeito significativo sobre os coeficientes
de digestibilidade aparente de matéria seca, proteina bruta, lipideo, fosforo e
energia, e nenhum efeito nas cinzas da dieta. A suplementacdo enzimatica teve
um efeito significativo sobre o contetdo de energia bruta da carcaca (P<0,05) e
sobre a eficiéncia na retengdo de fosforo (P<0,001).

Ao estudar os efeitos da adigcdo de amilase, lipase e protease,
isoladamente, na ragdo de juvenis de Pirarucu (Arapaima gigas), Cavero et al.
(2006) ndo encontraram efeito significativo sobre o crescimento, enquanto que o

uso combinado de 0,1% de lipase + protease apresentou um efeito positivo.

2.3.7 Relagdo custo/beneficio

A melhora significativa na digestibilidade dos alimentos obtida com o
uso de enzimas nas dietas permite alteracdes nas formulagdes das ragdes de
forma a minimizar o custo, maximizando o uso dos ingredientes energéticos e
protéicos das ragdes. O emprego de enzimas possibilita, ainda, a utilizagdo de

alimentos alternativos regionais ou sazonais de menor custo em substituicdo ao

* O complexo enzimatico Superzime CS possui atividades de xilanase, amilase, celulase,
protease e B-glucanase.
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milho e a soja, tradicionalmente utilizados como fontes de energia e proteina,
respectivamente. O uso ou ndo das enzimas deve ser determinado por meio de
um estudo econdmico para cada empresa, levando em consideragdo a relacdo
“custo/beneficio”.

Nesse sentido, Zhang et al. (1996) mostraram que pode predizer a
resposta das aves domésticas a suplementacdo de qualquer quantidade de uma
determinada enzima e em qualquer propor¢do de dois cereais por meio de um
modelo linear simples. Este modelo pode ser prontamente adaptado a analise de
“custo/beneficio”, desde que os dados de entrada exatos estejam disponiveis,
fonecendo uma base para estimar o retorno econdmico por unidade de enzima
adicionada a uma dieta.

Além disso, deve-se considerar a questdo da preservagdo do meio
ambiente, ndo menos importante, porém, bem mais dificil de incluir nos calculos
econdmicos (Sartori...). Um melhor aproveitamento de nutrientes e ou minerais
presentes na dieta, principalmente do fosforo, permite uma reducao do seu efeito
poluidor sobre a agua.

Assim, o custo do uso de enzimas, frente a competitividade do mercado

de carnes, ¢ o fator mais limitante para a sua utilizagao.

2.4 Digestibilidade dos nutrientes

A determinagdo da digestibilidade dos nutrientes da matéria-prima é o
primeiro cuidado quando se pretende avaliar seu potencial em uma dieta para
peixes (Cho, 1987).

Segundo Hepher (1988), a digestdo do alimento depende de trés fatores
principais: o didmetro das particulas que constituem o alimento ingerido, pelos
quais se torna susceptivel a acdo das enzimas digestivas, a atividade dessas

enzimas e o tempo de exposi¢do do alimento ao sistema digestorio.
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E de suma importincia um conhecimento preciso da digestibilidade de
ingredientes alimentares empregados na formulagdo de dietas. Na atualidade,
sdo requeridas investigacdes adicionais com relagdo a exigéncia nutricional de
cada espécie e uma rigorosa formulagdo da ragdo. Sem dados precisos de
digestibilidade, os nutricionistas de peixes arriscam-se em superdosagens que
podem elevar o custo de producdo ou em uma subdosagem, que pode reduzir a
taxa de crescimento e outras medidas de performance do peixe. Utilizar
ingredientes altamente digestiveis ¢ especialmente importante em condi¢des de
cultivo de alta densidade em que a acumulagdo de alimentos nao digeridos polui
a agua, aumentando o custo de tratamento da mesma, além de elevar a chance de
ocorrerem patologias nos peixes, o que pode ocasionar a sua mortalidade
(Albernaz, 2000).

O ambiente aquatico dificulta a separagao das fezes dos peixes da dgua e
a mensuracao do consumo de alimento, além de facilitar a contaminacdo da dieta
que ndo foi digerida. Devido a esses problemas, torna-se necessario o uso de
técnicas distintas das utilizadas para medir a digestibilidade em animais de
habitos terrestres.

Inicialmente, a metodologia utilizada para avaliar a digestibilidade
envolvia a filtragdo de agua, técnicas de andlise e quantificacdo total das
excretas e urina. Entretanto, esse método ndo fornecia resultados confidveis,
uma vez que ocasionava perdas das fezes e alimentos e a ingestdo do material
fecal pelos proprios peixes. Além disso, poderia haver alguma contaminacgdo das
fezes pela racdo ou vice-versa.

Existem varias metodologias para coleta de fezes em estudos de
nutricdo de peixes. De acordo com Sallum (2000), o seu desenvolvimento visa,
principalmente, contornar situagdes, tais como o estresse dos animais pelo
manuseio nos métodos de pressdo abdominal, suc¢do anal, contencdo em camara

metabolica ou alimentagdo forcada, o sacrificio dos animais no método de
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dissecag@o intestinal e a lixiviagdo de nutrientes e de energia, principalmente das
fezes.

Nesse sentido, diante das dificuldades na determinagdo da quantidade
total da racdo ingerida e das fezes excretadas no meio aquatico, a metodologia
indireta com o uso de indicador inerte é preferida a direta (De La Noue &
Choubert, 1986; Morales et al., 1999; Zimmerman & Jost, 1998, citados por
Meurer et al., 2003). Esses indicadores inertes apresentam varias aplicagdes em
estudos nutricionais, como estimar a quantidade de alimento ou nutriente
consumido e medir o tempo e a taxa de passagem da ingesta pelo trato
digestorio. Dentre os indicadores externos, o 6xido crémico III (Cr,O;) se
apresenta como o mais utilizado e ¢ um dos mais aceitos nos estudos de
digestibilidade em peixes (Austreng, 1978).

De acordo com Austreng (1978), citado por Albernaz (2000), o 6xido
crémico, como indicador, apresenta varias vantagens sobre outros métodos de
estimacdo de digestibilidade para peixes, isto €, a alimentagdo quantitativa e a
coleta de fezes sdo secundarios; os peixes ndo precisam ser sacrificados para se
obter os resultados. Além disso, um grande numero de peixes pode ser incluido
no experimento, o que elimina um possivel efeito das diferencas entre individuos
e facilita a obteng@o de uma quantidade suficiente de fezes para analise.

Estudando niveis de oxido crémico em dietas contendo amido
gelatinizado, como fonte de carboidrato, para alevinos de Sea Bream (Sparus
aurata), Fernandez et al. (1999) ndo observaram efeitos sobre a digestibilidade
de carbono, nitrogénio ou matéria seca. Nao houve efeito sobre a taxa de
crescimento especifico, conversdo alimentar, taxa de eficiéncia alimentar,
eficiéncia na utilizacdo de proteina ou retencdo de proteina ou nitrogénio nos
peixes. Entretanto, a digestibilidade de calcio e fésforo foi maior nos peixes que

receberam a dieta suplementada com 5g/kg de o6xido créomico quando
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comparados aos peixes alimentados com a dieta controle e com as outras dietas
suplementadas.

Por outro lado, Sallum (2000) observou que somente o nivel de 0,1% de
oxido croémico apresentou menor consisténcia dos coeficientes de
digestibilidade, por meio de altos erros padrdes obtidos na determinacdao dos

coeficientes de digestibilidade da matéria seca e proteina bruta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacao e periodo experimental

O experimento foi conduzido na Estacdo de Piscicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras, MG, no periodo

de 15 de abril a 15 de setembro de 2005.

3.2 Estrutura fisica, equipamentos e acessorios

O experimento foi realizado na Sala de Metabolismo de Peixes da Estagdo
de Piscicultura da UFLA. A sala possui 10 incubadoras adaptadas para ensaio de
digestibilidade, sendo cada uma constituida por: uma incubadora, um tanque-
rede, uma bomba propulsora de ar, um termostato de 100 W, um comedouro, um
termdmetro de bulbo de mercurio, uma valvula de PVC de fecho rapido e um
coletor de fezes, conforme ilustrado na Figura 4.

A incubadora possui forma de cone, 200L de volume util e ¢ fabricada em
fibra de vidro. E semelhante as cubas utilizadas na larvicultura de peixes
reofilicos, isto €, possui um fundo cénico que € ligado a um recipiente coletor de
fezes por meio de uma valvula de PVC de fecho rapido.

Os tanques-rede eram constituidos de malha plastica de 2,0 cm, possuiam
forma cénica, volume de 100L e permaneciam no interior das incubadoras. Com
0 objetivo de evitar o acesso e a ingestao pelos peixes de residuos de fezes, ragdo
e ou lodo, que ocasionalmente poderiam estar aderidos as paredes e fundo das

incubadoras, os peixes foram acondicionados dentro dos tanques-rede.
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FIGURA 4. Incubadora adaptada para ensaio de digestibilidade:
A - Incubadora, B - Valvula de PVC e C - Coletor de fezes.
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Os comedouros utilizados foram confeccionados com malha tipo sombrite
em suas laterais e malha de plancton no fundo, a fim de evitar que a ragdo fosse
“langada” para fora dos mesmos, devido a movimentagdo dos peixes no
momento das refeigoes.

Todos os tanques de digestibilidade eram providos de um sistema de
aeracdo e de controle de temperatura constantes, por meio do uso de bombas
propulsoras de ar e termostatos calibrados para 25°C, respectivamente.

A agua que abastecia as incubadoras era previamente aquecida nas caixas
d’agua (capacidade maxima de 2.000 L), que se localizavam externamente a
Sala de Metabolismo, por meio de uma resiténcia de 5S00W e um termostato.

Na tomada de 4gua de cada incubadora, era acoplada a torneira uma peca
confeccionada com malha de plancton (< 75 Mc ) que tinha a fun¢do de impedir
a entrada de zooplancton e plancton no sistema.

Pelo fato de o experimento ter sido realizado no periodo de inverno,
utilizou-se um aquecedor elétrico para evitar altas amplitudes da temperatura
ambiente do interior da Sala de Metabolismo, principalmente a noite.

Para as pesagens de peixes, utilizou-se uma balanga digital com precisdo
de 5 g. Na limpeza e troca de dgua didria das incubadoras foi utilizado um sifao,
feito a partir de um cano articulado acoplado a um cano de PVC que, por sua
vez, tinha em sua extremidade um bico coletor.

O monitoramento dos pardmetros limnolégicos (T°C, oxigénio e pH) foi
realizado com o uso do kit “Laboratorio de Medicdo Portatil F-1003”, da
Bernauer, enquanto que, para a temperatura ambiental, foi usado um termometro

de maxima e minima.
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3.3 Qualidade da agua

A 4gua usada para o abastecimento dos tanques de digestibilidade ¢
proveniente de nascente localizada proxima ao setor de piscicultura. A
temperatura ¢ o teor de oxigénio dissolvido (OD) da agua dos tanques de
digestibilidade foram registrados diariamente, por meio de um oxigenometro
digital portatil. As temperaturas maxima ¢ minima ambiente foram registradas
diariamente pela manha e o pH (potencial hidrogenionico) foi aferido a cada

semana, durante o periodo experimental.

3.4 Material bioldgico

Foram utilizados 50 machos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
com um peso médio de 90 +15g , provenientes da Estacdo de Piscicultura da

UFLA e selecionados pelo processo de sexagem.

3.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

Como o numero de incubadoras adaptadas para ensaio de digestibilidade
permitia apenas a realizag@o de duas repeti¢des por tratamento, este experimento
foi conduzido em trés periodos experimentais. Os tratamentos constituiram-se de
cinco ragdes com 0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 g de complexo enzimatico por kg,
respectivamente. A unidade experimental foi de cinco peixes por incubadora,
com duas repeticdes por periodo.

Devido ao pequeno volume de fezes restante para a realizagdo das
analises de amido, calcio e fosforo de cada tratamento, dentro do periodo
experimental, fez-se um pool de duas repeti¢des. Portanto, para essas variaveis

obteve-se uma repeticao por periodo, em vez de duas.
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As analises estatisticas dos resultados obtidos foram realizadas por meio
do software SISVAR - versao 4.3 (Ferreira, 2003) e o modelo estatistico adotado

para analise dos dados foi:

Yij=p+Ti+Pj+e

em que:
Y;; = valor observado no tratamento i no bloco j;
L = constante associada a todas observagoes;
T; = efeito do nivel de complexo enzimatico i, com i = 1,2,3,4,5;
P; = efeito do periodo j, com j = 1,2,3;
ej = erro experimental associado a yjj que, por hipdtese, tem distribuicdo normal
com média p = 0 e variancia ¢ *.

O melhor nivel do complexo enzimatico foi determinado por meio de

analise de regressdo, adotando-se a equacdo que melhor se ajustou aos dados.

3.6 Racdes experimentais

Para se determinar o efeito da suplementacdo da ragdo com complexo
enzimatico (CE) sobre os coeficientes de digestibilidade aparente de nutrientes
em juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), foi utilizada uma ragdo
farelada a base de farelo de soja e milho, elaborada de acordo com os niveis
minimos recomendados pelo NRC (1993) (Tabela 9). As ra¢des experimentais,
foram adicionadas quantidades crescentes de complexo enzimatico (Allzyme
Vegpro-Alltech’) composto por celulase, protease ¢ amilase, nos niveis de 0,0;
0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 g/kg, o que corresponde as porcentagens de 0,0%, 0,025%,
0,050%, 0,075% e 0,1%, respectivamente. O tratamento controle constituiu-se

daquele isento do complexo enzimatico.

* O complexo enzimatico foi cedido pela Empresa Multinacional Alltech.
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As ragdes experimentais ficaram assim esquematizadas:

1. Dieta + 0,0% de CE (controle);

2. Dieta + 0,025% de CE;

3. Dieta+ 0,050% de CE;

4. Dieta+0,075% de CE;

5. Dieta+0,1% de CE.

TABELA 9. Composicdo percentual e nivel nutricional das ragdes
experimentais utilizadas, em matéria natural.
INGREDIENTES TRATAMENTOS
1 2 3 4 5

Farelo de soja 59,18% 59,18% 59,18%  59,18% 59,18%
Milho 39,62% 39,62% 39,62% 39,62% 39,62%
Suplemento min./vit.  0,5% 0,5% 0,5% 0,5% 0,5%
Cr,03 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
Comp. enzimético 0,00% 0,025% 0,050% 0,075% 0,100%
Caulim 0,1% 0,075% 0,050%  0,025% 0,0%
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
NIVEL NUTRICIONAL ANALISADO
Matéria seca (%) 91,01
Energia bruta (kcal/kg) 42435
Proteina bruta (%) 30,01
Amido (%) 44,61
Matéria mineral (%) 439
Cilcio (%) 0,5
Fosforo total (%) 0,72

! Suplemento vitaminico e mineral: composigdo por quilo de produto: Vit. A = 1.200.000 UI;
vit. D3 = 12.000 mg; vit. K3 = 2.400 mg; vit. B; = 4800 mg; vit. B, = 4800 mg; vit. Bs = 4000
mg; vit. Bj; = 4800 mg; ac. Folico = 1200 mg; pantotenato de calcio
vit. C = 48.000 mg; biotina = 48 mg; colina = 65.000 mg; 4cido nicotinico = 24.000 mg; Fe =
10.000 mg; Cu = 600 mg; Mn = 4000 mg; Zn = 6000 mg; I =20 mg; Co =2 mg e Se =20 mg.

% Allzyme VegPro®: Composigio basica: protease, amilase e celulase. Veiculo g.s.p. Niveis de
garantia por quilograma do produto: Protease (3%), Celulase (3%). N° de lote 40508.

Fonte: Dados da Pesquisa
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Para a confecg@o das ragdes experimentais, os componentes destas foram
moidos em triturador tipo faca, com peneira de 1,0 mm (Hayashi et al., 1999
citados por Meurer et al.,, 2003). Apds a pesagem e a homogeneizagdo dos
ingredientes, incluindo o complexo enzimatico, foi acrescida 4gua na propor¢ao
de 60% do peso total de cada ragdo para proporcionar maleabilidade. A mistura
resultante foi “peletizada” em moinho de carne e desidratada na estufa de
ventilagdo forgada, a 55°C.

Para o desintegramento ¢ homogeneizagdo dos granulos em diametros
entre 2 ¢ 5 mm, aproximadamente, as dietas foram transferidas para sacos
plasticos preenchidos de ar e sofreram pequena agitacdo. Em seguida, as dictas

foram armazenadas em locais frescos e protegidos do sol, para conservagao.

3.7 Manejo experimental

Fez-se, previamente, uma sanitizacdo da sala de metabolismo, das
incubadoras adaptadas para ensaio de digestibilidade e equipamentos com o uso
de hipoclorito de sédio. O periodo de adaptacdo dos peixes as instalagdes, ao
ambiente, a racdo granulada e ao manejo geral (alimentagdo em comedouros,
limpeza e troca de agua das incubadoras) foi de, aproximadamente, 30 dias.

O periodo de adaptagdo utilizado para cada tratamento foi de cinco dias
(Meurer et al., 2003), durante os quais 0s peixes permaneceram nas proprias
incubadoras, recebendo uma dieta a 3% do peso vivo.

A iluminagdo artificial ¢ complementar do ambiente foi realizada por
meio de lampadas fluorescentes durante o dia, até o fim do processo de limpeza
(por volta das 18:00h), sendo desligadas durante a noite.

Na montagem dos blocos, foram distribuidos 5 juvenis em cada uma das
10 (dez) incubadoras. Durante todo o periodo experimental, os peixes foram

acondicionados nos tanques redes.
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A renovagdo de agua das incubadoras foi feita para repor o nivel de agua
que saia do sistema devido ao processo de limpeza e de descarga na fase
experimental. Cada fase de coleta de fezes variou conforme o atendimento da
quantidade minima requerida para os ensaios laboratoriais.

As dietas foram fornecidas trés vezes ao dia, a 3% do peso vivo, para
cada lote de peixes, nos horarios de 8, 12 e 16 horas.

Apoés a ultima refei¢do do dia, aguardavam-se aproximadamente 30
minutos antes de se fazer a limpeza das incubadoras, a fim de evitar
regurgitacdes causadas pelo efeito de estresse. Dessa forma, era realizada a
sifonagem das paredes e fundos das incubadoras e, de forma simultinea, estas
eram esvaziadas em 30% da sua capacidade de volume de dgua para a retirada
de qualquer residuo. Em seguida, os coletores de fezes e comedouros eram
esgotados e limpos.

Ao término de cada fase, os peixes foram pesados e redistribuidos ao
acaso entre as incubadoras, de modo que o peso total dos lotes fosse o mais
uniforme possivel e que cada peixe ndo recebesse o mesmo tratamento do
periodo anterior. Em seguida, os peixes eram submetidos a um periodo pré-
experimental de cinco dias, a fim de adaptarem-se a dieta experimental.

A coleta de fezes foi realizada diariamente, pela manha, as 7:00h,
mantendo-se um intervalo de 24 horas entre as coletas e 16 horas apos a tltima
alimentagdo. Para isso foi utilizada uma peneira de malha plastica e uma bacia,
por meio das quais fazia-se a separacdo das fezes da fragdo liquida presente nos
coletores. Os materiais coletados foram transferidos diariamente, durante a fase
de coleta, para potes plasticos devidamente identificados e, em seguida, seu

contetdo congelado a temperatura de -10°C.
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3.8 Metodologia utilizada nos ensaios metabolicos

A digestibilidade das ragdes foi determinada utilizando-se o método
indireto, no qual a ingestdo de alimentos e as coletas de excreta foram parciais,
utilizando-se o 6xido cromico (Cr,0s), na propor¢ao de 0,1%, como marcador
inerte.

Ao final de todo o experimento, as amostras referentes a cada tratamento
foram descongeladas a temperatura ambiente e levadas ao Laboratorio de
Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da UFLA. Em seguida, foram
pesadas, identificadas e levadas a estufa de ventilagdo forcada a 55°C, por 72
horas, para a obtencao da excreta seca ao ar, sendo novamente pesadas.

As fezes pré-secas foram maceradas no cadinho de porcelana e pistilo e,
em seguida, foi realizada a retirada de impurezas. Apods este procedimento, as
excretas pré-secas foram identificadas de acordo com o tratamento, a incubadora
e o periodo experimental.

As ragdes e as fezes foram submetidas a andlises quimicas no
Laboratorio de Nutrigdo Animal do Departamento de Zootecnia da UFLA. As
analises de matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e 6xido cromico (Cr,0;),
foram determinadas de acordo com os métodos descritos por AOAC (1995). A
energia bruta (EB) foi determinada em bomba calorimétrica (Parr Instrument Co
1994), utilizando-se a metodologia de Silva (1990).

O célcio (Ca) e o fosforo total (Pt) foram determinados no Laboratério
de Analise Foliar do Departamento de Ciéncia dos Solos, por meio da
metodologia de espectometria de absorcdo atomica, segundo Zagatto et
al.(1979).

O amido foi determinado no Laboratorio do Departamento de Ciéncia
dos Alimentos, de acordo com a metodologia redutométrica de Somogy,

modificada por Nelson (1944).
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A partir do conhecimento dos teores de nutrientes e Cr,0; nas fezes e
nas ragdes, realizou-se o calculo do fator de indigestibilidade, segundo a

seguinte equacdo, conforme Nose (1966), citado por Albernaz (2000):

Digestibilidade (D):

D(%) = 100-100* _J % Cr,0snaracdo * % nutriente nas fezes ]

[ % Cr,03nas fezes % nutriente na ragao |
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros fisico-quimicos da agua

4.1.1 Temperatura

A variacdo da temperatura média dos dez tanques de digestibilidade,
aferidas na altura média dos mesmos, esta apresentada na Tabela 1A do anexo.
A média geral para os tratamentos foi de 24,9°C.

Cyrino & Kubitza (1996) afirmam que espécies de clima tropical
necessitam de uma temperatura média da agua acima de 25°C. Portanto,
acredita-se que a temperatura média registrada durante o experimento ndo deve

ter influenciado no desenvolvimento dos peixes.

4.1.2 Oxigénio

O teor médio de oxigénio dissolvido na agua (Tabela 2A do anexo)
sofreu uma variacdo de 4,0 a 5,8 mg/l entre as unidades experimentais. O teor
médio geral para os tratamentos foi de 4,9 mg/l, que pode ser considerado como
um bom teor para os peixes, estando bem acima do minimo recomendado,

conforme Gruber (1960).
4.1.3 Potencial hidrogeniénico (pH)

Na Tabela 3A do anexo observa-se a variagdo do pH da agua dos
tanques de digestibilidade, durante o periodo experimental. Os valores médios

de pH variaram de 6,80 a 7,06. Swingle (1969), citado por Boyd (1982), atribui

uma faixa ideal de pH entre 6,5 a 9,0 para um bom crescimento dos peixes e, no
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presente experimento, o pH registrado situou-se dentro da faixa indicada pelo
referido autor.

Os parametros fisico-quimicos da agua dos tanques de digestibilidade
apresentaram valores dentro dos exigidos para o cultivo de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) e, portanto, possivelmente, ndo influenciaram os

resultados encontrados ao final do ensaio.

4.2 Digestibilidade aparente dos nutrientes

Os resultados referentes aos coeficientes de digestibilidade aparente da
matéria seca (CDAMS), da proteina bruta (CDAPB) e da energia bruta
(CDAEB) estao apresentados na Tabela 10.

TABELA 10. Coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca
(CDAMS), da proteina bruta (CDAPB) e da energia bruta
(CDAEB) de juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
alimentados com dietas suplementadas com niveis crescentes de
complexo enzimatico.

Nivel do complexo  cpAMS (%)  CDAPB (%)' CDAEB (%)
enzimatico (%)

0,0 75,88 52,04 73,52
0,025 78,42 59,00 76,05
0,050 81,92 64,91 79,35
0,075 81,47 64,31 79,53

0,1 74,03 50,75 71,63

'~ Efeito Quadratico (P< 0,05)
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Pelos resultados obtidos, pode-se observar que houve efeito quadratico
significativo (P<0,05) da adicdo do complexo enzimatico sobre os CDAMS,
CDAPB e CDAEB, em juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

Os niveis do complexo enzimatico que proporcionaram melhores valores
(P<0,05) de coeficiente de digestibilidade aparente foram os de 0,0495%,
0,051% e 0,0498%, para CDAMS, CDAPB e CDAEB, respectivamente (Figuras
5,6¢e7).

84,00 1
y = 75.0620 + 270.7076 X - 2733.4095 x°
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72,00 T T T |
0,000 0,025 0,050 0,075 0,100

Niveis de complexo enzimatico (%)

FIGURA 5. Digestibilidade da matéria seca, em fun¢ao dos niveis de complexo
enzimatico adicionados a ragao.
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Digestibilidade da proteina bruta, em fung¢do dos niveis de
complexo enzimatico adicionados a ragao.
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FIGURA 7. Digestibilidade da energia bruta, em fungdo dos niveis de complexo

enzimatico adicionados a ragao.

57



Pelo melhor nivel estimado, observa-se que a suplementacdo enzimatica
das ragdes aumentou (P<0,05) o CDAMS, o CDAPB e o CDAEB em cerca de
8,0%, 24,7% e 7,9%, respectivamente, em relagdo ao tratamento controle.

Assim, verifica-se que a adicdo simultdnea de enzimas exodgenas
(celulase, protease e amilase) a dieta foi benéfico, até o nivel de 0,05%, visto
que permitiu um maior aproveitamento de seu contetido protéico e energético
pelos juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

Os resultados encontrados estdo de acordo com aqueles obtidos em
trabalho conduzido por Ng et al. (2002) que, ao avaliarem o efeito do pré-
tratamento do farelo de miolo de palma (PKM) com o complexo enzimatico
comercial (Allzyme Vegpro™), observaram uma melhoria na digestibilidade da
matéria seca, proteina, lipideo e energia para a tilapia-vermelha (Oreochromis
sp).

Ogunkoya et al. (2005) também verificaram um efeito positivo sobre os
coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, proteina bruta, lipideo,
fosforo e energia, ao estudarem a incorporacao de farelo de soja e um complexo
enzimatico composto por xilanase, amilase, celulase, protease ¢ B-glucanase a
dieta de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss).

Porém, Stone et al. (2003), ao usarem o complexo enzimatico composto
pelas enzimas [B-glucanase e [-xilanase, que sdo especificas para PNAs, em
ragOes para Silver Perch (Bidyanus bidyanus), ndo observaram nenhum efeito
sobre a digestibilidade aparente da matéria seca, energia ou proteina.

Ouhida et al. (2002) citam que o tratamento de cascas e cotilédones de
soja com enzimas degradadoras de parede celular (pectinase, xilanase e celulase)
resultou na liberagdo de, pelo menos, 7% dos monossacarideos componentes das
fragdes ndo soliiveis em agua, enquanto que as misturas de enzimas (complexos)
ajudam na digestdo de amidos e proteinas. Nesse sentido, Forsberg et al. (1993)

afirmam que as pesquisas devem ser realizadas utilizando-se combinagdes
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diferentes de enzimas puras, isto é, ndo somente aquelas enzimas com agdes
sinérgicas.

Essas consideragdes fortalecem a idéia de que os complexos enzimaticos
formados por enzimas com caracteristicas sinérgicas e aditivas sdo mais efetivos
no aproveitamento do conteudo energético e protéico da dieta, pelo fato de
agirem de forma complementar e simultanea.

As celulases destacam-se como o mais importante grupo de enzimas
necessarias para a degradagdo de paredes celulares de plantas vasculares (Saha,
et al., 2006) e possibilitam uma maximizacao da a¢do enzimatica endégena do
animal sobre a hidrdlise do amido, lipidio e proteina, aumentando a sua
digestibilidade.

Mono e dissacarideos mostram alta digestibilidade em diversas espécies
de peixes, independente de seu nivel na dieta (Hilton et al., 1982; Singh & Nose,
1967; Storebakken et al., 1998). As tilapias se destacam, entre as espécies
onivoras, na utilizacdo dos aminoacidos das fontes protéicas convencionais e
alternativas de origem vegetal (Fagbenro, 1998; Furuya et al., 1999).

Nesse sentido, a escolha da enzima celulase para compor complexos
enzimaticos pode significar um fator preponderavel para o alcance de resultados
positivos sobre a digestibilidade aparente de matéria seca (CDAMS), proteina
bruta (CDAPB) e, principalmente, da energia bruta (CDAEB), bem como, de
outros nutrientes para a tilapia-do-Nilo. Entretanto, para confirmar isso, seria
necessario verificar os efeitos da adi¢do de celulase, isoladamente, em ragdes
para juvenis de tilapia-do-Nilo, a fim de determinar se esta enzima ¢é capaz de
aumentar o CDAEB por meio do maior aproveitamento do contetido de energia
da fibra, mais especificamente da glicose.

Pressupde-se, dessa forma, que o comportamento do complexo
enzimatico, no presente estudo, pode ser melhor explicado por meio da agdo da

celulase na destruigdo das barreiras a agdo enzimatica (parede celular) (Carré et
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al., 1990) e da participag@o da amilase ¢ protease na transformagdo do amido e
proteina, entdo disponibilizados em seus respectivos constituintes (mondmeros).
Apesar de ndo terem utilizado complexos enzimaticos, Ghosh (2001) e
Stone et al. (2003), ao adicionarem a enzima a-amilase nas dietas de alevinos de
Rohu (Labeo rohita) e juvenis de Silver Perch (Bidyanus bidyanus),
respectivamente, também observaram melhora significativa nos coeficientes de
digestibilidade da matéria seca e proteina bruta. Tal fato pode ser explicado por
um efeito poupador de energia, decorrente do maior aproveitamento de amido.
Entretanto, no estudo de Stone et al. (2003) com Silver Perch (Bidyanus
bidyanus), os efeitos positivos da adigdo de a-amilase s6 foram verificados para
a dieta a base de amido de trigo cru, enquanto que, para amido gelatinizado, ndo
foi observada melhoria significativa. Isso evidencia que materiais de origem
vegetal com menor grau de processamento podem apresentar maior potencial de
resposta a adi¢do de enzimas exodgenas, o que permitiria, em alguns casos, uma
melhor relagdo custo/beneficio na fabricacdo de ragdes caseiras para peixes.
Observa-se que, na maioria das pesquisas envolvendo a adigdo de
enzimas exogenas em dietas para peixes, os CDAs apresentaram respostas
positivas e crescentes até um determinado nivel de incluséo, tendo, a partir desse
ponto, demonstrado uma tendéncia de estabilizagdo ou declinio. Um
comportamento parecido foi observado no presente estudo, podendo indicar que
a concentragdo excessiva de enzimas, ou de uma enzima especifica, pode ter
uma influéncia negativa sobre a digestibilidade dos nutrientes.
O uso de enzimas inadequadas ou em concentragcdes excessivas pode
causar uma perda de material endégeno, devido a uma interagdo direta com o
trato gastrintestinal de aves (Cowieson et al., 2006). Da mesma forma, essa
interacdo poderia resultar na diminui¢do da capacidade de absor¢do de nutrientes
pelo trato digestivo de peixes, devido a lesdo de enterocitos, microvilosidades e

ou outras estruturas relacionadas a absor¢ao.
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Outra provavel explicacdo para esse comportamento baseia-se no fato
de que as preparagdes enzimaticas com elevadas atividades de protease podem
apresentar um efeito negativo, visto que realgariam a digestdo das proteinas,
incluindo a digestdo das proprias enzimas adicionadas.

Os resultados referentes aos coeficientes de digestibilidade aparente do
amido (CDAAMI), do calcio (CDACa) e do fosforo (CDAP) estdo apresentados
na Tabela 11.

TABELA 11. Coeficientes de digestibilidade aparente do amido (CDAAMI),
do calcio (CDACa) e do fosforo (CDAP) de juvenis de tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com dietas
suplementadas com niveis crescentes de complexo enzimatico.

Nivel do complexo  cpAAMI (%)  CDACa (%)'  CDAP (%)
enzimatico (%)

0,0 61,93 96,81 88,01
0,025 64,98 96,70 89,07
0,050 71,60 97,50 90,64
0,075 73,05 97,50 90,70

0,1 61,12 96,27 87,17

'~ Efeito Quadratico (P< 0,05)

Pela Tabela 11, pode-se observar que houve efeito quadratico (P<0,05)
da adicdo do complexo enzimdtico sobre o coeficiente de digestibilidade
aparente do amido (CDAAMI), do célcio (CDACa) e do fosforo (CDAP), em
juvenis de tilapia-do-Nilo.

O nivel do complexo enzimatico que proporcionou melhores valores de
CDAAMI, CDACa e CDAP foi, em média, o de 0,05%, conforme se observa
nas Figuras §, 9 e 10.
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FIGURA 8. Digestibilidade do amido, em fun¢do dos niveis de complexo
enzimatico adicionados a ragao.

A suplementagdo enzimdtica das racdes aumentou o CDAAMI, o
CDACa e o CDAP, em 15,6%, 0,7% e 3,0%, respectivamente, em relagdo ao
tratamento controle.

Os resultados estdo de acordo com o trabalho de Stone et al. (2003) que,
ao adicionarem a enzima o-amilase nas dietas de juvenis de Silver Perch
(Bidyanus bidyanus), também observaram melhores coeficientes de
digestibilidade aparente de amido.

Sabe-se que algumas espécies de peixes apresentam diminui¢do na
digestibilidade do amido, quando se aumenta o nivel desse nutriente na dieta
(Arnesen et al., 1995; Buddington et al., 1987; Burel et al., 2000; Grisdale-
Helland & Helland, 1998; Hemre et al., 1989, 1995; Hillestad et al., 2001;
Krogdahl et al., 2003; Singh & Nose, 1967). Denota-se que a dependéncia da
digestibilidade do amido em relagdo ao nivel de inclusdo na dieta, deve-se a
capacidade limitada de algumas espécies de peixes em digerir esse nutriente

(Krogdahl et al., 2005).
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Noy & Sklan (1995) verificaram baixa digestibilidade ileal do amido e
gordura em pintos alimentados com milho e farelo de soja, propondo que a
inclusdo de enzimas exogenas melhora a digestibilidade deste nutriente. Wyatt e
Bedford (1998) relataram, em seu estudo, que um dos principais efeitos das
enzimas ocorre sobre a taxa de digestdo do amido no intestino delgado. Eles
confirmaram a digestdo incompleta do amido até o final do ileo e mostraram,
com inclusdo de enzimas, uma melhora significativa da ordem de 2% na
digestdo do amido.

Considerando que a amilase sofre inibi¢do de fatores protéicos presentes
em leguminosas e que os mesmos sdo inativados pela agdo de pepsinas no
estomago de peixes e por meio de tratamentos térmicos, faz-se necessaria a
realizagdo de pesquisas envolvendo peixes agastricos, a fim de determinar o grau
de inibi¢do que a amilase pode sofrer ao serem utilizadas ragdes praticas com

menor grau de processamento.
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FIGURA 9. Digestibilidade do calcio, em fungdo dos niveis de complexo
enzimatico adicionados a ragao.
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FIGURA 10. Digestibilidade de fosforo, em fung¢do dos niveis de complexo
enzimatico adicionados a ragao.

Na literatura consultada, ndo foram encontrados trabalhos envolvendo a
digestibilidade aparente de calcio para peixes. Entretanto, para aves, ha alguns
relatos de pesquisas sobre o aumento na digestibilidade do calcio em
consequéncia da adicdo de enzimas exogenas a ragao.

No presente estudo, foi constatado um efeito positivo sobre os CDA dos
nutrientes para a tilapia-do-Nilo, ao utilizarmos ragdo pratica suplementada com
complexo enzimdtico em sua alimentagdo, destacando-se um aumento na
digestibilidade aparente de fésforo (CDAP), mesmo sem a presenca de fitase.

Ogunkoya et al. (2005) também verificaram um efeito positivo sobre os
coeficientes de digestibilidade aparente do fosforo, ao estudarem a incorporagao
de farelo de soja e um complexo enzimatico a dieta de trutas arco-iris

(Oncorhynchus mykiss).
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As diferentes respostas a adigdo de enzimas exogenas podem advir,
também, da variabilidade na atividade e da presenga de carboidrases enddgenas
nas diferentes espécies de peixes (Hidalgo et al., 1999; Kuz'mina, 1996; Smith,
1989). A producao de amilase pela microflora intestinal exerce um importante
papel na digestdo de amido em peixes de agua doce, até certo ponto (Sugita et
al.,1997). Taniguchi & Takano (2004) detectaram alta atividade de
[B-galactosidase no intestino de tilapia-do-Nilo, com capacidade de degradar
varios polissacarideos.

Conforme Tengjaroenkul et al. (2000), a distribui¢cdo e intensidade das
peptidases e maltase ao longo do trato intestinal de tilapia-do-Nilo estdo bem
correlacionadas com a presenca ¢ atividade de proteases e amilases endogenas,
respectivamente, reportadas em outras tilapias.

Evidencia-se, dessa forma, que podem ocorrer “efeitos aditivos”,
também, entre as enzimas enddgenas (aminopeptidases, peptidases e maltase) e
as enzimas exogenas (proteases e amilases), em peixes como a tilapia-do-Nilo.

Por outro lado, peixes como o Silver Perch (Bidyanus bidyanus)
possuem menor tolerdncia a altos niveis de dissacarideos, como galactose, xilose
e maltose no sangue (Stone et al., 2003¢). Em tilapia-vermelha (Oreochromis
Sp.), ndo houve aumento das dissacaridases intestinais em resposta a ingestao de
carboidratos (Shiau & Liang, 1995).

A eficiéncia das enzimas digestivas e de absor¢do enddgenas em
atuarem sobre seus respectivos substratos, bem como a capacidade dos peixes
em metabolizar os nutrientes, podem acarretar em um fator limitante aos efeitos
benéficos da adicdo de enzimas exdgenas as dietas para peixes. Isso poderia ser
causado pela formacdo de fluxos muito intensos de nutrienes e ou saturagao dos

sitios de absor¢do ao longo do trato gastrintestinal dos peixes.
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Esse tipo de informagdo ¢ de extrema importincia para a fabricagido de
complexos enzimaticos especificos e mais eficazes para cada espécie e ou fase

de vida dos peixes.
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5 CONCLUSAO

A adi¢do de 0,05% de um complexo enzimatico contendo
celulase, protease e amilase a ragcdo de juvenis de tilapia-do-Nilo

(Oreochromis niloticus) melhora a digestibilidade dos nutrientes.
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TABELA 1A. Temperatura da 4gua das incubadoras.

Temperaturas (°C)
dig:sr‘iic‘lbuifig; de Fase 1 Fase 2 Fase 3 Meédia
1 25,3 25,1 24,1 24,8
2 25,1 23,3 24,6 243
3 254 25,2 24,9 25,2
4 25,0 244 24.8 24,7
5 254 25,5 24,9 25,3
6 25,8 26,3 23,2 25,1
7 24,7 25,5 26,1 254
8 24,8 25,4 25,1 25,1
9 24,7 26 244 25,0
10 25,5 24,7 22,8 24,3
Média 25,2 25,1 24,5 24,9

TABELA 2A. Medidas de oxigénio dissolvido (DO;) da agua das incubadoras.

Oxigénio dissolvido (mg/L)

Tanque de

digestibilidade Fase 1 Fase 2 Fase 3 Média
1 5,2 5,5 3,9 4,9
2 5,4 5,6 4,0 5,0
3 5,0 5,6 4,0 4,9
4 4,8 5,2 4,0 4,7
5 5,3 5,4 4,0 49
6 4,9 5,8 4.8 5,2
7 5,1 5,5 4,0 4,9
8 4,9 4,5 4,0 4,5
9 5,2 5,0 4,0 4,7
10 5,6 5,4 4,3 5,1
Média 5,1 5,3 4,1 49
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TABELA 3A. Potencial hidrogeniénico (pH) da agua das incubadoras.

Potencial hidrogenionico (pH)

di;:i?&;g; de Fase 1 Fase 2 Fase 3 Média
1 6,75 6,86 7,04 6,88

2 6,84 6,97 6,96 6,92

3 6,90 6,88 7,06 6,95

4 6,95 6,93 6,34 6,91

5 6,85 6,81 7,02 6,89

6 6,82 6,92 6,97 6,90

7 6,97 6,81 6,85 6,88

8 6,92 6,99 6,30 6,90

9 6,92 7,04 6,82 6,93
10 6,84 6,74 7,06 6,88
Média 6,88 6,90 6,94 6,90
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