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RESUMO

MOURA, Guilherme de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2011. Uso do complexo enzimatico solid state fermentation (SSF) em racgoes
para tilapia do Nilo. Orientador: Eduardo Arruda Teixeira Lanna. Coorientadores:
Juarez Lopes Donzele e Maria Goreti de Almeida Oliveira.

No primeiro experimento, objetivou-se avaliar a estabilidade ao processamento de
racdo e ao tempo de estocagem do complexo enzimatico SSF (solid state fermentation).
Foram formuladas duas dietas com composi¢do nutricional idéntica, sendo uma dieta
isenta de SSF e a outra contendo 50g/Kg de inclusao deste complexo enzimatico. As
amostras foram coletadas durante as seguintes etapas de processamento: mistura, apds a
peletizagdo e apoOs secagem em estufa. Para avaliacdo do tempo de estocagem, foi
considerado como dia um, a ragdo pronta apds secagem. Neste dia, foram feitas duas
amostragens, sendo uma mantida em sala com temperatura ambiente de 25°C e outra
mantida em freezer a -18°C. Foram feitas sub-amostragens no 15°, 30°, 45° ¢ 60° dia.
Em todas as amostras foram mensuradas a atividade das seguintes enzimas: o-
galactosidase, endoglucanase (carboxi-metil-celulase), xilanase, sacarase, amilase,
lipase e tripsina. Para todas as amostras de controle, ndo foram observados atividades
das enzimas analisadas. Entre as etapas de mistura e pos estufa ndo houve diferencas,
exceto para a o-galactosidase e a lipase que foram observados reducdo na atividade e a
sacarase que foi observado aumento na atividade. Nao foram verificados efeitos para as
atividades de endoglucanase, sacarase, xilanase, amilase e tripsina entre o primeiro

(ap0s estufa) e 0 60° dia de experimento para a temperatura de estocagem de 25°C. Para



a temperatura de estocagem de -18°C, nao foi observado diferengas somente em relacao
as atividades de endoglucanase e xilanase entre o primeiro e o ultimo dia. Quanto a
comparagdo entre os dois tratamentos térmicos (25°C e -18°C), somente foi observada
efeito para a atividade de galactosidase e tripsina aos 60 dias. Para todas as enzimas do
SSF nao houve diferenca no periodo de 30 e 45 dias de estocagem. Conclui-se que as
enzimas estudadas do complexo enzimatico SSF permanecem estaveis durante o
processamento de ragdes peletizadas a 55°C, mantendo a atividade por no minimo 60
dias quando estocadas em ambiente de até 25°C. Para o segundo experimento,
objetivou-se avaliar os efeitos do complexo enzimatico SSF em ragdes para tilapias do
Nilo e a disponibilizacdo de sacarose e monossacarideos no quimo destas. Foram
utilizados 360 peixes com peso médio variando entre 70g + 4,43 em um delineamento
inteiramente casualizado, com seis tratamentos (0, 50, 100, 150, 200 e 250 ppm), seis
repeti¢des, totalizando 10 peixes por unidade experimental. Aos 60 dias do experimento
foi avaliado: peso inicial, peso final, ganho de peso, conversdo alimentar, taxa de
crescimento especifico e sobrevivéncia. Para avaliagdo de sacarose, glicose e frutose
presente no quimo, a cada 15 dias, foi sacrificado um exemplar de cada unidade
experimental. Os niveis destes carboidratos foram mensurados por meio de HPLC.
Observou-se efeito linear em fungdo do tratamento para peso final e ganho de peso. Para
os demais pardmetros de desempenho, ndo foi verificado efeito. Quanto aos niveis de
sacarose ¢ de glicose no quimo foi observado efeito quadratico em funcdo do
tratamento, enquanto os niveis de frutose aumentaram linearmente. Conclui-se que o
complexo enzimatico SSF melhora o desempenho e aumenta a disponibilidade de
sacarose € monossacarideos no quimo de tilapias do Nilo. O terceiro experimento
avaliou os efeitos do complexo enzimatico SSF sobre a digestibilidade de nutrientes e
de energia bruta em ragdes para tilapias do Nilo. Um total de 72 machos de tilapia do
Nilo com peso médio de 204,30 + 17,2 g foram distribuidas aleatoriamente em seis
cubas adaptadas para ensaio de digestibilidade. As racdes experimentais foram
isoprotéicas (30% PB) e isoenergéticas (3.000 kcal de ED/ kg), sendo adicionado o
complexo enzimatico SSF nos niveis de 0, 50, 100, 150, 200 e 250 ppm. A
digestibilidade aparente foi mensurada pelo método indireto sendo usado o oxido de
cromo (Cr,03) como indicador de digestibilidade. Cada cuba recebeu um tratamento e
as coletas das fezes foram realizadas durante a noite (19:00, 11:00, 02:00 ¢ 05:00). O

estudo foi realizado durante nove dias, com seis tratamentos e 3 repeti¢cdes. Conclui-se
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que a adi¢cdo de complexo enzimatico na racao melhora o coeficiente de digestibilidade

aparente da matéria seca, proteina bruta, energia bruta, calcio e fosforo.
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ABSTRACT

MOURA, Guilherme de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September,
2011. Use of enzyme complex solid state fermentation (SSF) in diets for Nile
tilapia Adviser: Eduardo Arruda Teixeira Lanna. Co-advisers: Juarez Lopes
Donzele and Maria Goreti de Almeida Oliveira.

In the first experiment aimed to evaluate the stability of the enzyme complex
SSF (solid state fermentation) during the feed processing and storage time. Two diets
were formulated with the same nutritional composition, being a diet free of SSF and the
other containing 50g of SSF/kg of diet. The samples were collected during the following
processing steps: mixing, after pelleting and then dried. To evaluate the storage time,
was considered as day one, ready to feed after drying. On this day, two samples were
being kept in a room with ambient temperature of 25°C and another kept in a freezer at-
18°C. Sub-samples were taken in the 15", 30", 45™ and 60™ day. All samples from the
processing stage and storage period were sent to the laboratory, measured the activity of
the following enzymes: a-galactosidase, endoglucanase (carboxy-methyl-cellulase),
xylanase, sucrase, amylase, lipase and trypsin. For all control samples, were not
observed activities of the enzymes analyzed. Among the steps of mixing and post oven
there were no differences, except for a-galactosidase and lipase activities that were

observed reduction and sucrase that was observed increase in activity. There were no
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effects for the activities of endoglucanase, sucrase, xylanase, amylase and trypsin
between the first (after oven) and the 60th day of the trial for the storage temperature of
25°C. For the storage temperature of -18°C, no differences were observed only in
relation to the activities of endoglucanase and xylanase between the first and last day.
Comparison between the two treatments (-25°C and 18°C) was only observed effect on
the activity of galactosidase and trypsin at 60 days. For all enzymes of the SSF there
was no difference in the period from 30 to 45 days of storage. It is concluded that the
enzymes studied the SSF enzyme complex remain stable during the processing of
pelleted feed at 55°C, maintaining activity for at least 60 days when stored at
temperatures up to 25°C. For the second trial aimed to evaluate the effects of enzyme
complex SSF in diets for Nile tilapia and the availability of sucrose and
monosaccharides in these chime. We used 360 fish with an average weight ranging from
4.43 + 70g in a completely randomized design with six treatments (0, 50, 100, 150, 200
and 250 ppm), six replicates, totaling 10 fish per experimental unit. At 60 days of the
experiment was evaluated: initial weight, final weight, weight gain, feed conversion,
specific growth rate and survival. For evaluation of sucrose, glucose and fructose
present in the chyme, every 15 days, it was sacrificed a fish of each experimental unit.
The levels of these carbohydrates were measured by HPLC. There was a linear effect of
treatment according to final weight and weight gain. For the other performance
parameters, no effect was observed. For sucrose and glucose levels of chime was
observed quadratic effect as a function of treatment, while levels of fructose increased
linearly. It is concluded that the enzyme complex SSF improves performance and
increases the availability of sucrose and monosaccharides in the chime of Nile tilapia.
The third trial evaluated the effects of the enzyme complex SSF on nutrient and gross
energy digestibility in diets for Nile tilapia. A total of 72 males of Nile tilapia with
average weight of 204.30 = 17.2 g were randomly assigned to six tanks adapted for
digestibility trial. The experimental diets were isonitrogenous (30% CP) and isocaloric
(3,000 kcal DE / kg), supplemented with the enzyme complex SSF levels of 0, 50, 100,
150, 200 and 250 ppm. The apparent digestibility was measured by the indirect method
using chromium oxide (Cr,0;) as an indicator of digestibility. Each tank received a
treatment and stool collections were performed during the night (19:00, 11:00, 02:00
and 05:00). The study was conducted during nine days, with six treatments and three

replicates. It is concluded that the addition of the enzyme complex in the diet improves
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the apparent digestibility of dry matter, crude protein, gross energy, calcium and

phosphorus.
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1. INTRODUCAO GERAL

Atualmente, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) pode ser considerada um
dos peixes de maior potencial para a piscicultura mundial, pois apresenta caracteristicas
vantajosas em relacdo a muitas outras espécies. Por ser um peixe rustico e onivoro,
alimenta-se de espécimes de baixo nivel tréfico e cresce com ragdes de baixo custo,
quando criada em sistemas extensivos (Watanabe et al., 2002).

Com a intensificacdo dos sistemas de produgdo, conjugado a obtencdo de uma
variedade de hibridos e linhagens comerciais de grande aceitacdo, as tilapias tiveram o
seu desempenho limitado a qualidade da dieta, pois estas foram privadas da alimentagdo
natural (Pezzato et al., 2004). Em dietas para peixes, os ingredientes de origens vegetais
normalmente utilizados sdo fontes de carboidratos e proteinas. No entanto, a presenga
de nutrientes ndo digeriveis ndao permite um melhor aproveitamento do alimento. Os
polissacarideos nao amilaceos (PNAs), os oligossacarideos e outros ndo carboidratos
(glicoproteinas, ésteres fenodlicos, lignina) estdo presentes na parede celular dos
vegetais, e estes estdo relacionados negativamente com a digestibilidade da dieta
(Rodrigues et al., 2002).

No farelo de soja, a fragdo de polissacarideos (15 a 18%) é composta por
polissacarideos 4&cidos (8 a 10%), arabinogalactanas (5%), celulose (1 a 2%) e uma
pequena fracdo de amido (0,5%) (Ott, 2005). Segundo Hiwowitz et al. (1972), o
conteudo de oligossacarideos soluveis no farelo de soja ¢ cerca de 10%. Noventa por
cento deste sdo a estaquiose, rafinose e sacarose. Estes oligossacarideos sdo o-

galactosideos compostos por uma molécula de sacarose ligada a diferentes quantidades



de moléculas de D-galactose, em ligacdo a(1,6). Desta forma ocorre a formacao da
rafinose, estaquiose e verbascose, respectivamente (Kawawura, 1967).

Na cevada e na aveia sdo encontrados B-glucanos em grandes concentragoes,
enquanto que no trigo, triticale e centeio estdo presentes as pentosanas € as
arabinoxilanas (Campestrini et al., 2005).

A presenga dos PNAs no quimo reduz a eficiéncia da ag¢do das enzimas
hidroliticas enddgena, pois estes aprisionam os graos de amido e outros nutrientes no
interior das células do endosperma. No trato gastrointestinal, estes compostos também
determinam aumento da viscosidade do alimento, o que origina redugdes na digestdo e
absor¢ao de aminoacidos, carboidratos, minerais € outros nutrientes, com conseqiiente
queda na produtividade dos animais (Conte et al, 2002; Opalinski, et al., 2010). Além
disso, a viscosidade da digesta interfere na microflora intestinal e nas fungdes
fisiologicas do intestino (Choct et al., 2004).

Os nutrientes ndo digeriveis de ingredientes de origem vegetal, como a soja, nao
sdo disponibilizados somente com a utilizagdo de tratamentos térmicos (Bohm et al.,
2006). Portanto, ¢ necessaria a adocdo de outras estratégias para remover os efeitos
deletérios dessas substancias. Essas situagdes limitam o uso de ingredientes de origem
vegetal em dietas para monogastricos, especialmente nos animais jovens. Entretanto,
pesquisas recentes comprovam que a degradagdo das paredes celulares dos ingredientes
de origem vegetal permite maximizagao da acdo enzimatica endégena do animal sobre a
degradagdo do amido, da gordura e da proteina, aumentando sua digestibilidade
(Oliveira et al., 2007).

Ha uma significativa variabilidade no valor nutritivo nas diferentes espécies de
milho, como aquela observada para o trigo e a cevada (Lesson et al., 1993). As enzimas
podem reduzir essa variacdo e acelerar a taxa de digestdo de dietas a base de milho e
sorgo (Pack et al., 1998). O tratamento de cascas e cotilédones de soja com enzimas
degradadoras de parede celular (pectinase, xilanase e celulase) resultou na liberacao de,
pelo menos, 7% dos monossacarideos componentes das fragdes ndo soluveis em agua
(Ouhida et al., 2002).

A influéncia da fibra no desempenho de peixes ¢ ainda pouco estudada e pode
estar relacionada a sua composi¢do percentual em celulose, hemicelulose, lignina e
silica, entre outros (Meurer, 2003). Os resultados de pesquisas sobre o efeito de
diferentes niveis de fibra bruta na dieta de peixes sdo contraditérios (Pereira-Filho,

1995). Além de ser considerada uma fonte de energia nao disponivel para a maioria dos
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peixes (Pezzato, 1999), a celulose geralmente diminui o tempo de esvaziamento do trato
gastrintestinal, ao contrdrio do que ocorre com PNAs soluveis. Provavelmente, ao
promover a atuagdo da enzima celulase sobre a celulose, haveria maior contribuicao
energética da fibra bruta em relagdo a energia total da dieta, bem como maior tempo de
retencdo do bolo alimentar pelo trato digestivo, o que poderia refletir positivamente no
desempenho dos peixes (Wenk, 2001).

Assim, a escolha da enzima celulase para compor complexos enzimaticos pode
significar um fator preponderavel para obtencdo de resultados positivos sobre a
digestibilidade aparente de MS, PB e principalmente energia bruta, assim como de
outros nutrientes para os peixes. Entretanto, para confirmar isso, € necessario verificar
os efeitos da adicdo de celulase, isoladamente nas dietas, a fim de determinar se esta
enzima ¢ capaz de aumentar o coeficiente de digestibilidade da energia bruta pelo maior
aproveitamento do conteudo de energia da fibra, mais especificamente da glicose
(Oliveira et al., 2007).

Durante a degradacdo de um substrato complexo, vérias enzimas agem em
associagdo para uma digestdo eficiente. O primeiro passo na degradacio de um
substrato insolivel ¢ a vinculagdo do complexo enzimatico ou microrganismo ao
substrato. Assim, a aderéncia ¢ obrigatéria para que ocorra a degradacdo dos
componentes da planta. A aderéncia dos microrganismos e das enzimas que degradam
os polissacarideos ndo somente coloca os sistemas de enzimas em proximidade ao
substrato, mas pode agir rompendo ligagcdes entre celulose e polissacarideos nao-
celuloliticos, bem como ligacdes dentro das fibrilas de celulose (Beauchemin et al.,
2003).

Nos ultimos anos, um método de producdo de enzimas tem sido avaliado e
melhorado através de diversos estudos. Este método envolve a produgdo de enzimas de
uma forma diferente da tradicional, denominada “fermentacao em estado solido” (SSF,
Solid State Fermentation). Este ¢ um processo onde as enzimas sdo produzidas através
do crescimento de fungos diretamente sobre um substrato sélido, como por exemplo,
cereais ou derivados de cereais (Robison & Nigan, 2003). Uma das grandes vantagens
deste método € que ao invés de produzir apenas uma enzima, o processo SSF permite ao
fungo produzir um complexo natural de enzimas especifico para os substratos
encontrados nos diferentes alimentos. Uma vez alcancado o nivel de atividade
enzimatica desejado no meio, a mistura da fermentagdo (conhecida como “koji”) €

secada, granulada e usada como produto final (Pandey et al., 2001). Esse processo



elimina o desperdicio causado pela remocao do liquido e posterior mistura da enzima
com um veiculo. Além disso, modificando a matéria-prima usada como meio para
crescimento fingico, ¢ possivel obter uma combinacdo enzimatica final mais adequada
a matéria-prima usada na ragao (Robison & Nigan, 2003).

Os beneficios deste complexo enzimatico obtido a partir de fermentagdo em estado
solido t€ém como base uma combinacdo natural e equilibrada de enzimas (protease, a-
amilase, lipase, celulase, xilanase, pectinase, fitase e B-glucanase) que permite um largo
espectro de atuagdo. Como resultado da composi¢do equilibrada de enzimas, a energia e
os nutrientes da dieta como, proteina, aminoacidos, célcio e fosforo apresentam maior
disponibilidade para o organismo animal (Chauynarong et al., 2008).

Com a crescente pressao sobre a necessidade de reduzir a polui¢do ambiental, tém-
se priorizado as pesquisas para minimizar as excrecdes de nitrogénio (N) e fosforo (P)
pelos animais (Furuya et al., 2004). Esses nutrientes sdo os principais responsaveis pela
eutrofizagdo do ambiente aquatico, principalmente nas criagdes intensivas, que utilizam
exclusivamente rag¢des balanceadas (Cyrino et al., 2000).

Entdo, diante destes fatores, as principais finalidades da suplementagdo
enzimatica sdo: remover ou destruir os fatores antinutricionais dos alimentos, aumentar
a digestibilidade total da ragdo, potencializar a acdo das enzimas endogenas e diminuir a
poluicdo ambiental causada por nutrientes excretados nas fezes (Guenter, 2003), na
tentativa de melhorar o desempenho e a rentabilidade da criagdo (Cousins, 1999). Com
i$so, na pratica as enzimas sdo destinadas a complementar quantitativamente as proprias
enzimas digestorias endogenas dos animais € enzimas que esses animais ndo podem
sintetizar (Guenter, 2003). As enzimas digestivas exogenas agem da mesma forma que
as enddgenas, apresentando um sitio ativo com a capacidade de atuar sobre um substrato
especifico, hidrolisando-o (Lehninger, 1995), conforme mostrado na tabela 1.

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 4cido
fitico dos graos 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 e xilanases sao usados nas

dietas de baixa viscosidade (Zanella, 2001; Guenter, 2003).



Tabela 1- Enzimas, substratos e efeitos das enzimas utilizadas em dietas para animais

Enzima Substrato Efeitos

Xilanases Arabinoxilanas Reducdo da viscosidade da digesta

Glucanases B-glucanos Reducao da viscosidade da digesta

Pectinases Pectinas Reducao da viscosidade da digesta

Celulases Celulose Degradacdo da celulose e liberagdo de nutrientes
Proteases Proteina Suplementacao das enzimas enddgenas
Amilases Amido Suplementagdo das enzimas endogenas

Fitase Acido fitico Melhora a utilizagao do foésforo dos vegetais

Galactosidase Galactosideos =~ Remogao de galactosideos

Lipases Lipideos Melhora a utilizacdo de gorduras animais e vegetais

Cleophas et al (2005)

Com isso e de acordo com o objetivo, as enzimas podem ser ministradas tanto na
forma conjunta como em separado. A utilizagdo da enzima em separado deve ser feita
quando se tem o objetivo de degradar um determinado fator anti-nutricional conhecido
que venha prejudicar o aproveitamento dos nutrientes da dieta ou quando se sabe que o
uso de determinada enzima em conjunto com outra pode diminuir a atividade de ambas
(Wenk et al., 1993). Na forma conjunta, existem os coquetéis, que sdo formados pela
unido de enzimas especificas, e os complexos enzimaticos, produzidos por
microrganismos. O fornecimento de enzimas na forma conjunta ¢ feito quando uma
determinada dieta apresenta uma variada quantidade de fatores anti-nutricionais ou em
racdes de animais que estejam passando por estresse (desmame, vacinacdo, castragao,
desconforto térmico e outros), pois tal situacdo debilita a producdo de enzimas
endogenas (Ferket, 1993).

Devido a especificidade em suas reagdes, a agdo de uma enzima isolada pode ser
insuficiente para produzir o maximo beneficio, sugerindo que misturas de enzimas
sejam mais efetivas no aproveitamento dos nutrientes das dietas (Murakami et al.,
2007). Essas consideracdes fortalecem a idéia de que os complexos enzimaticos € 0s
coquetéis formados por enzimas com caracteristicas sinérgicas e aditivas sdo mais
efetivos no aproveitamento do conteido energético e protéico da dieta por agirem de

forma complementar e simultanea (Campestrini et al., 2005).



Para justificar a inclusdo em dietas de animais, as enzimas utilizadas na
alimenta¢do de monogastricos devem resistir e conservar atividade consideravel depois
dos processos de fabricagdo e digestdo. Os fatores que podem influenciar sua
estabilidade, entre outros, sdo: a origem (microrganismo), o tipo de atividade, a
composi¢ao da dieta, a condigdo de processamento (temperatura), 0 armazenamento, as
condi¢des durante o processo digestivo e a acdo de enzimas enddgenas (Francesch,
1996). A estrutura molecular da enzima ¢ bastante fragil e, conseqiientemente, pode ser
desnaturada por calor, alcalis, metais pesados e outros agentes oxidantes (Classem,
1993; 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 préoximo da neutralidade,
de modo que a mistura de enzimas bacterianas e fungicas pode ser mais efetiva do que
uma fonte simples (Kernkamp & Duran, 1991).

A maioria das enzimas utilizada na alimenta¢do animal ¢ de origem flngica,
sendo estadveis 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, 1995). Segundo Graham & Inborr (1991), o calor
pode inativar permanentemente as enzimas. Desta forma, uma enzima ideal deve ser
capaz de suportar temperaturas acima de 70°C, normalmente alcangadas durante o
processamento de ragdes.

Outro processo de fabricagdo de ragdo ¢ a extrusdo, cozimento este baseado em
alta pressao, umidade controlada e temperatura elevada (em torno de 150°C). As ragdes
extrusadas sdo as mais utilizadas na alimentagdo de peixes e cdes (Saad et al., 2005).
Nesse sentido, sdo necessarias pesquisas sobre estratégias que permitam a adi¢do de
enzimas exogenas as ragdes extrusadas, visto que as temperaturas alcancadas nesse
processo representam uma grande limitacdo a estabilidade térmica destas enzimas
(Logato, 1999; Costa et al., 2004).

Yu e Tsen (2003) avaliaram a estabilidade de vérias enzimas ao desafio de pH,
temperatura e ions metalicos sobre algumas condigdes, visando a suplementagdo em
ragOes para coelhos. Os resultados mostraram que em glicina-HCl e pH 3,2, a celulase, a
papaina e a bromelina foram tolerantes, ao contrario da amilase bacteriana e a protease.
Ja em pH 2,0, a celulase e papaina mostraram-se ainda resistentes, enquanto a bromelina
foi completamente inativada. No sistema com conteudo gastrico em pH 2,0, todas as

enzimas testadas foram instaveis, porém, quando o pH foi igual a 3,2, a celulase ficou
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bastante estavel. Em relagdo a estabilidade térmica, concluiu-se que, com excecao da
papaina, todas as enzimas testadas se mantiveram estaveis até 80°C por 30 segundos.
No entanto, o prolongamento do tempo de tratamento com calor para cinco minutos ndo
afetou as atividades da papaina e da celulase, mas diminuiu significativamente as
atividades da bromelaina e da protease do B. licheniformis. Quanto a influéncia dos
minerais na atividade enzimatica, houve efeito inibitorio sobre a bromelina e papaina.
De acordo com os autores, este fator deve ser considerado na fabricacdo de racdes, pois
a estabilidade enzimatica pode ser afetada pela inclusdo de suplementos minerais.

Em animais, além do baixo pH estomacal, as enzimas exdgenas estdo expostas a
uma variedade de enzimas proteoliticas presentes no trato digestorio. Estas enzimas
exdgenas normalmente sdo resistentes as proteases microbianas, mas nao
necessariamente as proteases do trato digestivo dos animais (Chesson, 1987).

Para evitar este tipo de catabolismo enzima-enzima, algumas técnicas para
proteger as enzimas tém sido desenvolvidas, como adsor¢do em carreadores,
encapsulacdo ou sua inclusdo apds o processamento das racdes (Ferket, 1993).
Normalmente, quando a enzima ¢ protegida o nivel de atividade enzimatica se mantém
durante trés meses em produtos liquidos e por seis meses na forma em pod em
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).

Do mesmo modo que ocorre com outros monogastricos, os peixes sdo incapazes
de aproveitar muitos nutrientes devido a produg¢do insuficiente ou auséncia de enzimas
especificas (Chadrabarti et al., 1995; Taniguchi e Takano, 2004). Conseqiientemente, 0s
PNAs permanecem indigestiveis e, portanto, constituem uma fonte de energia
indisponivel para as espécies de peixes carnivoras e maioria das onivoras (Stone et al.,
2003). Com isso, a inclusdo de enzimas exogenas em dietas para peixes € uma
alternativa para melhorar a digestibilidade da dieta e eliminar os efeitos negativos dos
fatores antinutricionais. No entanto, para a formulacdo da dieta suplementada com a
enzima, € necessario o conhecimento da espécie, principalmente a idade e o habito
alimentar (Kolkovski, 2001).

O aumento da digestibilidade em dietas com enzimas normalmente tem reflexos
positivos no desempenho de peixes, uma vez que a a¢do enzimatica disponibiliza mais
nutrientes. Em larvas de pacu, a adi¢do de pancreatina suina com atividade triptica de
96,465 nmol/min/g de ragdo melhorou o ganho de peso e¢ a sobrevivéncia e alterou

morfologicamente (sem prejuizos patologicos) os orgaos estudados (Tesser et al., 2006).
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Em dois ensaios com tambaquis (Colossoma Macropomum), a inclusido de 0,05% de a-
amilase e 0,2% de lipase em dietas melhorou o ganho de peso em 51,68% e 39,73%,
respectivamente, com melhorias na conversdo alimentar e crescimento especifico
(Nunes et al., 2006). Segundo Hepher (1988), a inclusdo de lipase exodgena nas ragdes
potencializa a digestao dos lipidios, disponibilizando energia de natureza nao protéica e
causando o efeito poupador da proteina para o desenvolvimento dos tecidos.

Em tildpias do Nilo, Lin et al. (2007) observaram que houve melhora
significativa para crescimento especifico e eficiéncia alimentar com o aumento de
inclusao de um complexo enzimatico formado por protease, B-glucanase e xilanase.
Foram verificados também nesta mesma espécie por Zhong & Zhou (2005) que a
inclusao de 0,1% xilanase teve efeitos positivos no crescimento e na digestibilidade dos
nutrientes, mas nao houve efeito na composi¢cao muscular.

Em pirarucu (Arapaima gigas), Cavero (2004) observou que a adi¢do de amilase
a racdo nao apresentou diferenca significativa em relacao ao tratamento controle, mas a
inclusdo de protease e lipase melhoraram os indices zootécnicos. A inclusdo de 0,1% de
protease exogena em dietas para juvenis de tucunaré paca (Cichla temensis) melhorou o
ganho de peso em 8,6g durante o periodo experimental, com melhora na conversao
alimentar (Soares et al., 2008). Em carpa comum, a taxa de crescimento do grupo
controle e do grupo alimentado com dietas contendo protease foi de 99,4 e 105% com
melhora de 1,85 para 1,75 na conversdo alimentar, respectivamente. Estes valores
correspondem a um aumento de 6,4% na taxa de crescimento ¢ melhora de 5,4% na
conversao alimentar (Liu et al., 2007).

Adicionando 400 mg de carboidrases para polissacarideos ndo amilaceos por Kg
de ragdo para Japanese Sea Bass (Lateolabrax japonicus), Ai et al. (2007) observaram
que houve melhora significativa para crescimento especifico e eficiéncia alimentar.
Ainda foi constatada redu¢dao na excrecao de amonia nos tratamentos suplementados
com enzima.

Diante do exposto, justifica-se a necessidade de avaliar os efeitos do
processamento e do tempo de armazenamento na atividade de enzimas em dietas para
peixes, bem como determinar o desempenho de tildpias do Nilo submetidas a dietas
contendo enzimas.

Esta Tese foi redigida seguindo-se as normas para redacdo da Tese (UFV,

2000) em forma de capitulos, sendo que os trés primeiros foram elaborados com base



nos critérios da Revista Brasileira de Zootecnia e o ultimo formatado de acordo com as

normas do “Aquaculture Journal”.
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Estabilidade do complexo enzimatico solid state fermentation (SSF) submetido ao
processamento de racoes peletizadas e tempo de estocagem em diferentes

temperaturas

RESUMO - Objetivou-se avaliar o efeito do processamento e tempo de
estocagem na estabilidade do complexo enzimatico SSF em dietas para peixes. Foram
formuladas duas dietas com a mesma composi¢do nutricional, sendo a dieta controle
isenta de SSF e a outra contendo 5% de inclusdo deste complexo enzimatico. As
amostras foram coletadas durante as seguintes etapas de processamento: mistura, apos a
peletizacdo e apoOs secagem em estufa. Para avaliagdo do tempo de prateleira, foi
considerado como dia um, a ragcdo pronta apds secagem. Neste dia, foram feitas duas
amostragens, sendo uma mantida em sala com temperatura ambiente de 25°C ¢ outra
mantida em freezer a -18°C. Aos 15, 30, 45 ¢ 60 dias foi feita uma sub-amostragem.
Todas as amostras da etapa de processamento e do periodo de prateleira foram
encaminhados para o laboratdrio, sendo mensurado a atividade das seguintes enzimas:
a-galactosidase, endoglucanase (carboxi-metil-celulase), xilanase, sacarase, amilase,
lipase e tripsina. Nao houve diferengas entre a mistura e a fase pos estufa, exceto para a
atividade de a-galactosidase, sacarase e lipase. Para a temperatura de estocagem de
25°C, nao foram verificados efeitos para as atividades de endoglucanase, sacarase,
xilanase, amilase e tripsina entre o primeiro (apds estufa) e o 60° dia de experimento.
Quanto a temperatura de estocagem de -18°C, somente ndo foi observado diferenca para
as atividades de endoglucanase e xilanase entre o primeiro ¢ o ultimo dia. Ao se
comparar os dois tipos de estocagem (25°C e -18°C), somente foi observada diferenca
para a atividade de galactosidase e tripsina aos 60 dias. Para todas as enzimas do SSF
nao houve diferenca no periodo de 30 e 45 dias de estocagem. Conclui-se que as
enzimas estudadas do complexo enzimatico SSF permanecem estaveis durante o
processamento de ragdes peletizadas a 55°C, mantendo a atividade por no minimo 60
dias quando estocadas em ambiente de até 25°C.

Palavras-chave: atividade enzimatica, enzimas, nutricdo animal, nutricdo de

peixes, peletizagao
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Stability of the enzyme complex Solid State Fermentation (SSF) subjected to the
processing of pelleting feed and storage time at different temperatures

ABSTRACT - Aimed to evaluate the effect of processing and storage time on the
stability of the enzyme complex SSF in diets for fish. Two diets were formulated with
the same nutritional composition, and the control diet free of SSF and the other
containing 5% inclusion of this enzyme complex. The samples were collected during
the following processing steps: mixing, after pelleting and then dried. To evaluate the
shelf life was considered as day one, ready to feed after drying. On this day, two
samples were being kept in a room with ambient temperature of 25°C and another kept
in a freezer at-18°C. 15, 30, 45 and 60 days were a sub-sampling. All samples from the
processing step and the shelf life period were sent to the laboratory, measured the
activity of the following enzymes: o-galactosidase, endoglucanase (carboxy-methyl-
cellulase), xylanase, sucrase, amylase, lipase and trypsin. There were no significant
differences between the mixture and post-oven phase, except for the activity of a-
galactosidase, lipase, and sucrase. For the storage temperature of 25°C, no effects were
observed for the activities of endoglucanase, sucrase, xylanase, amylase and trypsin
between the first (after oven) and the 60™ day of the experiment. As the storage
temperature of -18°C, no difference was observed only for the activities of
endoglucanase and xylanase between the first and last day. Comparing the two types of
storage (25°C and -18°C), only difference was observed for the activity of galactosidase
and trypsin at 60 days. For all enzymes there was no difference in the period from 30 to
45 days of storage. It is concluded that the enzymes studied the SSF enzyme complex
remain stable during the processing of pelleted feed at 55°C, maintaining activity for at
least 60 days when stored at temperatures up to 25°C.

Keywords: enzymatic activity, enzymes, fish nutrition, animal nutrition, pelleting
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Introducéo

A utilizacdo de enzimas exdgenas na alimentagdo animal ¢ uma pratica que
permite melhorar o aproveitamento nutricional de ingredientes que apresentam baixo
coeficiente de digestibilidade, resultantes da propria composi¢do ou da propria
fisiologia do animal. Com isso, a suplementacdo dessas enzimas na alimentacdo de
monogastricos pode suprir deficiéncias enzimaticas dos animais e melhorar a utilizagdo
de matérias-primas (Opalinski et al., 2010), bem como permitir o uso de produtos
alternativos.

As enzimas sdo produzidas por meio de culturas aerdbicas, derivadas de
fermentagdes fungica, bacteriana e de leveduras (Broz et al., 1994) em condigdes de
processamento muito bem controladas. A produ¢do dessas enzimas envolve processos
como fermentagdo, extracdo, separagdo ¢ purificagdo. Atualmente, somente pequeno
numero de bactérias e fungos ¢ empregado para produzir praticamente todas as enzimas
industriais comuns (Inborr et al., 1991). As enzimas utilizadas sdo, em sua maioria, de
origem flngica e estaveis a temperatura ambiente, porém inativam-se rapidamente em
temperaturas superiores a 60°C. A estabilidade da enzima ¢é superior quando
incorporada no alimento (Francesch et al., 1995), mas o calor da peletizagdo pode
inativa-las. Assim, uma enzima ideal deve ser capaz de suportar temperaturas entre 70 e
90°C, normalmente alcangadas durante o processo de peletizacdo (Finnfeeds, 1991).

Em produtos liquidos, o nivel de atividade enzimatica ¢ mantido durante trés
meses ¢ na forma de pd, podem ser prolongadas por até seis meses, quando ambas
estocadas em temperaturas inferiores a 25°C. Se misturada aos ingredientes da dieta, as

enzimas podem ficar estaveis por mais de trés meses a 25°C (Cowan, 1993).
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Diante das opg¢des de complexos enzimaticos, o “solid state fermentation (SSF)”
parece se destacar pela suas caracteristicas qualitativas. Além de ser produzido
naturalmente em matriz solida, apresenta varias enzimas que atuam em conjunto,
disponibilizando mais nutrientes, o que pode vir a melhorar o desempenho dos animais.
No entanto, estudos sobre a estabilidade das enzimas presentes neste complexo devem
ser realizados, pois este ¢ submetido a varios fatores fisicos e quimicos durante o
processamento da dieta, estocagem e processos digestorios, o que pode reduzir ou
inativar a sua atividade catalitica.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar os efeitos do processamento ¢ do tempo
de estocagem sobre a estabilidade das enzimas do complexo enzimatico SSF em dietas

peletizadas para peixes.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido entre os meses de outubro de 2009 e janeiro de
2010, no Departamento de Zootecnia e no Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecudria (Bioagro) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), localizado no
municipio de Vigosa, Minas Gerais.

Foram formuladas duas ragdes isonutritivas, sendo que ambas continham 36% de
PB ¢ 2700 Kcal de ED/Kg de ragdo (Tabela 1). A ragdo controle foi formulada isenta de
SSF e a outra racdo experimental foi adicionada 5% deste complexo enzimatico em
substituicdo ao inerte. Os ingredientes foram pesados e colocados em saco plastico para
mistura. Por cinco minutos, estes sacos foram sacudidos, promovendo uma mistura

homogénea dos ingredientes.
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Tabela 1. Composicao das ragdes experimentais (matéria natural)
Table 1. Composition of the experimental diets (as fed)

Ingredientes (g/Kg) Tratamentos
Ingredients g/Kg Treatments
Controle Com SSF
Control With SSF
Farelo de soja (Soybean meal) 504,7 504,7
Milho (Corn) 163,4 163,4
Gluten 60 (Corn gluten 60) 181,3 181,3
Farelo de trigo (Wheat meal) 53,7 53,7
Oleo de soja (Soybean oil) 10,2 10,2
Caulin (Caulin) 50,0 -
Complexo enzimatico SSF (Enzyme complex SSF)° - 50,0
Fosfato bicalcico (Dicalcium phosphate) 26,9 26,9
Premix vitaminico (Vitaminic mix)* 4,0 4,0
Premix mineral (Mineral mix)* 1,0 1,0
Vitamina C (Vitamin C)° 0,5 0,5
Sal (Salt) 4,0 4,0
Antioxidante (BHT) (Antioxidant) 0,2 0,2
Total 1000 1000
Composicao calculada (Calculated composition)’
Proteina bruta (Crude protein) (%) 36,00 36,00
Energia digestivel (Kcal/Kg) 2700 2700
Digestible energy (Kcal/kg)?
Fibra bruta (Crude fiber) (%) 3,69 3,69
Calcio total (Total calcium) (%) 0,81 0,81
Fosforo total Available phosphorus (%) 0,93 0,93

I Composi¢do calculada segundo Rostagno et al. (2005) (composition according to Rostagno et al., 2005 tables).

% Valores estimados com base nos coeficientes de digestibilidade dos ingredientes para os aminoacidos e fosforo, de
acordo com Rostagno et al. (2005) e Furuya (2000), e de energia, de acordo com Boscolo et al. (2002¢) e Pezzato et
al. (2002).

Esti(mated)values based on the coefficients of digestibility of ingredient amino acids, phosphorus according to Rostagno et al.,
(2000) tables, and energy according to Boscolo et al. (2002c), and Pezzato et al. (2002).

3 Composi¢do por quilograma do produto (Composition per kilogram of product): 1.200.000 UI de Vitamina A,; 200.000
Ul de Vitamina D;; 1.200 mg de Vitamina E; 2.400 mg de Vitamina K3; 4.800 mg de Vitamina B;; 4.800 mg de
Vitamina B,; 4.800 mg de Vitamina Bg; 4.800 mg de Vitamina B,,; 48 g de Vitamina C,; 1200 mg de acido folico
(folic acid); 12.000 mg de pantotenato de Ca (panthotenic acid); 48 mg de biotina (biotin); 108 g de cloreto de colina
(cholin); 24.000 mg de niacina (niacin)

* Composigdo por quilograma do produto (Composition per kilogram of product): 24.000 mg; Fe, 50.000 mg; Cu, 3.000
mg; Mn, 20.000 mg; Zn, 30.000 mg; I, 100 mg; Co, 10 mg; Se, 100 mg.

> Vit. C: sal célcica 2-monofosfato de 4cido ascérbico, 42% de principio ativo (Vitamin C: calcic salt, 2-monophosphate
of ascorbic acid-42% active principle).

8 AllzymeSSF, produzido pela Alltech Inc.

Esta mistura foi colocada em bacia e adicionou-se dgua a 55°C até que a massa
chegasse ao ponto de liga. Logo apds, a peletizadora recebeu a mistura timida, tendo
como produto os péletes ainda umidos. Por 14 horas, estes péletes permaneceram em

estufa de ventilagdo forgada a 55°C, o que promoveu a sua secagem.

19



O experimento teve inicio no momento do processamento das dietas
experimentais, sendo as amostras coletadas durante as seguintes etapas: mistura, apos a
peletizagio e apOs 14 horas de secagem em estufa a 55°C. Para avaliagdo do tempo de
estocagem, foi considerado como dia um, a racdo pronta apos secagem. Neste dia,
foram feitas duas amostragens, sendo uma mantida em sala com temperatura ambiente a
25°C e outra mantida em freezer a -18°C.

Aos 15, 30, 45 e 60 dias foi feita uma sub-amostragem para os dois tipos de
estocagem. Todas as amostras da etapa de processamento e do periodo de estocagem
foram encaminhadas para o Laboratorio de Analises Bioquimicas (Bioagro), sendo
mensurada a atividade das seguintes enzimas: a-galactosidase, endoglucanase (carboxi-
metil-celulase), xilanase, sacarase (invertase), a-amilase, tripsina e lipase.

Para a avaliagdo da a-galactosidase, endoglucanase, xilanase e sacarase foram
macerados 200 mg de cada amostra de racdo em 10 mL de solucdo tampao acetato de
sodio 100 mM. Em seguida, o preparado foi centrifugado a 13000 rpm por dois
minutos, sendo o sobrenadante (extrato) retirado e estocado em freezer -18°C para as
analises enzimaticas.

A atividade da o-galactosidase foi determinada medindo-se a quantidade de
acucar redutor produzido por meio do uso do reagente dinitrossalicilato (DNS), segundo
Miller (1956). A mistura da reagdo foi constituida de 325 pL de tampao acetato de sddio
(100 mM, pH 5), 125 pL de uma solu¢do 10 mM de sacarose e 50 uL de extrato
enzimatico. O ensaio foi conduzido em banho-maria por 15 minutos a 40°C. Para
paralisar a reagdo, foi adicionado 1 mL do reativo de DNS, seguido pela imersdao dos

tubos de ensaio em banho de dgua fervente por 5 minutos.
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As medidas espectrofotométricas foram tomadas a 540 nm, e os valores de
absorbancia convertidos em pmoles de acucar redutor, utilizando-se uma curva padrao
construida a partir de quantidades de glicose variando entre 0,2 e 2 umoles.

Para o ensaio da endoglucanase, 30 puL. da solucdo de enzima foi misturada com
400 pL de carboximetilcelulose (0,625% p/v), sendo diluida em 70 pL de tampao
acetato de sddio, 100 mM, pH 5. Esta solugédo foi colocada em banho-maria a 50°C por
30 minutos, sendo a reagdo paralisada segundo Miller (1956), utilizando-se de 500 pL
de DNS e banho de agua fervente por 5 minutos. Apds, foram feitas as medidas
espectrofotométricas a 540 nm.

A atividade da xilanase foi determinada usando 70 uL de solu¢do tampao acetato
de sodio (100 mM, pH 5), 30 pL do extrato enzimatico e 400 pL de solugdo xilano
birch wood (1,25% p/v). A reagdo foi conduzida por 20 minutos a 40°C, sendo
paralisada com 500 uLL de DNS e incubada em banho de agua fervente por 5 minutos
para o desenvolvimento da cor. A atividade foi determinada a 540 nm usando a curva
padrdo de glicose.

Na atividade de sacarase, 15 pL do extrato enzimatico foi adicionado em 125 pL
de solugdo de sacarase (2 g de sacarose p.a. em 50 mL de tampao acetato de sédio, 100
mM, pH 5) e 360 pL de solugdo tampao acetato de sdédio (100 mM, pH 5). Esta solugao
foi colocada imediatamente em banho-maria a 30°C por 30 minutos, sendo a reagio
finalizada com 500 puL de DNS. Posteriormente, a amostra foi levada ao banho em agua
fervente por 5 minutos, resfriada e feita a leitura em espectrofotdometro a 540nm.

Para a atividade de a-amilase, tripsina e lipase, 0,5 g de amostra de ragdo foi
macerada com 10 mL de solucdo tampao Tris-HCI 0,1M. Em seguida, este material foi
colocado em tubo de polietileno e centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos. Com isso,

foi retirado o sobrenadante para a determinagdo da atividade das enzimas.
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A atividade de a-amilase foi baseada na hidrélise do amido, com liberagcdao de
moléculas de dextrina e maltose. Pela adicdo de iodo, o amido nao hidrolisado adquire
coloragdo azul. A atividade da amilase ¢ inversamente proporcional a intensidade de cor
azul e calculada pela comparacdo com um controle de substrato. A atividade foi
determinada em espectrofotometro Optico, em comprimento de onda de 660 nm,
utilizando-se o kit de amilase colorimétrica da Bioclin, segundo Caraway (1959).

Quanto a atividade de tripsina foi utilizado o N-Benzoil-D,L-arginina p-
nitroanilida (D,L-BApNA) como substrato, conforme o método descrito por Erlanger et
al. (1961). Foram adicionados 10 pL do extrato enzimatico e, imediatamente, as
velocidades iniciais foram obtidas pela formagao do produto p-nitroalinina, por meio de
determinagdo da absorvancia a 410nm, em funcdo do tempo. Para os calculos, foi
utilizado o coeficiente de extingdo molar de 8800 M™' cm™ para o produto.

Para atividade de lipase, foi utilizada a metodologia modificada de Cherry (1932),
sendo usado o kit Bioclin. Esta metodologia consistiu na verificagdo da atuacdo da
lipase presente no extrato enzimatico da ragdo sobre um éster de glicerol, liberando um
cromogénio, que foi quantitativamente determinado em espectrofotometro a 410 nm. A
intensidade de cor formada ¢é proporcional a atividade de lipase.

Todas as analises enzimaticas foram feitas com trés repeti¢des em duplicata, sendo
que para as analises estatisticas foi utilizado o programa SAEG (Sistema de Anélises
Estatisticas e Genéticas, 2004). Para a avaliagdo das amostras do processamento e
tempo de estocagem, as médias foram comparadas pelo Teste SNK (Student Newman
Kells) a 0,05. Através do Teste F a 5% foram avaliados as médias das duas diferentes
formas de estocagem (temperatura de 25°C e -18°C). Os resultados das atividades foram
mensurados em termos de atividade enzimatica relativa, considerando a primeira coleta

(mistura) como 100%.
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Resultados e Discussao

Nao foram observadas atividades das enzimas estudadas no tratamento controle
em todas as amostras estudadas. Com isso, somente os resultados médios da atividade
de enzimas na racdo para peixes com o complexo enzimdtico SSF submetidas ao
processamento e tempo de estocagem em diferentes temperaturas foram demonstradas.

No processamento (Tabela 2), ndo foi observado diferencas (p>0,05) entre a
mistura ¢ a etapa pos estufa para as atividades de endoglucanase, xilanase, amilase e
tripsina. No entanto, para a atividade da a-galactosidase houve redugdo significativa
(p<0,05) de 13,2%, ao contrario da sacarase e lipase, que aumentaram (p<0,05) em
8,3% ¢ 5,5% a sua atividade, respectivamente.

Durante o processamento, os ingredientes foram submetidos a temperatura de
55°C na peletizagdo, além das 14 horas em estufa a mesma temperatura. De uma
maneira geral, o complexo enzimatico SSF se manteve estavel perante as adversidades
fisicas e quimicas do experimento. No entanto, a galactosidase apresentou um padrio de
atividade catalitica diferente em relagdo as outras enzimas. No processamento parece ter
ocorrido uma desnaturagdo parcial desta enzima, o que reduziu a atividade apos
secagem em estufa, mas, com o passar dos dias foi ocorrendo uma renaturagdo,
evidenciado pelo aumento gradativo de sua atividade.

Segundo Leningher et al. (1995), a estrutura nativa da enzima é que permite o
aumento da acdo enzimdtica. A maioria das enzimas ¢ desnaturada em temperaturas
acima de 50°C, o que pode levar a alteragcdes na sua conformagdo e a perda do poder

catalitico.
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Tabela 2. Atividades de enzimas do complexo enzimatico SSF em ragdes para peixes

durante o processamento
Table 2. Enzymes activity from enzyme complex SSF in fish diets during the processing

Enzimas Amostragem CV (%)
Enzymes Sampling

Mistura Peletizagdo Pos-estufa

Mix Pelleting Post oven

Galactosidase* 100a 97,9a 86,8b 4,165
Galactosidase
Endoglucanase* 100b 122,3a 101,7b 5,514
Endoglucanase
Sacarase* 100c 120a 108,3b 3,355
Sacarase
Xilanase* 100b 135,7a 102,4b 4,978
Xylanase
Amilase 100 105,1 102,5 2,014
Amylase
Lipase* 100c 116,7a 105,5b 1,856
Lipase
Tripsina*® 100b 115,1a 98.,4b 0,833
Trypsin

*Médias seguidas por letras distintas na mesma linha sao diferentes pelo teste SNK (p<0,05)
* Means followed by distinct letters in the same line differ by SNK test (p<0.05)

Os resultados das atividades das demais enzimas envolvidas neste estudo esta
coerente com os de Spring et al. (1996) que ao testar o efeito da temperatura da
peletizacao (60°C a 100°C) sobre a atividade das enzimas celulase, amilase e
pentosanase, em dietas a base de trigo e cevada, concluiram que elas mantém sua
atividade enzimatica a uma temperatura de peletizacdo de 80°C. Valores proximos
foram obtidos por Silveira et al. (2010) observando que ragdes peletizadas a temperatura de

75°C nao causou efeito deletério na atividade enzimatica do complexo enzimatico SSF.

De forma semelhante, Bedford (1996) também observou que um complexo
enzimatico formado pelas enzimas amilase, protease e xilanase, resistiu 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. Por

outro lado, Colier e Hardy (1986) verificaram que ap6s o processo de peletizacdo a
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70°C, a atividade residual para a-amilase e proteases fungicas e bacterianas foi de 52 a
77% e 34% a 65% da atividade original, respectivamente.

Para todas as enzimas, com excecdo da o-galactosidase e o-amilase, ocorreu
aumento da atividade catalitica apds a peletizacao. Provavelmente, a umidade dos
péletes favoreceu a agdo enzimatica, pois para ocorrer agdo enzimatica em um substrato
com formagao de produto ha a necessidade da presenga de dgua, ou seja, hidrolise.

Na Tabela 3 sdo apresentadas as médias da atividade das enzimas presentes na
dieta em temperatura de estocagem a 25°C. Nao foram observados efeitos (p>0,05) para
as atividades de endoglucanase, sacarase, xilanase e amilase e tripsina entre o primeiro
(ap0s estufa) € o 60° dia de experimento. Para a atividade de o-galactosidase e de
tripsina houve aumento (p<0,05) de 30,8% e 2,1%, enquanto que para a atividade de
lipase foi verificado redugdo (p<0,05) de 11,8%. Dos 15 aos 60 dias de estocagem, a
endoglucanase, a sacarase, a xilanase, a amilase e a tripsina se mantiveram estaveis a
temperatura de 25°C, ou seja, ndo sofreram perda de atividade (p>0,05) ao longo do

tempo.
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Tabela 3. Atividades de enzimas do complexo enzimatico SSF em rag¢des para peixes

durante o tempo de estocagem a 25°C
Table 3. Enzymes activity from enzyme complex SSF in fish diets during the storage time at 25°C

Enzimas Amostragem (dia) CV (%)
Enzymes Sampling (day)
1 15 30 45 60

Galactosidase*  100,0c 103,9¢ 111,8bc 122,2ab 130,8a 5,678

Galactosidase

Endoglucanase 100,0 95,3 101,6 111,7 115,3 9,089
Endoglucanase

Sacarase 100,0 99,6 95,0 77,9 82,8 11,818
Sacarase

Xilanase 100,0 102,1 111,3 108,2 107,0 5,625
Xylanase

Amilase* 100,0a 100,5a 97,2b 98,8ab 99,1ab 0,951
Amylase

Lipase* 100,0a 95,9ab 91,4bc 95,1ab 88,2¢ 2,621
Lipase

Tripsina*® 100,0b 102,7a 102,6a 97,5¢ 102,1a 0,908
Trypsin

*Meédias seguidas por letras distintas na mesma linha sdo diferentes pelo teste SNK (p<0,05)
* Means followed by distinct lettersin the same line differ by SNK test (p<0.05)

Quanto a temperatura de estocagem de -18°C (Tabela 4), somente ndo foi
observado diferenca (p>0,05) para as atividades de endoglucanase e xilanase entre o
primeiro e o ultimo dia. A a-galactosidase e a tripsina submetida a esta temperatura teve
o comportamento catalitico semelhante as mesmas estocadas a 25°C, ou seja, ao 60° dia
houve aumento (p<0,05) na atividade destas enzimas. Para a atividade de sacarase,
amilase e lipase foram verificadas redugdo (p<0,05) de 17,2%, 0,9% e 11,8%,

respectivamente, aos 60 dias de estocagem.
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Tabela 4. Atividades de enzimas do complexo enzimatico SSF em ragdes para peixes

durante o tempo de estocagem a -18°C
Table 4. Enzymes activity from enzyme complex SSF in fish diets during the storage time at -18°C

Enzimas Amostragem (dia) CV (%)
Enzymes Sampling (day)

1 15 30 45 60
Galactosidase*  100,0b 94,9b 115,9a 117,1a 111,3a 4,519
Galactosidase
Endoglucanase 100,0 101,6 116,7 125,4 117,8 10,813
Endoglucanase
Sacarase* 100,0a 66,5b 73,5b 71,9b 71,8b 8,614
Sacarase
Xilanase 100,0 114,6 109,2 112,5 104,3 7,014
Xylanase
Amilase* 100,0a 100,4a 96,0b 100,3a 97,3b 1,207
Amylase
Lipase* 100,0a 99,72a 92,5¢ 94,7b 89,9d 1,256
Lipase
Tripsina*® 100,0e 112,9a 102,6b 100,3d 100,6¢ 0,094
Trypsin

*Meédias seguidas por letras distintas na mesma linha sdo diferentes pelo teste SNK (p<0,05)
* Means followed by distinct letters in the same line differ by SNK test (p<0.05)

O resultado da diferenga entre as médias da atividade das enzimas estocadas em
diferentes temperaturas se encontra na Tabela 5. Quando se comparou os dois tipos de
estocagem (25°C e -18°C), somente foi observada diferenca (p<0,05) para a atividade de
galactosidase e tripsina aos 60 dias. A temperatura de 25°C, estas enzimas apresentaram
atividade maior do que quando submetidas a temperatura de -18°C, porém, ambas
superiores a atividade inicial. Para todas as enzimas do SSF ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) no periodo de 30 e 45 dias.

Este resultado indicou que ragdes peletizadas para peixes contendo o complexo
enzimatico SSF ndo necessita de ser conservado em temperaturas negativas até 60 dias,
pois a forma de protecdo deste produto confere estabilidade ao processamento e tempo

de armazenamento.
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Tabela 5. Atividades de enzimas do complexo enzimatico SSF em rag¢des estocadas em

diferentes temperaturas
Table 4. Enzyme activity of SSF enzimatic complex in diet stocked in different temperature

Enzimas Tempo de estocagem (dias)
Enzymes Stocking (days)

15 30 45 60
Galactosidase 25°C* 103,9a 111,8 122,2 130,8a
Galactosidase
Galactosidase -18°C 94,9b 115,9 117,1 111,3b
Galactosidase
CV (%) 2,120 5,192 3,576 6,178
Endoglucanase 25°C 95,3 101,6 111,7 115,3
Endoglucanase
Endoglucanase -18°C 101,6 116,7 125.4 117,8
Endoglucanase
CV (%) 7,653 13,586 5,964 12,222
Sacarase 25°C* 99,6b 95,0 77,9 82,8
Sacarase
Sacarase -18°C 114,6a 109,2 112,5 71,8
Sacarase
CV (%) 8,667 15,399 7,036 15,153
Xilanase 25°C* 102,1a 111,3 108,2 107,0
Xylanase
Xilanase -18°C 100,4b 96,0 100,3 104,3
Xylanase
CV (%) 2,726 3,619 10,520 5,989
Amilase 25°C 100,5 97,2 98.8 99,1
Amylase
Amilase -18°C 99,72 92,5 94,7 97,3
Amylase
CV (%) 0,848 1,267 1,454 1,103
Lipase 25°C* 95,9b 91,4 95,1 88,2
Lipase
Lipase -18°C 112,9a 102,6 100,3 89,9
Lipase
CV (%) 0,842 1,731 3,266 2,669
Tripsina 25°C* 102,7a 102,6 97,5 102,1a
Trypsin
Tripsina -18°C 94,9b 115,9 117,1 100,6b
Trypsin
CV (%) 0,306 0,090 1,427 0,112

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna sio diferentes pelo Teste F (p<0,05)
Means followed by distinct letters differ by F test (p<0,05)
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Conclusoes

As enzimas avaliadas do complexo enzimatico SSF ndo perdem a estabilidade

quando submetidas ao processamento de ragdes peletizadas a 55°C, mantendo a

atividade por no minimo 60 dias quando estocadas em ambiente de até 25°C.
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Avaliacéo de niveis do complexo enzimético SSF (solid state fermentation) em
racdes peletizadas para tilapia do Nilo

RESUMO - A inclusdo de enzimas em ragdes para peixes pode ser uma alternativa para
reduzir os fatores antinutricionais encontrada em ingredientes de origem vegetal e
aumentar a disponibilidade de nutrientes. O efeito do complexo enzimatico SSF sobre o
desempenho e na disponibiliza¢do de sacarose e monossacarideos no quimo de tildpia
do Nilo (Oreochromis niloticus) foram avaliados. O estudo incluiu 360 peixes com peso
médio variando entre 70g + 4,43 em um delineamento inteiramente casualizado com
seis tratamentos (0, 50, 100, 150, 200 e 250 ppm de SSF) dispostas em seis repeticdes e
10 peixes por repeticdo. A cada 15 dias, uma tiladpia de cada unidade experimental foi
sacrificada para analise de carboidratos no quimo, com o uso de HPLC. Aos 60 dias do
experimento foram avaliados: consumo de racdo, peso inicial, peso final, ganho de peso,
conversao alimentar, taxa de crescimento especifico e sobrevivéncia. Houve efeito
linear de acordo com o tratamento para peso final e ganho de peso. Para os outros
parametros ndo foram observados efeitos. Quanto aos niveis de sacarose e de glicose no
quimo foi observado efeito quadratico em fun¢do do tratamento, enquanto os niveis de
frutose aumentaram linearmente. Conclui-se que a inclusdao de 150 ppm do complexo
enzimatico SSF na ra¢do melhora o desempenho da tilapia do Nilo e aumenta a
disponibilidade de sacarose e monossacarideos no quimo.

Palavras-chave: Aquicultura, enzimas, HPLC, nutricdo de peixes, Oreochromis

niloticus

32



Evaluation of enzyme complex SSF (solid state fermentation) levels in pelleted
diets for Nile tilapia

ABSTRACT - The inclusion of enzymes in diets for fish may be an alternative to
reduce antinutritional factors found in ingredients of plant origin and increase the
availability of nutrients. The effect of SSF enzyme complex on growth performance and
the production of sucrose and monosaccharide’s in the chime of Nile Tilapia
Oreochromis niloticus were evaluated. The study included 360 fish with average weight
ranging between 70g + 4.43 in a completely randomized design with six dietary
treatments (0, 50, 100, 150, 200 and 250 ppm) arranged in six replicates and 10 fish per
replicate. Every 15 days, one tilapia of each experimental unit was sacrificed to
carbohydrate analyses in the chyme, with the use of HPLC. At day 60 of the experiment
the performance parameters were calculated. There was a linear effect according to
treatment for weight gain and feed efficiency. There were not effects for other
performance parameters. As to the levels of sucrose and glucose in the chyme, a
quadratic effect was observed as a function of treatment, whereas fructose levels
increased linearly. The authors concluded that the inclusion of the 150 ppm of enzyme
complex SSF in diet improve the performance of Nile tilapia and increase the
availability of sucrose and monosaccharides in the chyme.

Keywords: Aquaculture, enzymes, HPLC, fish nutrition, Oreochromis niloticus,
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Introducéo

Atualmente, sabe-se que os avancos na nutricdo de peixes estdo associados a
melhor eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes da dieta. No entanto, os alimentos de
origem vegetal, normalmente, possuem fatores antinutricionais, o que pode acarretar
resultados de desempenho ndo satisfatorios. Os graos de cereais e de leguminosas
normalmente possuem carboidratos de estrutura complexa que limitam a digestdo do
amido, da proteina e da gordura.

Devido a uma ampla gama de fatores antinutricionais em dietas a base de
plantas, o uso de complexos enzimaticos ¢ uma alternativa para melhorar a utiliza¢do
dos nutrientes de ingredientes vegetais em peixes. Além de reduzir os custos de
producdo para melhorar a digestibilidade, reduz a carga de poluicdo dos dejetos,
permitindo uma melhor sustentabilidade do sistema. Varios trabalhos cientificos
destacam os beneficios do uso de enzimas em dietas de animais (Conte et al., 2002; Li
et al. (2004); Furuya et al. (2005); Murakami et al., 2007; Pascoal et al., 2008, Opalinski
et al.,, 2010, Signor et al., 2010). Porém, os autores utilizam enzimas em ragdes
experimentais a fim de avaliar o desempenho, ndo deixando muito claro qual foi o
beneficio exato do efeito enzimatico.

Ao se utilizar enzimas em experimentos com alimentagdo ad libitum, o efeito
das mesmas pode ser mascarado devido ao excesso de nutrientes disponiveis a partir da
dieta. Desta forma, ndo se consegue visualizar o ganho de peso oriundo dos nutrientes
da dieta do ganho de peso dos nutrientes fornecidos por acdo enzimatica. Problema

semelhante pode ser observado quando se ajusta a alimenta¢do em fun¢do do ganho de
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biomassa do tratamento. Se o tratamento com uma enzima recebe mais dieta do que a
testemunha, ele também sofre a influéncia do aumento da quantidade de alimentos.

Uma alternativa para observar os efeitos oriundos exclusivamente da acao
enzimatica ¢ a utilizagdo de uma taxa de alimentacao controlada a nivel sub-6timo com
apenas ajustes periddicos em func¢ao do tratamento testemunha, ou seja, os peixes
recebem a mesma quantidade de alimento durante todo o periodo experimental. Mesmo
0s peixes com alguma resposta positiva ao tratamento enzimatico sejam restritos para o
crescimento em sua plenitude, é evidente que qualquer melhoria no desempenho deve-
se a utilizacdo de enzimas na dieta. Assim, elimina-se o efeito quantitativo da dieta do
tratamento.

Entre as varias opgdes de coquetéis e complexos enzimaticos, um mecanismo
alternativo denominado fermentag¢do em estado solido (solid state fermentation — SSF)
permite a produgdo de enzimas por uma cultura de microorganismos em uma matriz
solida (Del Bianchi et al, 2001). O maior beneficio deste aditivo ¢ a sua combinagdo
natural de enzimas (protease, a-amilase, celulase, xilanase, a-galactosidase, pectinases,
fitase, endoglucanase, sacarase, e outros), que podem melhorar a digestibilidade dos
ingredientes vegetais na dieta. Como resultado de uma composi¢do equilibrada de
enzimas, energia ¢ nutrientes da dieta, tais como proteinas, aminoacidos, célcio e
fosforo, tornam-se mais disponivel para o corpo do animal.

Diante disso, objetivou-se com este estudo avaliar os efeitos do complexo
enzimatico SSF sobre o desempenho da tilapia do Nilo e disponibilidade de sacarose,
glicose e frutose gerada pelas carboidrases do complexo enzimatico SSF encontrados no

quimo dos peixes.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutrigao de Peixes (Labnut) do
Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV) no
periodo de agosto a novembro de 2009.

Foram utilizadas 360 tilapias do Nilo, linhagem tailandesa, com peso médio de
70g + 4,43, distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado, com seis
tratamentos, seis repeticdes e dez peixes por aquario, que foi considerado a unidade
experimental. O sistema de recirculacdo com temperatura controlada continha aquarios
de 130L, dotado de abastecimento individual de 4gua e aeragdo. Os parametros fisico-
quimicos da agua (temperatura, oxigénio dissolvido, amdnia e pH) foram monitorados
semanalmente. Antes do inicio do experimento, os peixes passaram por um periodo de
adaptacdo de uma semana.

Além das 36 unidades experimentais, um aquario a mais foi instalado no
laboratério sob as mesmas condi¢des das demais, a fim de se fazer o controle de
crescimento. A funcdo deste aquario foi acompanhar o desenvolvimento dos peixes e
reajustar a taxa de alimentacdo dos tratamentos avaliados, evitando assim, problemas de
amostragens e estresses. Utilizou-se uma taxa de alimentagdo sub-6tima de 15g/Kg da
biomassa total, sendo as tilapias alimentadas com ragdo controle divididas em quatro
refei¢des didrias (8:00, 11:00, 14:00 e 17:00). A cada 15 dias, todos os peixes foram
retirados e pesados individualmente, obtendo-se a média. Com isso, a taxa de
alimentagdo foi reajustada conforme o aquario de controle de crescimento, sendo

utilizado o ganho de peso quinzenal multiplicado por 90%, mantendo assim, o nivel
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sub-6timo de arragoamento. Com o ajuste do peso atual multiplicado pela taxa de
alimentagdo, obteve-se a quantidade de ragao oferecida por peixe.

No inicio do experimento, os peixes também foram alimentados a uma taxa de
alimentacdo sub-6tima de 15g/Kg da biomassa média geral, distribuidas em quatro
refeicdes. Porém, ao longo do experimento, a taxa de alimentacdo foi reajustada
conforme o aquario de controle de crescimento.

Os tratamentos consistiram de uma ragdo controle ¢ de outras ragdes contendo
cinco niveis de inclusdo do complexo enzimatico SSF (50, 100, 150, 200 e 250 ppm).
As ragdes experimentais foram isoprotéicas (32% PB) e isoenergéticas (3.000 kcal de
ED/ kg), sendo os ingredientes moidos, pesados e misturados em saco plastico.
Posteriormente, para os devidos tratamentos, o complexo enzimatico SSF foi
incorporado através de uma nova mistura. Esta mistura foi umedecida com agua a 55°C
e peletizada em moedor de carne. Posteriormente, os péletes foram secos em estufa de
ventilagdo forgada por 14 horas a 55°C. Todas as dietas foram encaminhadas para o
Laboratério de Analises de Alimento do Departamento de Zootecnia (UFV) para
avaliacdo da composicao nutricional (Tabela 1).

Durante o decorrer do experimento, a cada 15 dias, uma tilapia de cada unidade
experimental foi retirada ap6s 50 minutos da terceira alimentagdo diaria (14:00) e,
imediatamente, colocada em banho de gelo para morte e paralisagdo das atividades
digestorias, totalizando seis amostras de cada tratamento. Realizou-se incisdo
longitudinal ventral, com posterior isolamento da por¢ao cranial do es6fago e da porgao
caudal do reto, por meio de ligaduras duplas, para evitar o extravasamento do quimo.
Ap0s o isolamento, o intestino médio e posterior foram removidos e acondicionados em
frascos de polietileno. Este material foi liofilizado, moido e congelado a -80°C, sendo

utilizado, posteriormente, para as analises de glicose, frutose e sacarose.
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Tabela 1 — Composi¢do das ragcdes experimentais (matéria natural)

Table 1 - Percentage and chemical composition of the experimental diets (as fed)
Ingrediente (%) Complexo enzimatico SSF (ppm)
Ingredients(%) Enzyme complex SSF (ppm)

0 50 100 150 200 250
Farelo de soja (Soybean meal) 458,0 458,0 458,0 458,0 458,0 458,0
Milho moido (Com meal) 350,9 3509 3509  350,9 3509 350,9
Farelo de Gluten (Com gluten) 100,0  100,0  100,0  100,0  100,0 100,0
Farelo de trigo (Wheat meal) 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Fosfatobicalcico (Dicalcium phosphate) 27,4 27,4 27,4 27,4 27,4 27,4
Calcario calcitico (Limestone) 2,35 2,35 2,35 2,35 2,35 2,35
Oleo de soja (Soya oil) 29.4 29.4 29.4 29,4 29,4 29.4
Suplemento vitaminico' 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
(Vitaminic premix)'
Suplemento mineral' 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
(Mineral premix)'
Vitamina C (Vitamin C) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Sal comum (Salt) 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Complexo enzimatico SSF™ (ssF) 0 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Inerte (Caulin) (inert) 0,25 0,20 0,15 0,10 0,05 0
BHT (Antioxidante) (Antioxidant) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Composigdo Analisada'® e Calculada®
(Analysed® and calculated® composition)
Matéria seca (%)™ 9439 9426 94,10 94,12 94,18 94,1
Dry matter (%) 1
Proteina bruta (%)® 32,05 32,08 32,01 32,00 32,00 30,0
Crude protein (%) 5
Energiabruta(Kcal/Kg)® 4539 4563 4540 4545 4540 4554
Crude energy (Kcal/Kg)(z)
Energia digestivel (Kcal/Kg)® 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Digestible energy (Kcal/Kg)®
Fibra bruta (%)® 3,37 3,37 3,37 3,37 3,37 3,37
Crude fiber (%)
Extrato etéreo (%)® 5,36 5,26 5,26 5,39 5,33 5,46
Etereo extract (%)?
Calcio total (%)? 0,94 0,91 0,92 0,92 0,93 0,91
Total calcium (%)
Fésforo total (%) 0,93 0,91 0,90 0,92 0,92 0,91
Total phosphurus (%)
Cinzas (%)? 6,26 6,34 6,23 6,30 6,25 6,32
Ash (%)*
Lisina total (%)® 1,47 1,47 1,47 1,47 1,47 1,47
Total lysine (%)@
Acido linoleico (%) 2,74 274 2,74 2,74 2,74 2,74

Linoleic acid (%)®

M Composigdo por quilograma do produto (Composition per kilogram of product): 1.200.000 UI de Vitamina A,; 200.000
UI de Vitamina D;; 1.200 mg de Vitamina E; 2.400 mg de Vitamina K3; 4.800 mg de Vitamina B;; 4.800 mg de
Vitamina B,; 4.800 mg de Vitamina Bg; 4.800 mg de Vitamina By,; 48 g de Vitamina C,; 1200 mg de acido félico
(folic acid); 12.000 mg de pantotenato de Ca (panthotenic acid); 48 mg de biotina (biotin); 108 g de cloreto de colina
(cholin); 24.000 mg de niacina (niacin); 50.000 mg de Fe; 3.000 mg de Cu; 20.000 mg de Mn; 30.000 mg de Zn; 100
mg de I; 10 mg de Co; 100 mg de Se,. PValores estimados com base nos coeficientes de digestibilidade dos
ingredientes segundo Rostagno et al. (2005). @Estimated values based on the coefficients of ingredient digestibility according

to Rostagno et al., (2005)
@ Allzyme®™SSF, Alltech Inc.
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Aos 60 dias do experimento foram avaliados os seguintes indices zootécnicos:
consumo de racao (g), ganho de peso (g), conversdo alimentar (g/g), taxa de
crescimento especifico (%/dia) e sobrevivéncia (%).

As amostras liofilizadas foram levadas para o Laboratéorio de Analises
Bioquimicas do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (Bioagro) para
avaliacdo do nivel de sacarose, glicose e frutose. Cada amostra foi desengordurada pelo
Método Soxhlet. Com as amostras desengorduradas, agucares soluveis individuais
foram quantificados por HPLC (Shimadzu series 10A chromatography; column module
CTO-10A; RI Detector RID-6A; Windows® software LC-10 version 2.2). Para isso foi
utilizado uma supelcosil™ LC-NH,, que separa agticares por tamanho molecular em um
fluxo de 0,7mL/min, sendo a fase mével formada pela mistura de acetronitrila-agua
(80:20 v/v) a 35°C (Guimaries et al., 2001).

A analise estatistica das variaveis de desempenho e disponibilidade de
carboidratos foram realizadas por andlise de varidncia e de regressdo através do
programa SAEG - Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (Universidade Federal
de Vigosa, 2006). Modelos lineares ou quadraticos de cada parametro em func¢do do
complexo enzimatico SSF foram testados e a escolha da melhor equagdo foi dada pelo
maior coeficiente de determinagdo (r*), para a significAncia dos coeficientes de

regressao pelo teste t a 0,05 de probabilidade e para sua adequagao biologica.

Resultados e Discussao

Os resultados de qualidade de agua e de desempenho de tilapias do Nilo se
encontram nas tabelas 2 e 3, respectivamente. O sistema de recirculagdo manteve a
qualidade da 4gua em niveis aceitaveis, conforme Boyd (1982), Piper et al. (1982) e

Kubitza (2000).
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Tabela 2- Parametros fisicos e quimicos da dgua
Table 2- Parameters physic and chemistry of the water

Variaveis Fisicos e Quimicos CV (%)
Physic and chemistry variables

Temperatura (°C) 27,96 0,67
Temperature (°C)

Oxigénio dissolvido (mg L-") 5,59 3,31
Dissolved oxygen (mg L-)

pH 6,40 3,41
pH

Amonia total (ppm) 2,00 1,86
Total ammonia

Ambdnia toxica (ppm) 0,006 1,86

Toxic ammonia

Tabela 3- Desempenho de tilapias do Nilo submetidas a ra¢des contendo o complexo

enzimatico SSF

Table 3- Performance of Nile tilapia submitted the diets contained enzyme complex SSF

Parametros Niveis de inclusdo de SSF (ppm) CV (%)
Parameters Levels of inclusion of SSF (ppm)

0 50 100 150 200 250
Consumo de racao (g) 83,76 83,76 83,76 83,76 83,76 83,76 -
Feed intake (g)
Peso Inicial (g) 70,42 70,85 69,87 69,52 71,62 71,50 6,668
Initial weight (g)
Peso Final (g)' 138,72 139,75 140,08 145,81 144,70 147,15 4,790
Final weight (g)
Ganho de Peso (g)* 68,30 68,90 70,21 76,30 73,06 75,65 10,066
Weight gain (g)
Conversao Alimentar (g/g) 1,23 1,22 1,20 1,11 1,16 1,14 10,053
Feed conversion (g/g)
T CE (%/dia) 1,13 1,13 1,16 1,24 1,17 1,20 10,246
SGR (%/dia)
Sobrevivéncia (%) 98,3 100 100 96,7 96,7 100 4,342
Survival(%)

"Efeito linear Linear effect (p<0,05): Y= 136,43 + 1,79213X; R’= 0,87
*Efeito linear Linear effect (p<0,05): Y= 66,5409 + 1,58023X; R>= 0,74

Nao se observou variagdo (p>0,05) no consumo de ragdo entre os niveis do

complexo enzimatico estudados. Este resultado pode ser justificado pelo fato do

fornecimento de ragdo ter sido quantitativamente igual para todos os tratamentos e de

forma restrita. Os peixes ingeriram toda a dieta, ou seja, ndo foram observadas sobras de

alimento.

Os niveis do complexo enzimatico SSF influenciaram o ganho de peso dos

peixes que aumentou (p<0,05) de forma linear segundo a equagdo: Y= 66,5409 +

40



1,58023X. Apesar do ganho de peso ter variado de forma linear, foi constatado que a
partir do nivel de 150 ppm do complexo enzimdatico SSF, ndo ocorreu aumento no valor
absoluto deste parametro, indicando que este corresponderia ao nivel de maxima
eficiéncia destas enzimas. A melhora observada na taxa de crescimento dos peixes
estaria relacionada a possivel maior biodisponibilizacdo de nutrientes promovida pela
acdo enzimatica do complexo enzimatico SSF. Efeito positivo da inclusdo das enzimas
amilase e lipase e da enzima pancredtica suina sobre o ganho de peso de tambaquis e de
pacus foram verificados, respectivamente, por Nunes et al. (2006) e por Tesser et al.
(2006).

Nao se observou efeito (p>0,05) dos niveis do complexo enzimatico SSF na
conversdo alimentar. Embora a conversdo alimentar dos peixes ndo tenha variado
significativamente entre os tratamentos, foi observado melhora gradativa de até 10,81%
no valor absoluto da conversdo alimentar até o nivel de 150 ppm do complexo
enzimatico SSF.

Em um estudo conduzido com tilapias do Nilo, Signor et al. (2010) observaram
que a inclusdo de um complexo enzimatico (amilase, protease, celulase, lipase,
pectinase, xilanase, a-glucanase e fitase) na dieta ndo interferiu no ganho de peso e
carcaga, mas melhorou a conversdo e eficiéncia alimentar de 1,50 e 0,67 para 1,26 e
0,80, respectivamente. Em pirarucu (Arapaima gigas), Cavero (2004) observou que a
adigdo de protease e lipase na ragdo melhoraram os indices zootécnicos, ao contrario da
amilase, que ndo apresentou diferenga significativa em relacdo ao tratamento controle.
Em juvenis de tucunaré paca (Cichla temensis), Soares et al. (2008) também verificaram
que a inclusdao de protease exdgena melhora os indices de conversdo alimentar, ganho

de peso e crescimento especifico.
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Nao ocorreram variagdes (p>0,05) no crescimento especifico e nem na
sobrevivéncia das tildpias entre os diferentes niveis de inclusdo do Complexo
enzimatico SSF.

Os dados de disponibilidade de sacarose, glicose e frutose se encontram na Tabela

Foi verificado efeito quadratico para a sacarose (p<0,05) em fungdo dos
tratamentos. Este ocorrido indica atividade da a-galactosidase nos oligossacarideos
rafinose, estaquiose e verbascose presentes na ragdo, pois houve aumento consideravel
do seu produto no quimo, a sacarose. Este fato ¢ benéfico, pois os oligossacarideos sao
fatores antinutricionais que interferem negativamente no desempenho dos animais. De
acordo com Coon et al. (1990), os oligossacarideos da familia dos a-galactosideos
reduzem a energia da dieta, da digestao de fibras e do tempo de transito gastrointestinal.
Além disso, a sua fermentagdo a nivel intestinal promove aumento na producdo de
gases, causando desconforto ao animal.

Em um trabalho com trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss), Farhangi & Carter
(2007) verificaram que os peixes alimentados com dietas a base de tremogos sem casca
(Lupinus  angustifolius)  suplementada  com  a-galactosidase, = melhoraram
significativamente o ganho de peso, a eficiéncia protéica e a digestibilidade aparente da
matéria seca e da proteina bruta.

Quanto aos niveis de glicose também foi observado efeito quadratico (p<0,05) de
acordo com os niveis de inclusdo do complexo enzimatico SSF na ragdo. A inclusdo de
150 ppm deste aditivo aumentou o nivel de glicose disponivel no quimo em 9,57% em
relacdo ao tratamento controle, o que pode ser atribuido a ag¢do conjunta das

carboidrases.
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Tabela 4. Niveis de sacarose, de glicose e de frutose por grama de quimo seco de

tilapias do Nilo alimentadas com rac¢des contendo o complexo enzimatico SSF

Table 4. Saccharose, glucose and fructose levels per gram of dry chime of Nile tilapia fed with diets contained th

enzyme complex SSF

Carboidratos Tratamentos (ppm) CV (%)
Carbohidrates Treatments (ppm)

(mg.g™) 0 100 150 200

Sacarose' 3,0465 3,7886 3,7891 3,3492 8,217
Saccharose

Glicose® 1,5576 1,6207 1,7066 1,6451 3,873
Glucose

Frutose® 1,0423 1,0758 1,0927 1,0895 7,120
Fructose

"Efeito quadratico Quadratic effect (p<0,05): Y= 3,041 + 0,01396X — 0,0000617X>; R*= 0,99
?Efeito quadratico Quadratic effect (p<0,05): Y= 1,553 + 0,001425X — 0,000004439X*; R*= 0,76
3Efeito linear Linear effect (p<0,05): Y= 1,0463 + 0,000256X; R*= 0,90

Simultaneamente aos niveis de glicose, a frutose aumentou de forma linear
(p<0,05), o que ¢ um forte indicativo da acdo da sacarase. Com isso, os niveis de
sacarose podem ser maiores do que os mensurados, pois parte desta presente nos
ingredientes e do produto da a¢do da a-galactosidase do complexo enzimatico SSF nos
oligossacarideos podem ter sido hidrolisados por esta enzima.

Além disso, ressalta-se ainda que estes niveis podem ainda estar subestimados,
pois, normalmente, quando se aumenta os niveis destes substratos, ha um aumento na
velocidade de absorcao. Isto foi verificado por Stokes & Fromm (1964) em um trabalho
com truta arco-iris, onde observaram aumento na absor¢do e transporte de glicose em
temperaturas e concentragdes de glicose mais elevadas.

Outro fator a ser considerado, ¢ que com o melhor aproveitamento da glicose e
frutose como fonte energética, a proteina pdde ser poupada para a funcdo estrutural, ou
seja, desenvolvimento dos tecidos. Isto pode ser confirmado pelos resultados obtidos
nesse estudo, pois, 0s peixes que apresentaram o maior nivel destes monossacarideos no
quimo foram os mesmos que obtiveram melhor desempenho.  Este melhor

aproveitamento energético com a inclusdo do complexo enzimatico SSF na dieta, além
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de melhorar o desempenho dos animais, também pode ser uma alternativa para reduzir a

excrecao pela maior eficiéncia alimentar ou ainda diminuir o 6leo da sua composigao.

Concluséao

A inclusdo de 150 ppm do complexo enzimatico SSF em racdes peletizadas
melhora o desempenho de tildpias do Nilo em fun¢do da maior biodisponibilidade de

nutrientes.
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Digestibilidade aparente de nutrientes e de energia bruta em racées contendo o
complexo enzimatico SSF para tilapias do Nilo

RESUMO - Os efeitos do complexo enzimatico SSF sobre a digestibilidade de
nutrientes ¢ de energia bruta em racdes para tilapia do Nilo foram avaliadas. As ragdes
experimentais foram isoprotéicas (30% PB) e isoenergéticas (3.000 kcal de ED/ kg),
sendo adicionado o complexo enzimatico SSF nos niveis de 0, 50, 100, 150, 200 e 250
ppm. A digestibilidade aparente foi medida pelo método indireto usando o6xido de
cromo (Cr,03) como indicador de digestibilidade. Foram distribuidos 72 machos de
tilapia do Nilo com peso médio de 204,30 + 17,2 g em seis cubas adaptadas para ensaio
de digestibilidade. Cada cuba recebeu um tratamento e as coletas das fezes foram
realizadas durante a noite (19:00, 11:00, 02:00 e 05:00). O estudo foi realizado durante
nove dias, com seis tratamentos e 3 repeti¢des. A adicdo de complexo enzimatico na
dieta melhorou o coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca, proteina bruta,
energia bruta, célcio e fosforo. Entre os niveis testados, 250 ppm do complexo
enzimatico SSF dieta representa os valores mais expressivos de digestibilidade.
Palavras-chave: aqiiicultura, enzimologia, enzimas exogenas, nutricdo animal,

Oreochromis niloticus
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Apparent digestibility of nutrients and gross energy in diets containing the enzyme
complex SSF for Nile tilapia

ABSTRACT - The effects of enzyme complex SSF on the digestibility of nutrients and
gross energy in diets for Nile tilapia were evaluated. The experimental diets were
isoprotein (30% CP), isoenergy (3.000 kcal/kg of GE) and supplemented with enzyme
complex SSF at the levels of 0, 50, 100, 150, 200 and 250 ppm. The apparent
digestibility was measured by the indirect method using chrome oxide (Cr,O3) as an
indicator of digestibility. A total of 72 male Nile tilapia (204.30 £ 17.2 g) were
randomly allotted to six hatchers adapted for the digestibility trial. Each hatchery got a
treatment and the collect of the faeces were done during the night (7pm, 11pm, 2am and
S5am). The trial was conducted during nine days, with six treatments and three replicates.
The addition of enzyme complex in the diet improved the apparent digestibility
coefficient of dry matter, crude protein, gross energy, calcium and phosphorus. Among
the tested levels, 250 ppm of enzyme complex SSF provided the most expressive
values.

Keywords: aquaculture, animal nutrition, exogenous enzymes, enzymology,

Oreochromis niloticus
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Introducéo

A piscicultura ¢ uma das atividades agropecuarias que mais cresce no mundo.
Com a reducdo dos estoques pesqueiros naturais € aumento da demanda por parte dos
consumidores, o setor recebeu um forte estimulo para o seu crescimento. Desta forma, a
produgdo de pescados se intensificou impulsionado pelo conhecimento mais minucioso
das espécies e melhora nutricional e de manejo.

Dentre as varias espécies, a tilapia do Nilo vem se destacando na aqiiicultura
mundial, pois apresenta crescimento rapido, rusticidade, capacidade de adaptar-se em
diferentes condigdes climaticas, carne de o6tima qualidade, ¢ por ndo apresentarem
espinhos na forma de "Y" no seu filé. Além disso, pesquisas tém demonstrado que esta
espécie tolera altos niveis de carboidratos, o que favorece a utilizagdo de fontes
protéicas oriundas de vegetais, substitutos alternativos a farinha de peixe (Furuya et al.,
2000; Boscolo et al., 2002a; Boscolo et al., 2002b; Stone et al., 2003; Furuya et al.,
2005).

Atualmente, sabe-se que os avangos na nutri¢do de peixes estdo associados a
melhor eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes da dieta. No entanto, os graos de cereais e
de leguminosas normalmente possuem carboidratos de estrutura complexa que limitam
a digestdo do amido, proteina e gordura. Além disso, o acido fitico estd também
presente nestes ingredientes, o qual é um forte quelante de minerais essenciais como o
calcio, magnésio, ferro e zinco, o que pode acarretar deficiéncias. Com isso, a inclusdo
de enzimas nas formulacdes de dietas pode ser uma alternativa para melhorar a
disponibilidade e, consequentemente, a digestibilidade de nutrientes e energia.

Diante das alternativas de complexos enzimaticos, o “solid state fermentation

(SSF)” parece se destacar pela suas caracteristicas qualitativas. Com a vantagem de ser
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um produto natural, possui em sua composi¢do enzimas capazes de degradar os mais
variados fatores antinutricionais, além de complementar as enzimas produzidas
endogenamente.

Diante do exposto, objetivou-se estudar os efeitos da inclusdo do complexo

enzimatico SSF sobre a digestibilidade de nutrientes e de energia em tilapias do Nilo.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo de Peixes (LABNUT)
do Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
Foram utilizadas 72 tilapias do Nilo, linhagem tailandesa, com peso médio de
204,3 + 17,2, distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado, com seis
tratamentos, sendo destinada uma cuba de digestibilidade com 12 peixes para cada. O
sistema de recirculacdo com temperatura controlada continha cubas de 130L, dotado de
abastecimento individual de dgua e aeragdo. Os parametros fisico-quimicos da agua
(temperatura, oxigénio dissolvido, amonia e pH) foram monitorados trés vezes durante
o periodo experimental.
As tilapias do Nilo foram alimentadas com ragdes contendo 0, 50, 100, 150, 200 e
250 ppm de complexo enzimatico SSF, conforme Tabela 1. Antes do inicio do
experimento, os peixes passaram por um periodo de adaptagdo de trés dias. Os peixes
foram alimentados a uma taxa de alimentacdo sub-6tima de 1,5% da biomassa total de

cada cuba, distribuidas em 4 refeigdes (8:00, 11:00, 14:00 e 17:00).
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Tabela 1. Composicao das ragdes experimentais (matéria natural)
Table 1. Composition of experimental diet (natural matter)

Ingredientes (g/Kg) Niveis de SSF (ppm)™"
Ingredients (g/Kg) Levels of SSF (ppm)

0 50 100 150 200 250
Farelo de soja 4558 4558  455,8 4558 4558 455,8
Soya meal
Milho 350,0 350,0 350,0 350,0 350,0 350,0
Corn grain
Gluaten de milho 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Gluten meal 60
Farelo de trigo 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Wheat meal
Fosfato bicalcico 27,4 27,4 27,4 27,4 27.4 274
Dicalcium phosphate
Calcario calcitico 2,35 2,35 2,35 2,35 2,35 2,35
Calcitic lime
Oleo de soja 29,4 29,4 29,4 294 29,4 29,4
Soya oil
Suplemento vitaminico" 4,0 4,0 4.0 4,0 4,0 4,0
Vitaminic premix
Suplemento mineral " 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Mineral premix
Vitamina C 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Vitamin C
Sal 4,1 4,1 4,1 4,1 4,1 4,1
Salt
Complexo enzimético SSF? 0 0,05 0110 015 020 0,25
Complexo enzimatico SSF
Inerte (Caulin) 0,25 0,20 0,15 0,10 0,05 0
Inert
BHT 0,2 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
BHT
Oxido de cromio III 5,0 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50

Chrome oxide |11

Composigdo analisada® e calculada®

Analysed and calculated composition

Matéria seca (%)" 89,91 89,93 8898 89,53 90,01 89,94
Dry matter

Proteina bruta (%) 31,41 31,55 31,39 3146 3129 3143
Crude protein

Energia bruta (Kcal/Kg)® 4549 4561 4538 4550 4560 4546

Crude energy
Energia digestivel (Kcal/Kg)® 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Digestible energy

Fibra bruta (%)™ 337 337 337 337 337 337
Crude fiber
Extrato etéreo (%)™ 526 529 536 526 519 523
Ether extract
Célcio total (%)™ 094 091 09 091 095 092
Calcium total
Fésforo total (%)™ 095 093 09 093 09 093
Total phosphurus
Lisina total (%)™ 1,47 1,47 1,47 1,47 1,47 1,47
Lysine total
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Acido linoleico (%) 274 2,74 274 274 2,74 274
Linoleic acid

M Composigdo por quilograma do produto (Composition per kilogram of product): 1.200.000 UI de Vitamina A,; 200.000
UI de Vitamina D;; 1.200 mg de Vitamina E; 2.400 mg de Vitamina K3; 4.800 mg de Vitamina B;; 4.800 mg de
Vitamina B,; 4.800 mg de Vitamina Bg; 4.800 mg de Vitamina By,; 48 g de Vitamina C,; 1200 mg de acido foélico
(folic acid); 12.000 mg de pantotenato de Ca (panthotenic acid); 48 mg de biotina (biotin); 108 g de cloreto de colina
(cholin); 24.000 mg de niacina (niacin); 50.000 mg de Fe; 3.000 mg de Cu; 20.000 mg de Mn; 30.000 mg de Zn; 100
mg de I; 10 mg de Co; 100 mg de Se,. PValores estimados com base nos coeficientes de digestibilidade dos
ingredientes segundo Rostagno et al. (2005). @Estimated values based on the coefficients of digestibility of ingredient amino
acids, phosphorus according to Rostagno et al., (2005)

@ Allzyme SSF - Niveis minimos de garantia de atividade enzimatica: a-amilase, 30 UA/g; B-glucanase, 200 Ul/g;
celulase, 40 Ul/g; protease fungal, 700 Ul/g; pectinase, 4000 Ul/g; fitase, 300 Ul/g; xilanase, 100 Ul/g. Minimum
levels of guarantee of enzyme activity: a-amylase, 30 UA/g; B-glucanase, 200 Ul/g; cellulase, 40 Ul/g; pectinase,
4000 Ul/g; xylanase, 100 Ul/g

As racles experimentais foram isoprotéicas (30% PB) e isoenergéticas (3.000
kcal de ED/ kg), sendo os ingredientes moidos, pesados e misturados em saco plastico.
Posteriormente, para os devidos tratamentos, o complexo enzimatico SSF foi
incorporado através de uma nova mistura. Esta mistura foi umedecida com 4gua a 55°C
e peletizada em moedor de carne. Posteriormente, os péletes foram secos em estufa de
ventilagdo forgada por 14 horas a 55°C.

Diariamente, 30 minutos ap6és a Tultima alimentagdo, cada cuba foi
criteriosamente limpa, sendo removidas as fezes e as possiveis sobras de ra¢ao presentes
naquele momento. Além disso, 40% da 4gua de cada cuba foram renovadas com o
intuito de auxiliar na limpeza. Com a cuba limpa, deu-se inicio ao periodo de coleta de
fezes que foram realizados nos horarios de 19:00, 23:00, 3:00 e 7:00. Durante nove dias,
as fezes foram coletadas. Porém, devido a quantidade de fezes obtidas diariamente e
visando as analises de nutrientes e energia, optou-se por formar um “pool” de amostras
de trés dias, em um total de trés repetigoes.

O formato de funil das cubas possibilitou a coleta das amostras por gravidade,
ou seja, as fezes foram encaminhadas para garrafas adaptadas na base da estrutura. Estas
garrafas foram apoiadas em caixas térmicas com gelo, a fim de inibir a atividade
enzimatica ¢ microbial do quimo. Nos horarios estipulados acima, as garrafas foram

removidas do sistema e encaminhadas para geladeira a 4°C, sendo substituidas por
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outras. Pela manha, ap6s a ultima coleta, grande parte da dgua presente nas garrafas foi
retirada e as fezes de cada tratamento foram estocadas em um mesmo recipiente por trés
dias de coleta, sendo diariamente congeladas em freezer a -16°C.

Ao final do experimento, todas as amostras foram liofilizadas, moidas e
encaminhadas para o Laboratorio de Analises de Alimentos do Departamento de
Zootecnia da UFV. Avaliou-se
matéria seca, proteina bruta, energia bruta, extrato etéreo, calcio e fosforo. Os
coeficientes de digestibilidade aparente foram obtidos, empregando-se o método
indireto, com o marcador 6xido de cromio-III, de acordo com a metodologia descrita
por Austreng (1978). A determinacdo da concentracdo do 6xido cromico foi realizada
pelo método da absor¢do atomica (Willians et al., 1962) e o coeficiente de

digestibilidade aparente (CDA) calculado segundo Nose (1966).

CDA (%) =[100 - 100 - (%Cr,05 dieta - % nutrientes fezes)] / [%Cr,0; fezes % nutrientes dieta]

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa SAEG -
Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (Universidade Federal de Vigosa, 2006).
Os dados foram interpretados por meio de andlises de regressdo em nivel de 5% de
probabilidade, sendo os efeitos dos niveis do complexo enzimatico SSF analisados
mediante o uso dos modelos de regressao linear, quadratico ou descontinuo Linear
Response Plateau (LRP) conforme o melhor ajustamento obtido para cada varidvel e

com base no fendmeno em estudo.
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Resultados e Discussao

O sistema de abastecimento de agua e de aeragdo manteve a temperatura e a
aeracdo uniformes durante o periodo experimental. Foram obtidos os valores de 27,6 +
0,30°C para temperatura da agua, 6,4 + 0,26 para o pH, 6,63 + 0,18 ppm para o oxigénio
dissolvido e de 2,25 x 10~ para amonia toxica. Todos os niveis avaliados estio dentro
das faixas recomendadas por Boyd (1982), Piper et al. (1982) e Kubitza (2000).

Os resultados médios dos parametros de digestibilidade estdo apresentados na
Tabela 2 e 3.

O consumo de racao foi igual para todos os tratamentos conforme a metodologia
proposta, sendo que ndo foi observado sobras de racao.

Foi observado efeito linear (p<0,05) para o coeficiente de digestibilidade aparente
da matéria seca em fun¢do dos niveis de inclusdo do complexo enzimatico SSF na
racdo. Houve melhora de 22,63% quando se utilizou o nivel mais alto do complexo
enzimatico SSF em relagdo ao tratamento controle. Estes resultados corroboram aqueles
obtidos por Tashibana et al. (2010) que verificaram melhora de 9,12% no coeficiente de
digestibilidade aparente da matéria seca ao adicionar 300 g de um complexo enzimatico
formado por -glucanase e B-xilanase em racdes a base de triticale para tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus).

Para o coeficiente de digestibilidade aparente da energia bruta e da proteina
bruta houve efeito linear (p<0,05) com o incremento dos niveis de inclusdo do
complexo enzimatico SSF. As carboidrases e as proteases presentes neste aditivo
biodisponibilizaram mais energia e aminoacidos, respectivamente, mostrando que ¢
possivel aumentar a eficiéncia alimentar, ou seja, melhorar o aproveitamento alimentar

reduzindo a excre¢do com a inclusdo deste complexo enzimatico.
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Tabela 2. Niveis do complexo enzimatico SSF e digestibilidade dos nutrientes e da

energia bruta de ragdes em tildpias do Nilo
Table 2. Enzyme complex SSF levels and digestibility of nutrients and gross energy of diets with Nile
tilapias

Parametros Niveis de inclusdo de SSF (ppm) CV (%)
(g/g) Levels of inclusion of SSF(ppm)
Parameters(g/g) 0 50 100 150 200 250

Matéria seca’ 0,5170 0,5282 0,5615 0,6038 0,6174 0,6340 3,221
Dry matter
Energia bruta' 0,5612 0,5763 0,5852 0,6440 0,6672 0,6681 3,138
Gross energy’
Proteina bruta' 0,5372 0,5427 0,5787 0,6083 0,6168 0,6306 2,068
Crude protein®
Extrato etéreo 09712 09765 09616 0,9701 0,9513 0,9614 2,035
Etereo extract

Calcio (%)1 0,8976 0,8991 0,8999 00,9247 0,9254 0,9267 1,532
Calcium®

Foésforo (%)2 0,8239 0,8315 0,8397 0,8765 0,8714 0,8771 0,965
Phosphurus®

! Efeito linear
*Linear Response Plateau (LRP)

Tabela 3. Equacgdes ajustadas para as variaveis de digestibilidade aparente dos nutrientes
e da energia bruta

2

Parametros Modelo Equagao r
Parameters Model Equation

Matéria seca Linear Y =0,487202 + 0,0256962X 0,97
Dry matter

Energia bruta Linear Y =0,530511 + 0,0246952X 0,92
Gross energy

Proteina bruta Linear Y =0,513071 + 0,0208257X 0,96
Crude protein

Calcio Linear Y =0,887033 +0,00717619X 0,82
Calcium

Fosforo LRP Y =0,8169 + 0,00669999X 0,87
Phosphurus

Em outro estudo conduzido com tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus),
Guimaraes et al. (2009) observaram que os tratamentos que continham 0,3 ¢ 0,4g de
complexo enzimatico (lipase, protease e carboidrase) / Kg proporcionaram melhora
significativa da digestibilidade aparente de proteina bruta, energia bruta e carboidratos.

Também foi verificado por Oliveira et al. (2007) que a digestibilidade aparente da
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proteina bruta aumentou de 52,04% para 64,91% ao adicionar 50g / Kg de um complexo
enzimatico contendo celulase, protease e amilase a ragdo de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus). Estes autores também observaram que para este mesmo nivel
de inclusao houve melhora na digestibilidade aparente da matéria seca e energia bruta.

Ao estudarem a incorporagdao de farelo de soja e um complexo enzimatico
composto por xilanase, amilase, celulase, protease e B-glucanase na ragdo de truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss), Ogunkoya et al. (2005) observaram efeito positivo sobre os
coeficientes de digestibilidade aparente de matéria seca, proteina bruta, fosforo e
energia. Em outro trabalho com trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss), Farhangi &
Carter (2007) verificaram que os peixes alimentados com dietas a base de tremocos sem
casca (Lupinus angustifolius) suplementada com a-galactosidase, melhoraram
significativamente a eficiéncia protéica e a digestibilidade aparente da matéria seca e da
proteina bruta.

Nao foi observado efeito linear (p>0,05) para o coeficiente de digestibilidade
aparente do extrato etéreo com o aumento dos niveis de inclusdo do complexo
enzimatico SSF. Este resultado ndo corrobora com os observados por Guimaraes et al.
(2009) e Ogunkoya et al. (2005), que verificaram aumento na digestibilidade aparente
do extrato etéreo ao adicionarem complexo enzimatico a ragdes de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), respectivamente.

Quanto ao coeficiente de digestibilidade aparente do calcio e do foésforo também
foi verificado efeito linear (p<0,05) com o aumento dos niveis do complexo enzimatico
SSF na ragdo. Porém, o modelo descontinuo Linear Response Plateau se ajustou melhor
aos dados de digestibilidade aparente do fosforo, estimando em 140,32 ppm de
complexo enzimatico SSF a partir do qual a digestibilidade permaneceu em um plato. A

fitase presente no complexo enzimatico estudado aumentou a disponibilidade de fosforo
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e indiretamente a de calcio, pois sabe-se que o fitato presente nos ingredientes de
origem vegetal possui propriedades quimicas de associar-se a alguns minerais, como
fosforo, célcio, zinco, ferro e cobre, além de algumas proteinas. Isso forma complexos
insoluveis, diminuindo a biodisponibilidade destes nutrientes. Nesse mesmo sentido,
utilizando fitase em ragdes para tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), Furuya et al.
(2001) verificaram que a maxima disponibilidade do calcio e do fosforo foi estimada ao

incluir 702 e 688 UFA/Kg, respectivamente. Em outro trabalho com tilapias do Nilo, Furuya et
al. (2005) verificaram que a digestibilidade aparente do fosforo aumentou de 26,41% para

56,10% ao adicionar 500 UFA/ Kg de racdo.
Utilizando truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) em um ensaio, Wang et al. (2009)

observaram que a digestibilidade aparente do fosforo e do célcio através de um pré-tratamento
da dieta basal com fitase foi melhor do que a inclusdo desta enzima via “spray” . Para reducdo
da excregdo pelo método “spray”, os autores recomendaram 3000 UFA/Kg de racdo, sendo
niveis menores do que 2000 UFA/Kg de ragdo se o objetivo for ganho de peso. Para o pré-
tratamento, 1000 UFA foram suficientes para melhorar a digestibilidade dos minerais.

A inclusdo do complexo enzimatico SSF em ragdes para peixes pode ser uma
alternativa nas formulagdes com altos niveis de ingredientes de origem vegetal. A
vantagem de se utilizar complexos enzimaticos ou mesmo coquetéis € que ocorre

aumento no espectro de agdo, fazendo com que as enzimas trabalhem de forma

sinérgica, tendo como produto o aumento na disponibilidade de nutrientes e de energia.
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Concluséao

Com excegdao do extrato etéreo, a inclusdo do complexo enzimatico SSF em

ragOes para tilapias do Nilo aumentou a digestibilidade aparente da matéria seca, da

energia bruta, da proteina bruta, do calcio e do fosforo.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Foram realizados trés experimentos com os objetivos de avaliar a estabilidade
do complexo enzimatico SSF ao processamento e ao tempo de estocagem de ragdo
peletizada e os efeitos deste complexo no desempenho, na disponibilizagdo de sacarose
e monossacarideos ¢ na digestibilidade de nutrientes e de energia bruta para tilapias do
Nilo. Concluiu-se que:

- quando submetidas ao processamento de ragdes peletizadas a 55°C as enzimas
avaliadas do complexo enzimatico SSF ndo perdem a estabilidade, mantendo a atividade
por no minimo 60 dias quando estocadas em ambiente de até 25°C.

- a maior biodisponibilizacdo de nutrientes afetou positivamente o desempenho de
tilapias do Nilo alimentadas com dietas contendo o complexo enzimatico SSF.

- a inclusdo do complexo enzimdatico SSF em racdes para tilapias do Nilo
aumentou a digestibilidade aparente da matéria seca, da energia bruta, da proteina bruta,

do calcio e do fosforo
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