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Fitase na digestibilidade de alimentos proteicos vegetais para o jundia Rhamdia
voulezi

RESUMO

Este estudo determinou o efeito da suplementacéo da fitase (1.500 Ul de fitase kg™ de dieta)
sobre a digestibilidade aparente, disponibilidade de minerais, deposicdo mineral nos 0ssos,
histologia do intestino e analise centesimal de filés para o jundia (Rhamdia voulezi). Foram
utilizados 360 jundids com peso médio de 236,98+54,02 g e comprimento medio de
27,39+2,02 cm distribuidos em 24 tanques conicos afunilados de 500L cada, para a coleta de
excretas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com oito tratamentos e
trés repeticOes. Foram avaliados trés alimentos proteicos (farelos de soja, canola e girassol) e
os tratamentos consistiram na formulacdo de duas dietas referéncias com cerca de 30% de
protefna bruta e 4240 kcal de energia bruta kg e duas dietas testes para cada alimento
testado. Para tanto, ap6s a mistura dos ingredientes, foram adicionados 1.500 Ul de fitase kg™
em uma repeticdo de cada dieta, obtendo-se quatro dietas sem a suplementacdo da enzima
fitase e quatro dietas com a suplementacdo da enzima. As dietas experimentais foram
compostas de 30% do ingrediente teste e de 70% da dieta referéncia e o éxido de crdmio
(Cr,03) foi utilizado como indicador inerte na proporgdo de 0,2%. Os dados obtidos foram
tabulados e submetidos a analise de variancia e, posteriormente, foi realizado o teste de
comparacao multipla de médias de Tukey (p<0,05). A anélise fatorial para os coeficientes de
digestibilidade aparente apresentaram efeito (p<0,05) para a interacdo entre os alimentos e a
suplementacdo ou ndo da fitase, com o farelo de soja apresentando os maiores valores de
digestibilidade aparente para a matéria seca, proteina e extrato etéreo. A disponibilidade dos
nutrientes dos alimentos apresentaram efeito (p<0,05) para o alimento e a suplementacdo da
enzima fitase, com os melhores resultados observados para os peixes alimentados com a dieta
suplementada com a enzima fitase. A suplementac¢do da enzima melhora a disponibilidade do
calcio e do magnésio, sendo os melhores valores de disponibilidade encontrados para o farelo
de soja. A altura das vilosidades e a espessura da camada muscular intestinal, bem como a
composicdo centesimal variaram (p<0,05) conforme os tratamentos com os alimentos. A
maior altura das vilosidades intestinais foi observada na dieta referéncia com fitase e maior
espessura da camada muscular para a dieta com o farelo de canola sem fitase. Nao foram

observadas diferencas (p>0,05) na utilizacdo ou ndo de fitase sobre a retencédo de fosforo. Por



outro lado, todos os alimentos com ou sem a suplementacdo da enzima fitase apresentaram
diferengas (p<0,05) sobre a deposi¢do de magnésio nos 0ssos. Observou-se que os alimentos
proteicos de origem vegetal avaliados respondem a acdo da fitase de maneira distinta. Entre os
alimentos avaliados, o ferelo de soja foi o que apresentou os melhores coeficientes de
digestibilidade e a suplementagdo da fitase melhorou a disponibilidade dos minerais célcio e
magnésio para 0s peixes analisados.

Palavras-chave: Aquicultura. Espécies Nativas. Fitase. Nutricao.



Phytase on digestibility of plant protein feed for catfish Rhamdia voulezi

ABSTRACT

This study had determined the effect of the supplementation of phytase (1,500 1U kg™ diet
phytase) on apparent digestibility, minerals availability, mineral deposition in the bones,
intestinal histology and proximate analysis for catfish fillets (Rhamdia voulezi). Were utilized
360 catfishes with average weight of 236.98+54.02 g and average length of 27.39+2.02 cm
distributed in 24 tapered conical tanks of 500L each for the excreta collection were used. The
experimental design was completely randomized with eight treatments and three replications.
Were measured three protein foods (soybean meal, canola and sunflower) and the treatments
consisted in the formulation of two diets references with about 30% crude protein and 4,240
kcal of gross energy kg™ and two test diets for each tested feed. For this, after the mixing of
the ingredients were added 1,500 U of phytase kg™ in a repetition of each diet, obtaining four
diets without phytase supplementation and four diets with enzyme supplementation. The
experimental diets were composed of 30% of the test ingredient and 70% of the reference diet
and chromium oxide (Cr,0O3) was used as an inert tracer in a proportion of 0.2%. Data were
tabulated and submitted to analysis of variance and later was performed the multiple
comparison test of Tukey (p<0.05). Factor analysis for the coefficients of apparent
digestibility showed effect (p<0.05) for the interaction between ingredients and
supplementation or not of phytase, with soybean meal showing the highest apparent
digestibility values for dry matter, protein and ether extract. The availability of nutrients from
food had effect (p<0.05) for food and supplementation of phytase enzyme, with the best
results observed for fish fed with the diet supplemented with the enzyme phytase. The enzyme
supplementation improves the availability of calcium and magnesium being the best values
for the availability founded on the soybean meal. The villus height and thickness of the
intestinal muscle layer and the chemical composition had varied (p<0.05) in accordance with
treatments and with ingredients. The major intestinal villus height was observed in the
reference diet with enzyme and lager thickness of the muscular layer for diet without phytase
canola meal. There were not observed differences (p>0.05) with or without phytase on
phosphorus retention. Moreover, all ingredients with or without supplementation of phytase
showed differences (p<0.05) on the magnesium deposition in bones. Was observed that the



Vi

protein ingredients of vegetable origin evaluated have responded on the different way the
effect of phytase. Among the evaluated ingredients, soybean meal had showed the best
digestibility coefficients and the supplementation of phytase had improved the availability of
the minerals calcium and magnesium for the fish analyzed.

Keywords: Aquaculture. Native Species. Phytase. Nutrition
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1 INTRODUCAO GERAL

A pesca e a aquicultura sdo alternativas para suprir as necessidades humanas
alimentares e nutricionais, além de diminuir a pobreza e gerar crescimento econémico. Ja em
2010, diante destas alternativas, estima-se que o consumo mundial de peixes foi de 128
milhdes de toneladas, com consumo medio de 18,6 kg de peixe por pessoa (FAO, 2014).

Atualmente, a Aquicultura continua sendo um dos setores de producdo animal que
mais cresce, enquanto a producédo pesqueira permanece estavel. Ainda segundo a FAO (2014),
acredita-se que a producdo pesqueira e aquicola em 2021 sejam de 172 milhGes de toneladas
de peixes e desse total a maior parte sera proveniente da aquicultura, podendo, na préxima
década, ultrapassar a producéo de carne bovina, suina e avicola.

Mas, apesar do crescimento da aquicultura, ainda sdo insuficientes os estudos com
objetivo de determinar as exigéncias nutricionais das espécies utilizadas na producdo, em
especial as espécies nativas. Neste contexto, 0s peixes nativos sdo importantes para a
aquicultura nacional, pois apresentam resisténcia, crescimento e adaptacdo aos sistemas de
cultivo, com carne de excelente qualidade e aceitacdo pelo consumidor (Melo et al., 2002;
Signor et al., 2013). Além disso, a utilizacdo de espécies nativas na aquicultura permite
aproveitar potencialidades regionais promovendo seu desenvolvimento sustentavel sem
prejuizos a fauna local. Entre as espécies que merecem destaque esta o jundid Rhamdia
voulezi, devido ao seu rapido crescimento, resisténcia ao manejo, facil reproducéo, adaptacédo
as variacOes térmicas em sistemas de cultivo e aceitacdo de variadas dietas.

As dietas formuladas para peixes apresentam ingredientes vegetais, 0s quais em alguns
casos sdo os Unicos constituintes. A grande disponibilidade de proteinas oriundas de alimentos
vegetais e sua utilizacdo nas dietas dos animais levam a necessidade de mais conhecimentos
sobre a disponibilidade dos nutrientes e sua interacdo nos processos metabolicos dos peixes.
As fontes vegetais de proteina geralmente apresentam baixa digestibilidade, com deficiéncia
em metionina e lisina, além da possibilidade de apresentar fatores antinutricionais, dentre os
quais citam-se os fitatos (acido fitico) (Cyrino et al., 2010).

O fitato presente nas sementes encontra-se indisponivel para animais monogastricos,
em fungdo da auséncia da enzima fitase no trato gastrintestinal, e nesse caso € necessaria a
suplementacéo das ragdes com fdésforo inorganico (Sajjadi e Carter, 2004; Sales et al., 2003).

Portanto, a enzima fitase, degrada o acido fitico e seus sais (fitatos) disponibilizando

inositol, inositol monofosfato e fosfato inorganico (Casey e Walsh, 2004). Uma vez que, 0



desperdicio de fosforo causa apreensdo na aquicultura, porque este mineral comumente é o
fator mais limitante no que se refere ao crescimento de algas no meio aquatico e seu excesso
pode estimular a eutrofizacdo (Overturf et al., 2003).

Vérios estudos indicam que a suplementacdo da enzima fitase € considerada
alternativa para melhorar a disponibilidade de minerais para peixes (Fortes-Silva et al., 2011,
Gongalves et al., 2005) e, essa suplementacdo e ensaios de digestibilidade permitem
determinar o valor nutricional de dietas, alimentos e nutrientes, além da quantificacdo de
volumes potenciais de material fecal oriundos do manejo alimentar, que é fonte primaria de
residuos sélidos no ambiente aquatico (Cyrino et al., 2010). Apenas 0 conhecimento espécie-
especifico da digestibilidade das dietas, ingredientes e nutrientes permitem a elaboracdo de
racGes ambientalmente corretas e economicamente viaveis para 0s peixes.

Dentre os ingredientes de origem vegetal que disponibilizam fitato e que podem ser
utilizados em ragdes para peixes esta o farelo de canola, um subproduto obtido da extragdo do
6leo da semente da canola (Gatlin 1l et al., 2007). De acordo com Bell (1993) e Bell e Keith
(1991) esse farelo apresenta maior contetdo de matéria seca, aminoacidos sulfurados, extrato
etéreo, fibra bruta, célcio, fosforo total e vitaminas do complexo B em comparacao ao farelo
de soja. Como fator limitante, o farelo de canola apresenta os metabdlitos provenientes da
hidrélise dos glicosinolatos, inibidores de tripsina, fitatos, compostos fendlicos e taninos
(Teskeredzi¢ et al., 1995).

Ja o farelo de soja é um subproduto obtido ap6s a extracdo do 6leo do gréo de soja. E a
principal fonte proteica de origem vegetal usada na nutricdo de monogastricos, inclusive para
peixes, pois, apresenta valor proteico em torno de 40%. Gatlin Il et al. (2007) relataram o
bom perfil em aminoéacidos da proteina do farelo de soja, possuindo uma concentracdo de
aminoéacidos essenciais adequada as exigéncias dos peixes. De acordo com Pezzato (1995), o
farelo de soja apresenta alto teor de lisina, além de conter vitaminas do complexo B e
minerais como célcio e fosforo.

Quanto ao farelo de girassol, é obtido ap0s o processo de extracdo do 6leo da semente
do girassol. Este subproduto apresenta teores de proteina bruta variando de 28 a 44%, com
deficiéncia em lisina, e fibra bruta variando de 14 a 32% (Villamide e San Juan, 1998). A
semente descorticada apresenta excelente palatabilidade, bom balango de aminoacidos
essenciais, altos niveis de niacina e pode substituir em até 50% a farinha de peixe nas
formulacGes de ragdes para peixes (Pezzato, 1995).

O uso de alimentos proteicos de origem vegetal estd em evidéncia no cenario mundial,

essencialemnte em paises onde sdo produzidos em grande escala, além de apresentarem custo



reduzido e com disponibilidade de grandes quantidades para o uso em racGes animais. No
entanto, seu uso e o conhecimento da agdo da enzima fitase em disponibilizar minerais
existentes nos alimentos é de suma importancia para a formulacdo de dietas economicamente
viaveis e ambientalmente corretas. Sabendo que os alimentos presentes nas racfes e suas
respequitivas proporcdes variam de acordo com a especie, 0 habito alimentar, a fase de
crescimento, o custo do ingrediente e sua disponibilidade, bem como a forma de

processamento.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliacdo da acdo da enzima fitase na digestibilidade e disponibilidade de nutrientes
de alimentos proteicos vegetais de farelo de soja, farelo de canola e farelo de girassol pelo

jundia R. voulezi.

1.2.2 Obijetivos especificos

v Determinar os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, proteina bruta,
extrato etéreo, energia bruta, calcio, fésforo total, magnésio, manganés, cobre, zinco e
ferro do farelo de soja, farelo de canola e de girassol pelo o jundia R. voulezi;

v Verificar a influéncia da suplementacdo da fitase na dieta de jundia R. voulezi nos
coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo,
energia bruta, célcio, fésforo total, magnésio, manganés, cobre, zinco e ferro dos
farelos de origem vegetal testados;

v" Avaliar a influéncia da suplementacdo da fitase nas dietas sobre a morfometria
intestinal de jundia R. voulezi.

v" Mensurar o efeito da suplementacdo da fitase na dieta de jundia R. voulezi sobre a

composigdo mineral dos 0ssos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Espécie estudada: Jundia Rhamdia voulezi

O jundié pertence ao género Rhamdia, que € composto por 11 espécies, dentre as quais
se encontra o R. voulezi. Esta espécie pertence a seguinte divisdo: Classe: Osteichtyes, Série:
Teleostei, Ordem: Siluriformes, Familia: Heptapteridae, Género: Rhamdia, Espécie: R.
voulezi. Os bagres desse género sdo de habito alimentar onivoro (Baldisserotto and Radiinz-
Neto, 2005), apresentando corpo alongado e barbilhGes relativamente grandes (Agostinho e
Gomes, 1997), e sua coloracdo varia do marrom ao cinza (Gomes et al., 2000).

No Brasil, entre as diversas espécies nativas com potencial para piscicultura, encontra-
se 0 jundid, R. spp, que, segundo Baldisserotto e Radlinz-Neto (2005), pode ser encontrada
desde o sudeste do México até a regido central da Argentina. Esta espécie é descrita como
endémica da bacia do rio Iguacgu (Ingenito et al., 2004). A bacia apresenta elevado endemismo
com indice de cerca de 80% das espécies desta ictiofauna endémicas, condicdo esta que foi
beneficiada pelo isolamento geogréfico conferido pelas cataratas do Iguagu (Agostinho e
Gomes, 1997).

Estudos do contetido estomacal de jundids adultos capturados na natureza sugerem que
esta espécie € onivora, com preferéncia por peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais e
detritos organicos (Kramer e Bryant, 1995). Porém, suas caracteristicas anatbmicas, tais como
0 trato gastrintestinal ausente de cecos piléricos ou moela, rastros branquiais curtos e
espacados, apresenta intestino de tamanho reduzido (quociente intestinal [QI] = 0,76), similar
aos de peixes carnivoros (QI<1,0) (Baldisserotto, 2009; Fracalossi et al., 2007), com
capacidade limitada para usar ingredientes energéticos ricos em amido (Moro et al., 2010;
Oliveira Filho e Fracalossi, 2006).

O jundia tem se destacado na piscicultura da regido Sul do Brasil pelo rapido
crescimento, até mesmo nos meses mais frios (Fracalossi et al., 2004), elevada eficiéncia
alimentar (Meyer e Fracalossi, 2004), resisténcia a0 manejo, carne saborosa, auséncia de
espinhas intramusculares, além de oferta da espécie na regido Sul (Canton et al., 2007).
Atinge seu potencial produtivo em temperaturas que variam de 18 a 28 °C (Carneiro et al.,
2002). Em cativeiro possui a capacidade de ingerir dietas formuladas com fontes vegetais, no
entanto, seu intestino curto, proprio de espécies carnivoras, € menos eficiente que de outros

peixes onivoros que aproveitam melhor este tipo de alimento (Rodrigues et al., 2012). Por



apresentar esta caracteristica, o jundid é considerado onivoro com tendéncia a carnivoro
(Moro et al., 2010).

Nos ultimos anos, a producdo do jundia vem aumentando nas pisciculturas
continentais e, portanto, contribuindo para o crescimento do setor aquicola nacional. De
acordo com dados do Ministério da Pesca e Aquicultura, a producdo do jundia passou de 667
toneladas em 2007 para 1089 toneladas em 2009, e a regido sul do pais participa com a maior
parte desta producdo (MPA, 2013). Entretanto, o cultivo do jundid ainda é pequeno se
comparado a producdo de outras espécies nativas, como o tambaqui e o pacu, que em 2009
foram de 46.454 e 18.171 toneladas, respectivamente (MPA, 2012).

Souza et al. (2005) afirmaram que as técnicas reprodutivas do jundia estdo dominadas,
porém, carecendo ainda de estudos relacionados a nutri¢cdo, aos sistemas de cultivo e ao
melhoramento genético. Embora sua reproducdo seja facil, a ocorréncia de grande
mortalidade pds-desova e baixa sobrevivéncia na fase larval sdo problemas recorrentes no seu
cultivo (Fracalossi et al., 2002; Tronco et al., 2007). Seu crescimento € rapido, em relacdo ao
crescimento dos alevinos em viveiros, chegando a cinco centimetros de comprimento em
aproximadamente 30 dias (Gomes et al., 2000).

Ainda, a alevinagem e o crescimento do jundia podem ser realizados em viveiros
escavados ou em tanques rede (Reidel et al., 2010; Santinon et al., 2010). Barcellos et al.
(2004) afirmaram que 100 peixes por m® é a densidade ideal para jundias cultivados em

tanques rede.

2.2 Alimentos proteicos na aquicultura

A éarea da nutricdo é de extrema importancia para a aquicultura, pois contribui para o
crescimento e salde dos peixes e gera conhecimentos das exigéncias nutricionais, sobre a
formulacdo de racdes balanceadas e 0 manejo alimentar, sendo estes necessarios para o
desenvolvimento de dietas completas (NRC, 2011).

A farinha e o 0Oleo de peixe sdo as principais fontes de proteina, energia e acidos
graxos essenciais de origem animal empregados na alimentacdo de organismos aquéticos,
mas, no entanto, a sua producdo se mantém estavel (Naylor et al., 2009). Portanto, a reducédo
ou substituicdo da farinha e 6leo de peixe na alimentagdo de organismos aquéticos por
alimentos alternativos € de fundamental importancia para o crescimento sustentavel da

aquicultura (Naylor et al., 2009).



Os ingredientes de origem vegetal apresentam elevado potencial de uso em dietas para
peixes (Naylor et al., 2009). Contudo, tais insumos contém teores variados de fatores
antinutricionais, amido e fibras que sdo aproveitadas de formas distintas entre as diversas
espéecies de peixes (Gatlin Il et al., 2007; Krogdahl et al., 2005, 2010). Neste sentido,
diversas pesquisas vém sendo realizadas nos ultimos anos para identificar fontes proteicas
alternativas, que possam substituir, total ou parcialmente, a farinha de peixe e possibilitando
assim a reducgdo nos custos com alimentacdo (Ai e Xie, 2005; Antolovi¢ et al., 2012; Deng et
al., 2006; El-Saidy e Gaber, 2003; Fabregat et al., 2011; Freitas et al., 2011; Hernandez et al.,
2007; Hosseini e Khajepour, 2013; Kitagima e Fracalossi, 2011; Lima et al., 2012, 2011;
Phumee et al., 2011; Tomas et al., 2005; Zhou et al., 2005).

Jahan et al. (2003) afirmaram que a combinacdo equilibrada de diversos alimentos
proteicos alternativos traz maior probabilidade de sucesso desta substituicdo, além de
diminuir o impacto ambiental ocasionado pela excre¢do de nitrogénio e fésforo.

No Brasil, sdo produzidos em larga escala e estdo disponiveis diversos farelos de
oleaginosas, 0s quais sdo subprodutos da industria de extracdo de 6leos. Entre eles, destacam-
se os farelos de soja, canola e girassol, ricos em proteina e amplamente utilizados na nutricao

animal.

2.2.1 Farelo de Soja

A producdo anual de soja é superior a 220 x10° milhdes de toneladas, sendo a
oleaginosa mais produzida no mundo (Masuda e Goldsmith, 2009). Aproximadamente Y4
desta producdo é transformada em farelos e tortas para o uso na industria de alimentacao
animal. Os derivados comumente utilizados na producdo de organismos aquaticos incluem o
farelo de soja, concentrado proteico de soja, 6leo de soja e lecitina de soja (Pastore et al.,
2013).

Ainda, o farelo de soja é usado como principal fonte de proteina de origem vegetal em
racOes para peixes tropicais (Pastore et al., 2013). No entanto, apresenta deficiéncia em
aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina), baixa disponibilidade de fosforo e fatores
antinutricionais (Gatlin 11l et al., 2007). Este alimento é fonte barata de proteina digestivel e
de aminoacidos essenciais para peixes cativos, pois apresenta melhor perfil de aminoacidos
essenciais entre todas as fontes de proteina vegetais, contendo os dez aminoacidos essenciais

em quantidades proximas das fontes proteicas de origem animal (Pastore et al., 2013).



Cerca de 70% do fdsforo presente no farelo de soja estdo ligados ao &cido fitico
(fitato), limitando sua disponibilidade para peixes (NRC, 2011). Gatlin Il et al. (2007)
ressaltaram desvantagens na composicéao do farelo de soja, tais como a presenca de inibidores
de proteases, 0os quais podem ser desativados aplicando agdo térmica no momento do
processamento do farelo.

Até 15% de oligossacarideos estdo presentes no farelo de soja, porém a rafinose e a
estaquinose ndo sdo digestiveis para peixes. As lectinas e aglutininas, que se unem a
hemacias, podendo ser toxicas, podem, porém, ser destruidas durante o processo de extrusao,
aplicando-se temperatura de 100 °C por cinco minutos. Hertrampf e Piedad-Pascual (2000)
apontaram fatores antinutricionais como taninos, alcaldides, isoflavona, saponina, glicosideos,
urease e baixa palatabilidade.

Entretanto, o farelo de soja esta sendo usado com éxito na substitui¢do total ou parcial
da farinha de peixe (Antolovi¢ et al., 2012; Fabregat et al., 2011; Faria et al., 2001; Freitas et
al., 2011; Hosseini e Khajepour, 2013; Kitagima e Fracalossi, 2011; Phumee et al., 2011). Sua
inclusdo pode variar de 10 a 45%, pois niveis superiores podem prejudicar o0 processo de

peletizacdo ou extrusao levando a péletes menos resistentes (Pastore et al., 2013).

2.2.2 Farelo de Canola

A canola é oleaginosa pertencente a familia das cruciferas e ao género Brassica
(Tomm et al., 2009). A semente da canola apresenta teores de aproximadamente 40% de 6leo
de boa qualidade, sendo cerca de 60% composto de acidos graxos monoinsaturados e menos
de 7% de saturados, além de residuo proteico de excelente qualidade (Gaiotto et al., 2004). A
canola foi desenvolvida a partir do melhoramento genético da colza, e contém menos de 2%
de 4cido erticico em seu 6leo e menos de 3,0 mg g™ de glucosinolatos no farelo (Bell, 1993).
Produtores australianos na década de 70 melhoraram o rendimento, a adaptacéo, a resisténcia
a doencas e a qualidade da semente, no que se refere a baixos teores dos principais fatores
antinutricionais (Cowling, 2007).

O farelo de canola apresenta aproximadamente 37% de proteina bruta, tem bom perfil
de aminoéacidos essenciais, teores estes semelhantes ao do farelo de soja, mas com teores mais
baixos de lisina e mais altos de metionina+cistina, no entanto, é subproduto muito rico em
minerais e vitaminas (Downey e Bell, 1995). Alguns fatores restringem a inclusdo do farelo

de canola em dietas para monogastricos, como, alto nivel de fibra, teores de acidos erucicos,



compostos fenodlicos, metabolitos oriundos da hidrolise dos glicosinolatos, inibidores de
tripsina, taninos e fitatos (Bell, 1993; Teskeredzi¢ et al., 1995). Todavia, 0s avangos no
melhoramento genético da planta e o uso de novas técnicas de processamento melhoraram a
disponibilidade de seus nutrientes, eliminando substancias nocivas e contribuiram na melhoria
do valor nutritivo do produto (Schone et al., 1996).

No farelo de canola cerca de 0,85% do fosforo estdo ligados ao acido fitico (Enami,
2011). Em geral, os peixes respondem bem a inclusdo do farelo de canola na dieta, com
algumas limitacGes quanto ao nivel de inclusdo (Abbas et al., 2008; Bergamin et al., 2011;
Burr et al., 2013; Davies et al., 1990; Glencross et al., 2004; Luo et al., 2012; Viegas et al.,
2008; Yigit e Olmez, 2009; Yigit et al., 2012). Niveis elevados de farelo de canola em dietas
para peixes influenciam o crescimento, a conversdo alimentar e outros parametros de
desempenho produtivo (Davies et al., 1990; Hardy e Sullivan, 1983; Takii et al., 1999; Yigit e
Olmez, 2009; Yigit et al., 2012).

2.2.3 Farelo de Girassol

O qgirassol é oleaginosa com elevada potencialidade para producdo de
biocombustiveis, sendo adaptado ao cultivo na regido Sul do Brasil (Silva e Freitas, 2008). O
farelo do girassol apresenta de 35 a 40% de proteina bruta tornando-se boa fonte proteica,
além de apresenta 0,69% de fdsforo fitico e 0,34% de fdésforo disponivel (Rostagno et al.,
2011). Apresenta deficiéncia em lisina, porém, contém niveis elevados de metionina e
arginina em relacdo ao farelo de soja, e apresenta-se como boa fonte de acido nicotinico e
colina, além de altos niveis de vitaminas. Assim, como a maioria das fontes vegetais de
proteina, o farelo de girassol contém taninos, inibidores de protease e arginina, apresentando
ainda risco de contaminacéo da matéria prima com aflatoxinas (Pastore et al., 2013).

Em geral, o farelo de girassol € substituto promissor ao farelo de soja, entretanto, seus
altos niveis de fibra podem proporcionar reducdo da digestibilidade da dieta quando usadas
em altas taxas de inclusbes (Pastore et al., 2013). Quando utilizado em ra¢fes para peixes, sua
eficacia varia de espécie para espécie. Geralmente, em baixos niveis de inclusdo apresenta
bons resultados de desempenho, no entanto, pode causar crescimento reduzido quando usado
em altas quantidades nas dietas.

A utilizacdo do farelo de girassol como fonte proteica para peixes ainda é restringida
pela presenca de compostos fendlicos, que provocam reducdo da digestibilidade protéica e



desconformidade das propriedades organolépticas e funcionais do seu farelo (Salgado et al.,
2012). Ademais, estudos demonstraram que os peixes respondem bem a inclusdo do farelo de
girassol na dieta (Adesina et al., 2013; Bilglven e Baris, 2011; Gill et al., 2006; Martinez,
1986; Olvera-Novoa et al., 2002; Rehman et al., 2013) apresentando apenas limitacdes em

relagdo ao nivel de incluséo.

2.3 Digestibilidade

As racdes formuladas e utilizadas no cultivo de organismos aquaticos sdo compostas
por mistura de alimentos em quantidades que possam ter proporcdes de nutrientes que
atendam as necessidades nutricionais diaria dos animais. Um alimento nutricionalmente
adequado deve conter elementos nutritivos exigidos para o pleno desenvolvimento das
funcBes vitais do organismo animal. O conhecimento do valor nutritivo do alimento é
fundamental para escolha deste para compor a formulagéo de ra¢6es para animais.

A determinacdo da composicdo quimica dos alimentos se constitui numa ferramenta
de suma importancia na avaliacdo do seu valor nutritivo (Pimenta et al., 2011), entretanto, a
absorcdo dos nutrientes presentes nos ingredientes ocorre de forma distinta de acordo com a
espécie animal, sendo esta variacdo possivel de quantificar por meio da determinacdo dos
coeficientes de digestibilidade. Portanto, é de fundamental importancia determinar qual o
valor nutricional dos alimentos por intermédio da determinagdo dos coeficientes de
digestibilidade.

O coeficiente de digestibilidade in vivo em peixes pode ser determinado por dois
métodos, sendo eles direto e indireto. Ambos os métodos ndo consideram a presenca de
materiais de origem enddgena ou metabdlica nas fezes, logo, os dados obtidos sdo de
digestibilidade aparente e ndo verdadeira (NRC, 2011). O método direto ou técnica de coleta
total consiste na determinacdo da digestibilidade do alimento por meio da diferenca entre o
total ingerido e fezes produzidas (Belal, 2005). O método indireto ou método do indicador,
por sua vez, possibilita a coleta parcial das fezes e alimentacdo voluntaria do animal (Belal,
2005). A maior parte dos estudos de digestibilidade com peixes é realizada pelo método
indireto, no qual um marcador, que pode estar presente naturalmente na dieta (interno) ou
introduzido em pequenas fra¢fes na dieta (externo), € usado para determinar a digestibilidade

aparente (Kitagima e Fracalossi, 2010; Storebakken et al., 1998).
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O indicador ideal ndo deve influenciar na digestdo ou na palatabilidade da dieta teste,
ter a mesma velocidade de passagem pelo trato digestorio que os demais constituintes da
dieta, ndo deve ser toxico e deve ser de facil determinacéo (Belal, 2005). Entre os marcadores
externos, o mais utilizado em estudos de digestibilidade é o 6xido de crémio Ill (Cr,03), no
entanto, outros marcadores como cinza insolivel em &cido (Tacon and Rodrigues, 1984),
celite (Atkinson et al., 1984; Bureau et al., 1999; Morales et al., 1999), polietileno (Tacon e
Rodrigues, 1984), oxido de itrio (Refstie et al., 1997; Storebakken et al., 1998), 6xido de
itérbio (Refstie et al., 1998), 6xido de lantanio (Hillestad et al., 1999), didxido de titanio (Lied
et al., 1982; Weatherup e McCracken, 1998), carbonato de bario (Riche et al., 1995), entre
outros, tém sido avaliados.

Independente do método utilizado, o ingrediente teste deve ser empregado junto com
uma dieta referéncia que atenda as exigéncias nutricionais da espécie em questdo e que deve
proporcionar apropriada aceitagdo do ingrediente pelo animal, gerando niveis normais de
ingestdo e aproveitamento dos nutrientes (NRC, 2011). Cho e Slinger (1979) recomendam o
uso de 70% da dieta referéncia mais 30% do ingrediente a ser testado, com o intuito de
simular condicbes praticas de alimentacdo. Deste modo, as diferencas entre as dietas
referéncia e a dieta teste sdo inteiramente relacionadas a presenca do ingrediente teste e séo
consideradas no calculo do coeficiente de digestibilidade (Cho e Slinger, 1979).

A medicdo quantitativa do material excretado é dificil no meio aquéatico sem que haja
nivel consideravel de erro. Mesmo assim, 0 método indireto de coleta, empregando marcador
indigestivel, € um dos mais usados para avaliar a digestibilidade em organismos aquaticos. A
porcentagem do marcador é medida na racdo e nas fezes para determinar o coeficiente de
digestibilidade aparente, sendo os calculos realizados por meio da equacdo preconizada por
Belal (2005):

CDay, = 100 - EOO X % Indicador na racéo]
L% Indicador nas fezes

Para o nutriente, com base no teor de 0xido de crébmio do nutriente da racdo e das
fezes, o coeficiente de digestibilidade aparente é calculado conforme equacdo recomendada
por Nose (1960).

0
cbA=100—| 100[ 22C%0 x(ﬁ)
%Cr,0,, Nr
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Onde:

Da, = Digestibilidade aparente;

% Cr,03 = % 6xido de cromio na ragéo;
% Cr,03¢ = % Oxido de cromio nas fezes;
N¢ = Nutrientes nas fezes;

N, = Nutrientes na ragao.

Para o ingrediente com base na digestibilidade aparente do nutriente da racédo e das
fezes, € calculado conforme equagdo recomendada por Cho e Slinger (1979).

CDa1ng — (CDrt _ab'CDrb)

Em que:

CDaying) = Coeficiente de digestibilidade aparente do ingrediente;

CD¢y) = Coeficiente de digestibilidade aparente da ragédo com o ingrediente teste;
CD¢n) = Coeficiente de digestibilidade aparente da ragdo basal;

b = Porcentagem da racdo basal;

a = Porcentagem do ingrediente teste.

Em suma, o coeficiente de digestibilidade aparente expressa a porcentagem absorvida
do nutriente existente dentro da quantidade total ofertada. Valores elevados de digestibilidade
podem sugerir alta qualidade do alimento, ou seja, que € digerido com maior facilidade pelo
trato digestorio de determinada espécie de peixe e, portanto, com maior disponibilidade dos
nutrientes.

Existem diferentes metodologias para coleta de fezes para a determinacdo dos
coeficientes de digestibilidade de ingredientes e ragdes para peixes. Dentre os meétodos
usados, tém-se: aquario inclinado com coletor conico munido de valvula para sedimentacao
de fezes (Cho e Slinger, 1979; Windell et al., 1978), extrusdo do contetdo final do intestino
por pressdao abdominal (Hajen et al., 1993; Nose, 1960), dissecacdo da porcdo distal do
intestino (Austreng, 1978; Hajen et al., 1993), suc¢do mecénica anal (Hajen et al., 1993;
Windell et al., 1978) e coleta de fezes liberadas no aquério (Watanabe e Ohta, 1995). Dentre
os fatores que podem ter influéncia na digestibilidade destacam-se: o tamanho das particulas

dos ingredientes que compdem a ragéo (Pezzato et al., 2002), a quantidade de fibra e gordura
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(NRC, 2011), o método empregado na coleta de fezes e a presenca de fatores antinutricionais
(Wilson e Poe, 1985).

2.4 Fitatos e fatores antinutricionais

Os alimentos apresentam substancias nutritivas essenciais para o desenvolvimento do
organismo e, além disso, podem apresentar grande variedade de fatores antinutricionais, como
os inibidores de proteinas, oxalatos, taninos, nitritos, entre outros, assim designados devido ao
fato de intervirem na absorcdo de nutrientes, podendo ocasionar danos a saude quando
consumidos em elevadas quantidades. Nos Gltimos anos tem-se intensificado a utilizacdo de
alimentos de origem vegetal em dietas para peixes e em determinadas fases de
desenvolvimento e para algumas espécies sdo 0s Unicos constituintes da dieta. Os fatores
antinutricionais que compdem esses alimentos estdo entre os maiores problemas para seu
aproveitamento em dietas para peixes (Cao et al., 2007).

O termo fator antinutricional tem sido empregado para descrever compostos ou classe
de compostos existentes numa gama de alimentos de origem vegetal que, quando ingeridos,
diminuem o valor nutritivo dos alimentos (Benevides et al., 2011). Esses compostos
influenciam na digestibilidade, absorcédo e, se consumidos em elevadas quantidades, podem
ocasionar danos a saude (Santos, 2006), tais como diminuicdo da disponibilidade biolégica
dos aminoacidos essenciais e minerais.

Diversos nomes e simbolos tém sido atribuidos & molécula de fitato, como: &cido
fitico, hexafosfato de mio-inositol, IP6, InsP6 ou Ins (1,2,3,4,5,6) P6 (Almeida et al., 2003). O
termo fitato remete quimicamente ao sal do acido fitico com apenas um tipo de mineral como,
por exemplo, fitato de sodio ou fitato de potéssio (Selle e Ravindran, 2007). O fitato é a forma
basica de armazenamento de fésforo durante o desenvolvimento de gréos, legumes e sementes
(Lei e Porres, 2003). A sua sintetizacdo se da por meio da fosforilagdo completa do mio-
inositol, o qual apresenta a glicose como precursora (Figura 1).

Os fitatos séo provenientes do &cido fitico ou acido hexafosférico mio-inositol, com
capacidade de formar quelantes com ions divalentes, tais como calcio e magnésio,
desenvolvendo complexos soluveis resistentes a agdo do trato intestinal, que restringem a
disponibilidade destes minerais e, ainda, interagem com os residuos basicos das proteinas,
ocasionando a inibicdo de enzimas digestivas como a pepsina, pancreatina e a-amilase
(Torrezan et al., 2010).
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Figura 1. Estrutura do mio-inositol
Fonte: Almeida et al. (2003).

O fitato € um composto complexo avaliado como um dos mais importantes fatores
antinutricionais. Ocasiona perdas significativas de nutrientes, aminoacidos e energia por
diminuir a disponibilidade ao animal, além de elevar a producdo de mucinas e aumentar o
“turnover” celular no trato digestorio (Cowieson et al., 2009). O fésforo fitico é a
denominacdo dada ao fosforo que esta ligado a molécula de hexafosfato de inositol (IP6),
sendo encontrado apenas em vegetais (Cuneo et al., 2000).

O fosforo nos alimentos de origem vegetal esta presente em maior parte na forma de
fitato, que é de baixa disponibilidade e quelante de diversos cétions bivalentes como Ca, Fe,
Mg, Zn (Surek et al., 2008). O fosforo € um elemento mineral necessario em racdes para
peixes, devendo sua suplementacdo na dieta atender as exigéncias essenciais para 0 bom
crescimento dos animais. A suplementacdo de fosforo inorganico em dieta se faz necessaria,
porém onera 0 custo da racdo e, se em excesso, eleva o risco de poluicdo ambiental. Logo, a
diminuicdo da quantidade de nutrientes lancados no meio aquatico é de grande importancia
para a aquicultura intensiva (Cheng e Hardy, 2002).

O fosforo fitico existente nos cereais e nas sementes oleaginosas varia tanto em
quantidade, quanto na sua localizacdo (Selle et al., 2003). No caso do milho, o fitato esta
localizado especialmente no gérmen e, nas leguminosas apresenta-se nos cotilédones, na soja,
em particular, encontra-se associado a corpos proteicos espalhados por toda a semente (Baker,
1991). Nos vegetais o acido fitico tem como funcdo principal a reserva de grupos fosfatos
reativos, ou seja, uma fonte de fosforo para as sementes, estoque energético, fonte de cations
(Cheryan, 1980) sendo responsavel pelo inicio da dorméncia (Reddy et al., 1982). O &cido
fitico nas sementes é complexado com potassio (K*) e magnésio (Mg®*) e, em menor
dimensao, com célcio (Ca®*) para constituir a fitina.

O acido fitico em células animais tem como fungdo a sinalizagdo da transmembrana e

mobilizagdo do calcio para as reservas intracelulares (Xu et al., 2005). Quirrenbach et al.
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(2009) salientaram que o &cido fitico pode desempenhar papel antioxidante natural, por
impedir a peroxidacéo lipidica decorrente da aceleragdo do processo de auto-oxidacéo de ions
ferrosos para fons férricos cataliticamente. O 4cido fitico em pH baixo precipita Fe** e em pH
mais elevado, forma complexos insolliveis com outros cations polivalentes, diminuindo a
biodisponibilidade de varios minerais. Em pH intestinal proximo de 6,5 (alcalino), o fitato
forma complexos com metais, geralmente na seguinte ordem: Cobre > Zinco > Cobalto >
Manganés > Ferro > Célcio (Oberleas, 1973), tornado-os indisponiveis para a absorcao.

Spinelli et al. (1983) expdem a acdo negativa do fitato sobre o desempenho produtivo
de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) considerando que tais efeitos estavam diretamente
relacionados a baixa disponibilidade dos macronutrientes (10%) e menor digestibilidade da
proteina. Gatlin e Phillips (1989) demonstraram a interacdo do calcio e da fitase sobre o
metabolismo de minerais em estudo conduzido com o bagre do canal (Ictalurus punctatus).
Pelo fato do fitato se complexar com minerais e nutrientes que compdem as dietas, os torna
indisponiveis para a absorcao reduzindo sua disponibilidade (Papatryphon et al., 1999).

Estudos evidenciam o efeito do calcio na biodisponibilidade do zinco em dietas
contendo fitato (Forbes et al., 1984; Fredlund et al., 2006; Mitchikpe et al., 2008), além do
aumento de célcio, fitato ou ambos influenciarem de forma negativa a biodisponibilidade do
zinco e do ferro (Abebe et al., 2007; Rama Rao et al., 2007).

Entre os minerais usados em dietas para animais o fésforo se sobressai por ser o
elemento mineral mais importante na alimentacdo destes animais, sendo o segundo mineral de
maior importancia na estrutura éssea, além de apresentar grande influéncia nos processos de
eutrofizacdo ambiental. O fésforo é de grande importancia nutricional, pois 16% da estrutura
Ossea é composta por este mineral (Rocha et al., 2008; Steffens, 1987), tém participa¢do nos
acidos nucléicos, na camada de fosfolipidios celulares e em diversas enzimas, influenciando
em processos metabdlicos importantes (Kumar et al., 2010; Sugiura et al., 1998).

Ainda, a inter-relacdo dos minerais pode impedir uma série de mecanismos na
absorcéo e disponibilidade, principalmente nos minerais que competem pelo mesmo sitio de
ligagdo quimica.

Sabendo-se também que o nivel nutricional inadequado de vitaminas compromete a
integridade da mucosa intestinal e pode, dessa forma, afetar a absorcdo de diversos nutrientes,
assim como a caréncia de elementos tracos pode influenciar na capacidade absortiva geral,
mecanismos especificos indispensaveis para a ingestdo de outros nutrientes (Glover e
Hogstrand, 2003; Lall e Tibbetts, 2009; Sa et al., 2005; Sandstréom, 2001).
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2.5 Fitase na alimentacao de peixes

A fitase (hexafosfato de mio-inositol fosfohidrolases) é uma enzima encontrada nos
microrganismos, plantas e certos tecidos animais, todavia as fontes microbianas sdo as mais
apropriadas para sua producdo em larga escala (Vats e Banerjee, 2004). Esta enzima tem
como funcdo catalisar a reacdo de desfosforilagdo do &cido fitico em ésteres de fosfato de
mio-inositol menores e fdsforo inorganico (Lei e Porres, 2003), aumentando sua
disponibilidade. Geralmente a atividade dessa enzima € expressa em unidades de atividade de
fitase (FTU), sendo 1 FTU a quantidade de fosforo inorganico liberado (umol) durante um
minuto de reacdo numa solucéo de fitato de sodio na concentracdo de 5,1 mmol L™ em pH 5,5
e temperatura de 37 °C (Engelen et al., 1994).

As enzimas produzidas a partir de bactérias ou fungos e tecidos vegetais podem ser
empregadas nas dietas de animais proporcionando maior disponibilidade nutricional. Possuem
a capacidade de diminuir a energia de ativacdo de reacdo catalitica e aumentam a reacdo na
ordem de 10™ vezes. A enzima fitase catalisa a hidrélise do 4cido fitico a inositol e &cido
ortofosférico (Liu et al., 1998), aumentando a disponibilidade de minerais, proteinas e
lipideos presentes nos alimentos de origem vegetal (Baruah et al., 2007; Debnath et al., 2005).

Esta enzima € estavel em pH entre 3,0 e 9,0 em temperatura inferior a 90 °C
(Pizzolante, 2000). Quando é exposta a variacOes extremas de pH e a temperaturas altas
ocorre reducdo de sua atividade, podendo ocorrer a sua destruicdo (Jermutus et al., 2001).
Caso seja armazenada em produtos com caracteristicas indcuas, esta enzima pode continuar
estavel por até seis meses, mesmo ocorrendo condi¢cdes ambientais instaveis (Classen, 1996).
Pode ser armazenada na forma pura e a baixas temperaturas e, ao ser empregada em dietas
animais, pode ser adicionada diretamente aos macroingredientes ou aos suplementos minerais
(Pizzolante, 2000).

Com excecdo do grupo de moléculas de RNA que possuem propriedades cataliticas,
todas as demais enzimas sdo proteinas. As fitases sdo constituidas por um aglomerado de
aminoacidos que se diferem em quantidades inteiramente pautadas as suas caracteristicas e
origens (Liu et al., 1998; Yi et al., 1996). Por serem proteinas, as enzimas fitases estdo
sujeitas a acao de proteases, condicdo que levaria a digestdo das fitases antes de realizarem a
hidrolise do fosforo fitico. A maior parte da digestdo proteica ocorre no intestino delgado e
grosso, porém, a hidrolise das proteinas comeca no estbmago ocorrendo, posteriormente, a
ingestdo e a liberacdo de HCI com a reducdo no pH. A queda do pH apos a ingestdo de

alimentos permite acdo mais eficiente da fitase, pois estas atuam em meio acido (Liu et al.,
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1998; Yi et al., 1996). Por exemplo, como o pH no estdmago da tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) e tildpia Mossambicus (O. mossambicus) é préximo de 1,5 e 2,5, respectivamente
(Biswas et al., 2007; Liebert e Portz, 2005), esse meio é favoravel a acdo da enzima, para
essas especies.

A primeira enzima a agir na digestdo de proteinas é a pepsina e tem relacdo ao
substrato de cerca de 150 vezes mais elevado em peixes, embora apresente baixa relacdo
proteolitica procedente do pepsinogénio em estdbmagos de tilapia. As tilapias sdo conhecidas
por terem um dos menores pH no sistema digestorio (Moriarty, 1973). A adicdo de fitase na
dieta, além de melhorar a disponibilidade da proteina (Teskeredzi¢ et al., 1995), melhora o
aproveitamento do fésforo fitico, uma vez que disponibiliza quantidades maiores de fésforo e
outros minerais complexados, pois a molécula de acido fitico compromete a ativacdo do
tripsinogéneo e a estabilidade da tripsina (Caldwell, 1992).

Estudos demonstram que a suplementacdo da enzima fitase € opgdo viavel para
melhorar a disponibilidade de minerais (Fortes-Silva et al., 2011; Gongalves et al., 2005;
Sajjadi e Carter, 2004). Os minerais sdo demandados para bom crescimento, formacao 6ssea e
desenvolvimento normal de tecidos, bem estar e satde dos animais. Em geral, as espécies de
peixes dependem do fornecimento equilibrado de minerais como célcio, zinco, magnésio,
ferro, fosforo, cobre, cobalto, manganés e potassio na dieta, além de sua caracteristica e
disponibilidade no meio aquético, formas de concentracdo e inter-relagdo para apropriada
atividade metabdlica celular e tecidual (Liebert e Portz, 2005; Sugiura et al., 1999; Watanabe
etal., 1997).

Indmeros estudos executados demonstram relagdo direta com o melhor desempenho
produtivo, disponibilidade e retencdo de minerais no tecido, proteinas e &cidos graxos com a
adicdo da enzima fitase em dietas para animais (Atakora et al., 2011; Cao et al., 2007;
Jongbloed et al., 2004; Juanpere et al., 2004). A utilizacdo de dietas a base de ingredientes de
origem vegetal para peixes com adigdo de fitase tem influenciado positivamente na
disponibilidade de nutrientes, essencialmente o fosforo (Fontagné et al., 2009; Gongalves et
al., 2007; Riche e Brown, 1996; Sajjadi e Carter, 2004).

Riche and Brown (1996) obtiveram valores para a disponibilidade do fosforo para
farelo de algoddo de 56,30%, farelo de soja de 46,60%, farelo de canola 46,20% e gluten de
milho de 76,80% em dietas para truta arco-iris (O. mykiss). A digestibilidade aparente de
fosforo em dietas pela tilapia do Nilo é melhorada com suplementagéo de 1.000 unidades de
fitase kg™ de dieta, quando a dieta for & base de ingredientes de origem vegetal (Goncalves et
al., 2007).
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A suplementacdo de célcio e fosforo em dietas para larvas de truta arco-iris (O.
mykiss) ndo melhora a deposicdo desses minerais no tecido e ndo tém influéncia no
desempenho produtivo, tendo como resultado aumento na excrecdo fecal dos minerais
(Fontagné et al., 2009). No entanto, os autores salientaram que houve maior ossificacdo nas
larvas arragcoadas com as dietas suplementadas com caélcio e fosforo em relacdo a dieta com
auséncia de suplementacao.

Alimentos vegetais, a exemplo do farelo de soja, apresentam cerca de 60% do fosforo
na forma de fitato (Sajjadi e Carter, 2004), portanto, nestas condi¢cdes o peixe ndo o absorve,
pois ndo possuem a enzima fitase no sistema digestdrio (Jackson et al., 1996; Ketola e
Harland, 1993; NRC, 2011). Jackson et al. (1996) observaram maximo crescimento e
deposicdo de fosforo nos ossos do bagre do canal com 500 UFA kg™ de dieta, para tanto, os
autores usaram uma dieta contendo 0,19% de fésforo disponivel (0,60% de fdsforo total) com
suplementacéo de niveis crescentes de fitase (0, 500, 1.000, 2.000 e 4.000 UFA kg™ de dieta),
além de relatarem reducdo de 33,0% na excrecdo de fésforo com a suplementacdo de fitase
em relacdo a dieta controle. Assim, a suplementacdo de fitase nas dietas promove a
desfosforilacdo do fdsforo fitico aumentando sua disponibilidade.

Bock et al. (2007) avaliaram a adic&o de niveis de fitase (1.000, 1.500 e 2.000 UF kg™
de dieta) em dietas a base de alimentos de origem vegetal e relataram que a adi¢do da enzima
na dieta pode diminuir a necessidade de inclusdo de fosforo inorganico em dietas para peixes.
Gongalves et al. (2005) avaliaram a suplementacéo de niveis de 0, 1.000 e 2.000 UFA kg™ de
dieta sobre a disponibilidade de minerais (magnésio, calcio, zinco, cobre, manganés e ferro)
em alimentos de origem vegetal, tanto energéticos quanto proteicos, utilizados em dietas para
a tilapia do Nilo. Os autores supracitados relatam que a suplementagdo de fitase nas dietas
aumentou a disponibilidade de magnésio, cobre, zinco e manganés dos alimentos avaliados
para a tilapia do Nilo.

Maior ganho de peso e retencdo de nitrogénio e fosforo na carcaca de truta arco-iris
com suplementacéo de fitase foram relatados por Cain e Garling (1995). Vielma et al. (1998)
avaliaram dietas a base de soja contendo 1.500 UFA kg™, para juvenis de truta arco-iris. Os
autores observaram maior ganho de peso e disponibilidade de fosforo, assim como aumento
na retencdo de magnésio e zinco na carcacga dos animais. Lanari et al. (1998) afirmam que a
suplementacéo de fitase em dietas para truta arco-iris resulta na melhora da disponibilidade de
fosforo e reducdo em sua excrecdo. A suplementacdo de fitase em dietas para o salmdo do
Atlantico (Salmo salar) promove melhora na digestibilidade da proteina, disponibilidade do

fosforo e diminuicdo na excrecéo de fosforo para 0 meio ambiente (Storebakken et al., 1998).
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Dietas a base de farelo de soja para truta arco-iris (O. mykiis) com suplementacdo de 1.000
UF kg™ de dieta promove maior eficiéncia alimentar, disponibilidade e utilizacdo do fésforo
(Rodehutscord e Pfeffer, 1995).

Schéfer et al. (1995), em estudo com a carpa comum (Cyprinus carpio), nao
observaram influéncia no desempenho produtivo, na digestibilidade da proteina, do extrato
etéreo e da energia com a adicdo de fitase na dieta, no entanto, houve reducéo na excrecao de
fosforo no ambiente. Striped bass (Morone saxatilis) arracoados com dietas com
suplementacéo de fitase e tendo como base o farelo de trigo, farelo de soja e trigo apresentou
melhora na disponibilidade de fésforo (Hughes, 1998). Mesmo com a suplementacéo de fitase
nas dietas ndo ocorre a hidrolise do &cido fitico por completo e, portanto, parte consideravel
do fésforo na forma de fdsforo fitico permanecera indisponivel, mesmo com altas doses de

suplementacéo de fitase nas dietas (Maenz et al., 1999).
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CAPITULO |

Fitase na digestibilidade de alimentos proteicos vegetais para o
jundia Rhamdia voulezi

RESUMO

Neste estudo determinou o efeito da enzima fitase suplementada (1.500 Ul de fitase kg™ de
dieta) em dietas para o jundia (Rhamdia voulezi) sobre os parametros de digestibilidade
aparente, disponibilidade e deposi¢cdo mineral nos 0ssos, histologia do intestino e analise
centesimal. Foram utilizados 360 jundias com peso médio de 236,98+54,02 g distribuidos em
24 tanques cilindro-conicos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
oito tratamentos e trés repeticdes. Foram avaliados trés alimentos proteicos (farelos de soja,
canola e girassol) e os tratamentos consistiram na formulacdo de duas dietas referéncias e
duas dietas testes para cada alimento. Ap6s a mistura dos ingredientes, foi adicionada a fitase
em uma repeticdo de cada dieta, obtendo-se quatro dietas sem e quatro dietas com a
suplementacdo da enzima. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e ao
teste de comparacdo de médias Tukey. Os melhores valores de disponibilidade obtidos foram
para o farelo de soja. A dieta referéncia resultou na maior altura das vilosidades intestinais e 0
farelo de canola na maior espessura da camada muscular. As composicGes centesimais
apresentaram diferencas (p<0,05). Observou-se que os alimentos proteicos vegetais
respondem a acdo da fitase de maneira distinta. O farelo de soja apresentou a maior
digestibilidade dos nutrientes e a suplementacdo da fitase melhorou a disponibilidade do
calcio e magnésio das dietas.

Palavras chave: Aquicultura. Enzima. Espécies Nativas. Nutricdo.
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Phytase on digestibility of plant protein feed for catfish Rhamdia
voulezi

ABSTRACT
In this study was determined the effect of supplemented phytase enzyme (1500 IU kg™ diet

phytase) in diets for the catfish (Rhamdia voulezi) on the apparent digestibility parameters,
availability and mineral deposition in bones, intestinal histology and proximate analysis. Were
utilized 360 catfishes with weight of 236.98+54.02 g distributed in 24 conical-cylinder tanks.
The experimental design was completely randomized with eight treatments and three
replications. Were evaluated three protein foods (soybean meal, canola and sunflower) and
the treatments consisted in the formulation of two references diets and two diets test for each
feed. After mixing the ingredients, the enzyme was added to a repetition of each diet, having
four diets with enzyme supplementation and four without. The data were subjected to analysis
of variance and Tukey mean comparison test. The best values were available for soybean
meal. The reference diet resulted in increased the height on the intestinal villus and canola
meal on a major thickness muscular layer. The proximate compositions showed differences
(p<0.05). Was observed that the plant protein foods respond to the action of phytase in
different way. Soybean meal showed the highest nutrient digestibility and supplementation
phytase of improved the availability of dietary calcium and magnesium.

Keywords: Aquaculture. Enzyme. Native Species. Nutrition.

1. Introducéao

A farinha de peixe € a fonte protéica mais empregada na formulacdo de racdes para
peixes, em funcdo do seu adequado conteldo de aminoacidos essenciais, por ndo apresentar
fatores antinutricionais e apresentar elevada digestibilidade e palatabiliadade (Gatlin 111 et al.,
2007; Kaushik e Seiliez, 2010). No entanto, em razdo de seu custo elevado e da reduzida
disponibilidade do ingrediente para a aquicultura, busca-se a substituicdo desse alimento
proteico por outros de menor valor, mas que garantam um desempenho produtivo satisfatorio
(FAO, 2012).

As fontes de proteina de origem vegetal sdo, em suma, mais baratas e estdo
disponiveis em altas quantidades em comparacédo a farinha de peixe (Bergamin et al., 2013).

No Brasil, a soja, a canola e o girassol tém sido produzidos em larga escala em virtude de sua
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potencialidade para a producdo de 6leo comestivel e combustivel (Silva e Freitas, 2008), o
que tem elevado a disponibilidade de farelos desses cultivares. No entanto, a utilizacdo de
alimentos vegetais é restringida pela presenca de substancias antinutricionais, que podem
atuar de forma direta, ou através de seus produtos metabdlicos, no aproveitamento dos
nutrientes do alimento pelos animais. Dentre os fatores antinutricionais estdo os fitatos que é
de baixa disponibilidade e estdo presentes em concentracdes de 0,34; 0,54 e 0,69% no farelo
de soja, no farelo de canola e no farelo de girassol, respectivamente (Rostagno et al., 2011;
Surek et al., 2008)

Como visto, alimentos vegetais apresentam parte dos fosfatos na forma de fésforo
fitico (Riche e Brown, 1996), com capacidade de complexar com cations, proteinas, lipideos e
amido (Cheryan, 1980), ndo disponibilizando assim grande parte destes nutrientes para 0s
peixes, uma vez que, segundo Vielma et al. (1998), o intestino dos peixes ndo apresenta a
enzima fitase, uma fosfatase que faz a quebra da molécula do fosfato do fésforo fitico.

A enzima fitase atua no catabolismo das moléculas de fitato, disponibilizando fosforo
e outros minerais para absorcdo, metabolismo e retencdo nos 0ssos (Moreira et al., 2009) e
junto com a determinacdo dos coeficientes de digestibilidade de alimentos usados na
elaboracdo de dietas para peixes, permite a formulacdo de dietas balanceadas com baixos
excedentes de nutrientes ao meio, principalmente nitrogénio e fésforo.

Dentre as espécies nativas brasileiras com potencial para a piscicultura estdo as que
pertencem ao género Rhamdia. Entre elas, esta o R. voulezi, que é uma espécie endémica da
bacia do rio Iguacu (Freitas et al., 2011). Em ambiente natural, tem preferéncia por locais
mais profundos, como lagos e pocos, preferencialmente com aguas calmas, abrigando-se entre
a vegetacdo local e possui 0 hébito de sair a noite a procura de alimento. E considerada por
muitos autores como uma espécie onivora com tendéncia carnivora (Moro et al., 2010) e por
esse fato € capaz de aproveitar dietas que apresentam fontes de origem vegetal como seus
principais constituintes (Rodrigues et al., 2012). Seu crescimento é rapido em sistema
intensivo de cultivo, além de apresentar carne de excelente qualidade com baixo teor de
gordura, poucos espinhos, bom rendimento de carcaca e aceitagdo pelos consumidores (Signor
etal., 2013).

Diante disso, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a digestibilidade de nutrientes e
energia do farelo de soja, farelo de canola e farelo de girassol, com e sem suplementacédo de

fitase em dietas para o jundia R. voulezi.
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2. Material e Métodos

2.1. Delineamento experimental

Para a digestibilidade foram utilizados 360 jundids R. voulezi com peso médio de
236,98+54,02 g e comprimento médio de 27,39+2,02 cm, que foram distribuidos em 24
tanques conicos com capacidade de 500 litros, providos de um copo coletor na sua parte
inferior, para depoésito de material fecal, em um delineamento inteiramente casualizado com
oito tratamentos (quatro sem e quatro com a suplementacdo de 1.500 Ul kg™ de fitase) e trés
repeticdes. A unidade experimental foi considerada um tanque coénico com 15 peixes. A
distribuicdo dos animais foi realizada de forma a minimizar o estresse de manejo.

Dentro de cada tanque coOnico foi instalado um tanque rede de formato circular,
confeccionado em tela de polietileno, com malha de 2,5 cm entre n6s e dimensdes de 75,0 cm
de altura por 78,0 cm de diametro, nos quais foram mantidos os peixes. Estes receberam trés
refeicOes até proximo a saciedade, as 11, 14 e 18 horas por um periodo de 65 dias. A noite, foi
acoplado o copo coletor de fezes por gravidade e mantidos até a manha do dia subsequente,
qguando foram realizadas as coletas das fezes.

Os tangues conicos permaneceram interligados em um mesmo sistema de recirculacao
com filtragem biol6gica da &gua, durante todo o periodo experimental. O sistema de
recirculacdo de agua € constituido por uma caixa de fibra de vidro com capacidade para
1.000L, onde foi instalado um termostato de 300 watts, regulado para manter a temperatura da
agua em 24,0 °C. O bombeamento da agua para o sistema foi realizado por meio de bomba

d’agua de alta pressao.

2.2. Avaliacdo do pH intestinal

Foram coletados aleatoriamente cinco jundias para a avaliacdo do pH do intestino
médio. Os peixes encontravam-se alojados em um tanque de 1 m® confeccionado em
polietileno e estava instalado no interior de um tanque de 200 m?, localizado no Instituto de
Pesquisas em Aquicultura Ambiental - INPAA da Universidade Estadual do Oeste do Parana -
Unioeste. Para tanto, os peixes foram submetidos a eutanasia em agua e gelo (+ 4 °C) e em
seguida, foi realizada a retirada do intestino. O intestino medio foi pesado e, na sequéncia a
porcdo do intestino médio foi macerada em Gral de Porcelana com Pistilo e posteriormente

transferido para tubos Falcon e adicionou-se agua Milli-Q, na propor¢do 1:10, peso (g) e



39

volume (mL), respectivamente. O sobrenadante foi centrifugado a 3000 RPM para anélise
subsequente de pH por meio de pHmetro de bancada, obtendo-se para o jundid um pH
intestinal de 6,90+0,02.

2.3. Dietas experimentais

Foram avaliados trés ingredientes proteicos: farelo de soja, canola e farelo de girassol
(Tabela 1). Para a determinacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente, foi elaborada
duas racdes referéncia (Tabela 2). Desta racdo derivaram-se mais seis ragdes contendo os
ingredientes a serem testados, com e sem fitase. Foi preparado um total de quatro ragdes sem
a enzima fitase e quatro com a suplementacdo de 1.500 Ul kg™ de fitase (Rocha et al., 2007).
As seis dietas experimentais foram compostas de 30% do ingrediente teste e de 70% da dieta
referéncia e o 6xido de crémio Il foi utilizado como indicador inerte na proporg¢do de 0,2%

(Tabela 2). Adotou-se a dieta referéncia para determinacédo da digestibilidade dos nutrientes.

Tabela 1. Composicdo quimica dos alimentos utilizados nas racdes experimentais (matéria

seca)’.

Item Farelo soja Farelo canola Farelo girassol
Matéria seca (g kg™) 893,60 917,10 916,40
Proteina bruta (g kg™)* 439,50 377,80 342,30
Energia bruta (Kcal kg™)® 4147,00 494750 4483,50
Extrato etéreo (g kg™)? 41,40 168,10 68,80
Matéria mineral (g kg™)? 73,40 63,20 55,60
Fésforo total (g kg™)* 7,10 7,60 7,60
Calcio (g kg™)° 8,80 6,00 9,80
Magnésio (g kg™*)* 3,60 4,90 6,50
Manganés (g kg™)? 0,05 0,05 0,04
Cobre (g kg™)® 0,04 0,02 0,05
Zinco (g kg™)® 0,70 0,90 1,20
Ferro (g kg™*)® 0,60 1,00 1,50

Valores determinados no Laboratério de Qualidade de Alimento do Grupo de Estudos e Manejo na Aquicultura
— GEMAQg-Unioeste, Toledo, Parana

?\alores médios de analises realizadas em duplicata

*Valores determinados no Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias da UNESP,
Botucatu, S&o Paulo.

A fitase (BASF - Natuphos®) obtida pela fermentacdo por meio de fungos do grupo
Aspergillus niger e utilizada apresentava concentragdo de 10.000 UFA g, sendo esta
granulada e acrescida na forma seca nas dietas. Uma unidade de fitase ativa (UFA) é

considerada como a quantidade de fitase que libera fésforo inorganico do fitato de sddio
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Tabela 2. Composicdo percentual e valores nutricionais das dietas experimentais suplementados ou ndo com a enzima fitase, para o jundia (g kg’

! de matéria seca)’.

Ingredientes

Dietas sem suplementacdo de fitase

Dietas com suplementacéo fitase

Referéncia  Farelo de soja  Farelo de canola  Farelo de girassol ~ Referéncia ~ Farelo de soja  Farelo de canola  Farelo de girassol
Farelo de soja (45%) 526,53 368,57 368,57 368,57 526,53 368,57 368,57 368,57
Milho 221,92 155,34 155,34 155,34 221,92 155,34 155,34 155,34
Quirera de arroz 150,10 105,07 105,07 105,07 150,10 105,07 105,07 105,07
Farinha de visceras de aves 30,00 21,00 21,00 21,00 30,00 21,00 21,00 21,00
Oleo de Soja 29,15 20,40 20,40 20,40 29,15 20,40 20,40 20,40
Farinha de peixe (55%PB) 20,00 14,00 14,00 14,00 20,00 14,00 14,00 14,00
Suplemento (min. e vit.)? 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Calcério 8,10 5,67 5,67 5,67 8,10 5,67 5,67 5,67
Sal comum 3,00 2,10 2,10 2,10 3,00 2,10 2,10 2,10
Antifangico 1,00 0,70 0,70 0,70 1,00 0,70 0,70 0,70
Antioxidante 0,20 0,14 0,14 0,14 0,20 0,14 0,14 0,14
Farelo soja - 296,10 - - - 296,10 - -
Farelo canola - - 296,10 - - - 296,10 -
Farelo girassol - - - 296,10 - - - 296,10
Composigdo quimica analisada
Matéria seca” 929,10 924,30 935,20 946,90 933,50 934,00 940,50 944,40
Proteina bruta® 306,50 299,40 322,60 312,60 287,70 296,40 317,00 314,60
Extrato etéreo’ 40,70 52,00 92,60 64,60 44,40 54,70 90,80 60,50
Energiagcal kg.1)° 4239,0 4391,0 4633,50 4532,50 4137,0 4382,50 4671,50 4518,00
Matéria mineral® 110,40 67,70 66,70 64,90 109,00 66,20 68,20 65,80
Fosforo® 5,90 6,80 7,60 6,60 6,20 6,00 7,60 7,60
Célcio® 12,20 9,00 6,70 6,80 14,10 9,20 7,10 7,20
Magnésio® 2,90 2,80 3,90 3,80 3,60 3,30 4,10 4,30
Manganés® 0,45 0,09 0,13 0,08 0,45 0,10 0,12 0,10
Cobre® 0,04 0,04 0,04 0,04 0,05 0,05 0,04 0,04
Zinco® 2,20 0,60 0,40 0,50 2,50 0,60 0,40 0,50
Ferro® 0,70 0,20 0,30 0,20 0,70 0,20 0,20 0,20

®Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.750.000UI; Vit. D3, 375.000Ul; Vit. E, 20.000UI; Vit. K3, 500mg; Vit. B1, 2.000mg; Vit. B2, 2.500mg; Vit. B6,

2.500mg; Vit. B12, 5.000mg; Ac. Félico, 625mg; Pantotenato Ca, 7.500mg; Vit. C, 37.500mg; Biotina, 50mg; Inositol, 12.500mg; Niacina, 8.750mg; Colina, 100.000mg; Co,
50mg; Cu, 1.250mg; Fe, 15.000mg; I, 100mg; Mn, 3.750mg; Se, 75mg; Zn, 17.500mg.

Valores determinados no Laboratério de Qualidade de Alimento do Grupo de Estudos e Manejo na Aquicultura — GEMAQ-Unioeste, Toledo, Parana
*Valores médios de anélises realizadas em duplicata

3Valores determinados no Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias da UNESP, Botucatu, Sdo Paulo.
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durante um minuto de reacdo numa solucdo na concentracdo de 5,1 mmol L™ em pH 5,5 e
temperatura de 37 °C (Kornegay,1999).

Os ingredientes selecionados para a elaboracdo das racGes foram moidos
individualmente em moedor tipo martelo com peneira de malha 0,5 mm, pesados e
homogeneizados a seco em um misturador automatico em “Y”, acrescentando-se 0
suplemento mineral e vitaminico ausente de fosforo. Para a mistura do 6xido de crémio e da
fitase, foi realizada uma pré-mistura desses componentes com o0s demais ingredientes e,
posteriormente, homogeneizada com o restante da dieta. A dieta farelada foi umedecida com
22% de &gua, extrusada com matriz de 3,0 mm mantendo-se a temperatura de extrusdo em 80
°C e, em seguida, os péletes foram desidratados em estufa com ventilagdo for¢ada a 55,0 °C
por 24 horas. A extrusdao da racdo foi realizada em uma extrusora marca EXTRUTEC com
capacidade de 10 kg h™ no laboratério de Nutricdo de Organismos Aquéticos do

Gemag/Unioeste.

2.4. Parametros de qualidade de agua

Os valores médios de temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica,
da agua das incubadoras durante o periodo experimental, foram de 23,30 + 0,06 °C; 7,88 *
0,5; 5,23 + 0,50 mg L™ e 13,68 + 0,12 pS cm™, respectivamente, foram monitorados com
aparelho YSI Professional Plus Multiparameter Water Quality Meter, os quais permaneceram
dentro dos valores recomendados para o jundia (Garcia et al., 2011; Maffezzolli e Nufier,
2006; Piedras et al., 2004).

2.5. Analise de digestibilidade aparente

A concentracdo de Oxido de crbmio nas racbes e nas fezes para determinar o
coeficiente de digestibilidade aparente foi realizada por espectrofotometria de absorgéo
molecular conforme metodologia descrita por Bremer Neto et al. (2005). O coeficiente de
digestibilidade aparente do ingrediente foi calculado com base no teor de 6xido de crédmio do

nutriente da racéo e das fezes, conforme equacdes preconizadas por Nose (1960):

1)
cpa=100—| 100[ 2C%0%« x(ﬁj
%CI’ZO3f Nr
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Em que: CDA = Coeficiente de digestibilidade aparente; % Cr,03 = % Oxido de
crémio na racdo; % Cr,Oz = % Oxido de cromio nas fezes; Nt = Nutrientes nas fezes; N, =
Nutrientes na racao.

A determinacéo dos coeficientes de digestibilidade aparente dos ingredientes avaliados

foi realizada utilizando-se da equacéo descrita por Cho e Slinger (1979).

(CDrt — bCDrb)
a

CDa,, =

ng

Em que: CDajpy = Coeficiente de digestibilidade aparente do ingrediente; CDy =
Coeficiente de digestibilidade aparente da racdo com o ingrediente teste; CD, = Coeficiente
de digestibilidade aparente da ragé@o basal; b = Porcentagem da racéo basal; a = Porcentagem
do ingrediente teste.

Os valores digestiveis foram obtidos por meio da equacéo:

Em que: CDa = Coeficiente de disponibilidade aparente; CDainy = Coeficiente de

digestibilidade aparente do ingrediente; Naj = Nutriente no alimento teste.

2.6. Andlise de intestino

Para a morfometria da mucosa intestinal foram coletadas por¢des de aproximadamente
5 ¢cm de comprimento do intestino médio, de seis peixes no inicio do estudo que constituiram
a amostra inicial e dois peixes por unidade experimental ao término da fase experimental,
totalizando seis peixes por tratamento. Em seguida, as amostras foram colocadas em placa de
isopor, abertas longitudinalmente, lavadas com solucgéo salina, fixadas em solucdo de formol
10% por 12 horas, desidratadas em série ascendente de &lcool, diafanizadas em xilol para
posterior inclusdo em parafina, para a obtengdo de cortes histolégicos semi-seriados de 7 pum.
Os cortes foram corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE). A captura de imagens foi
realizada no Laboratério de Captura de Imagens da Universidade Estadual do Oeste do
Parana-UNIOESTE em fotomicroscopio Olympus CX31 em objetiva de 20X, utilizando-se

sistema de imagens computadorizado (Image Pro Plus — Versdo 5.2- Media Cibernética). A
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morfometria da mucosa intestinal foi realizada em 100 vilos por animal e foram medidas as
alturas dos vilos, a partir da extremidade superior do vilo até o inicio da camada muscular, e a

espessura da camada muscular.

2.7. Analise centesimal e mineral

No inicio da pesquisa, foram coletados aleatoriamente seis peixes, que constituiram a
amostra inicial. Ao término do experimento, foram coletados dois individuos por réplica,
totalizando seis espécimes por tratamento. Para tanto, os peixes foram eutanasiados em
benzocaina na dose de 250 mg L™ para retirada dos filés e vertebras.

As avaliacdes fisicas e quimicas e de energia dos alimentos, racdes experimentais,
fezes e filés foram realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade de Alimentos - LQA,
da UNIOESTE, Toledo-PR, de acordo com os protocolos aprovados pela AOAC (1999). O
teor de matéria seca foi calculado usando-se estufa a 105 °C até peso constante (Tecnal,
modelo TE-394/2), a matéria mineral por meio da calcinacdo das amostras a 550 °C
(TRADELAB, modelo TLA 200D), enquanto que o teor de lipideos foi obtido pela extracéo
por meio de solvente (éter de petréleo) em aparelho especifico para determinacgdo de lipideos
(Tecnal, modelo TE-044-5/50). O teor de proteina foi apurado por meio do método Kjedahl,
usando-se aparelho digestor (Tecnal, modelo TE-018) e destilador (Tecnal, modelo TE-0363).
A Energia bruta foi determinada usando bomba calorimétrica (IKA, C 2000 Basic).

Todas as determinacGes de minerais foram realizadas no Departamento de Quimica e
Bioguimica do Instituto de Biociéncias da UNESP, Botucatu-SP. Para determinacdo da
concentracdo dos minerais contidos nos alimentos, racfes e fezes, realizou-se a digestdo
nitroperclérica para posterior quantificacdo. Calcio, magnésio, manganés, cobre, zinco e ferro
foram determinados por Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica em Chama (FAAS) segundo 0s
procedimentos recomendados no manual do equipamento (Cookbook Shimadzu, 2002).

2.8. Analise estatistica

Ao final do periodo experimental os dados dos coeficientes de digestibilidade aparente
de matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo, energia bruta, fésforo total, calcio, magnésio,
manganés, cobre, zinco e ferro obtidos nas diferentes unidades experimentais foram tabulados
e submetidos a analise fatorial ao nivel de significancia de 5%, com a checagem dos

pressupostos de normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e homocedasticidade de



44

variancia pelo teste de Levene. Para identificar as fontes de variagdo detectadas pela analise de
fatorial foi utilizado o teste de comparagdo multipla de médias de Tukey. Os dados obtidos
para deposicdo mineral nos 0ssos, histologia do intestino e analise centesimal de filés obtidos
com a suplementacdo ou ndo da enzima fitase, foram comparados a amostra inicial,
aplicando-se o teste de Dunnett. Todas as analises foram realizadas com auxilio do programa
computacional Statistica® versdo 7.1.

3. Resultados

3.1. Coeficiente de digestibilidade aparente

A andlise fatorial (alimento x suplementado ou ndo com fitase) para a proteina bruta,
matéria seca e extrato etéreo dos coeficientes de digestibilidade aparente entre os diferentes
tratamentos apresentaram efeito significativo (p<0,05) para o efeito de interacdo entre os
alimentos e a suplementacdo ou ndo da fitase, com os melhores resultados observados para 0s
peixes alimentados com o farelo de soja suplementado com fitase (Tabela 3).

O desdobramento dos dados com relacdo aos alimentos e a suplementacdo ou nao de
fitase evidenciou que a digestibilidade aparente foi influenciada pelo alimento e ndo pela
suplementacdo da enzima fitase. Neste sentido, o farelo de soja apresentou os maiores valores
de digestibilidade aparente para a matéria seca, proteina e extrato etéreo e o farelo de girassol

os piores valores de digestibilidade para esses nutrientes (Tabela 3).

3.2. Digestibilidade aparente de minerais

Os coeficientes de digestibilidade do calcio, fosforo total, magnésio, manganés, cobre,
zinco e ferro dos alimentos suplementados ou ndo com a enzima fitase, encontram-se na
Tabela 4. Com excessdo do cobre, todos os demais coeficientes de digestibilidade de
nutrientes dos alimentos apresentaram efeito (p<0,05) para o efeito do alimento e da
suplementacédo da enzima fitase.

No entanto, o desdobramento dos dados com relacdo a suplementacdo ou ndo da
enzima fitase, evidenciou que a suplementacéo da enzima melhora a digestibilidade do célcio
e do magnesio (Tabela 4). A digestibilidade do fdésforo, manganés, zinco e ferro sdo

influenciados pelo alimento e os melhores valores de digestibilidade sédo encontrados para o
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farelo de soja (Tabela 4). Destaca-se ainda, que, entre os alimentos, 0 magnesio, 0 zinco e 0
ferro ndo apresentaram diferencas (p>0,05) entre os farelos de canola e girassol.

Tabela 3. Coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, proteina bruta, energia
bruta e extrato etéreo de alimentados suplementados ou ndo com a enzima fitase, para o
jundia. Valores expressos em % da matéria seca.

Coeficiente de digestibilidade aparente

Efeito Tratamento MSwy  PBuy EBreaxy EEwg
Farelo de soja 94,148 94,332 86,872
Alimento Farelo de canola 77,71°  78,13° 74,93
Farelo de girassol 69,14°  68,70° 69,59°
Farelo de soja com fitase 97,58°
Farelo de soja sem fitase 93,27°
Alimento x Com Farelo de canola com fitase 85,00°
e sem fitase Farelo de canola sem fitase 77,51°
Farelo de girassol com fitase 74,96°
Farelo de girassol sem fitase 68,01°
Fonte Valor de F da analise fatorial
Alimento 141,53 158,06 65,10 54,30
Com e sem fitase 0,77 0,68 1,60 1,31
Alimento x Com e sem fitase 10,70*  4,40* 3,36 13,44*

*Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.
PB — Proteina bruta; MS - Matéria seca; EE - Extrato etéreo; EB - Energia bruta.

3.3. Histologia intestino

A altura das vilosidades e a espessura da camada muscular intestinal variaram
(p<0,05) entre os alimentos suplementados ou ndo com a enzima fitase (Tabela 5). A maior
altura das vilosidades intestinais de 6,24 um foi observada na dieta referéncia com fitase e
menor para a amostra inicial (4,30 pum), que nédo diferiu da dieta referéncia sem fitase (4,41
pum). Por outro lado, a espessura da camada muscular ndo apresentou diferencas (p>0,05)
entre a amostra inicial e a dieta soja com fitase, no entanto, a dieta canola sem fitase
apresentou a maior espessura da camada muscular (3,16 um).

Né&o foi possivel realizar as medicdes de altura das vilosidades intestinais dos peixes
alimentados com a dieta de girassol com ou sem a suplementacdo da enzima fitase, pois
nestas as vilosidades aumentaram exponencialmente de tamanho (Figura 2). Esse aumento na
altura das vilosidades intestinais possivelmente esteja relacionado com o conteddo de fibra
neste alimento. A altura das vilosidades intestinais esta atrelada ao processo de absorcdo de
nutrientes e um aumento em seu tamanho pode ser atribuido a estratégia de melhorar a

absorcéo dos nutrientes deste alimento.
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Tabela 4. Digestibilidade aparente do célcio, fésforo total, magnésio, zinco e ferro de alimentos suplementados ou ndo com a enzima fitase, para

0 jundid. Valores expressos em % da matéria seca.

Coeficiente de digestibilidade aparente

Efeito Tratamento Cavn Pon Mo Mno Ce Znon Foon
Farelo de soja 70,462 95,362 63,662 78,942
Alimento Farelo de canola 54,06" 89,18" 46,29 57,50
Farelo de girassol 17,46° 88,98" 50,06" 64,30"
Enzima fitase Com f_itase 78,902 82,892
Sem fitase 70,08 73,49
Farelo de soja com fitase 91,652
Farelo de soja sem fitase 89,27°
Alimento x Com Farelo de canola com fitase 86,40%
e sem fitase Farelo de canola sem fitase 85,66%
Farelo de girassol com fitase 84,47°
Farelo de girassol sem fitase 83,06
Fonte Valor de F da analise fatorial
Alimento 1,01 64,46 0,63 2,00 72,90 22,79 27,70
Com e sem fitase 46,40 1,26 73,58 25,78 25,50 4,90 3,19
Alimento x Com e sem fitase 22,11* 62,96* 13,85* 129,00* 2,50 5,27* 34,98*

*Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Ca — célcio; P — fésforo total; Mg - magnésio; Mn — manganés; Cu — cobre; Zn — zinco; Fe - ferro.
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Tabela 5. Altura dos vilos e espessura da camada muscular do intestino médio de jundia,
alimentados com dietas suplementadas ou ndo com a enzima fitase. Valores expressos em %
da matéria seca.

Intestino médio (um)

Tratamento Altura dos vilos Espessura camada muscular
Amostra inicial 4,30 2,35
Referéncia sem fitase 4,41 1,91*
Referéncia com fitase 6,24* 1,98*
Soja sem fitase 4,90* 2,05*
Soja com fitase 6,10* 2,27
Canola sem fitase 6,13* 3,16*
Canola com fitase 4,76* 1,65*
P valor <0,01 <0,01
F valor 116,97 81,25

*Médias na mesma coluna indicam diferencas (p<0,05) da amostra inicial pelo teste Dunnett.

3.4. Andlise centesimal dos filés

Em relagdo & composicdo centesimal e niveis de fosforo, ao final do periodo
experimental, diferencas (p<0,05) foram observadas para a amostra inicial e os tratamentos
com os diferentes alimentos com ou sem suplementacdo da enzima fitase (Tabela 6). Destaca-
se que ndo foram observadas diferencas (p>0,05) entre a amostra inicial e os demais
tratamentos para o fosforo total. Em geral a umidade dos peixes alimentados com as dietas
sem a suplementagdo de fitase foram superiores as da amostra inicial, com exce¢édo ao farelo
de soja com a suplementacdo de fitase, para a qual observaram-se diferencas (p<0,05) em

relacdo a amostra inicial.

3.5. Minerais nos 0ssos

Na tabela 7 sdo mostrados os valores de célcio, fosforo total, magnésio, cobre e zinco
nas vertebras dos jundias, alimentados com dietas suplementadas ou ndo com a enzima fitase.
Né&o foram observadas diferencas (p>0,05) da utilizacdo ou néo de fitase sobre a retencéo de
fosforo em relagdo a amostra inicial. Por outro lado, todos os alimentos com ou sem a
suplementacdo da enzima fitase apresentaram diferencas (p<0,05) sobre a deposi¢cdo de
magnésio nas vertebras, para o calcio houve diferencas (p<0,05) apenas para a dieta referéncia
com e sem suplementacdo da enzima fitase e para o farelo de canola com a suplementacao de
fitase em relacdo a amostra inicial. Nao foram observadas diferencas (p>0,05) para a dieta

referéncia suplementada com fitase e para o farelo de girassol sem a suplementacédo de fitase
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sobre a retencdo de cobre em relacdo a amostra inicial. No entanto, diferencas (p<0,05) foram
observadas para os farelos de canola e de girassol suplementados com fitase para a retencao

de zinco nas vertebras em relacdo a amostra inicial.

Tabela 6. Valores médios da analise centesimal dos filés de jundia alimentados com dietas
suplementadas ou ndo com a enzima fitase.

Composicéo centesimal

Tratamento PBus EEwe MM UM Pog
Amostra inicial 17,36 6,52 1,47 74,66 1,04
Referéncia sem fitase 14,41* 6,98 1,05* 78,03* 1,02
Referéncia com fitase 17,15 8,43* 1,51 73,56 1,06
Soja sem fitase 15,55* 3,20* 1,41 79,49* 1,05
Soja com fitase 16,08 5,08* 1,64 77,02* 1,08
Canola sem fitase 16,62 9,69* 1,14 72,35* 1,01
Canola com fitase 15,72 8,65* 1,49 74,09 1,03
Girassol sem fitase 16,67 6,75 1,50 74,76 1,09
Girassol com fitase 15,78 8,04* 1,30 75,17 1,12
F valor 4,30* 31,04* 4,28* 13,90 0,55

*Média na mesma coluna indicam diferencas (p<0,05) da amostra inicial pelo teste Dunnett.
PB — Proteina bruta; EE - Extrato etéreo; MM - Matéria mineral; UM - Umidade; P — Fdsforo total.

Tabela 7. Valores médios de célcio, fosforo total, magnésio, cobre e zinco nas vertebras do
jundia alimentados com dietas sem e com a suplementacao da enzima fitase.
Composicdo mineral vertebras

Tratamento Cay P M%) CUmgkg)  ZN(mykg)
Amostra inicial 27,80 19,61 0,36 18,60 113,90
Referéncia sem fitase 23,86* 18,98 0,33* 21,86* 116,37
Referéncia com fitase 25,60* 19,90 0,31* 20,60 117,82
Soja sem fitase 27,59 19,64 0,29* 21,64* 92,88
Soja com fitase 29,28 19,79 0,33* 21,99* 102,18
Canola sem fitase 26,51 19,10 0,32* 21,43* 105,88
Canola com fitase 24,98* 19,93 0,32* 22,97* 141,93*
Girassol sem fitase 27,38 19,41 0,28* 17,57 99,69
Girassol com fitase 28,62 19,78 0,31* 22,67* 136,39*
P valor <0,01 0,71 <0,01 <0,01 <0,01
F valor 11,90* 0,67 14,05 7,32* 9,30*

*Média na mesma coluna indicam diferencas (p<0,05) da amostra inicial pelo teste Dunnett.
Ca — célcio; P — fosforo total; Mg - magnésio; Cu — cobre; Zn - zinco.
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Figura 2. Fotomicrografias representativas das alterages morfométricas no intestino médio de
jundias submetidos a dieta de girassol suplementada ou ndo com a enzima fitase. (A) girassol com
suplementacdo de fitase em aumento de 80X, e (B) girassol com suplementacdo de fitase em
aumento de 200x, (C) girassol sem suplementacdo de fitase em aumento de 80X e (D) girassol sem

suplementacéo de fitase em aumento de 200x. Coloragéo HE.

4. Discussao

4.1. Coeficiente de digestibilidade aparente para jundia

Os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca fornecem uma estimativa
para a digestibilidade total do alimento teste e, geralmente, um baixo valor indica que uma
grande quantidade de material ndo digestivel esta presente no alimento (Li et al., 2013). Neste
sentido, os coeficientes de digestibilidade da matéria seca estimam a quantidade de residuos
solidos lancados no ambiente e pode ser utilizado para avaliar o impacto ambiental causado
pela producdo aquicola. O impacto principal dos residuos so6lidos no meio ambiente é a
deterioracdo da qualidade do solo por meio da fermentacdo anaerdbica, que causa alteraces

na fauna nativa de ecossistemas bentonicos do local (Sugiura et al., 2000).
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Figura 3. Fotomicrografi;; represg1tativas d-z:sd alteragdes morfométricas no intt;stino médio de
jundids submetidos a dieta suplementada ou ndo com a enzima fitase. (A) amostra inicial em
aumento de 80X, e (B) amostra inicial em aumento de 200x, (C) referéncia com suplementagdo de
fitase em aumento de 80X, (D) referéncia com suplementacdo de fitase em aumento de 200x, (E)
referéncia sem suplementacéo de fitase em aumento de 80X e (D) referéncia sem suplementacéao

de fitase em aumento de 200x. Coloragéo HE.

Os valores de digestibilidade da matéria seca dos alimentos vegetais obtidos neste
estudo s&o superiores aos obtidos por Oliveira Filho e Fracalossi (2006) que, em pesquisa com
o0 jundia (R. quelen), objetivando avaliar a digestibilidade do farelo de soja, obtiveram 73,3%
de digestibilidade deste alimento. Dong et al. (2010) e Zhou e Yue (2012) observaram para a
tilapia hibrida (Oreochromis niloticus x O. aureus) digestibilidade da matéria seca de 69,8 e

74,4% para o farelo de soja, respectivamente.



Figura 4. Fotomicrografias representativas das alteragdes morfométricas no intestino médio de
jundias submetidos a dieta suplementada ou ndo com a enzima fitase. (A) soja com suplementacdo
de fitase em aumento de 80X, e (B) soja com suplementacdo de fitase em aume nto de 200x, (C)

soja sem suplementacdo de fitase em aumento de 80X, (D) soja sem suplementacdo de fitase em

aumento de 200x, (E) canola com suplementagdo de fitase em aumento de 80X e (F) canola com

51
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suplementacdo de fitase em aumento de 80X, (G) canola sem suplementagdo de fitase em aumento

de 80X, (H) canola sem suplementacdo de fitase em aumento de 200x Coloracdo HE.

Em geral, a suplementagdo de fitase melhora a biodisponibilidade da proteina e esse
fato pode levar ao aumento na deposi¢do da energia, ocasionando maior crescimento dos
peixes (Liebert e Portz, 2005). Nesse sentido, Thompson e Yoon (1984) afirmaram que, no
estado nativo, o fitato pode formar complexos com o amido e salientaram a acdo da enzima
fitase no metabolismo energético a partir de estudo realizado com frango de corte. A agdo do
fitato na digestibilidade do amido de alimentos foi esclarecida por Ravindran (1999), o qual
menciona que a digestdo do amido pode ser influenciada negativamente pelo acido fitico,
podendo ser ocasionada por meio da ligacdo da a-amilase ou quelacio do Ca*? necessaria para
a ativacdo da amilase, ou através da ligacdo do amido com a proteina, formando um complexo
pouco digestivel.

Embora varios estudos tenham sido realizados com a enzima fitase, eles apresentam
grande variacdo nos valores da energia em alimentos vegetais. No entanto, a diferenca
observada em distintos estudos sobre a digestibilidade da energia, geralmente, esta ligada com
a variacdo na composicdo quimica, forma de processamento e procedéncia dos alimentos.
Entretanto destaca-se o de Gongalves et al. (2004), os quais em estudo cujo objetivo foi
avaliar o efeito da enzima fitase (0, 1.000 e 2.000 UF kg™) na digestibilidade aparente do
farelo de girassol das racdes para juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus), observaram que a
melhor digestibilidade ocorre com 2.000 UF kg™ de dieta, alcancando valores de energia de
4.201 keal kg™

Os valores de digestibilidade da energia encontrados nesse estudo para o farelo de soja
foram superiores aos obtidos por Oliveira Filho e Fracalossi (2006) de 76,5% para juvenis de
jundia (R. quelen), Zhou e Yue (2012) de 73,7% para a tilapia hibrida, Kitagima e Fracalossi
(2011) e Li et al. (2013) de 72,03 e 52,2%, para o bagre do canal, respectivamente. Contudo, a
digestibilidade da energia do farelo de canola (77,2%) para a tilapia hibrida, relatados por
Dong et al. (2010), foram semelhantes aos deste estudo. As diferencas observadas em relagéo
a eficiéncia da enzima fitase em melhorar a digestibilidade dos nutrientes dos alimentos e
ainda sua acdo como efeito dos niveis utilizados estdo ligadas ao valor biologico desses
alimentos, a natureza e a quantidade de &cido fitico que estes possam apresentar (Gongalves et
al., 2004), além dos teores de fibra bruta presente nos alimentos. A fibra, por sua vez,
influencia na digestibilidade aparente dos nutrientes das dietas, em fungéo de afetar a sua taxa

de utilizagdo, por interferir no tempo de esvaziamento gastrico, por atuar na motilidade e



53

transito intestinal, por agir na atividade das enzimas digestivas, aléem de sua capacidade de
capturar micelas de lipideos, e pela sua interacdo com a superficie da parede intestinal,
influenciando na absorcéo dos nutrientes (Madar e Thorne, 1987, Lanna et al., 2004).

Em relacdo a digestibilidade lipidica pode ser observado efeito de interacdo entre a
suplementacdo da fitase e alimentos, sendo esses resultados contrarios aos observados por
Dalsgaard et al. (2009) ao avaliarem dietas a base de ingredientes vegetais com
suplementacédo de fitase, que ndo observaram influéncia sobre a digestibilidade do lipidio em
pesquisa com a truta arco iris (O. mykiss). O mesmo efeito negativo da suplementacdo da
fitase foi reportado por Wang et al. (2009), sendo observada reducdo da digestibilidade
lipidica pela suplementacdo da fitase. O efeito negativo da suplementacdo de fitase esta
relacionado com a capacidade da enzima de inibir a atividade da lipase, diminuindo a
eficiéncia desta na hidrélise dos lipideos, causando reducdo na absorcdo deste nutriente
(Wang et al., 2009).

As diferengas observadas nos valores de digestibilidade dos nutrientes estéo
associadas a variacdo de inimeros fatores, como a qualidade da proteina do alimento usado na
racdo, pH do estdmago do peixe, forma de processamento do alimento e procedimentos
empregados na secagem da racdo (Wang et al., 2009). Contudo, a influéncia da
suplementacdo de fitase sobre a digestibilidade de nutrientes também depende de diversos
fatores, como a concentracdo e fonte de fitato na dieta, quantidade e fonte de proteina na
dieta, a digestibilidade da fonte proteica e os niveis de calcio e fosforo (Sugiura et al., 2001).

A incorporacdo de fitase em dietas com grandes quantidades de proteina de origem
vegetal aumenta significativamente a digestibilidade dos nutrientes, além de diminuir a
lixiviagdo de nutrientes das fezes (Sajjadi ec Carter, 2004). Assim, 0 uso de fitase na dieta de
peixes pode ser um grande aliado na reducdo da descarga de nutrientes no meio aquatico
através das fezes, que ocasiona menor poluicdo aquatica (Wang et al., 2009). As diferencas
nos resultados observados na literatura podem ser devido as concentracdes no contetdo de
fitato no ingrediente utilizado na ragéo, espécie de peixes estudada e uma série de outras

caracteristicas inerentes aos ingredientes que comp8em a ragdo (Debnath et al., 2005).

4.2. Digestibilidade aparente de minerais

Aproximadamente 70% do fdsforo total das sementes de oleaginosas, grdos de cereais
e seus subprodutos apresentam-se na forma de fitato, de baixa disponibilidade para os peixes

(NRC, 2011). A baixa disponibilidade do fosforo encontrada nos alimentos de origem vegetal
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se deve a forma como esse mineral estd disposto nesses alimentos (Gongalves et al., 2007).
Nos vegetais, o fosforo faz parte da molécula designada hexafosfato de inositol ou fitato e
pode conter até 81,0% do teor de fosfato presente nos vegetais (Riche & Brown, 1996), além
do fitato apresentar alta capacidade de quelagdo com outros minerais (Liu, 1998).

Os resultados deste estudo indicam que a suplementacdo de 1500 Ul kg™ de fitase
melhora a digestibilidade do fésforo para o jundia, além de apresentar efeito significativo na
digestibilidade da proteina e da energia. Neste sentido, inimeros trabalhos reportam melhora
na digestibilidade do fosforo com a suplementacdo de fitase em dietas a base de proteina
vegetal. Baruah et al. (2007) observaram maior digestibilidade do fésforo em juvenis de L.
rohita alimentados com suplementagdo de 750 FTU kg™ de racéo, e essa digestibilidade foi de
65,39%. Sardar et al. (2007) apontam que a suplementacdo de 500 FTU kg™ é suficiente para
aumentar a digestibilidade do fosforo em dietas para alevinos de Cyprinus carpio (L). Ja
Gongalves et al. (2007), em estudo com juvenis de tilapia do Nilo, observaram melhora na
digestibilidade do fosforo em ragGes com a suplementacdo de fitase em niveis 1.000 e 2.000
UF kg* de racdo, e observaram valores de digestibilidade de 33,93 e 33,41%,
respectivamente.

Lanari et al. (1998) e Vielma et al. (2000) atribuiram a melhor utilizagdo do fosforo
fitico aos efeitos positivos da adicdo de fitase em ragdes para a truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss). Para esta mesma espécie, a melhora na disponibilidade do fésforo do farelo de canola
suplementado com fitase foi relatada por Richie e Brown (1996) e Forster (1999). O fésforo é
considerado um dos nutrientes mais poluentes no meio aquético e, em grandes quantidades,
estimula o crescimento de algas, 0 que pode comprometer a qualidade da agua e também as
caracteristicas organolépticas da carne dos peixes.

Quanto aos minerais, Baker e Ammerman (1995) afirmam que os agentes quelantes e
a interacdo entre os proprios minerais sdo os fatores que mais afetam a disponibilidade do
zinco, sendo os agentes quelantes representados pelos fitatos, mais especificamente o
hexafosfato de inositol, normalmente encontrado em sementes de plantas, 6leos e cereais, e a
interacdo entre minerais, pela inter-relacdo de minerais como zinco e cobre em que, um pode
reduzir a disponibilidade do outro, dependendo de seu balanco.

A baixa disponibilidade do mineral zinco em alimentos vegetais e que compde as
racdes de peixes provem da complexacdo desse mineral com o fitato, ocasionando complexos
menos sollveis (Gatlin e Phillips, 1989), os quais estdo indisponiveis em funcdo da
inexisténcia da enzima fitase nos peixes (Vielma et al., 1998), que é necessaria para a

hidrélise da molécula de fitato.
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O baixo coeficiente de disponibilidade de célcio em ingredientes de origem vegetal
deve-se ao fato desse mineral se encontrar em baixa quantidade e, dependendo das perdas
enddgenas ou da presenca de fitato, fibras nesses ingredientes, a quantidade de célcio
analisada nas fezes pode ser maior que a absor¢cdo (Champagne, 1989). Sugiura et al. (1998)
ressaltaram ainda que valores baixos de disponibilidade do célcio, distinto de outros minerais,
pode ser em funcdo da regulacdo da absorcdo, ou mesmo pelo fato do célcio precipitar no
Iimen intestinal na forma de fosfato de calcio, inibindo sua absorcéo.

Também a suplementacdo da enzima fitase melhorou a disponibilidade do magnésio
em todos os alimentos avaliados. Destaca-se ainda que, entre os alimentos com a
suplementacdo da enzima fitase, o farelo de girassol e de soja apresentaram 0Ss maiores
valores de disponibilidade para este mineral. Maiores valores de disponibilidade para o
magnésio com a suplementacdo da enzima fitase também foram relatadas por Gongalves et al.
(2005) que, em estudo com juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus), objetivando avaliar a
suplementacéo da enzima fitase (0; 1.000 e 2.000 UFA kg™) para a digestibilidade do farelo
de soja e girassol, obtiveram aumento no coeficiente de disponibilidade do magnésio de
75,71; 84,29 e 88,44% para o farelo de soja e de 73,08; 67,11 e 93,93% para o farelo de
girassol, respectivamente.

A absorcdo aparente de manganés e cobre foram maiores com a suplementacdo da
enzima fitase na dieta. A fitase pode ter quebrado as ligacdes do complexo mineral-acido
fitico, e, assim, proporcionou melhor absorcdo destes minerais. Sugiura et al. (2001)
observaram aumento na absorcdo do cobre com a suplementacdo da enzima fitase na dieta de
truta arco-iris. Em estudo com alevinos de P. pangasius Debnath et al. (2005), verificaram
que a suplementacdo de 500 FTU kg™ de racéio é suficiente para aumentar a absorcdo de
manganés.

Os coeficientes de disponibilidade do ferro da canola e do farelo de girassol sem a
suplementacdo da fitase foram baixos, os valores médios de disponibilidade deste mineral
variaram de 50,55 a 61,29%, respectivamente. Tais resultados indicam a influéncia de efeitos
dietéticos, sendo a presenga de fitato e grande quantidade de fibra nesses alimentos, 0s quais
diminuem a disponibilidade dos minerais (Champagne, 1989). Esse fato pode ser reforcado
com base nas informacGes de Graf (1983), que destaca a baixa disponibilidade de ferro na
presenca do fitato que, em pH acido, ocasiona precipitacdo quantitativa das moléculas desse

mineral.
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4.3. Visolidades intestinais e expessura da camada muscular

Pode-se observar que o aumento das vilosidades intestinais dos peixes alimentados
com o farelo de girassol suplementados ou ndo com a enzima fitase deve ser consequéncia dos
niveis de fibra presente no alimento. Conforme Caballero et al. (2003), o intestino € um 6rgéo
envolvido em importantes funcgdes fisiologicas, por ser o principal local de digestdo dos
alimentos e de absor¢do de nutrientes. Portanto, o maior aproveitamento dos nutrientes
presentes na dieta é dependente da eficacia dessas fungoes.

Com relacdo aos demais alimentos avaliados suplementados ou ndo com a enzima
fitase, observa-se que a fitase induziu a diminui¢do do tamanho das vilosidades intestinais na
presenca do farelo de canola, bem como a espessura da camada muscular, no entanto, nao foi
observado o mesmo padrdo para o farelo de soja, pois a suplementacdo da fitase provocou
aumento das mesmas. Jungueira e Carneiro (2005) citaram que, quanto maior a altura da
vilosidade intestinal, maior sera a capacidade de aproveitamento de alimento pelo animal.

A proliferacdo e diferenciacdo (renovacdo celular), que resulta das divisbes mitdticas
geradas por células totepotentes (stem cels) locadas na cripta e ao longo dos vilos (Applegate
et al., 1999; Uni et al., 2000, 1998) e a extrusdo (perda de células), que ocorre geralmente no
apice dos vilos, determinam a sintese-migracdo-extrusdo (turnover celular) constante, ou seja,
a conservacao da altura das vilosidade e, por conseguinte, a conservacdo da capacidade
digestiva e de absorgéo intestinal (Caballero et al., 2003).

No entanto, quando o intestino responde a algum agente com desequilibrio no turnover
(favorecendo um dos processos citados anteriormente), ocasiona uma modificacdo na altura e
no perimetro das vilosidades. Ademais, se ocorrer maior taxa de mitose com auséncia,
decréscimo ou manutencdo da taxa de extrusao, originara um acréscimo no nimero de células
e consequente aumento no tamanho e no perimetro das vilosidades, podendo ocorrer ainda
pregueamento da parede do intestino. Se o estimulo induzir a um acréscimo na taxa de
extrusdo, existindo manutencdo ou diminuicdo na taxa de proliferagdo, o intestino ira
responder com diminui¢do na altura dos vilos e, portanto, decréscimo em sua capacidade de
digestdo e absorc¢éo (Pluske et al., 1997).

A observacdo de que as vilosidades intestinais e a espessura da camada muscular
diminuiram com a suplementacdo da enzima fitase, podem estar relacionadas com a melhor
disponibilidade de nutrientes ocasionada pela acdo da enzima fitase na descomplexacdo do
fosforo fitico, além da reducéo dos complexos fitato-proteina, a qual pode ser uma explicacdo

para esta observacdo. No entanto, novos estudos sdo necessarios para avaliar os efeitos da
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suplementacdo da enzima fitase na degradacdo do fitato nos alimentos de origem vegetal em
diferentes espécies de peixes, dependendo das caracteristicas especificas do aparelho
digestivo do peixe. Nesse sentido, analises especificas para avaliar a influéncia da enzima

fitase nas vilosidades intestinais e espessura da camada muscular sao necessarias.

4.4. Composicao centesimal dos filés

Para teores de extrato etéreo na carcaca, o apropriado nivel de fdsforo é
imprescindivel, uma vez que atua no metabolismo, diminuindo a deposi¢do de lipideos na
carcaca. A insuficiéncia de fosforo na dieta inibe a f-oxidacdo dos acidos graxos e, portanto,
0 uso de lipidios como fonte de energia e, dessa forma, 0s peixes aproveitam, a proteina como
fonte alternativa de energia (Lall, 2002). Esta afirmacdo foi constatada por Zhang et al. (2006)
em estudo com a perca prata (Lateolabrax japonicus) e reportaram reducdo nos teores de
lipidios na carcaca com o acréscimo no contetdo de fésforo disponivel na dieta (0,3 a 1,3%),
resultado também observado por Yang et al. (2006) com o “seabass” japonés.

De acordo com Porn-Ngam et al. (1993), quando a relacdo célcio:fésforo da dieta se
distancia de 1:1 (teores de célcio e fosforo total), ocorre incremento nos efeitos inibitorios do
calcio e fosforo sobre a absorcdo do zinco. Além disso, quando existe excesso de célcio
(elevada relacdo célcio:fosforo), esse mineral pode se ligar ao fosforo fitico que, por sua vez,
liga-se ao zinco. Porém, se a relacdo célcio:fosforo for baixa, ou seja, quando ocorre excesso
de fosforo, diminui a absorcédo de calcio e de zinco.

Nas condicdes em que foi realizado este estudo, pode-se concluir que os alimentos
proteicos de origem vegetal com a suplementacdo de 1.500 Ul de fitase kg™ de dieta
respondem de forma diferente a suplementacdo desta enzima. Assim, os coeficientes de
digestibilidade s&o melhorados com a suplementacdo da fitase e demonstrando que a
suplementacdo da enzima fitase melhora a digestibilidade dos nutrientes e da energia, bem
como a disponibilidade dos minerais, e é recomendada a sua utilizacdo em dietas com

elevados niveis de alimentos de origem vegetal.
4.5. Minerais nos 0ssos
Neste estudo, os dados obtidos para a retencao de fésforo nas vertebras discordam dos

registrados por Debnath et al. (2005), em trabalho realizado com juvenis Pangasius
pangasius, recebendo dieta com 350 FTU kg™ de fitase e, para o calcio a melhor deposicdo
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ocorre com 500 FTU kg™ de dieta, entretanto para 0 magnésio a suplementacdo da enzima
fitase aumenta a deposicdo desse mineral em comparacdo ao grupo controle. As diferencas
entre os resultados provavelmente estdo relacionadas com os ingredientes usados, que
disponibilizam diferentes quantidades desses nutrientes na dieta. Neste sentido, a
mineralizacdo Ossea € muito importante no status do fosforo em peixes. Dada a sua
importancia na formacao da estrutura 6ssea, um acréscimo no contetdo de fosforo em dietas
para peixes acarreta em acréscimo no teor de fosforo nos 0ssos, ocasionando aumento nos
teores de diversos minerais nos 0ssos (Borlongan and Satoh, 2001; Zhang et al., 2006).

Os minerais calcio e fésforo estdo inteiramente relacionados ao desenvolvimento,
manutencdo do sistema esquelético e a estabilidade das vértebras (McDowell 1992). Peixes
submetidos a dietas com deficiéncia em fosforo retiram ou adiam a deposi¢do do mineral do
0sso na forma de fosfato de célcio (Fontagné et al., 2009), sendo o fésforo empregado no
crescimento dos tescidos moles e o céalcio descartado (Sugiura et al., 2004).

Ponderando que 0s 0ssos representam importante fonte de reserva de calcio e fosforo,
bem como outros ions, que estdo em constante estado de mudancga com os eletrolitos presentes
no sangue e fluidos extracelular, Zhang et al. (2006) evidenciaram dois platdés em relacdo ao
ganho de peso em dietas com 0,31 e 1,17% de fosforo disponivel, tendo o primeiro platd de
fésforo sanguineo aparecido quando o nivel de fosforo disponivel da dieta passou de 0,56 para
0,70%, sugerindo que esse platd apareceu quando o nivel minimo de fésforo foi atendido para
maximizar o crescimento. Assim sendo, o primeiro plat6 foi resultante do efeito tamponante
originado do esqueleto e de outros tecidos. O segundo platd surgiu quando o conteudo de
fésforo disponivel da dieta passaram de 0,7 para 0,93%, aumentanto significativamente os
teores de fosforo no plasma e nas vértebras e apés, diminuiu, indicando que a concentragdo de
fosforo plasmatico surgiu da capacidade tamponante originaria do esqueleto e outros tecidos.

Em relacdo ao magnésio, Yang et al. (2006) trabalhando com juvenis de “silver perch”
observaram que um aumento no teor de fésforo da dieta resultou em maior concentragdo de
magnésio nas vertebras, sendo verificado maior valor desta variavel em 0,72% de fosforo
disponivel. No entanto, Helland et al. (2005) ndo relataram diferencas nas concentracdes de
magnésio em vértebras de salmdo do Atlantico submetidos a dietas com baixas ou altas
quantidades de fosforo. Porém, Roy e Lall (2003) observaracdo significante reducdo na
concentragdo de magnésio nas vértebras de “haddock™ quando o teor de fosforo nas dietas
passou de 0,42 para 0,82% na matéria seca, contudo, em nivel superior ndo foi verificado

reducdo na concentragdo de magnésio nas vertebras.
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Os resultados deste estudo em relacdo a concentracdo de zinco nas vertebras
discordam dos obtidos por Debnath et al. (2005) com alevinos de P. pangasius, onde néo
foram encontradas diferencas na concentracdo de zinco nas vertebras em relacdo ao grupo
controle, quando promoveu um aumento nos niveis de fitase nas dietas. Resultados
semelhantes também foram reportados por Yang et al. (2006) com juvenis de “silver perch” e
Helland et al. (2005) com salmdo do Atlantico, onde um aumento nos teores de fosforo nas
dietas ndo promoveu acréscimo de zinco nas vertebras. Segundo Lall (2002), quando o
fosforo estd em excesso na dieta, este pode forma quelato com o zinco e outros elementos
traco e causando reducdo na sua disponibilidade.

Debnath et al. (2005) observaram melhora na deposi¢do de cobre em vertebras de P.
pangasius com a suplementacdo da enzima fitase. Sugiura et al. (2001) também observaram
melhora na deposicdo de cobre em vertebras de truta arco-iris subemetidas a dietas
suplementadas com fitase. De acordo com Debnath et al. (2005) a méxima absor¢do de
diferentes minerais varia de acordo com a concentracdo de fitase na dieta e uma reduzida
biodisponibilidade de minerias pode ser ocasionada pela formagdo de complexos fitatos-
minerais insolUveis, a presenca de niveis elevados de um mineral (a exemplo, célcio e
magnésio) podem interferir na biodisponibilidade de minerais como célcio, magnésio, zinco,
ferro e cobre (Debnath et al., 2005; Hossain e Jauncey, 1991). Neste sentido, Debnath et al.
(2005) afirmaram que as interagfes do fitato com minerais devem ser estudados de forma
cuidadosa para determinar os efeitos mineral-mineral e mineral-fitato, objetivando assim,

otimizar a dosagem de fitase.

5. Conclusoes

O farelo de soja apresentou a maior digestibilidade dos nutrientes e a suplementacéo
da fitase melhorou a disponibilidade do calcio e magnésio das dietas. A maior altura das
vilosidades intestinais foi observada na dieta referéncia com fitase e a maior espessura da
camada muscular para o farelo de canola sem fitase. A suplementacdo da enzima fitase
influencia provavelmente na deposicdo de magnésio nos 0ssos. Destaca-se que a
suplementacdo da fitase ndo influencia na deposi¢do de fosforo nos filés e a umidade dos

peixes alimentados com as dietas sem a suplementacéo de fitase foram superiores.
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