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Blends de proteases em dietas para tilapias (Oreochromis niloticus)

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a inclusdo de diferentes niveis de blend de protease acida e
alcalina em dietas para tildpias do Nilo (Orechromis niloticus), sob o0s aspectos de
desempenho produtivo, rendimento de filé e respostas histologicas e enzimaticas. O
experimento foi conduzido no laboratério de Aquicultura do Grupo de Estudos e Manejo na
Aquicultura (GEMAQ) da Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE), campus
Toledo/PR, durante 71 dias. Foram distribuidos inteiramente ao acaso 300 peixes com peso
médio inicial de 117,89 + 5,69 g em 20 aquéarios conico-cilindricos totalizando cinco
tratamentos e quatro repeticdes com 15 animais por unidade experimental. Foram formuladas
cinco dietas experimentais com diferentes niveis de inclusdo de proteases &cida e alcalina,
sendo uma racgdo controle positivo (CP) com condic¢es suplementares de aminoacidos mais
elevados, um controle negativo (CN) com condic¢des suplementares de aminoacidos normais e
valorizacdo da protease, e trés racbes teste contendo 100, 200 e 400 gramas/toneladas de
protease acida e alcalina. Os animais foram alimentados quatro vezes ao dia (07h40, 11h40,
14h40 e 17h00 horas) e durante o periodo experimental foram monitoradas as variéveis fisico-
quimicas da &gua (temperatura, oxigénio dissolvido, pH, aménia total, aménia txica, dureza
e nitrito). Ao final do ensaio experimental foram avaliados o desempenho produtivo,
rendimento de filé e os indices viscerossomaticos. Também foram realizadas as analises
centesimais dos peixes e das dietas experimentais, a histologia dos érgdos e tecidos coletados
(figado e masculo) e as analises das enzimas digestivas e do metabolismo de aminoéacidos do
intestino e masculo dos peixes. O blend de protease influenciou na conversdo alimentar
aparente, taxa de eficiéncia proteica e nas fibras musculares. Os demais parametros avaliados
ndo tiveram efeito do blend de protease. Recomenda-se a inclusdo de 200 a 400 g/t de blend
de protease &cida e alcalina em dietas para tilapia na fase final de desenvolvimento.

Palavras-chave: Aquicultura, Aditivos, Exigéncias Nutricionais.



Protease blends in diets for tilapia (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the inclusion of different levels of acid and alkaline
protease blends in diets for Nile tilapia (Orechromis niloticus), from the aspects of productive
performance, fillet yield and histological and enzymatic responses. The experiment was
conducted in the Aquaculture laboratory of the Aquaculture Studies and Management Group
(GEMAQ) at the State University of Western Parand (UNIOESTE), Toledo/PR campus, for 71
days. 300 fish with an initial average weight of 117.89 £ 5.69 g were distributed completely at
random in 20 conical-cylindrical aquariums, totaling five treatments and four replications
with 15 animals per experimental unit. Five experimental diets were formulated with different
inclusion levels of acid and alkaline proteases, being a positive control diet (CP) with
supplementary conditions of higher amino acids, a negative control (CN) with supplementary
conditions of normal amino acids and protease enhancement, and three test rations containing
100, 200 and 400 grams/tons of acid and alkaline protease. The animals were fed four times a
day (7:40 am, 11:40 am, 2:40 pm and 5:00 pm) and during the experimental period the
physical-chemical variables of the water were monitored (temperature, dissolved oxygen, pH,
total ammonia, toxic ammonia, hardness and nitrite). At the end of the experimental trial,
productive performance, fillet yield and viscerosomatic indices were evaluated. Proximate
analyzes of the fish and experimental diets, the histology of the organs and tissues collected
(liver and muscle) and the analysis of digestive enzymes and amino acid metabolism in the
intestine and muscle of the fish were also carried out. The protease blend influenced apparent
feed conversion, protein efficiency rate and muscle fibers. The other parameters evaluated had
no effect of the protease blend. It is recommended to include 200 to 400 g/t of acid and

alkaline protease blend in diets for tilapia in the final stage of development.

Keywords: Aquaculture, Additives, Nutritional Requirements.
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1. INTRODUCAO

Originaria da Africa, Israel e Jordania, a tilapia foi introduzida no Brasil na década de
1970 pelo Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS) com objetivo de
controle de plantas aquéticas, pesca, fins de pesquisa e alimentagdo humana (Pilay, 1990). E
um peixe teledsteo de dgua doce, pertencente a familia Cichilidae, da ordem Peciformes, com
75 espécies descritas e 100 subespécies (El-Sayed, 2006), das quais cerca de 22 sao
produzidas comercialmente (Gomes et al.,, 2018), e trés sobressaem na aquicultura,
Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia (Popma; Masser, 1999; McAndrew, 2000).

Atualmente a tilapia (Oreochromis niloticus) tem se estabelecido como a principal
espécie da piscicultura brasileira, representando 60% (311 toneladas) da producdo nacional de
peixes no ano de 2018 (EMBRAPA, 2022). Esta distribuida em grande parte do pais, com
maior relevancia no Estado do Parand com uma producéo de 187,800 toneladas, seguido de
Sdo Paulo (77,300 toneladas), Minas Gerais (51,700 toneladas), Santa Catarina (42,500
toneladas) e Mato Grosso do Sul (32,200 toneladas) (Peixe BR, 2023).

Esta espécie tem despertado grande interesse comercial para o pais pois apresenta
caracteristicas zootécnicas favoraveis para a producdo como: habito alimentar diversificado,
com itens basicos da cadeia trofica (Furuya, 2010) e aceitacdo de alimento inerte apos a
absorcdo do saco vitelinico, apresenta facil adaptacdo em ambientes com alta densidade de
estocagem, sao resistentes a enfermidades (Pontes, 2011), toleram baixos niveis de
temperatura e oxigénio, variando desde 22 e 30 °C, e até 1,2 mg/L de oxigénio dissolvido
(O.D) respectivamente e pH de 5 a 9 (Ostrensky et al., 2008; Brito et al., 2017). Apresenta
também, carne de excelente qualidade nutricional, com textura firme e auséncia de espinho
em forma de “Y” (Kubitza, 2000).

Neste contexto, com o crescimento e desenvolvimento da piscicultura, os sistemas de
criagdo tornam-se cada vez mais intensificados e umas das principais exigéncias sdo a
utilizacdo de racbes com niveis adequados de nutrientes, que apresentem alta digestibilidade,
visando o desempenho dos peixes e reduzindo as perdas pelo processo de lixiviagdo de
nutrientes nos ambientes aquaticos, 0s quais comprometem a qualidade de agua do cultivo e
prejudicam o desenvolvimento dos animais (Cruz, 2017). Assim a utilizacdo de enzimas
exogenas na alimentacdo de peixes pode ser uma alternativa para melhorar as dietas e 0
aproveitamento dos nutrientes pelos animais (Silva et al., 2017).

As enzimas sdo proteinas formadas pela unido de aminoacidos ligados

covalentemente entre si (Torres et al.,, 2014) e atuam como catalizadores biologicos,
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catalisando as centenas de reagdes sucessivas pelas quais as moléculas de nutrientes sdo
degradadas, aumentando a velocidade das reagdes celulares através da diminuicdo da energia
de ativacao, sem alterarem o equilibrio quimico (Nelson; Cox, 2019). De maneira geral, a
acao das enzimas depende de diversos fatores como: a concentragdo do substrato e de enzima,
da temperatura, da variacdo do pH, da umidade, da presenca de coenzimas, da resisténcia a
atividade proteolitica e inibidores (Officer, 2000).

Considerando-se o0 uso de enzimas exogenas na alimentacdo de organismos aquaticos,
estas moléculas podem se divididas em dois grupos: enzimas destinadas a complementar
quantitativamente as enzimas enddgenas dos animais (proteases, amilases, lipases, entre
outros) e as enzimas que os animais ndo podem sintetizar (B-glucanases, pentosanases e o-
galactosidases) (Henn, 2002).

A maioria das enzimas exogenas sdo provenientes da fermentacdo de microrganismos,
principalmente dos fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma (Cruz, 2017)
que caracterizam-se por apresentar alta producdo, baixo custo, maior variabilidade e
estabilidade (Costa et al., 2004). Dentro deste grupo, as proteases sao as mais utilizadas na
alimentacdo animal (Cruz, 2017), atuando principalmente na degradacdo das proteinas
adquiridas na dieta, até que seus peptideos e aminoéacidos possam ser absorvidos e
disponibilizados as celulas, sendo utilizados na sintese de novas proteinas (Berg et al., 2004).

As proteases podem ser divididas conforme seu local de acdo: endopeptidases os quais
clivam ligacGes peptidicas no interior da molécula e exopeptidases que clivam ligacGes
peptidicas nos grupos terminais (Rao et al., 1998). Além disso, podem ser classificadas de
acordo com seu pH 6timo de atuacdo em: acidas com pH étimo entre 4,0 e 4,5, neutras com
pH 6timo de 7,0 e alcalinas com pH 6timo entre 9,0 e 10,0 (Cruz, 2017).

Segundo Espdésito (2006), a secrecdo de HCI e pepsinogénio (forma inativa) ocorre no
estomago. Estes zimogénios sdo ativados por autocatalise, os quais, liberam residuos de
aminoacidos na sua regido N-terminal (Esposito, 2006). As proteases digestivas do pancreas
sdo produzidas sob a forma de zimogénios (tripsinogénio), e ativadas no lumen do intestino
através da agdo da enteroquinase (enteropeptidase), protease do intestino delgado que
hidrolisa uma ligacdo peptidica especifica no tripsinogénio, transformando-o em tripsina
(Esposito, 2006). A partir dai, as moléculas de enteroquinase juntamente com as tripsinas
promovem um efeito cascata, responsavel pela ativagdo de novos tripsinogénios e outros
zimogénios (quimiotripsinogénio, procarboxipeptidase, proelastase e profosforilase) (Brody,
1994).
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Na nutricdo dos peixes, as proteases podem ser introduzidas as ra¢fes na forma de
complexos enzimaticos, sendo recomendado para dietas que apresentam uma grande
variedade de fatores antinutricionais (Cruz, 2017). Também podem ser incorporadas na forma
de blends que consistem em misturas fisicas de enzimas que podem ou ndo atuar sobre o
mesmo substrato, diferenciando dos demais por apresentarem uma mistura de enzimas
produzidas separadamente (Carvalho, 2013).

Atualmente, o uso de complexos ou blends enzimaticos estdo sendo muito difundidos
em dietas para diversos tipos de animais, sendo poucos os estudos em dietas para peixes. No
Brasil, a aplicabilidade das enzimas teve grandes avancos, principalmente como forma de
reduzir os problemas dos fatores antinutricionais que deterioram a qualidade de agua dos
cultivos (Dourado et al., 2014).

Segundo Yang et al. (2011) os fatores antinutricionais incluem os inibidores de
proteases (tripsina, quimiotripsina, plasmina, pronase, trombina, subtilisina, endopeptidase,
proteases de insetos, papaina, elastina, proteases microbianas), hemoaglutinantes (lectina),
antifatores de vitaminas E, A, D e B12, alérgenos, polissacarideos ndo amilaceos (PNAS),
oligossacarideos, tiaminase, gossiplo, fitoestrogenos, alcaloides e acido fitico, que estdo
presentes principalmente em dietas que possuem alimentos de origem vegetal, com niveis
adequados de proteina e nutrientes indigeriveis presentes na parede celular (Oliveira et al.,
2007). Porém, um dos principais problemas sdo que peixes ndo possuem enzimas suficientes
para digerir os fatores antinutricionais em dietas vegetais, desta forma, o uso de complexos ou
blends de proteases em racOes para peixes sdo de extrema importancia (Cruz, 2017).

Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar o uso de diferentes niveis de
blends de proteases em dietas para tilapias do Nilo.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a inclusdo de diferentes niveis de blends de proteases acidas e alcalina em

dietas para alimentacdo de tilapias (O. niloticus).

2.2. Obijetivos Especificos
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e Avaliar o desempenho produtivo, rendimento de filé e indices viscerossomaticos de
tilapias alimentadas com dietas contendo diferente niveis de blends de proteases;

e Determinar a composic¢do centesimal das dietas experimentais e dos peixes alimentados
com racOes contendo diferentes niveis de blends de proteases;

e Caracterizar a histomorfologia das fibras musculares e dos hepatdcitos de peixes
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de blends de proteases;

e Avaliar o efeito do blends de proteases nas enzimas digestivas e nas enzimas do

metabolismo de amino&cidos dos peixes alimentados com este aditivo.

3. METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Aquicultura do Grupo de Estudos e
Manejo na Aquicultura (GEMAQ), na Universidade Estadual do Oeste do Parand
(UNIOESTE), Campus Toledo/PR, Brasil, nos meses de mar¢o a maio de 2022, com duracéo
de 71 dias. Os procedimentos adotados na conducdo deste trabalho foram aprovados pelo

comité de ética no uso de animais de producéo da institui¢do (protocolo n°20/2022 CEUAP).

3.1. Elaboracdo das dietas experimentais

As racBes foram formuladas com blends de proteases acidas e alcalinas a base de
fungos filamentos do género Aspergillus niger (Rocha, 2010) e bactérias gram-positivas ndo
patogénicas do género Bacillus subtilis (Alves et al., 2018), fornecidos pela empresa
Tectron®.

Foram elaboradas cinco dietas experimentais, sendo: Ti: controle positivo (CP) com
condigcBes suplementares de aminoacidos mais elevados, T,: controle negativo (CN) com
condicBes suplementares de aminoacidos normais e valorizacdo da protease, Tz: 100, T4: 200
e Ts: 400 gramas/toneladas de proteases (Tabela 1).

As dietas foram processadas na fabrica de racdo do GEMA(q, onde inicialmente 0s
ingredientes foram triturados em moinho tipo martelo (modelo MCs 280, Vieira Moinhos e
Martelos, Tatui/SP, Brasil), peneirados em peneira de 0,3 mm, pesados, misturados durante
15 minutos em um misturador mecanico do tipo “Y” (modelo MA 200, Marconi
Equipamentos Laboratoriais, Piracicaba/SP, Brasil), extrusadas em uma extrusora (modelo E-

62 Ferraz Maquinas e Engenharia Ltda), com matriz de 4,0 mm de didmetro e secas em um
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secador tubular rotativo (modelo TE-394/3-D, Tecnal Equipamentos Cientificos para
Laboratdrios, Piracicaba/SP, Brasil). Ap6s 0 processamento e extrusdao das dietas

experimentais, as mesmas foram armazenadas em camara fria (4 °C) até sua utilizacao.

Tabela 1. Composicdo das dietas experimentais (base na matéria natural) com diferentes concentraces de
blends de proteases acidas e alcalinas para alimentacéo de tilapia do Nilo, durante 71 dias de cultivo.

Tratamentos
Ingredientes
9 Ti_cCp T2 CN T3-CN+100 T4-CN+200 T5-CN +400
g/t g/t g/t

Farelo de soja 46% PB 161,43 205,69 205,69 205,69 205,69
Milho Moido fino 267,32 300,42 300,42 300,42 300,42
Far. Visceras Aves 16,5% EE 230,58 100,00 100,00 100,00 100,00
Flo. Trigo 180,00 180,00 180,00 180,00 180,00
Far. Carne/ossos 40% PB 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Far. Penas 82% PB 14,74 58,14 58,14 58,14 58,14
Calcario Calcitico 36% 19,98 28,82 28,82 28,82 28,82
Sal Comum moido 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Bentonita 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
IPX VM PEIXE PRODUTOR 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
2,0-6,0 kg

L-Lisina 80% 1,20 2,72 2,72 2,72 2,72
DL-Metionina 98% 0,76 0,21 0,21 0,21 0,21
Propionato de Calcio 98% 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
FC-TECMAX PRO FC (0,125 - - 0,10 0,20 0,40
kg)

Caulim-Big Bag 0,40 0,40 0,30 0,20 -
CaP- Sunphase P5000 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Granular

TOTAL 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00

Niveis Nutricionais

E. Met Aves kcal/kg 2600,00 2520,00 2520,00 2520,00 2520,00
Proteina Disponivel Total % 32,00 30, 03 30,03 30,03 30,03
Gordura Bruta % 6,48 5,12 5,12 5,12 5,12
Fibra Bruta % 3,56 3,86 3,86 3,86 3,86
Amido % 24,91 27,38 27,38 27,38 27,38
Cinzas % 13,30 12,41 12,40 12,40 12,40
Calcio Total % 3,42 3,23 3,23 3,23 3,23
Fosforo Total % 1,74 1,41 1,41 1,41 1,41
Lisina Total % 1,68 1,63 1,63 1,63 1,63
Met Total % 0,55 0,43 0,43 0,43 0,43
Met + Cist Total % 1,01 0,97 0,97 0,97 0,97
Treonina Total % 1,15 1,12 1,12 1,12 1,12
Sodio % 0,55 0,51 0,51 0,51 0,51
Cloro % 0,82 0,80 0,80 0,80 0,80

!Composigdo qualitativa do premix: Veiculo Q.S.P., vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, vitamina
B6, vitamina B12, vitamina C, pantotenato de calcio, &cido félico, niacina, biotina, sulfato de manganés, sulfato de zinco, sulfato de ferro,
sulfato de cobre, sulfato de cobalto, iodato de célcio, selenito de sédio, aditivo antioxidante (B.H.T. - hidréxido de tolueno butilado). Niveis
de garantia: Vitamina A (min.) 2.000.000Ul/kg, vitamina D3 (min.) 640.000Ul/kg, vitamina E (min.) 2.400Ul/kg, vitamina K3 (min.)
680mg/kg, vitamina Bl (min.) 400mg/kg, vitamina B2 (min.) 1.000mg/kg, vitamina B6 (min.) 1.200mg/kg, vitamina B12 (min.)
4.000mcg/kg, vitamina C (min.) 40g/kg, niacina (min.) 9.000mg/kg, &cido pantoténico (min.) 3.000mg/kg, &cido félico (min.) 400mg/kg,
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biotina (min.) 35mg/kg, manganés (min.) 14g/kg, zinco (min.) 11g/kg, ferro (min.) 10g/kg, cobre (min.) 2.000mg/kg, iodo (min.) 200mg/kg,
cobalto (min.) 40mg/kg, selénio (min.) 40mg/kg, B.H.T (min.) 300mg/kg.

3.2.  Delineamento experimental: desempenho produtivo e rendimento de filé

Utilizou-se 300 exemplares de tildpias com peso inicial médio de 117,89 + 5,69 g e
comprimento inicial médio de 24,36 + 0,58 cm. Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em 20 aquarios conico-cilindricos apropriados para coletas de fezes com capacidade para 500
litros em um delineamento experimental com cinco tratamentos e quatro repeticdes,
totalizando 15 animais por unidade experimental. O sistema foi equipado com filtro
mecanico, aeracdo constante, aquecimento e sistema de recirculagdo de agua.

O manejo alimentar foi realizado por meio de quatro alimentacdes diarias, onde as
dietas foram fornecidas as 07h40, 11h40, 14h40 e 17h00 horas. Ao final do dia, foram
realizadas as coletas das ragdes depositadas no fundo dos aquérios para ajuste da conversdo
alimentar e sifonamento das caixas para retirada de residuos de excretas dos peixes.

Durante o periodo experimental, foram monitoradas as variaveis fisico-quimicas da
agua utilizando a sonda multiparametro (modelo YSI-PRO PLUS) e os kits de qualidade de
agua (Labcon Test), mensurando a temperatura (27,46 + 0,11 °C), oxigénio dissolvido (6,17 +
0,47 mg/L), pH (6,90 = 0,03), amédnia total (1,33 £ 0,02 mg/L) amonia toxica (0,03 + 0,0014
mg/L), dureza (42,03 + 0,93) e nitrito (2,08 £ 0,05 mg/L), sendo que estes mantiveram-se
dentro dos valores recomendados para a producao de peixes de agua doce (Arana, 2004).

Apbs o periodo experimental, os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas,
posteriormente anestesiados com 100 mg de eugenol/L (Okamura et al., 2010) para a
determinacdo de medidas individuais de peso (g) e comprimento total (cm) e para os calculos
de desempenho produtivo, os quais foram determinados de acordo com o NRC (2011).

Foram avaliados: peso médio inicial (g) (PI); peso médio final (g) (PF); ganho em
peso (g) (GP) = (peso médio final — peso médio inicial); ganho de peso diario (g) (GPD) =
(ganho de peso final/quantidade de dias experimentais); conversdo alimentar aparente (Q)
(CAA) = (consumo de racdo/ganho de peso); taxa de eficiéncia proteica (%) (TEP) = ((ganho
em peso/proteina bruta consumida) * 100); taxa de crescimento especifico (% dia) (TCE) =
((In peso médio final) — (In peso médio inicial)/periodo experimental); sobrevivéncia (%) (S)
e rendimento final (%) (RF) = ((peso do filé/peso do peixe inteiro)* 100).

Trés peixes de cada unidade experimental foram eutanasiados com 200 mg de
eugenol/L (Okamura et al., 2010) para a coleta de material da cavidade celomética para 0s

calculos dos indices hepatossomatico (%) (IHS) = (peso do figado * 100 / peso final); indice
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de gordura visceral (%) (IGV) = (peso da gordura / peso do peixe); indices viscerossomético
(%) (IVS) = (peso do visceral / peso do peixe) e comprimento do intestino (cm) (CI).

3.3.  Analises centesimais

As dietas experimentais (Tabela 2) e trés carcacas de peixes eviscerados de cada
unidade experimental foram submetidas as andlises centesimais, realizadas no Laboratorio de
Qualidade de Alimentos (LQA) no GEMAQg, de acordo com a metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (2004), com excecdo da energia bruta que foi determinada com auxilio
de uma bomba calorimétrica (IKA®C2000).

Tabela 2. Composicdo centesimal das dietas experimentais (com base na matéria natural) com diferentes

concentracOes de blends de proteases 4cidas e alcalinas na alimentacdo de tilapias do Nilo, durante 71 dias de

cultivo.
Tratamento
Parametros
T1 T2 T3 T4 T5

UV (%) 9,94 4,68 4,48 3,64 5,24
PB (%) 30,80 30,82 31,33 31,55 30,74
3EE (%) 7,40 6,54 6,49 6,54 6,37
‘FB (%) 5,54 7,48 5,17 5,18 441
SMM (%) 12,60 12,25 12,68 12,53 13,32
5CT (%) 3,42 3,42 3,52 3,55 3,87
FT (%) 2,31 1,67 1,98 1,28 1,66

'Umidade e volateis (UV), %proteina bruta (PB), 3extrato etéreo por hidrolise &cida (EE), *fibra bruta (FB); *materia mineral (MM), Scalcio
total (CT), “fosforo total (FT). Valores médios na mesma linha, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey e
Duncam a 5% de probabilidade (n=4).

3.4.  Analises histologicas

Foram retiradas amostras de figado e de fibras musculares (por¢&o superior, acima da
linha lateral) de trés peixes de cada unidade experimental, fixadas em solucdo Alfac (alcool
80°, acido acético glacial 99,8% P.A e formaldeido 37%) durante 24 horas e conservados em
alcool 70°. As amostras de tecidos e 6rgdos foram desidratadas em concentragdes crescentes
de alcoois (80, 90 e 100°), clarificados em xilol e incluidos em parafina. Em seguida, foram
realizados os cortes histoldgicos utilizando microtomo, em seccbes seriadas de 7 um e
coradas em Hematoxilina-Eosina (HE).

Nas amostras de figado, os hepatécitos foram analisados em microscopia de luz
utilizando objetiva de 40X, quantificando o nimero de hepatdcitos presentes na amostra. Ja as

fibras musculares foram analisadas em microscopia de luz utilizando uma objetiva de 40X,
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mensurando o menor diametro de 200 fibras por amostra (Alami-Durante et al., 2010). Para
avaliacdo do crescimento das fibras musculares, estas foram classificadas em i) menor que 20
pm (<20 pm), ii) de 20 a 50 pm e iii) maior de 50 pm (>50 pum) (Luczinski, 2019).

Para as anélises histoldgicas, as laminas foram analisadas utilizando-se o software

cellSens Standard 1.15® para obtencdo das imagens e posterior avaliagao.

3.5.  Analises enzimaticas

Para a avaliagdo das enzimas digestivas e das enzimas do metabolismo de
amino&cidos, os peixes foram alimentados uma hora antes de serem submetidos a anestesia e
eutanasia. Apos este processo, realizou-se a retirada imediata de uma porcdo do musculo e a
parte anterior do intestino de trés peixes de cada unidade experimental e armazenou-se em
microtubos, os quais foram imediatamente congelados individualmente em ultra-freezer a -80
°C e mantidos nestas condicGes até 0 momento das analises.

As amostras foram homogeneizadas em tampédo PBS (Tampao Fosfato Salina) pH 7,4
com homogeneizador (IKA T10 Basic) e centrifugado a 12.000 x g por 10 min (4 °C), o
sobrenadante foi utilizado para a determinacdo das atividades enzimaticas. A quantificacdo
dos niveis de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina
sérica bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) como padrdao. Todas as andlises foram

realizadas em triplicata.

3.5.1. Amilase e lipase

A determinacdo da atividade da amilase e lipase foi realizada por meio de Kit
comercial, seguindo as recomendagdes do fabricante adaptado para microplaca de 96 pocos de
fundo chato (Seixas-Filho, 2003). A leitura foi realizada em leitora de microplaca (Multiskan
FC- Thermo Scientific).

3.5.2. Tripsina e quimotripsina

A atividade da tripsina foi determinada segundo o método de Hummel (1959)
adaptado para microplaca. Para a determinacdo da atividade dessa enzima utilizou-se o
substrato a-p-toluenesulphonyl- L-arginine methyl ester hydrochloride (TAME). A incubacéo
dos extratos foi realizada por dois minutos em microplaca ultravioleta de fundo chato com

leituras de 10 segundos, utilizando tampéo Tris/CaCl, em pH 8,1. As analises foram
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realizadas em triplicata e as leituras foram realizadas em leitora de microplaca (Multiskan FC-
Thermo Scientific) com comprimento de onda ajustado para 247 nm e 30 °C. Foi utilizada
uma unidade de tripsina para definir a quantidade de enzima necessaria para formar 1 umol de
Na-p-Tosyl-L-Arginine/minuto. O coeficiente de extincdo molar utilizado para o calculo da
enzima foi de 540 M e o resultado expresso em umol/min/mg de proteina.

A atividade da quimotripsina foi determinada segundo o método de Hummel (1959)
adaptado para microplaca. Para a determinacdo da atividade dessa enzima utilizou-se o
substrato benzoyl tyrosine ethyl ester (BTEE). A incubacgéo dos extratos foi realizada por dois
minutos em microplaca ultravioleta de fundo chato com leituras de 10 segundos, utilizando
tampdo Tris/CaCl, em pH 7,8. As andlises foram realizadas em triplicata e as leituras foram
realizadas em leitora de microplaca (Multiskan FC- Thermo Scientific) com comprimento de
onda ajustado para 256 nm e 30 °C. Foi utilizada uma unidade de quimotripsina para definir a
quantidade de enzima necessaria para formar 1 pmol de etanol/minuto. O coeficiente de
extincdo molar utilizado para o calculo da enzima foi de 964 M e o resultado foi expresso em

umol/min/mg de proteina.
3.5.3. Maltase e sacarase

A determinacdo da atividade das dissacaridases/glicosidases foi realizada em
microplaca de fundo chato de 96 pogos com leitura em 505 nm. As amostras foram incubadas
em banho-maria com controle de temperatura a 25 °C. Para o inicio da dosagem 50 uL do
sobrenadante dos homogenatos de intestino foi incubado com 20 pL de tampao maleato 86,7
mM (pH 6,0) por 5 minutos, posteriormente foi adicionado 30 puL de substrato (maltose ou
sacarose) na concentracdo de 0,112 uM e o meio de reacdo foi incubado por 5 minutos a 25
°C. Para identificacdo da atividade das enzimas, foi realizada a dosagem de glicose ao final do
periodo de incubagdo, utilizando kit colorimétrico comercial seguindo as recomendacfes do
fabricante. Os resultados foram expressos como U/mg de proteina, onde 1 U= 1 umol de
glicose/ min/ mg de proteina (Dahlgvist, 1984, Pereira et al., 2011).

A atividade das enzimas do metabolismo de aminoacidos no figado dos peixes,
transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e transaminase glutamico pirdvica (TGP) foram
mensuradas via kit colorimétrico comercial de acordo com as instrugdes do fabricante (Gold
Analisa®).
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3.6.  Analises estatisticas

Para fins estatisticos, os dados foram submetidos ao teste de ANOVA e quando
diferentes (p<0,05) aplicado o teste de média de Tukey ao nivel de 5% de significancia e o

teste de Dunnet para comparar os diferentes tratamentos com o controle.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Composicao centesimal dos peixes:

As diferentes concentracGes de blend de protease &cida e alcalina incluidas nas dietas
para as tilapias, durante 71 dias experimentais nao tiveram efeito (p>0,05) na composicao

centesimal dos peixes (Tabela 3).

Tabela 3. Composicéo centesimal (média + desvio padréo) dos peixes alimentados com diferentes concentraces

de blends de proteases cidas e alcalinas, ap6s 71 dias de cultivo (com base na matéria natural).

Tratamento
Parametros
T1 T2 T3 T4 T5
PB (%) 16,27+1,09 16,09+0,53 16,08+0,59 16,24+0,58 15,84+0,92
2EE (%) 11,13+0,19 11,39+0,23 11,84+0,01 13,16+1,52 12,26+0,56
UM (%) 66,94+1,38 67,43+0,89 66,57+0,16 66,71+0,95 69,61+3,02
‘MM (%) 4,93+0,61 4,29+0,03 4,74+0,11 3,96+0,77 5,84+0,93
SMS (%) 33,05+1,38 32,56+0,89 33,42+0,16 33,28+0,95 30,38+3,02

Proteina bruta (PB), 2extrato etéreo por hidrolise acida (EE), umidade (UM), “materia mineral (MM), ® matérias seca (MS). Valores médios
na mesma linha, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey e Duncam a 5% de probabilidade (n=4).

Resultados semelhantes ao encontrado neste estudo foram obtidos por Koch et al.
(2011), que avaliaram a levedura Saccharomyces cerevisiae como pronutriente em dietas
(sem levedura, 1% de levedura integra e 1% de levedura autolisada) para matrizes de tilapia, e
ndo observaram efeito do ingrediente teste na composicdo centesimal dos peixes. Os autores
obtiveram valores de 3,14% a 3,40% para matéria mineral, 14,75% a 15,62% de proteina
bruta e 4,90% a 6,32% para extrato etéreo.

Também no estudo realizado por Cruz (2017) onde avaliou o efeito da suplementacao
de um complexo enzimatico comercial formado por celulase e proteases, em dietas extrusadas
para juvenis de tilapia do Nilo em sistema de recirculacdo de &gua sobre o desempenho

produtivo e composicdo centesimal dos peixes, ndo observou efeito do ingrediente teste na
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composicao centesimal dos peixes. O autor obteve valores que variaram de 15,00 a 17,28%
para matéria mineral, 55,00 a 57,10% de proteina bruta e 19,00 a 21,96% para extrato etéreo.

4.2.  Desempenho produtivo, indices viscerossomaticos e rendimento de filé

Na tabela 4 estdo descritos os valores referentes ao desempenho produtivo e
rendimento de filé dos peixes alimentados com dietas contendo diferentes concentracdes de

blend de protease, durante 71 dias de cultivo.

Tabela 4. Valores de desempenho produtivo e rendimento de filé (média + desvio padrdo) de tilapia (O.
niloticus), alimentadas com dietas contendo diferentes concentrages de blend de proteases acidas e alcalinas,

apos 71 dias de cultivo.

Tratamento

Parametros T1 T2 T3 T4 T5 Valor de p® CV
(%)*

P1 (g) 117,27£3,81 117,52+4,36 117,25+3,16 116,45+1,81 120,96+7,77  0,85443 521
2PF (g) 354,93+17,20 352,10+7,72 338,38+16,26 351,24+7,58 360,54+10,45 0,49847 4,92
3GP (g) 237,65+17,83 234,57+7,51 221,13+13,10 234,78+7,17 239,57+5,73  0,49944 6,62
‘GPD (gdia™) 3,34+0,25 3,30+0,11 3,11+0,18 3,30+0,10 3,37+0,08 0,49944 6,62
SCAA (9) 1,46+0,12a  1,18+0,04b  1,15+0,06b  1,12+0,05b  1,10+0,05b 0,00001 6,01
STEP (%) 2,25%0,13b  2,76x0,08a  2,79+0,10a  2,85+0,10a  2,97%0,11a 0,00443 5,26
"TCE (%) 1,55+0,08 1,54+0,06 1,49+0,03 1,55+0,03 1,54+0,05 0,69461 4,74
830 (%) 98,33+2,50 84,44+12,22 100,00+0,00 100,00+0,00 91,66+9,17 0,15823 10,29
°RF (%) 31,19+1,18 32,08+0,52  32,37+0,57  32,37+1,80  32,54+0,40 0,65500 4,28

Peso inicial (PI), 2peso final (PF), *ganho de peso (GP), “ganho de peso diario (GPD), °conversdo alimentar aparente (CAA), Staxa de
eficiéncia proteica (TEP), ‘taxa de crescimento especifico (TCE), 8sobrevivéncia (SO) e °rendimento de filé (RF). Valores médios na mesma
linha, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey e Dunnet a 5% de probabilidade (n=4). *Valor de p
determinado por Anélise de Variancia (ANOVA); *Coeficiente de variagdo (CV).

Os valores de desempenho produtivo tiveram efeito (p>0,05) do blend de protease, na
conversdo alimentar aparente (CAA) e na taxa de eficiéncia proteica (TEP), sendo que, 0s
demais parametros avaliados ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos.

Observa-se que, conforme aumento da inclusdo do blend de proteases, 0s parametros
de conversdo alimentar e taxa de eficiéncia proteica melhoram, sendo que, o tratamento (T5)
com incluséo de 400 g/t de protease apresentou a menor conversao alimentar e a melhor taxa
de eficiéncia proteica.

Isso pode ter ocorrido, pois as dietas suplementadas com complexos ou blends

enzimaticos, permitem que diversas enzimas exogenas atuem de forma simultdnea e
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complementar cada qual em seu substrato especifico, possibilitando maior disponibilidade de
aminoacidos e energia na dieta, e com isso, maior aproveitamento desses nutrientes pelos
peixes (Oliveira, 2007).

Segundo Signor et al. (2010) a inclusdo de blends ou enzimas exdgenas representam
uma alternativa viavel para dietas de peixes, pois permite que alguns nutrientes sejam mais
bem disponibilizados para a absorcdo pelo organismo animal, promovendo resultados
positivos de desempenho produtivo.

Resultados semelhantes aos encontrados neste estudo forma obtidos por Cruz (2017)
onde avaliou o efeito da suplementacdo de um complexo enzimético formado por celulase e
protease, em dietas extrusadas para juvenis de tilapia. O autor verificou efeito do complexo
enzimatico no desempenho dos peixes, principalmente na conversao alimentar aparente.

Também Delziovo (2023) que avaliou o efeito de dois tipos de dietas (proteina vegetal
e proteina animal) e trés niveis de inclusdo de blend enzimatico (0, 50 e 75 mg/kg) sobre o
desempenho de juvenis de tilapia do Nilo, verificou que, o blend enzimético na proporc¢éo de
75 mg/kg proporcionou os melhores resultados de peso final, ganho de peso e consumo
individual.

Soares et al. (2008) em seu estudo onde avaliaram o desempenho produtivo de juvenis
de tucunaré-paca alimentados com dietas contendo 0; 0,05; 0,10 e 0,15% de inclusdo de
proteases exodgenas, verificou que, dietas contendo 0,10% de proteases proporcionaram 0S
melhores resultados de ganho de peso, conversdo alimentar e crescimento especifico.

Nunes et al. (2006) ao avaliar o efeito da adicdo de enzimas digestivas exogenas
(amilase, lipase e protease) no desempenho de juvenis de tambaqui em niveis de 0; 0,05; 0,1 e
0,2%, verificaram que as enzimas amilase a 0,05% e a lipase a 0,2% influenciaram no
desempenho dos peixes, sendo que, o ganho em peso, a conversdo alimentar aparente e
crescimento especifico apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos.

Também Martins et al. (2016) que avaliaram o efeito a inclusdo de 0; 200; 400; 600;
800 e 1000 ppm/ton de complexo enzimatico em tambacu. O autor ndo encontrou efeito do
ingrediente teste na sobrevivéncia, peso final, ganho em peso, comprimento total, biomassa
final, ganho em biomassa e comprimento padrao.

No parametro de sobrevivéncia, observa-se que o percentual foi elevado, apresentando
um valor acima de 80% para todos os grupos experimentais. O fato de ndo ter sido verificado
uma alta mortalidade indica que as dietas atenderam as necessidades nutricionais dos peixes.

Resultados semelhantes ao obtido neste estudo foram encontrados por Delziovo (2023)

que avaliou o efeito de dois tipos de dietas (proteina vegetal e proteina animal) e trés niveis de
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inclusdo de blend enzimético (0, 50 e 75 mg/kg) sobre o desempenho de juvenis de tilapia do
Nilo e verificou que ndo houve efeito do ingrediente teste na sobrevivéncia dos peixes. O
autor obteve valores que variaram de 87,5 a 91,25%.

Em relacdo ao rendimento de filé, o blend de proteases &cida e alcalina ndo teve efeito
(p>0,05) neste parametro, porém os peixes apresentaram um percentual de rendimento médio
de 32,11%. Este percentual estd dentro dos valores encontrados na literatura que varia de 25,4
até 42% (Clement e Lovell, 1994; Macedo-Viegas et al., 1997; Souza e Macedo-Viegas,
2001; Souza et al., 2002).

Resultados semelhantes ao obtido neste estudo foram encontrados no trabalho
realizado por Dias et al. (2022) onde avaliaram o rendimento de carcaca e filé de tilapias do
Nilo em sistemas de recirculacdo fechado e obtiveram valores de 32,01% para ambos 0s
parametros avaliados.

Também no trabalho realizado por Santos et al. (2022) onde avaliaram o rendimento
de filé de tilapias com peso inicial médio de 750 e 706 g produzidas em viveiros escavado e
tanques-rede e obtiveram valores de rendimento de 34,39 e 33,33% respectivamente.

Na tabela 5 estdo descritos os valores referentes aos indices viscerossomaticos dos
peixes alimentados com diferentes concentracdes de blend de protease, durante 71 dias de

cultivo.

Tabela 5. indices viscerossomaticos (média + desvio padrdo) de tilapia do Nilo (Orechromis niloticus)
alimentadas com dietas contendo diferentes concentragdes de blend de proteases acidas e alcalinas, ap6s 71 dias

de cultivo.

Tratamento

Parametros cv
3
T1 T2 T3 T4 T5 Valor de p (%)*

1PE(g) 11,68+2,67  11,03+2,67  12,60+1,83 10,70+2,30  16,44+0,32 0,34194 5,59
2IHS (%) 2,24+0,45 2,70+0,28 2,17+0,35 2,02+0,39 2,14+0,12 0,25729 19,01
}IGV (%) 3,79+0,85 3,68+0,71 3,05+0,36 3,32+0,38 3,33+0,38 0,59821 20,65
4IVS (%) 8,32+1,20 9,90+1,49 11,22+1,93  10,14+1,39  10,14+0,73 0,34450 19,01
5CI (cm) 142,66+20,17 135,45+10,79 154,00+15,00 147,33+13,83 149,66+13,83 0,73316 13,70

Peso eviscerado (PE), Zindice hepatossématico (IHS), indice de gordura visceral (IGV), “indice viscerossomatico (1VS) Scomprimento do
intestino (Cl). Valores médios na mesma linha, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey e Duncam a 5%
de probabilidade (n=4). 3Valor de p determinado por Analise de Variancia (ANOVA); “Coeficiente de variagéo (CV).

As diferentes concentracfes de blend de protease acida e alcalina incluidas nas dietas
para as tilapias, durante 71 dias experimentais ndo tiveram efeito (p>0,05) nos indices

viscerossomaticos dos peixes.
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Observa-se que, a incluséo do ingrediente teste proporcionou aumento nos valores dos
indices viscerossomaticos, principalmente no tratamento (T3) com 100 g/t de proteases. Com
isso, percebe-se que, o blend de protease acida e alcalina influenciou de forma indireta no
aumento dos indices viscerossomaticos dos peixes, onde o ingrediente teste estimulou a
producdo de enzimas enddgenas nos peixes, permitindo que os nutrientes fossem melhor
metabolizados e absorvidos pelo organismo, refletindo no crescimento dos peixes e
consequentemente no aumento do volume das visceras.

Resultados semelhantes ao encontrado neste estudo foram obtidos por Gomes et al.
(2018) que avaliaram o desempenho produtivo, indices viscerossomaticos e a composicao
quimica da carcaca de juvenis de tilapia do Nilo alimentadas com dietas com grande
proporcéo de ingredientes vegetais, suplementadas com niveis de 0; 100 ppm de fitase + 200
ppm de protease; 100 ppm de fitase + 400 ppm de protease e 200 ppm de fitase + 400 ppm de
protease + 200 ppm de alfa amilase. O autor verificou que os ingredientes testes néo
influenciaram nos indices viscerossomaticos dos peixes.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, sugere-se novos trabalhos mais
detalhados sobre o efeito da inclusdo de diferentes niveis de blends de proteases sobre os
indices viscerossomaticos dos peixes.

Em relacdo aos indices hepatossométicos, o blend de proteases ndo teve efeito
(p>0,05) neste parametro. Porem observa-se que, 0s peixes alimentados com dietas contendo
o0 ingrediente teste apresentaram baixos indices hepatossomaticos, sendo que, o tratamento
(T4) com inclusdo de 200 g de protease/ton apresentou 0 menor peso do figado.

Segundo Honorato et al., (2013) o figado € um 6érgdo muito importante no
metabolismo de nutrientes. Alteracbes em suas estruturas (aparéncia, tamanho e histologia)
estdo associadas as atividades realizadas pelas células hepaticas em decorréncia da presenca
de compostos quimicos ou auséncia de algumas substancias (Takashima & Hibiya, 1995).

Em relacdo ao indice de gordura visceral, o blend de protease néo teve efeito (p>0,05)
neste parametro, porem os tratamentos com inclusdo do blend de protease apresentaram
baixos valores, sendo que o tratamento (T3) com dietas contendo 100 g/ton de proteases,
apresentou o menor valor de gordura visceral. Isso pode estar relacionado a atuacdo das
lipases na degradacéo de lipidios provenientes da alimentagéo, através da liberacdo de acidos
graxos e glicerol no lumen do intestino (Moura et al., 2012).

Segundo Figueiredo et al. (2014) uma quantidade consideravel de gordura visceral
pode ser destinada as reservas energéticas dos peixes, 0 que sugere um desbalanco na relacdo

de energia/proteina das dietas.
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Com base no exposto, sugere-se novos estudos mais detalhados avaliando o efeito da
inclusdo de diferentes concentracBes de blend de proteases nos indices viscerossomaticos,

hepatossomaticos e gordura visceral dos peixes.

4.3. Analises histologicas

A inclusdo de diferentes concentracfes de blend de protease &cida e alcalina na
alimentacéo de tilapias durante 71 dias experimentais, ndo tiveram efeito (p>0,05) no numero
de hepatdcitos avaliados (Tabela 6). Porem observa-se que os tratamentos com inclusdo dos
ingredientes testes apresentaram valores maiores comparado com os controles, principalmente
o tratamento (T4) com 200 g/t de protease.

O figado é um 6rgdo muito importante no processo de digestdo dos animais, iSSO
porque exerce inimeras fungdes no organismo como: armazenar glicogénio, produz a bile,
mantem a homeostase corporal e tem papel importante na sintese de proteinas do plasma
(Genten et al., 2009). Também é um indicador do estado nutricional e fisiologico em peixes
(Caballero et al., 1999).

O aumento no numero de hepatdcitos pode estar relacionado a produ¢do e desempenho
do figado no processo metabdlico dos nutrientes. J& que, os hepatdcitos estdo diretamente
ligados as fungBes metabdlicas do figado (Randall et al., 2000).

Tabela 6. Histologia do figado e muasculo (média + desvio padrdo) de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
alimentadas com diferentes concentragdes de blend de proteases acidas e alcalinas, apés 71 dias de cultivo.

Tratamento

!Hepatdcitos 983,45+142,41 1044,64+95,84 1094,39,16+88,42 1196,16+150,54 1082,47+150,31 0,5867 16,91

Tratamento

Parametros Valor de CcVv
T1 T2 T3 T4 T5 03 (%)

2Fibras <20 um  85,25+3,30a  62,55+8,35b  74,87+4,03ab 71,27+10,48ab 79,95+7,98ab  0,0432 12,89
20250 pm 14,35£3,00  22,97+2,46 23,82+3,43 28,27+10,13 19,37+7,51 0,1801 35,66
Fibras >50 um  0,40+0,30b  14,47+6,84a  1,30+0,90b 0,45+0,35b 0,67+0,48b 0,0018 132,47

'Hepatocitos (um) e fibras musculares (um). Valores médios na mesma linha, com letras diferentes, sdo significativamente diferentes pelo
teste de Tukey e Duncam a 5% de probabilidade (n=4). *Valor de p determinado por Analise de Variancia (ANOVA); “Coeficiente de
variacdo (CV).

Em relacdo ao musculo dos peixes, as fibras musculares menores de 20 um e maiores
de 50 pm tiveram efeito do blend de protease (p<0,05) entre os tratamentos. Se compararmos

estas duas classes, percebe-se que, existem uma porcentagem maior de fibras menores que 20
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pm do que de fibras maiores de 50 pm. Neste sentido, estes resultados mostram uma
tendencia de crescimento das fibras menores que 20 um, devido ao potencial do blend de
protease, refletindo no crescimento muscular dos animais e no rendimento de filé dos peixes.

Segundo Signor et al. (2010) esta tendencia pode estar relacionada a atuacdo da
protease em permite que alguns nutrientes sejam mais bem disponibilizados para a absorcéo
pelo organismo animal, promovendo o crescimento dos peixes.

Ja as fibras entre 20 e 50 um, ndo tiveram efeito (p>0,05) blend de protease acida e
alcalina entre os tratamentos, porem percebe-se que também apresentaram um percentual alto,
principalmente no tratamento (T4) com 200 g/t de protease. Desta forma, observa-se uma
tendencia de crescimento porem menor quando comparado com a classe de fibras menores de

.

20 pm.
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Figura 1. Hepatdcitos (H.E. 40X). a) hepatdcitos do tratamento controle positivo (T1); b) hepatdcitos do
tratamento controle negativo com valorizacdo da enzima (T2); ¢) hepatécitos do tratamento com inclusdo de 100
g/t de protease (T3); d) hepatdcitos do tratamento com inclusdo de 200 g/t de protease (T4) e €) hepatocitos do

tratamento com inclusdo de 400 g/t de protease (T5).

4.4. Analises enzimaticas

Na tabela 7 estéo descritos os valores referentes a atividade das enzimas digestivas dos
peixes alimentados com diferentes concentracdes de blend de protease, durante 71 dias de

cultivo.

Tabela 7. Atividade das enzimas digestivas no intestino (média * desvio padrdo) de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentadas com diferentes concentragcdes de blend de proteases &cidas e alcalinas, apés

71 dias de cultivo.

Tratamento

Parametros T1 T2 T3 T4 T5 Valorde CV
PP (%)

Tripsina  0,00283+0,0015 0,00283+0,0007 0,00455:0,0011 0,00400+0,0013 0,00448+0,0014  0,4189 44,99

2Quimiotripsina 0,002430,00035 0,00228+0,00029 0,00232+0,00119 0,00266+0,00085 0,00332+0,00055  0,5813 38,05
3Sacarase 164,17+81,73  39548+76,05  302,72+214,51 457,10+118,27  488,40+227,12  0,2687 60,41

“Amilase 720,71+172,63  776,03+137,40 684,08+106,43 896,71+196,08 744,090+15561  0,6457 26,70

“Maltase 751,80+103,19  795,77+206,53  681,34+116,75  775,73+211,98 1070,80+344,05 0,364 33,91

SLipase 9,36+1,26 9,31+0,89 10,29+1,03 11,1743,12 9,67+1,29 0,7256 21,76

Tripsina (nmol/min/mg de proteina); 2quimotripisina (nmol/min/mg de proteina); 3sacarase (U/mg de proteina); “amilase (U/L/mg de
proteina); Smaltase (U/mg de proteina); Slipase (U/L/mg de proteina). Valores médios na mesma linha, com letras diferentes, sio
significativamente diferentes pelo teste de Tukey e Duncam a 5% de probabilidade (n=4). 3Valor de p determinado por Anélise de Variancia
(ANOVA); “Coeficiente de variagdo (CV).

A inclusdo de dietas com diferentes concentracdes de blend de proteases &cidas e

alcalinas néo tiveram efeito (p>0,05) nas enzimas digestivas no intestino dos peixes. Porem
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todas as enzimas digestivas avaliadas apresentaram uma tendencia de aumento de atividade
em relagdo aos tratamentos controles. Com isso, podemos sugerir que, o blend de protease
incluido nas dietas experimentais promoveu aumento das enzimas endogenas, melhorando
assim a digestdo e absorcdo dos nutrientes, resultando em uma melhor conversao alimentar
aparente e taxa de eficiéncia proteica.

Resultados semelhantes ao encontrado neste estudo foram obtidos por Delziovo (2023)
que avaliou o efeito de dois tipos de dietas (proteina vegetal e proteina animal) e trés niveis de
incluséo de blend enzimatico (0, 50 e 75 mg/kg) sobre o desempenho de juvenis de tilapia do
Nilo e verificou que a atividade da amilase, protease e lipase dos peixes ndo foi afetada pela
suplementacdo com blend enzimatico, porém o autor observou uma tendencia de aumento na
atividade das proteases, resultando em uma melhora no desempenho dos peixes.

Porém resultados dispares ao encontrado neste estudo foram obtidos por Pessini et al.
(2021) onde avaliaram a influéncia do aditivo alimentar VILIGEN™ constituido de levedura
hidrolisada desidratada (nas dosagens de 0,60; 1,20; 2,40 e 4,80 g/kg), no perfil da
comunidade microbiana do intestino e na atividade de enzimas digestivas em juvenis de
tilapia. O autor obteve efeito para a atividade da lipase, onde a menor atividade foi estimulada
no nivel de inclusdo de 2,50 g/kg do aditivo, sendo que as demais enzimas digestivas ndo
houve diferenca.

Ramos et al. (2020) que avaliaram os efeitos da suplementacdo de glutamina (0; 0,5;
1,0; 1,5 e 2,0%) sobre as variaveis de crescimento, composicao corporal, morfologia intestinal
e aspectos enzimaticos de juvenis de pirarucu, encontraram influéncia do ingrediente teste na
atividade das enzimas digestivas. Os autores observaram que 1,02% de glutamina influenciou
na atividade das proteases alcalinas, lipase, amilase e aspartato aminotransferase.

Com base no que foi descrito, sugere-se novos estudos avaliando a inclusdo do blends
de proteases acida e alcalina na atividade das enzimas digestivas no intestino de tilapias na
fase final de desenvolvimento.

Em relacdo a atividade da tripsina e a quimotripsina, estas enzimas digestivas
apresentaram maiores atividades em dietas com inclusdo de 100 (T3) e 400 (T5) g/t de
protease respectivamente.

Segundo Solovyo et al. (2023) a tripsina e a quimotripsina sdo as principais proteases
digestivas alcalinas responsaveis pela quebra de proteinas no intestino dos peixes. Ambas sdo
sintetizadas no pancreas exocrino e acumuladas em formas ndo ativas de zimogénio

(tripsinogénio, quimotripsinogénio) e bicarbonato, que neutraliza o pH &cido do quimo
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proveniente do estdbmago (Buddington e Kuz’mina, 2000; Baldisseroto, 2009; Genten et al.,
2009; Wilson e Castro, 2011).

Durante a digestdo, as proteinas sdo secretadas no Iimen intestinal através dos ductos
pancreaticos onde a enterocinase clivam pequenos peptideos de tripsinogénio e
quimiotripsinogénio convertendo-os na forma ativa (tripsina e quimotripsina) (Solovyo et al.,
2023), sendo entdo absorvidos por transporte ativo pelos cecos piléricos do intestino e
destinados para a formacao dos tecidos.

Desta forma, essas enzimas digestivas sdo de estrema importancia para 0s peixes,
sendo assim, sugere-se que, as concentracGes de blends de proteases inclusos nas dietas
estimularam o aumento da atividade da tripsina e quimotripsina, melhorando a quebra e
absorcéo das proteinas dos alimentos, destinados principalmente para a formacéo dos tecidos.
Isso justifica 0 aumento de fibras musculares menores, sua tendencia de crescimento, e 0s
bons valores de converséo alimentar e taxa de eficiéncia proteica.

Para a digestdo dos carboidratos, a sacarase, amilase e maltase apresentaram maior
atividade enzimatica nos tratamentos com inclusdo de 400, 200 e 400 g/t de protease
respectivamente.

Segundo Wang et al. (2016) os carboidratos sdo as principais fontes de energia menos
dispendiosa na dieta dos animais. A energia produzida na forma de ATP é destinada para 0s
processos quimicos, como: biossintese, mecanicos (contracdo muscular), elétricos (conducgéo
de estimulos nervosos), osmoticos (transporte ativo através da membrana) ou luminosos
(bioluminescéncia) (Marzzoco et al., 1999).

Desta forma, sugere-se que, 0s blend de proteases estimularam o aumento da atividade
da sacarase, amilase e maltase, para a producédo de energia na forma de ATP.

Em relacdo a lipase, esta enzima digestiva apresentou maior atividade no tratamento
(T4) com inclusdo de 200 g/t de protease. Segundo Moura et al. (2012) as lipases atuam na
degradacéo de lipidios provenientes da alimentacdo, através da liberacdo de acidos graxos e
glicerol no limen do intestino, os quais desempenham importantes funcdes energeticas,
estruturais e hormonais.

Com isso sugere-se que, blend de protease acida e alcalina estimularam a maior
atividade da lipase, que atuou na quebra e degradacdo dos lipidios provenientes da
alimentacéo.

Na tabela 9 estdo descritos os valores referentes as atividades das enzimas do
metabolismo de amino&cidos no figado dos peixes alimentados com diferentes concentragdes

de blends de proteases acidas e alcalinas, durante 71 dias experimentais.
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Tabela 8. Atividade das enzimas do metabolismo de aminoacidos no figado (média + desvio padrdo) de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com diferentes concentracdes de blend de proteases acidas e

alcalinas, apds 71 dias de cultivo.

Tratamento

TGP 1,11+0,17a  1,15+0,35a  0,98%0,24a 0,66+£0,10a  1,34+0,24a 0,3406 42,95
TGO 5,14+0,26a  4,45+1,11a  4,56+1,20a 3,82+0,33a  4,63+0,59%a 0,7858 31,76

TGP expressa em U/mL/mg de proteina; TGO expressa em U/mL/mg de proteina. Valores médios na mesma linha, com letras diferentes,
sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey e Duncam a 5% de probabilidade (n=4). ®Valor de p determinado por Analise de
Variancia (ANOVA); “Coeficiente de variagio (CV).

A inclusdo de diferentes concentracGes de blend de protease acida e alcalina na
alimentacdo de tilapias durante 71 dias experimentais, ndo tiveram efeito (p>0,05) na
atividade das enzimas transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e transaminase glutdmico-
piravica (TGP).

Resultados semelhantes ao encontrado neste estudo foram obtidos por Bartoszik
(2016) que avaliou o desempenho zootécnico e perfil metabodlico e enziméatico de girinos
submetidos a diferentes ragdes (coelho, peixe, coelho com suplementacédo externa de espinafre
em proporc¢do de 50% e racao de peixe com suplementacdo externa de espinafre na proporcéo
de 50%). O autor ndo observou variac@es entre 0s tratamentos em relacdo a atividade de TGO,
TGP, catalase, niveis de LPO, concentracdo de glicogénio e nas enzimas digestivas (maltase,
lactase e sacarase).

Observa-se que, TGP e a TGO apresentaram maior atividade nos tratamentos (T5 e
T1) com inclusdo de 400 g/t e a dieta com condicdes suplementares de aminoacidos mais
elevados, respectivamente.

Segundo Souza (2018) as aminotransferases TGO e TGP sdo enzimas produzidas no
figado e em outros tecidos que participam da sintese e degradacdo de aminoécidos, onde por
meio de vias de transaminacdo, sdo capazes de transferir o grupo amino de um aminoacido
que sofre a desaminacdo para um cetoacido que consiste em um aceptor do grupo amino para
formacéo de um novo aminocido.

Desta forma, sugerir-se que, a TGO ndo teve influéncia do blend de protese, ao
contrario do TGP que na maior concentracdo do ingrediente teste apresentou maior atividade.

O aumento desta TGP esta relacionado ao papel do figado na producéo de enzimas
destinadas a quebra de aminoacido.

Com base no exposto até 0 momento, podemos concluir que, o blend de protease acida

e alcalina é um excelente ingrediente funcional pois em concentragcbes de 200 a 400 gft,
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proporciona bons resultados de desempenho produtivo, principalmente nos parametros de
conversdo alimentar e taxa de eficiéncia proteica. Também, os blends de proteases nestas
concentracdes, estimulam a maior atividade das enzimas digestivas no intestino (tripsina,
quimiotripsina, sacarase, amilase, maltase e lipase) e as enzimas do metabolismo de
aminoacidos do figado (TGP).

Porem, sugere-se estudos mais detalhados sobre a inclusio de diferentes concentragdes
de blends de proteases acidas e alcalinas na alimentacdo de tilapias. Também faz necessario,

estudos avaliando a viabilidade e o custo de producéo do blend de protease.

5. CONCLUSAO

Recomenda-se a inclusdo de 200 a 400 g/t de blend de protease acida e alcalina em
dietas para tilapia na fase final de desenvolvimento.

Sugere-se novos estudos sobre a inclusdo de diferentes concentracdes de blends de
proteases acidas e alcalinas na alimentacao de tilapias e estudos avaliando a viabilidade deste

produto e seu custo de producéo.
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