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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de dois tipos de dietas (proteina vegetal e proteina
animal) e de trés niveis inclusdo do blend enzimatico (0, 50 e 75 mg kg™) sobre o desempenho e
saude intestinal de juvenis de tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticus. O delineamento foi
inteiramente casualizados (DIC) em esquema fatorial (2x3) com seis tratamentos e quatro
repeticdes. O experimento teve duracdo de 90 dias. Foram utilizados 240 juvenis masculinizados
de tilapia-do-Nilo (peso inicial de 5,27 £0,19g) que foram distribuidos em 24 tanques redondos
com volume (til de 70 L na densidade de 10 peixes por tanque. Os tanques eram conectados a
um sistema de recirculacdo, equipados com sistema de aeracdo individual acopladas em um
compressor radial. Cada unidade experimental teve também um aquecedor com termostato
responsavel por manter a temperatura de cultivo constante (~27°C). No final do experimento o
desempenho foi avaliado e foram utilizados dois animais por unidade experimental para as
analises de morfometria intestinal e atividade enzimatica. Para os dois tipos de dieta utilizados, a
suplementacdo com blend enzimatico melhorou o crescimento e o consumo de racdo de juvenis
de tilapia-do-Nilo. A dieta contendo proteina animal proporcionou os melhores resultados de
desempenho. A resposta do desempenho foi proporcional ao nivel de suplementacdo com
enzimas. Foi observado aumento nas células caliciformes, indicando uma melhora na satde
intestinal. A atividade enzimética dos juvenis de tilapia-do-Nilo ndo foi afetada pela
suplementacdo com o blend enzimatico.

Palavras-chave: atividade enzimatica, enzimas, morfometria intestinal.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of two types of diets (vegetable protein and animal
protein) and three levels of inclusion of the enzymatic blend (0, 50 and 75 mg kg-1) on the
performance and intestinal health of juveniles of Nile tilapia Oreochromis niloticus. The design
was completely randomized (DIC) in a factorial scheme (2x3) with six treatments and four
replications. The experiment lasted 90 days. Two hundred and forty male Nile tilapia juveniles
were used (initial weight of 5.27 +0.19g) that were distributed in 24 round tanks with a useful
volume of 70 L at the density of 10 fish per tank. The tanks were connected to a recirculation
system, equipped with an individual aeration system, coupled to a radial compressor. The
experimental unit was also with a heater water thermostat responsible for keeping the cultivation
temperature constant (~27°C). At the end of the experiment, performance was evaluated and two
animals were used per experimental unit for the analyzes of intestinal morphometry and
enzymatic activity. For both types of diet used, supplementation with the enzyme blend improved
growth and feed intake of Nile tilapia juveniles. The diet containing animal protein provided the
best performance results. The performance response was proportional to the level of enzyme
supplementation. An increase in goblet cells was observed, indicating an improvement in
intestinal health. The enzymatic activity of Nile tilapia juveniles was not affected by the
enzymatic blend supplementation.

Keywords: enzymatic activity, enzymes, intestinal morphometry.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ENZIMAS NA ALIMENTACAO DE PEIXES

Com a expansédo rapida do mercado aquicola esta ocorrendo uma maior intensificacéo da
producdo de peixes e organismos aquéaticos (FAO, 2022). CondicGes intensivas podem gerar
condicdes de estresse, influenciando na satde e crescimento dos animais (Herrera, et al., 2019).
Com o objetivo de minimizar estes efeitos, tem-se estudado o uso de aditivos para promover
maior crescimento e saude dos peixes, entre eles as enzimas exogenas (Zheng et al., 2019), como
demonstrou Liu et al (2018), onde a suplementacdo enzimatica em dietas de carpa gibel (arassiu
auratus gibelio) proporcionou melhora no desempenho zootécnico e na eficiéncia alimentar.
Enzimas sdo proteinas que possuem funcéo catalitica (Lewis & Stone, 2022; Pacheco & Mendes
2021). A estrutura molecular enzimatica é globular e composta por uma parte de estrutura
proteica (apoenzima), e outra com um menor peso molecular a qual possui cofatores, sendo eles
inorganicos, grupos prostéticos ou coenzimas (Lewis & Stone, 2022; Molinaro, 2013).

As enzimas exogenas, sdo pronutrientes obtidas através de processos fungicos,
bacterianos e de leveduras (Zheng, 2019). Em animais terrestres, as enzimas sdo comumente
utilizadas com objetivo de melhorar aproveitamento dos nutrientes da dieta, promovendo
melhora no crescimento e salde dos animais (Boyd et al., 2020). Ja no setor aquicola, esta
tecnologia precisa ser mais estudada (Boyd et al., 2020). A atuacdo enzimatica depende de sua
especificidade, habilidade de escolher exatamente o substrato com grupo molecular quimico
similar. O efeito das enzimas varia dependendo de qualidade e tipo de dieta (Zamini, et al., 2014;
Hassan, et al., 2019) e sdo interdependentes e influenciadas pela temperatura, pH, substratos
relacionados entre outros. A suplementagdo com enzimas na alimentacdo de peixes possui
diversos beneficios, dentre eles a melhora do aproveitamento alimentar, da digestibilidade, no
crescimento, na composicdo corporal dos peixes e do sistema imune (Monier, 2020; Zheng, et
al., 2019; Hlophe-Ginindza et al., 2015).

Enzimas exdgenas sdo enzimas suplementadas em dietas animais, afim de auxiliar e suprir
a acdo de enzimas endodgenas. Podem ser utilizadas enzimas naturalmente produzidas pelos
animais como proteases e amilase, com o objetivo de otimizar o processo digestivo, melhorar a
digestibilidade, retencdo de nitrogénio (Schneider & Lazzari, 2022; Lucio et al., 2021) e catalisar
reacOes hidroliticas para liberar glicose e carboidratos (Gomes et al., 2018). Podem ainda ser
supridas enzimas que normalmente ndo estariam presentes no trato digestorio, ou que estariam

presentes em quantidades muito baixas. Exemplo disso sdo carboidrases como a xilanase, beta

o
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glucanase, beta mananase e celulase, que atuam na melhora da digestibilidade da biomassa
vegetal melhorando a energia da dieta (Lucio et al., 2021). Gioda et al. (2017) mostrou em seu
estudo que o habito alimentar influencia na atividade enzimatica, onde a protease acida e tripsina
possuem maior atividade em peixes carnivoros e a amilase e maltase possuem maior atividade
para herbivoros. Neste sentido, a abordagem com suplementacfes customizadas para diferentes
espécies ainda precisa ser aprofundada, de forma a modular os aditivos de acordo com as
demandas de cada uma delas.

A principal funcdo da suplementacdo com carboidrases é romper as paredes celulares de
fatores antinutricionais (FA) presentes em ingredientes vegetais com o objetivo de melhorar
qualidade da dieta e imunidade do animal (Torres et al., 2003). Estes fatores sao diversos e
incluem PNAs que se ligam a grandes quantidades de agua, aumentando a viscosidade da digesta
e dificultando o contato de enzimas enddgenas a nutrientes (Maas et al., 2020; Hajra et al., 2013).
As carboidrases também promovem efeitos na microbiota intestinal, aumentando a
disponibilidade de nutrientes digeriveis, a absorcdo de substancias nutritivas necessarias para o
crescimento dos peixes, além de promover um crescimento da microbiota benéfica, hd também
menores recursos para proliferacdo de patdgenos intestinais (Castillo & Gatlin 111, 2015; Jiang et
al., 2014). O uso destas enzimas de forma isolada e em complexos enziméticos foram revisados
por Schneider & Lazzari, (2022) em dietas para peixes. De acordo com estes autores os resultados
encontrados na literatura sdo limitados, no entanto, mostram que a suplementacao para peixes é

uma forma viavel para melhorar a digestibilidade de carboidratos, proteinas e lipideos.

1.2 SUPLEMENTACAO ENZIMATICA

1.2.1 Proteases

As proteases exogenas sao as enzimas mais produzidas no mercado (Razzaq et al., 2019).
S&o obtidas por diferentes processos a partir de bactérias, fungos e leveduras (Li et al., 2015;
Anwar & Saleemunddim, 1997). Um dos processos mais comuns é a obtengéo atraveés do processo
de fermentag&o microbiana, e posteriormente isolamento e purificagdo (Razzaq et al., 2019). A
producdo de proteases por plantas e animais também é possivel, mas o processo € mais longo e
trabalhoso (Rao et al., 1998). O processo de obten¢do por microrganismos € 0 mais comumente
utilizado para obtencdo de proteases, uma vez que 0S microrganismos possuem crescimento
rapido e necessitam de um pequeno espaco para o seu desenvolvimento (Rao et al., 1998). A

maioria das proteases comerciais obtidas por bactérias sdo produzidas pelo género Bacillus sp.,

o
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devido a sua facilidade de adaptacao e crescimento em meios complexos e sintéticos (Takami et
al., 1990)

A utilizagdo de proteases exdgenas auxilia e compensa a atividade das enzimas digestivas,
solubilizando e hidrolisando proteinas em peptideos de baixo peso molecular, peptonas e
aminoacidos (Schneider & Lazzari, 2022) como mostra a Figura 1. Estudos mostram que com
inclusdo de proteases € possivel reduzir a proteinas na dieta de peixes, como evidenciou Ragaa et
al. (2017) em seu estudo, onde a reducao de 2% de proteina bruta em dietas de tilapia-do-Nilo (O.
niloticus), manteve o desempenho zootécnico, com inclusdo de 200 e 400mg.kg™ e protease.
Assim como Saleh et al. (2021), o qual em seu estudo, a reducéo de 1% de proteina bruta na dieta
de tilapia-do-Nilo, incluindo 500mg.kg™ de protease exdgena, manteve o desempenho zootécnico
dos peixes. Estas enzimas também sdo utilizadas na producdo de hidrolisados proteicos
(Kristinsson & Rasco, 2000).

Para suplementacéo de proteases, existem dois tipos amplamente utilizados na industria,
a protease alcalina e protease acida (Zheng et al., 2019). A atuacdo enzimatica proteolitica tem
seu inicio no estomago dos peixes com a pepsina (Razzaq et al., 2019), que é predominante em
pH acido e de maior importancia para peixes carnivoros (Baldisseroto, 2002). As proteases acidas,
obtidas por fungos como o Aspergillus sp., sdo estabilizadas no pH entre 3,8 e 5,6. A protease
alcalina tem sua principal producédo pelo género Bacillus, como exemplo a tripsina (Komklao,
2008). Possui sua maior atuacao no intestino e cecos piléricos, ativada por pH entre 9 e 11
(Razzaqg et al., 2019; Singhal et al., 2012).

R Ligacio Peptidica B
|

> ’ R ¥
/\/r H )\/r H \/U\
HoN ’ NH ’ | OH
‘;:I R ‘r -

-

Cadela
H.O Polipeptidica

R=Cadeia Lateral

Figura 1 Representacdo de hidroélise proteica catalisada por protease (Lima et al., 2008)
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Devido a grande variedade fisioldgica nos peixes, alguns estudos mostram resultados
promissores com o0 uso de diferentes proteases para peixes, mas nem sempre sdo obtidos
resultados positivos (Tabela 1). Os produtos, tipos de enzimas e inclusdes utilizados séo bem
variaveis, o que pode explicar as diferencas nos resultados. Para uma suplementacdo correta é
importante observar as diferencas no trato gastrointestinal dos peixes, como no caso das espécies
agastricas como Cyprinideos cujo trato digestério € neutro ou alcalino, e para as quais a
suplementacdo com proteases acidas ndo serd eficiente (Zheng et al., 2019). Outro fator de
interferéncia sdo os componentes da propria dieta que podem modificar na eficicia da enzima
(Schneider & Lazzari, 2022). A inclusdo de farinha de gérmen de alfarroba para alimentacédo de
juvenis de corvina (Argyrosomus regius) evidenciou uma redugdo na atividade enzimaética
digestiva (Couto et al., 2016). Souza et al. (2016) observou uma reducéo na atividade de protease
alcalina, em dietas com menores niveis de proteina, fornecidas para tambaquis (Colossoma

macropomum).

Tabela 1. Efeito da suplementacdo com protease sobre desempenho zootécnico (modificado de
Schneider & Lazzari, 2022).

Espécie Nivel Proteases Resultados Referénci
indicado a
(mg.kg)
Tilapia-do-Nilo (O. 250 protease (600.000 U g-1 , Novus 1TGPTTCEtA  Salehetal.
niloticus) Company, USA) A 1TEP |CI 2021
Tilapia- do-Nilo (O. 500 protease (5000 U g-1 , Huvepharma, 1 GP | CA 1 Hassaan et
niloticus) Antwerp, Belgium) TEP al. (2019)
Carpa Prussiana (C. 400 coated neutral protease (Kemin + TCE | CAT Liu et al
auratus gibelio) Industries Zhuhai Co., Ltd.) TEP (2016)
Truta Arco-iris (O. 250 protease  (Domestic  poultry-250TM; | CA Drew et al.
myKiss) JEFO Nutrition, Inc. St.-Hyacinthe, QC) (2005)

Bagre  Africano 1100 kprotease (Kemin Industries (Zhuhai) Co. 1 GP 1 AA | Kemigabo
(Clarias Ltd., China) CA et al.
gariepinus) (2019)

o
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Carpa Prussiana 150e175 alkaline protease (AG175™, JEFO 1 GP | CA 1 Shi et al
(C. auratus gibelio) Nutrition, Inc. Saint-Hyacinthe, Quebec, TEP (2016)
Canada)

Tilapia (0. 175 alkaline protease (JEFO Nutrition, Inc. 1 GP | CA Li et al
niloticus x  O. Saint-Hyacinthe, QC, Canada) (2015)
aureus)

Tildpia- do- Nilo 200e400 protease (Ronozyme ProAct TM, DSM 1 GP 1 TCE | Ragaaetal.
(O. niloticus) Nutrition Products, SP, Poland) CATTEP1CI (2017)
Robalo (D. labrax 1000 protease (PROXYM ULTRA5®, Gloray 1 GP 1 TCE| Goda et al.
L.) Vet COMPANY) CA1TTEP1tCl (2019)

Legenda: TCE: taxa de crescimento especifico; GP: Ganho de peso; CA: conversdo alimentar; TEP: Taxa de
eficiéncia proteica; AA: aproveitamento alimentar; Cl — consumo individual ; Aumento (1); Redugéo (|)

1.2.2 Carboidrases

As carboidrases sdo definidas como enzimas que catalisam a redugéo de peso molecular
de carboidratos poliméricos através de hidrolise das ligacGes glicosidicas, resultando em oligo ou
polissacarideos (Zheng et al., 2019; Adeola & Cowieson, 2011). Um dos processos de acdo das
carboidrases estd exemplificado na Figura 2. Dentre as carboidrases, as mais utilizadas sdo as
xilanases e beta glucanases (Adeola & Cowieson, 2011). Outras carboidrases comercialmente
utilizadas séo amilase, celulase e pectinase (Castilho, et al., 2015; Adeola & Cowieson, 2011).
As xilanases disponiveis comercialmente sdo obtidas por bactérias do género Bacillus e fungos
do género Aspergillus, Humicola, Penicillium e Trichoderma (Paloheimo, et al. 2011). As beta
glucanases estdo presentes na parede celular de microrganismos como fungos e leveduras como
Agrobacterium sp, ou ainda ser produzida por algumas bactérias, como Sphingomonas sp
(Philippini et al. 2019).

(11,3 glucana Glicose
- —_ CH20H
Clicose H H
CHz0H H
¥ H OH H
OH
H B ,y OH
Glicose OH H,0
CH,OH N
H OH 1,3 glucanase .
H H ol Glicose
H Ligagio [i-1,3 CH,0OH
OH H
H H
OH H H
H OH n oft
OH
— OH
H OH

Figura 2. Hidrdlise da Beta-1,3 glucana pela beta-1,3 glucanase (Fleuri e Sato, 2005)
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00 PA4g. 17 de 40 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00013233/2023 e o cddigo 5J70YDW9.



17

Os ingredientes utilizados na formulacao afetam o tipo de carboidrase utilizada. Devido a
heterogeneidade da fracdo dos polissacarideos ndao amilaceos (PNAs) é dificil determinar a
combinacéo especifica de enzimas para maximizar o seu aproveitamento (Meng et al., 2005). Em
geral ingredientes ricos em carboidratos insoltveis, como celulose, utilizam-se as mananas e
celulase. Ja ingredientes com carboidratos solGveis como trigo, utilizam-se glucanases e
xilanases. A ac¢do da carboidrase também tem influéncia da composicdo da racdo. Toledo et al.
(2007) ao adicionar complexo enziméatico em dietas para frango de corte obtiveram melhores
resultados nas dietas com maior densidade nutricional quando comparada a baixa densidade
(menor energia metabolizavel, proteina e aminoacidos essenciais). Além disso, estudos mostram
que outros tipos de enzimas incluidas no complexo enzimatico também interferem na acédo da
carboidrases. Meng et al. (2005) em seu estudo com frango de corte verificou in vitro que as
combinac0es de carboidrase foram mais efetivas na degradacdo de PNAs do que a utilizacdo de
carboidrases separadamente e ainda observou que a degradacdo dos PNAs dependeu da
combinacdo enzimatica utilizada.

As enzimas podem melhorar o aproveitamento dos carboidratos como o amido,
possibilitando a inclusdo de uma fonte de energia de baixo valor agregado (Gatlin et al., 2007,
Krogdahl et al., 2005). Além disso, os carboidratos advindos de plantas possuem fatores
antinutricionais como 0s PNAs (Zheng et al., 2019). Estes PNAs possuem uma parede celular a
qual funciona como um escudo contra as enzimas digestivas, o que interfere na digestdo e
absorc¢éo, ocasionando um aumento de viscosidade da digesta, prejudicando a digestdo de outros
nutrientes (Gatlin 111, et al., 2015). A inclusdo de carboidrases nas dietas animais tem como
objetivo melhorar o valor nutricional de ingredientes ricos em PNAs, para possibilitar maiores
inclusBes destes carboidratos na dieta (Murakami et al., 2007). Com a maior inclusdo destes
carboidratos, h4 uma reducdo no custo de formulacdo da dieta e reducdo de excrecdo destes no
meio ambiente (Zheng et al., 2019).

Estudos mostram que a inclusdo com carboidrases melhoram desempenho zootécnico em

diversas espécies, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Efeito da suplementacdo com carboidrases sobre desempenho zootécnico, modificada
de Castillo e Gatlin 111, 2015.

Espécie Inclusdo de carboidrases (mg.kg™ Resultados Referéncia

Salmdo do Atlantico tripsina, protease alcalina, protease acida, tAATPF{TCE Carter et al.

(Salmo salar) amiloglucosidase, amilase e celulase (1994)

o
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Robalo Japonés fitase, glucanase, pentosanase, celulase e 1 GP TAA Aietal. (2007)
(Lateolabrax japonicus) xilanase

Tilapia, Oreochromis protease, B-glucanase e xilanase 1T GA 1AA LIN et al
niloticus x O. aureus (2007)

Bagre Africano (Clarias xilanase, B-glucanase, p-amilase, celulase e 1 TCE tAA Yildirim and
gariepinus) pectinase 1TEP Turan (2010)
Tilapia-do-Nilo pepsina, papaina e a-amilase 1 GP tAA Goda et al.
(Oreochromis niloticus) (2012)

Carpa Capim Celulase 1 GP Zhou et al.
(Ctenopharyngodon (2013)

idella)

Carpa  Rohu  (Labeo o -amilase 1 GP 1 TCE Kumar et al.
rohita) (2006)

Legenda: TCE: taxa de crescimento especifico; GP: Ganho de peso; CA: conversdo alimentar; AA: aproveitamento

alimentar; TEP: Taxa de eficiéncia proteica; Aumento (1); Redugéo (|)

N
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2. Blend enzimético melhora o consumo de racgéo, crescimento e saude intestinal de juvenis
de tildpia-do-Nilo Oreochromis niloticus

2.1 INRODUCAO
Nos ultimos anos houve uma tendéncia de intensifica¢do da piscicultura, como resultado

do aumento da demanda pela carne de pescado (FAO, 2022). Em sistemas intensivos existe a
necessidade de uma alimentacdo de qualidade, de forma a promover um 6timo crescimento e
produzir animais mais saudaveis resistentes a desafios e infec¢bes (Zheng, 2019). A farinha de
peixe € comumente utilizada nas racbes pela alta qualidade proteica e excelente perfil de
aminoéacidos e acidos graxos (Jannathulla et al., 2019). Entretanto seu custo € elevado e existe
demanda pela sua substituicdo (Liu et al., 2016; Gatlin IlI et al, 2007). Os farelos vegetais sdo
alternativas, mas possuem fatores antinutricionais que podem reduzir o crescimento dos peixes
(Li et al., 2019; Zhang et al., 2018; Liu et al., 2017). Neste sentido, aditivos zootécnicos estdo
sendo utilizados para melhorar o aproveitamento da racdo e saude dos peixes (Hassaan et al.,
2020). Uma estratégia que tem proporcionado bons resultados mas ainda precisa ser melhor
avaliada € o uso de enzimas exdgenas.

Enzimas sdo consideradas catalizadores bioldgicos, proteinas capazes de acelerar reacdes
quimicas. As enzimas sdo usadas na alimentacdo animal como aditivos pro-nutrientes com o
objetivo de melhorar a digestibilidade e valor nutricional da dieta, a performance animal, reduzir
de fatores antinutricionais e manter a satde intestinal (Lucio et al., 2021). Diferentes tipos de
enzimas podem ser utilizados nas ragdes, como proteases, fitase e carboidrases (Zheng, et al.
2019). Apds a ingestdo, as enzimas sdo ativadas em diferentes locais. A protease alcalina, tem
sua maior atividade no intestino posterior (Klahan, et al., 2009). A lipase possui sua maior
atividade no intestino anterior (Klahan, et al., 2009). Ja a amilase, possui sua maior atividade na
por¢do medial do intestino (Tengjaroenkul, et al., 2000). A melhora no aproveitamento das ragdoes
reduz a disponibilidade de nutrientes que podem favorecer microrganismos patogénico e inibindo
a sua proliferagéo (Lucio et al., 2021).

Na aquicultura a suplementacdo com protease tem sido uma estratégia amplamente
utilizada para melhorar da eficiéncia nutricional e redugéo dos custos de producéo (Dalsgaard et
al., 2012; Drew et al., 2005). Recentemente, a técnica de suplementacao na dieta com complexos
enziméticos tem ganhado maior atencdo, visto que a dieta é formulada com mdultiplos
ingredientes, necessitando uma variedade enzimatica (Zheng et al., 2019). Pesquisas avaliando
combinados de carboidrases (xilanase, betaglucanase, beta mananase, entre outras) para melhorar

0 aproveitamento de ingredientes de origem vegetal na alimentacdo de peixe foram

N
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desenvolvidas (Castillo e Gatlin 111, 2015). Os resultados encontrados na literatura sdo limitados
(Zheng, 2019; Yigit et al, 2018; Dalsgaard et al., 2012), mas ja foi observada melhora no
desempenho zootécnico (Zhou et al., 2013), demostrando que a suplementacdo com blends de
enzimas é uma forma viavel para melhorar a digestibilidade de carboidratos, proteinas e lipideos.

A tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticus € uma espécie de grande popularidade na
piscicultura devido a sua rusticidade e tolerdncia a criacdo intensiva. O uso de complexos
enzimaticos ja foi avaliado na alimentac&o de tildpias com efeitos benéficos sobre o crescimento,
como melhora no ganho de peso, na taxa de crescimento especifico e na sobrevivéncia (Adeoye
et al., 2016). Diferentes combinacGes de enzimas ainda precisam ser avaliadas, bem como sua
utilizacdo em diferentes tipos de dietas. Além disso, os efeitos da suplementacdo enzimatica
sobre a saude intestinal dos peixes ainda precisam ser mais estudado. Variagdes na composi¢do
de ingredientes (Schneider & Lazzari, 2022; Bao et al., 2013) e niveis de nutrientes (Souza et al.
2016; Toleto et al., 2007) podem afetar os resultados obtidos. O objetivo do trabalho foi avaliar
a suplementacdo com blend enzimatico em diferentes tipos de dietas, sendo uma de origem
animal e outra de origem vegetal, sobre o impacto no desempenho e na salde intestinal de juvenis

de tilapia-do-Nilo.

2.2 METODOLOGIA

O experimento foi desenvolvido em um periodo de 90 dias, o Laboratério de Piscicultura
da Universidade do Estado de Santa Cataria (UDESC), Lages, SC, Brasil. O estudo foi aprovado
no comité de ética no uso de animais (CEUA) da UDESC, sob o protocolo nimero 8318210222.

Delineamento experimental

Foi avaliado o efeito de dois tipos de dietas (proteina vegetal e proteina animal) e de trés
niveis inclusdo do blend enzimatico Precizyon X50™ (0, 50 e 75 mg kg™) sobre o desempenho e
salde intestinal de juvenis de tilapia-do-Nilo. O delineamento foi inteiramente casualizados
(DIC) em esquema fatorial (2x3) com seis tratamento e quatro repeticbes. O experimento teve

duracgéo de 90 dias.

Dietas Experimentais
As dietas experimentais foram isoenergéticas (4.000 kcal/kg-1 - Hafedh, 1999) e a
composic¢ao aminoacidica seguiu a recomendacdo de Santiago & Lovell (1988). A dieta de origem

animal continha 20% de farinha de peixe de origem marinha (Agrofort). Quanto a de origem

N
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vegetal foram formuladas exclusivamente com itens de origem vegetal (farelo de soja, milho,
farelo de trigo e 6leo de soja). As racdes foram extrusadas e trituradas, para obtencao de particulas
adequadas ao tamanho da boca dos peixes. Em seguida foi realizado o recobrimento com o blend
enzimatico,em veiculo oleoso 2%. O blend Precizyon X50™ (Quimtia Brasil) consiste de uma
combinacdo de alfa-amilase (120.000 u/g), xilanase (20.000 Ul/g), glucanase (7.500 Ul/qg),
mananase (250U1/g) e protease acida (1.400 u/g).

Tabela 1. Formulacdo e composicao das dietas

Ingredientes (%0) Racdo com proteina animal Racdo com proteina vegetal
Farelo de Soja 38,5 62,1
Farinha de peixe 20 -
Milho 30,03 18,84
Farelo de trigo 8,5 8,5
Fécula de batata - 2,7
Oleo de soja 2 3,9
Premix 0,6 0,6
Sinox Plus 0,07 0,07
DL-Metionina 0,3 0,45
L-Lisina - 0,30
Fosfato monocélcico - 2,2
Sal comum - 0,34
Total (%) 100 100
Composicdo calculada*/ analisada** (%)

Material seca (%)* 89,11 88,15
Proteina bruta (%)** 33,87 29,26
Energia bruta (kcal.kg*)* 4093,34 4017,22
Extrato etéreo (%)* 6,01 6,01
Fibra bruta (%)** 3,38 4,13
Material mineral (%)* 8,07 6,14
Metionina* 0,93 0,92
Lisina* 2,05 2,14

Premix - Acido folico — 2.400 mg, Acido nicotinico — 48 g, Acido pantoténico — 24 g, Biotina — 96 mg, Vit. A —
2.400.000 UI, Vit. D3 - 400.000 UI, Vit. E — 24.000 UI, Vit. B1 — 9.600 mg, Vit. B2 — 9.600 mg, Vit. B6 — 9.600
mg, Vit. B12 — 9.600 mg, Vit K3 — 4.800 mg, Vit. C — 96 g, Ferro — 100 g, Manganés — 40 g, Zinco — 6.000 mg,
Cobalto — 20 mg, lodo — 200 mg, Selénio — 200 mg, Antioxidante — 19,6 g.

Animais e instalacgoes

Foram utilizados 240 juvenis masculinizados de tilapia-do-Nilo com peso inicial médio
de 5,27 +0,19g gramas. Apds um periodo de aclimatagdo de 7 dias os peixes foram distribuidos
em 24 tanques cilindricos com volume atil de 70 L na densidade de 10 peixes por tanque. Os
tanques eram conectados a um sistema de recirculacdo e equipados com sistema de aeragéo

individual acopladas em um compressor radial. Cada unidade experimental também continha um

N
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aquecedor com termostato responsavel por manter a temperatura de cultivo constante (~27°C).
Os animais foram alimentados até a saciedade aparente.

Diariamente a temperatura era aferida e os restos de matéria organica eram retirados por
sifonamento. O pH, salinidade, amodnia total e o oxigénio dissolvido foram aferidos
semanalmente. A agua dos tanques foi ligeiramente salinizada (2 g. L) com o objetivo de
diminuir a suscetibilidade as doencas. As médias dos valores das variaveis de qualidade da 4gua

estdo apresentas na Tabela 2.

Tabela 4. Valores médios (£ desvio padrdo) das varidveis de qualidade de 4gua

Temperatura oD pH Amonia total Salinidade
(°C) (mg/L) (mg/L) (ppm)
27,35+3,61 7,55+ 0,86 7,74+ 0,31 0,41+ 0,31 2,15+ 0,72

OD - Oxigénio dissolvido

Desempenho produtivo

No inicio dos experimentos, aos 30, 60 e 90 dias foram realizadas biometrias para
monitorar o crescimento dos animais. Antes da biometria todos os peixes foram mantidos em
jejum por 24 h, anestesiados com eugenol (50 mg L") e pesados individualmente. O desempenho
produtivo foi analisado com base nos seguintes parametros: ganho de peso (GP, g = peso médio
final — peso médio inicial), taxa de crescimento especifico (TCE, % dia™! = [(peso médio final —
peso médio inicial) / experimental periodo] * 100) e conversdo alimentar aparente (CA = consumo
de racdo / ganho de peso total). A mortalidade foi registrada para avaliar a taxa de sobrevivéncia
(S, % = [total de animais no final / total de animais no inicio] * 100).

No final do experimento, apds a pesagem, seis animais de cada unidade experimental
foram anestesiados e depois submetidos a eutanasia por seccao medular para coleta dos materiais
biolégicos. Foram utilizados dois animais por unidade experimental para cada uma das analises

descritas abaixo.

Histomorfometria intestinal

Porgoes de aproximadamente 5 cm de comprimento foram coletadas do intestino proximal
e cada amostra foi fixada em uma solucdo de formalina tamponada a 10% por 24 h, desidratada
em uma série ascendente de alcoois, diafanizada em xileno, embebida em parafina e cortada em
se¢Oes de 5 um para preparagao das laminas. As amostras foram entdo coradas de acordo com o
método de coloragdo PAS. As laminas foram observadas sob microscépio 6ptico (OptiCam, 10x)
e fotografadas usando uma camera digital (Moticam 2300, 3 MP, resolucdo 3264x2448). Os

N
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valores de altura total, largura e espessura das vilosidades foram medidos usando o software
analisador de imagens ToupTek ToupView — x64, versdes 2270/07/03. Nas mesmas vilosidades

intestinais, foram realizadas as contagens do nimero de células caliciformes.

Atividade enzimética

Apds a eutanésia, os peixes foram imediatamente colocados em gelo e dissecados para
separar o intestino. Os intestinos foram retirados e imediatamente congelados em nitrogénio
liquido (-196°C) e armazenados em ultra-freezer a -80°C até o momento das andlises. No
momento das analises, os intestinos foram cortados em pequenos pedacos e adicionados em tubos
falcons de 50 ml onde foram diluidos em &gua destilada gelada (1:6, p/v). Os intestinos foram
macerados com o auxilio de homogeneizador do tipo Turrax,, durante 5 min (5 vezes de 1 min
com intervalos de 1 min em banho de gelo) para rompimento das células intestinais e liberacdo
das enzimas digestivas. Posteriormente, os homogenatos intestinais foram centrifugados a 11000
rpm por 10 min a 4°C e os sobrenadantes foram separados e utilizados para determinar a atividade
das enzimas digestivas.

A atividade da amilase foi medida a A = 580 nm usando amido solavel dissolvido (0,3%)
em solucéo tampéo de Na2HPO4 (pH 7,4) como substrato (Métais e Bieth, 1968). Uma unidade
de atividade da amilase (U) foi definida como mg de amido hidrolisado em 30 min a 37 °C por
ml de extrato enzimatico. A atividade da protease alcalina total foi determinada ap6s 30 min de
incubacdo a 25 °C, utilizando caseina a 0,5% (p/v) como substrato em Tris-HCI 50 mM (pH 8.0).
A reacdo foi parada com acido tricloroacético (20% p/v), o extrato foi centrifugado (5000 rpm,
20 min) e a absorbancia do sobrenadante foi medida a A = 280 nm a temperatura ambiente. Uma
unidade de atividade da protease (U) por ml foi definida como 1 pmol de caseina hidrolisada por
min por ml de extrato enzimatico (Garcia-Carrefio & Haard, 1993). A atividade da lipase foi
medida a A = 410 nm usando p-nitrofenil laurato (3mM) em propanol como substrato (Brabcova
et al., 2013). A reacéo foi paralisada pela adi¢do de acetona (Pastore et al., 2003). Uma unidade
de atividade da lipase (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para a hidrolise
de 1 pmol de p-nitrofenil laurato em 20 min a 25 °C por ml de extrato enzimatico.

Analises estatisticas

Todos os dados foram submetidos a testes para verificar a normalidade dos erros (Shapiro-
Wilk) e a homoscedasticidade das variancias de Bartlett empregados com uma significancia de
5%. Onde a normalidade da amostra e a homogeneidade das variancias foram encontradas, a

andlise de variancia (ANOVA) foi aplicada as variaveis de desempenho dos peixes. Considerou-
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se diferenca significativa quando P<0,05. Em caso de P<0,10 foi considerada tendéncia. Quando
foi encontrada diferenca estatistica (P<0,05), aplicou-se o teste de média correspondente (Tukey

ou Duncan de acordo com a variabilidade dos dados).

2.3 RESULTADOS

Desempenho produtivo

No final do experimento nao houve interacdo (P>0,05) entre os fatores fonte de proteina
e inclusdo do blend enzimético para as variaveis de desempenho, logo os fatores foram avaliados
isoladamente (Tabela 5). A maior inclusdo do blend enzimatico (75 mg kg™) proporcionou os
melhores (P<0,05) resultados de peso final, ganho de peso e consumo individual (Tabela 6). Os
piores (P<0,05) resultados de crescimento e consumo foram observados no tratamento controle
sem suplementacdo. A sobrevivéncia manteve-se elevada em todos os tratamentos, ndo diferindo
(P>0,05) entre eles.

Quando a fonte de proteina as dietas contendo proteina animal melhoraram (P<0,05) o
peso final, ganho de peso, taxa de crescimento especifico, consumo individual e conversao

alimentar quando comparada com as dietas contendo apenas proteina vegetal (Tabela 6).

Tabela 5. Valores de P das varidveis de desempenho de juvenis de tilapia-do-Nilo.

Blend enzimatico (E) Fonte de proteina (P) Interacdo (E x P)

Peso final (g) 0,022* 0,0001* 0,159
Ganho de peso (g) 0,023* 0,0001* 0,154"
TCE 0,106" 0,0001* 0,138™
Consumo indiv. (g) 0,037* 0,004* 0,131
Conversdo alimentar 0,806 0,0001* 0,797
Sobrevivéncia 0,781 1,00 0,920

*:P<0,05; ": ndo significativo (ANOVA P>0,05).

Tabela 6. Valores médios (+ desvio padrdo; n= x) das variaveis de desempenho.
Blend enzimatico (mg kg™)

Fonte de proteina

0 50 75 PA PV
PF(g) 113,60+20,090  124,64+18,00ab 133,25+31,76a 142,72+18,33a  104,94+11,48b
GP(g) 108,40+20,07b  119,39+17,89ab 127,91+31,90a 137,47+18.32a  99,66+11,47b
TCE 1,40+0,07 1,42+0,07 1,4620,1 1,49+0,06a 1,36+0,04b
Cl(g)  113,80+957b  122,73+10,26ab 131,39+23,45a 131,12+18,15a  114,16+10,06b
CA(g)  1,07#0,13 1,04+0,11 1,05+0,14 0,95+0,05a 1,15+0,1b

S (%) 91,25+6,40 87,5+12,81 91,25+13,56 90+12,8 90+9,53

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05) dentro dos fatores (fonte de proteina e
nivel de enzimas) pelo teste de Tukey. PF: peso final; GP: ganho de peso; TCE: taxa de crescimento especifico; Cl:

consumo individual; CA: conversao alimentar; S: sobrevivéncia.
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Histomorfometria intestinal

Ndo foi encontrada interacdo significativa (P>0,05) entre os tratamentos para a
histomorfometria intestinal de juvenis de til&pia-do-Nilo (Tabela 7). A suplementagdo com maior
nivel de blend enziméatico aumentou (P<0,05) a contagem de células caliciformes. Os peixes
alimentados com a ra¢fes contendo proteina animal apresentaram uma tendéncia (P<0,10) a

maior altura de vilosidades (Tabela 8).

Tabela 7. Valores de P das varidveis de histomorfometria intestinal de juvenis de tilapia-do-Nilo.

Fonte de proteina (P) Blend enzimatico (E) Interacdo (P x E)
Altura vilosidades 0,07™ 0,35" 0,77
Espessura vilosidades 0,81m 0,15M™ 0,32m
Células caliciformes 0,52" 0,04* 0,27

*. P<0,05); **:P<0,10; ™: ndo significativo (ANOVA P>0,05).

Tabela 8. Valores medios (+ desvio padrdo; n= x) das varidveis de histomorfometria intestinal

Blend enzimatico (mg kg™) Fonte de proteina

0 50 75 PA PV
Altura 334,48+48,82 366,28+25,11 381,46+59,75 385,79+43,55 335,83+49,58
vilosidades
(Hm)
Espessura 43,67+2,68 47,37+£3,72 47,37+£3,72 44,73+4,27 43,67+2,68
vilosidades
(Hm)
Células 24,45+6,9b 30,15+9,8ab 34,65+7,9a 28,7316,73 30,77+7,76
caliciformes

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05) dentro dos fatores (fonte de proteina e
nivel de enzimas) pelo teste Duncan.

Atividade enzimética

Né&o foi observada interagédo (P>0,05) para a atividade enzimatica no intestino dos juvenis
de tilapia-do-Nilo (Tabela 9). N&o foi observado efeito significativo (P>0,05) para as atividades
de amilase, protease e lipase. O tipo de fonte de proteina ndo afetou a atividade da amilase e lipase

(P>0,05). Houve uma tendéncia (P<0,10) de aumento na atividade da protease (tabela 10).

Tabela 9. Valores de P das varidveis de atividade enzimatica intestinal de juvenis de tilpia-do-Nilo.

Fonte de proteina (P) Blend enzimatico (E) Interacéo (P x %)
Amilase 0,838 0,418 0,991
Protease 0,074™ 0,189 0,853"
Lipase 0,540" 0,905" 0,122

**:P<0,10; "™: ndo significativo (ANOVA P>0,05).
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Tabela 10. Valores médios (+ desvio padrdo; n= x) das variaveis de atividade enzimatica intestinal

Blend enzimatico (mg kg?) Fonte de proteina
0 50 75 PA PV
Amilase 0,23+0,05 0,20+0,03 0,20+0,06 0,21+0,05 0,20£0,46
Protease 2,75+0,44 2,80+0,49 2,54+0,50 2,85+0,55 2,55+0,40
Lipase 0,39+0,05 0,4+0,08 0,4+0,07 0,39+0,09 0,4+0,04

Meédias ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

2.4 DISCUSSAO

A suplementacéo com o blend enzimatico melhorou o crescimento dos juvenis de tilapia-
do-Nilo. O uso das enzimas otimizou o processo digestivo de forma a permitir que o maior
consumo refletisse em maior ganho de peso sem comprometer a conversao alimentar. A resposta
do desempenho foi proporcional ao nivel de suplementacdo. Resultados semelhantes foram
encontrados na literatura com o uso de enzimas exdgenas para a tilapia-do-Nilo, utilizando
inclus@es de 0, 2500 e 5000U de protease (Hassaan, et al., 2020). Nos tratamentos onde foi feita
a suplementacdo com o blend, o maior consumo de racdo que deu suporte a um maior
crescimento, sem prejudicar a conversdo alimentar. Este resultado ndo teve efeito do tipo de dieta
e demonstra que o blend enzimatico pode ser utilizado em para otimizar o crescimento de juvenis
de tilapia-do-Nilo. Mesmo recebendo racdes com diferentes fontes e niveis de proteina os
resultados foram similares. A suplementagdo com fitase também melhorou o desempenho de
juvenis de tilapia-do-Nilo independente da qualidade da dieta (Maas et al., 2020).

A dieta contendo proteina animal proporcionou melhores resultados de crescimento,
ingestdo de racdo e eficiéncia alimentar dos juvenis de tilapia-do-Nilo em relacdo a dieta
contendo somente proteina vegetal. Este resultado era esperado tendo em vista que proteina
vegetal é menos palatavel e pode prejudicar o crescimento em inclusdes elevadas (Tan, et al.
2017; Sharma & Sanini, 2017; Lin & Lou 2011; Soltan et al., 2008 ; EI-Sayd & Gaber, 2002). O
farelo de soja possui fatores antinutricionais como inibidores de protease, hemaglutininas e fitato,
que podem prejudicar ndo so o crescimento do animal como o consumo alimentar e saude (Hajra
et al., 2013). Além disso, a presenga de polissacarideos ndo-amilaceos (PNASs) no farelo de soja
e farelo de trigo afeta a viscosidade das dietas. Os PNAs presentes na parede celular dos
nutrientes formam uma barreira em torno dos nutrientes, o que dificulta o contato das enzimas a
molécula e reduz a digestibilidade de outros nutrientes (Castillo & Gatlin 111, 2015). Cabe
destacar que a dieta vegetal continha niveis menores de proteina e este fator também poderia ter
influenciado. Por outro lado, as exigéncias de aminoacidos foram supridas para evitar possiveis

problemas de deficiéncia nutricionais (Rodrigues, et al., 2020; Furuya et al.,2005).
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A suplementacdo com enzimas ndo alterou a altura e espessura das vilosidades. A
suplementacdo com enzimas pode reduzir os efeitos negativos dos PNAs e promover efeitos
benéficos na microbiota intestinal, com implicacdes diretas sobre a salde intestinal (Castillo &
Gatlin 111, 2015). As vilosidades ndo foram afetadas, mas a suplementa¢do com maior nivel do
blend enzimatico aumentou a contagem de células caliciformes. Este € um dos primeiros
trabalhos a evidenciar efeito da suplementacdo com blend enzimatico sobre a sadde intestinal dos
peixes. Hassaan et al, (2021) mostrou em seu estudo a melhora na contagem de células
caliciformes e altura de vilosidades intestinais em tilapias-do-Nilo alimentadas com ragdo
suplementada com protesase. As células caliciformes desempenham um papel critico na protecéao
intestinal, além de secretar proteinas antimicrobianas, quimiocinas e citocinas que estimulam a
imunidade local (Dawood, 2020).

Com o uso da dieta vegetal houve tendéncia de reducdo na altura das vilosidades
intestinais da tilapia-do-Nilo em relacdo a dieta contendo proteina animal. O aumento da
viscosidade pela presenca de carboidratos sollveis pode provocar danos no epitélio intestinal
(Hassan, et al., 2019; Francis, et al., 2001). Este resultado possivelmente est& associado ao pior
desempenho observado para a dieta vegetal. Pervin, et al., (2020) observaram reducdo na altura
das vilosidades nos maiores niveis de inclusdo vegetal nas dietas para tilapia-do-Nilo. Resultados
semelhantes foram obtidos com robalo Japonés (Lateolabrax japonicus) onde a substituicdo do
farinha de peixe provocou uma reducdo nas vilosidades e na espessura da musculatura intestinal,
indicando uma possivel enterite induzida pelo farelo vegetal Zhang et al., (2018).

A atividade enzimaética ndo foi afetada pela suplementacdo com o blend enzimaético.
Estudos anteriores com a suplementacdo com enzimas exogenas para a tilapia-do-Nilo mostram
um aumento na atividade enzimatica intestinal (Hassan, et al., 2020; Lin, et al., 2007). Embora
nédo tenha sido observada uma resposta positiva, nos tratamentos onde foi feita a suplementagéo
com o aditivo houve também maior consumo de ragdo que deu suporte a um maior crescimento.
Neste sentido, havia mais substrato disponivel para ser digerido, o que poderia explicar o porque
ndo houve aumento na atividade enzimatica. Houve uma tendéncia de reducdo na atividade de
protease dos peixes alimentados com a dieta vegetal. O farelo de soja contém fatores
antinutricionais como fatores anti-tripticos que reduzem a atividade da tripsina pancreética (Stech
et al., 2010). J& foi demonstrado para a tilapia-do-Nilo (Lin et al., 2011) e para o salméo do
Atlantico Salmo salar L. (Krogdahl, et al., 2003) que o aumento da inclusédo de farelo de soja nas

dietas reduz a atividade de protease no trato gastrointestinal.
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2.5 CONCLUSAO

A suplementacdo com blend enzimatico melhorou o crescimento e o consumo de racao
de juvenis de tilapia-do-Nilo nos dois tipos de dieta avaliados. Também foi observado aumento
nas células caliciformes no maior nivel de inclusdo enzimética, indicando uma melhora na saude
intestinal. A resposta do desempenho foi proporcional ao nivel de suplementacdo com enzimas.
A dieta contendo proteina animal proporcionou os melhores resultados de desempenho e salde

intestinal.
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