UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES DO
JEQUITINHONHA E MUCURI

MARCELO GASPARY MARTINS

COMPLEXO ENZIMATICO SSF EM RACOES PARA JUVENIS DE TILAPIA
DO NILO E TAMBACU

DIAMANTINA - MG
2014



MARCELO GASPARY MARTINS

COMPLEXO ENZIMATICO SSF EM RACOES PARA JUVENIS DE
TILAPIA DO NILO E TAMBACU

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduacdo em
Zootecnia, para obtencdo do titulo de Magister
Scientiae.

Orientador: Prof. Marcelo Mattos Pedreira

DIAMANTINA - MG
2014



Ficha Catalografica — Servigo de Bibliotecas/UFVIM
Bibliotecario Anderson César de Oliveira Silva, CRB6 - 261 8.

Martins, Marcelo Gaspary

M386ec Complexo enzimatico SSF em ragdes para juvenis de tilipia do Nilo
e tambacu / Marcelo Gaspary Martins. — Diamantina: UFVIM, 2014,
5Tp.

Orientador: Marcelo Mattos Pedreira
Coonentador: Guilherme de Souza Moura

Dissertacio (Mestrado — Curso de Pas-Graduagio em Zootecnia) -
Faculdade de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal dos Vales do

Tequitinhonha ¢ Mucuri.

1. Aspergillus migger. 2. Hibndo. 3. Enzimas. 4. GIFT. 5. Nutrigio
de peixes. L. Titulo II. Universidade Federal dos Vales do
Tequitinhonha e Mucur.

CDD 639.3

Elaborado com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).




MARCELO GASPARY MARTINS

COMPLEXO ENZIMATICO SSF EM RACOES PARA JUVENIS DE TILAPIA DO
NILO E TAMBACU

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri, como parte das
exigéncias do Programa de Pos- -Graduagdo em

Zootecnia, para obten¢do do titulo de Magister
Scientige.

APROVADA em 28/08/2014

a\\o/"/‘_‘
Prof. Eduardo Arruda Teixeira Lanna — UFV

< Mo v ﬂ%mv
Pesq.* Marianne Schorer — UFVIM

DIAMANTINA - MG
2014



Ao0s meus pais, Mauro Pereira Martins e Helena Gaspary Martins,

DEDICO.



AGRADECIMENTO

Deus, por sempre me mostrar os melhores caminhos a seguir.

A Universidade dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, pela formagc&o.

A CAPES pela concesséo de bolsa de estudo.

Ao Dr. Guilherme de Souza Moura, que muito admiro e tenho como exemplo de
profissional e mestre. Pelos ensinamentos, confianca, orientacdo e amizade.

Ao professorDr.Luiz Carlos Machado, pelos ensinamentos, amizade e apoio mesmo
distante.

Ao professor Dr. Marcelo Mattos Pedreira, pela orientacéo.

Aos meus pais, fonte diaria de motivac&o.

Ao0s amigos que sempre estiveram ao meu lado: Thiago, Clarissa, lzabela, Alisson.

Aos meus colegas de trabalho e amigos: André Lima Ferreira, Thais Garcia Santos,
Carlos José Ottoni, Talita Andrade Ferreira, Elenice Santos, Kénia Maria, Mariana, Aline e
Reégis.

E as funcionérias Elizzandra Gandini e Elizangela Aparecida Saraiva, pela paciéncia e
disposicao.

A todos da UFV que auxiliaram durante o processo.

Ao professor Dr. Eduardo Lanna e Dra. Marianne Schorer pelas contribuigdes.



BIOGRAFIA

MARCELO GASPARY MARTINS, filho de Mauro Pereira Martins e Helena Gaspary
Martins, nasceu em 12 de agosto de 1989, na cidade de Cachoeira do Sul-RS. Mudou-se para
Belo Horizonte em 1993.

Em julho de 2012, graduou-se em Zootecnia pelo Instituto Federal de Minas
Gerais/Campus Bambui (IFMG). No més seguinte iniciou o curso de mestrado em Zootecnia na
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM), na area de Producdo
Animal, linha de pesquisa Aquicultura, submetendo-se a defesa de dissertagdo em 28 de agosto

de 2014.



RESUMO

MARTINS, Marcelo Gaspary. Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri,
28 agosto de 2014. 57p. Complexo enzimatico SSF em racdes para
juvenis de tilpia do nilo e tambacu. Orientador: Marcelo Mattos Pedreira.
Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia).

Na atual nutricdo de precisdo, a maximizacdo do aproveitamento dos nutrientes é otimizada pelo
uso de aditivos, que sdo importantes também para reducdo da excrecdo de compostos
potencialmente poluentes ao meio ambiente, como o nitrogénio e o fésforo. Com isso, objetivou-
se,com o desenvolvimento de dois experimentos:avaliar o desempenho de juvenis tilapia do Nilo
submetidos a ragBes extrusadas contendo o complexo enzimético SSF (solid station
fermentation)adicionado em diferentes etapas do processamento (antes e apds a extrusdo), e o
desenvolvimento de juvenis tambacu com ra¢des contendo diferentes niveis do mesmo complexo
enzimatico. No experimento 1 com tilapia, foram utilizados 140 animais distribuidos em 5
tratamentos: sem enzimas (Controle), 400ppm de complexo enzimatico SSF na mistura antes da
extrusdo (AE400), 800ppm de complexo enzimatico SSF na mistura antes da extrusdo (AE800),
400ppm de complexo enzimatico SSF adicionados “on top” apds a extrusdo (DE400), 800ppm
decomplexo enzimatico SSF adicionados “on top” apds a extrusdo (DE800) com 4 repetigdes,
totalizando 20 unidades experimentais. Ja no experimento 2 com o tambacu foram utilizados 240
animais distribuidos em 6 tratamentos:sem enzimas (Controle); Inclusdo de 200ppm (DE200);
Inclusdo de 400ppm (DE400); Inclusdo de 600ppm (DE600); Inclusdo de 800ppm(DESOO);
Inclusdo de 1000ppm (DE1000), com 4 repeticBes, totalizando 24 unidades experimentais. Em
ambos experimentos as ragOes experimentais continham a mesma formulacdo, diferenciando
apenas nos niveis de inclusdo do complexo enzimatico SSF. Os peixes foram alimentados 4
vezes ao dia (8, 11, 14 e 17 h), até a saciedade evitando sobras de alimento. Os ensaios foram
conduzidos durante 56 dias em um sistema de recirculacdo com controle de temperatura, aeracao
e luz. No experimento 1 notou-se que as ragdes contendo o complexo enzimatico SSF
influenciaram positivamente o ganho de peso, sendo a inclusdo do complexo enzimatico apds o
processo extrusdo favoravel ao desempenho, recomendando-se para tilapias a inclusdao de 800
ppm “on top”. Ja no experimento 2, observou-se que a inclusdo de 600 ppm de complexo
enzimatico SSF “on top”, em ra¢Ges para tambacus, promove melhores indices de conversdo
alimentar, ndo sendo observado melhorias neste mesmo parametro com o aumento da inclusao
deste complexo, sendo recomendado a inclusdo de 600 ppm “on top” em ra¢Oes para tambacus.

Palavras-chave: Aspergillus nigger, hibrido, enzimas, GIFT, nutricdo de peixes, solid station
fermentation.



ABSTRACT

MARTINS, Marcelo Gaspary. Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri, 2014,august, 28. 57p. SSF enzyme complex in diets for juvenile Nile
tilapia and tambacu. Adviser: Marcelo Mattos Pedreira. Dissertation (Master’s
degree in Animal Science).

In the current nutrition precision, maximizing the utilization of nutrients is optimized by the use
of additives, which are also important for reducing the excretion of compounds potentially
pollute the environment, such as nitrogen and phosphorus. Thus, we aimed at, with the
development of two experiments to assess the performance of juvenile Nile tilapia subjected to
extruded feed containing the enzyme complex SSF (solid fermentation station) added at different
stages of processing (before and after extrusion) and the development of tambacu juveniles with
diets containing different levels of the same enzyme complex. In experiment 1 with tilapia, 140
animals distributed in five treatments (control (no enzyme), 400 ppm SSF enzyme complex in
the mixture prior to extrusion (AE400), 800 ppm SSF enzyme complex in the mixture prior to
extrusion (AE800 were used) 400 ppm enzyme "on top™ complex SSF added after extrusion
(DE400), 800 ppm SSF enzyme complex added "on top" after extrusion (DE800)) with four
replications, totaling 20 experimental units. Inclusion of 200 ppm (DEZ200); Inclusion of 400
ppm (DE400); Inclusion of 600 ppm (DE600), whereas in experiment 2 with tambacu 240
animals distributed into six treatments (Control (without enzymes) were used Inclusion 800 ppm
(DE800); Inclusion 1000 ppm (DE1000)) with four replications, totaling 24 experimental units.
In both experiments the experimental diets contained the same wording, differing only in the
inclusion levels of the enzyme complex SSF. The fish were fed four times a day (8, 11, 14 and
17 hr) to satiation avoiding feed leftovers. The tests were conducted for 56 days in a recirculation
system with temperature control, aeration and light. In experiment 1 it was noted that the diets
containing the enzyme complex SSF positively influenced weight gain, and the inclusion of the
enzyme complex after the extrusion process conducive to performance, recommending the
inclusion of tilapia to 800 ppm "on top". In the second experiment, it was observed that the
inclusion of 600 ppm SSF enzyme complex "on top" in rations for tambacus promotes better
feed conversion ratios. No improvement was observed in the same parameter with increasing
inclusion of this complex, being recommended the inclusion of 600 ppm "on top" in rations for
tambacus.

Keywords: Aspergillus nigger, hybrid, enzymes, GIFT, fish nutrition, solid fermentation station.
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1- INTRODUCAO GERAL

A piscicultura, dentre as atividades zootécnicas, tém sido uma das que mais se destacou nos
Gltimos anos (FRASCA-SCORVO & SCORVO-FILHO, 2011). Os mesmos autores ainda
ressaltam que este destaque ocorre devido ao grande papel econdémico e social que a atividade
exerce, produzindo alimentos de qualidade e gerando emprego, renda e promog¢éo da igualdade
social, sendo ainda atribuido a evolu¢es no melhoramento genético, sanidade, nutricdo, manejo
e na escolha de espécies com bons indices produtivos, como a til&pia e o tambacu.

A tildpia apresenta inumeras caracteristicas favoraveis a sua criacdo, dentre elas, a
rusticidade e a facilidade de manejo, merecem destaque. E altamente prolifera, produtiva e sua
reproducdo artificial esta consolidada, o que possibilita a obtencdo de alevinos durante boa parte
do ano (EL SAYED, 2006). Ainda de acordo com o mesmo autor, € um peixe que se adéqua a
diferentes sistemas produtivos, se alimenta de racdo e do plancton disponivel no meio, além de
possuir carne de excelente qualidade nutricional, comalto valor de mercado sendo bastante
apreciada pelos consumidores. O tambacu é um hibrido que se adequa a Varios niveis de
producdo. Bastante apreciado pelos consumidores é considerada uma espécie nobre devido as
suas caracteristicas de carne, como textura e sabor, além de ser bastante resistente a mudancas
climéticas e apresenta desempenho satisfatdrio quando comparado a outros peixes redondos
existentes (BARTLEY, 2001).

Neste atual cenario da producao animal se tornou essencial trabalharmos com a nutricédo
de precisdo, utilizando aditivos que maximizem o aproveitamento dos nutrientes, como as
enzimas e/ou os complexos enzimaticos, visto os altos custos envolvidos com a alimentacdo dos
animais e a grande carga poluente despejada no meio ambiente, como o nitrogénio e o fosforo,
condicdes a serem contornadas (CAMPESTRINI et al, 2005).

Os altos valores destinados a alimentacdo na piscicultura, os quais podem variar em torno
de 50 a 80% dos custos de producdo, motiva pesquisadores e produtores a buscar solucfes para
maior aproveitamento dos alimentos e consequente reducdo destes custos, sendo uma alternativa
a utilizacdo de enzimas (PEREIRA FILHO, 1995). As enzimas sdo proteinas globulares, de
estrutura tercidria ou quaternaria, que agem como catalisadores biologicos (CHAMPE &
HARVERY, 1989), no processo de digestdo, onde se ligam a substratos especificos e tem sua
eficiéncia dependente da temperatura e pH (CAIRES et al., 2008).

O processo digestivo, em termos gerais, € a transformacdo do alimento no trato digestério
em compostos mais simples (amino&cidos, acidos graxos, glicerol, agucares) para que sejam

transportados aos tecidos, via corrente sanglinea (KOLKOVSKI et al., 2000). Para que estas
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alteracbes ocorram, € necessario a presenca de enzimas digestivas ao longo do trato digestorio
(De SILVA & ANDERSON, 1995).

A inclusdo enzimatica é feita com o propdsito de auxiliar também as enzimas enddgenas
nos processos digestivos, melhorando a digestibilidade dos nutrientes e consequente desempenho
animal (SILVA et al., 2000; BEDFORD & PARTRIDGE, 2001). Os mesmos autores ainda
ressaltam que a eficiéncia dos alimentos € maximizada, reduzindo assim a acao de inibidores de
crescimento, sobretudo os polissacarideos ndo-amilaceos, encontrados como componentes
estruturais das paredes celulares dos cereais. Ou seja, a inclusdo de enzimas exdgenas minimiza
os efeitos negativos provocados pelos fatores antinutricionais presentes nos ingredientes e
otimizam a atividade enzimatica endégena (CAMPESTRINI et al., 2005).

A adicdo de enzimas, também promove uma reducdo nos impactos ambientais de dejetos
originados da producdo animal, por auxiliar o aproveitamento dos nutrientes e conseqliente
reducdo da eliminacédo de excretas (OLIVEIRA et al., 2000). Isso porque o fésforo e o nitrogénio
provenientes dos dejetos animais sdo os principais compostos poluidores do meio, pois geram
um aumento de nutrientes no meio aquatico, nutrindo as plantas e o fitoplancton, os quais se
multiplicam e absorvem o oxigénio da agua, ocorrendo assim a anaerobiose no meio,
prejudicando a qualidade da agua e o desempenho dos animais (SILVA, 2006).

Muitos trabalhos demonstram estas vantagens de incluir enzimas em ragdes para peixes
(FURUYA et al., 2005; SIGNOR et al., 2010; TACHIBANA et al., 2010). Porém, os autores
normalmente utilizam enzimas em racbes peletizadas ou fareladas a fim de melhorar o
desempenho do animal. No entanto, a aquicultura moderna utiliza ragcdes extrusadas, as quais
permitem uma melhor conversdao alimentar e monitoramento do consumo pelo peixe. Para
producdo de racdo extrusada para peixes, os ingredientes formadores desta sdoexpostos a altas
temperaturas e pressdes, fazendo com que haja uma melhor disponibilizacdo dos nutrientes
presentes no alimento, além de maiores estabilidade e flutuacdo da racdo na dgua. Por outro lado,
altas temperaturas podem influenciar negativamente na atividade enzimatica, o que nos leva a
necessidade de estudos sobre a melhor forma e momento de incluséo de enzimas e/ou complexos
enzimaticos em racGes para peixes.

Robinson et al., (2001) ressaltam que a extrusdo é um processo de cozimento a alta presséo,
umidade e temperatura, que pode chegar de 88 a 149 °C. Este conjunto de fatores distingue este
tratamento dos demais, tais como peletizacéo, floculagem ou tostagem, além de permitir uma
melhor disponibilidade dos nutrientes e conferir maior durabilidade e flutuacdo na &gua.

Elevadas temperaturas assim como alguns produtos quimicos (detergentes, agentes

caotrdpicos), promovem a inativacdo enzimatica. Inativacdo por produtos quimicos muitas vezes
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pode ser evitada com facilidade, mantendo-os fora do meio de reagdo. A temperatura, no entanto,
exige uma maior atencdo,pois produz efeitos opostos sobre a atividade enzimatica e estabilidade
e é, portanto, uma variavel fundamental em qualquer processo biocatalitico (VIEILLE &
ZEIKUS, 1996).

As enzimas sdo mantidas por delicados balangos de forgas covalentes, como pontes de
hidrogénio, pareamento de ions, interacGes hidrofébicas e forca de Van Der Waals. Com o
aumento da temperatura, essas interacdes sdo rompidas e as enzimas se desdobram. Algumas
proteinas recuperam sua conformacdo ativa ap6s o resfriamento, porém, para a maioria, a
desnaturacdo é irreversivel (ANFINSEN, 1973).Portanto, para a inclusdo de enzimas em ragoes
extrusadas, faltam informacfes sobre a melhor maneira e 0 momento de inseri-las durante o
processamento, pois estas ndo podem perder a sua atividade. De fato, a estabilidade destes
biocatalisador e o processo de extrusdo determinara em grande medida a viabilidade do processo
de inclusdo enzimatica nas rages (ILLANES, 1999).

Com o aumento da utilizacdo de ingredientes de origem vegetal em racdes para peixes, a
inclusdo de complexos enzimaticos ou coquetéis pode ser uma alternativa para melhorar a
disponibilidade de nutrientes. Dentre as opcdes, o complexo enzimatico SSF (solid state
fermentation) pode ser um potencial aditivo (RAJESHet al., 2010) para incluséo em racgdes para
aquicultura e demais animais monogastricos. Por isso vem sendo testado em diversos estudos
(MOURA et al. (2012); GONCALVES et al. (2007); GENTILINI et al. (2009); SOUZA et al.
(2013); LEITE et al. (2011); MANZKE et al. (2009); SARA et al. (2012); MOURA et al. (2011).

Este produto é um complexo natural de enzimas produzido através de técnicas de
fermentacdo em substrato solido por fungos, Aspergillus niger, este microrganismo produz uma
variedade equilibrada de enzimas, como: protease, a-amilase, lipase, celulase, xilanase, o-
galactosidase, pectinase, fitase, endoglucanase (carboxi-metil-celulase) e outras, as quais atuam
em diferentes componentes da racdo liberando nutrientes que normalmente sdo inacessiveis pela
auséncia de varias enzimas no processo de digestdio (MOURA et al., 2012). Os autores ainda
ressaltam que o resultado da acdo destas enzimas é a maior disponibilidade de amino&cidos,
energia, célcio e fasforo.

Como as enzimas trabalham em condicdes fisicas e quimicas apropriadas, € necessario
que sejam obedecidos alguns limites afim de impedir sua inativacdo ou desnaturacgéo,
relacionados a pH, temperatura, tempo, concentracdes de substratos, presenca ou auséncia de
ions ativadores ou inibidores, demais enzimas e co-fatores (GOMES, et al., 2007). Portanto, para
que ocorra uma boa utilizacdo destas na inclusdo em ragfes para aquicultura, sua atividade

bioldgica deve resistir aos rigores da fabricacdo, da estocagem da ragdo, ao baixo pH e as


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956053X09005704
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enzimas proteoliticas do trato digestdrio. Caso contrario, quando o alimento é submetido a
temperaturas elevadas, como por exemplo, nos processos de peletizacédo e extrusdo, pode ocorrer
a desnaturacdo das enzimas, eliminando o beneficio de sua inclusdo na racdo dos animais
(CAMPESTRINI et al, 2005).

Objetivou-se avaliar a estabilidade das enzimas presentes no complexo enziméatico SSF
adicionadas em niveis e durante as etapas do processo de extrusdo e subsequente efeito no

desempenho de juvenis de tilapia do Nilo, além de niveis de inclusdo para tambacu.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 - CRIACAO DE TILAPIA

A reducdo dos estoques naturais decorrente da sobre pesca, somada & necessidade de
desenvolver atividades de baixo impacto ao meio e que gerem renda ao produtor, tém promovido
crescente interesse pelo cultivo de organismos aquaticos (TEIXEIRA et al., 2009). Dentro desse
cultivo, a criacdo de peixes tém se destacado, sendo a area da produgdo animal que mais se
desenvolve no Brasil, sendo que, para atender a expansdo desta agroindustria, as técnicas de
producdo demandam maior nivel de intensificacdo (FURUYA et al., 2001).

Tilapia € o nome comum aplicado a trés géneros de peixe da familia Cichlidae:
Oreochromis, Sarotherodone Tilapia (WATANABE et al., 2002), peixes de agua doce
originarios da Africa (APPLEYARD et al., 2001). Sua criagdo no Brasil teve como marco inicial
a introducdo de um plantel de Tilapia rendalli, na década de 1950, seguida de uma nova
introducdo de tilapia do Nilo em 1972 (MOREIRA et al., 2007), tendo o crescimento da
atividade intensificado no seculo XX.

A China, o qual possui tradicdo milenar em aquicultura, é atualmente o maior produtor de
tilapia cultivada do mundo, seguido pelo Egito, Filipinas, Indonésia, Tailandia, Taiwan e Brasil
(FIGUEIREDO-JUNIOR & VALENTE-JUNIOR, 2008).

As tilapias possuem uma série de caracteristicas que as tornam candidatas ideais na
piscicultura, especialmente em paises em vias de desenvolvimento, sdo estes: crescimento
rapido, tolerancia a diversas condi¢cbes ambientais, ao super povoamento, baixo oxigénio
dissolvido, resisténcia ao estresse e doencas, capacidade de reproducdo em cativeiro, aceita
alimentacdo em diferentes niveis tréficos incluindo nivel baixo e alimentos artificiais e possui
tempo curto de cada geracdo (EL SAYED, 2006).

A alimentacédo de espécimes de baixo nivel trofico faz com que cresgam com baixo custo
em sistemas extensivos e apresentem desenvolvimento satisfatério em pisciculturas com
condi¢cBes ambientais sub-Otimas (WATANABE et al., 2002). Os mesmos autores ainda
ressaltam que em sistemas intensivos, a tilapia pode ser alimentada com ragdes formuladas
contendo alta porcentagem de proteina vegetal e 6leos.

Além disso, sua carne é apreciada nos mercados nacional e internacional e seu filé ndo
apresenta espinhos intramusculares em forma de “Y” (FURUYA et al., 2000). Todas estas
caracteristicas favoraveis a tornam a espécie escolhida pela maioria dos produtores brasileiros
(GONTNO et al., 2008).
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Estima-se que no periodo de 1996 a 2005, a producdo de tilapias no Brasil cresceu em
média 23% ao ano. A producdo brasileira de 2005 ultrapassou a producdo conjunta dos
principais paises exportadores de filé fresco de tilapia para o mercado sul americano (Equador,
Honduras, Costa Rica e Colémbia). O que mais chama a atencdo é que toda esta producgdo, que
foi quase toda absorvida pelo mercado interno,foi comercializada praticamente sem esforgo de
marketing que divulgasse o peixe e seus produtos (FIGUEIREDO-JUNIOR & VALENTE-
JUNIOR, 2008).

2.2 - CRIACAO DE TAMBACU

Atualmente, com o crescente interesse pela criacdo de organismos aquaticos, tornou-
seessencial que os criadores aprimorem as técnicas necessarias para assegurar o éxito da criagdo
e reproducdo dos peixes, especialmente no Brasil. Peixes nobres nativos com habito reofilico,
ndo se reproduzem em cativeiro sem a inducdo hormonal, como o tambaqui
(Colossomamacropomum) e o pacu (Piaractusmesopotamicus) (MORAIS, 2009).

A técnica de cruzamento de individuos geneticamente préximos é chamada hibridacéo.
Este processo esta sendo largamente utilizado no melhoramento genético com objetivo de gerar
individuos mais precoces e mais rasticos que as espécies parentais e isto ocorre devido ao vigor
hibrido. Pretende-se entdo: aumentar a tolerancia a variacdes ambientais e as doencas, melhorar
taxa de crescimento a qualidade de carne (BARTLEY, 2001).

O tambacu, é um hibrido entre fémeas de tambaqui e machos de pacu. O tambaqui € a
principal espécie amazoénica cultivada no Brasil e pode atingir na natureza, peso ao redor de 30
quilos. (GONCALVES et al., 2010). A producdo de alevinos desta espécie é facil e o seu
crescimento é rapido, se adapta ao confinamento e arracoamento, possuindo assim grande
potencial para aquicultura (SILVA et al., 2007). Ja o pacu é um peixe muito comum nas bacias
dos rios Parand, Uruguai e Paraguai, e possui facil adaptacdo a sistemas de cultivo intensivo
(BITTENCOURT, 2008). Aliando estas caracteristicas favoraveis de ambas as espécies, obteve-
se um individuo que é um dos grandes destaques da piscicultura moderna por apresentar
rusticidade, valor comercial e carne saborosa, aléem de rapido crescimento e maior toleréncia a
baixas temperaturas que seus parentais. Este possui um habito alimentar onivoro, com
caracteristicas semelhantes ao tambaqui no que se refere ao formato, porte e cor acinzentada.
(GONCALVES et al., 2010). Para demonstrar a importancia destes especimes, em 2010, o

cultivo de tambacu, tambaqui e pacu representou 24,6% da producdo nacional de pescado na
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modalidade continental, sendo que no mesmo ano foi produzido 49.818 toneladas de tambacus
(MPA, 2012).

2.3 - UTILIZACOES DE ENZIMAS EXOGENAS PARA PEIXES

Estudos referentes a suplementacdo enzimatica para peixes tém demonstrado a
importancia do uso de enzimas exdgenas.

Programas alimentares eficientes e a méxima utilizacdo dos nutrientes alimentares s&o
uma das principais preocupacdes da piscicultura diante da alta demanda mundial de pescados a
curto e médio prazo.

Os ingredientes de origem vegetal mais utilizados em ra¢fes para ndo-ruminantes sao
relativamente ricos em amido e proteina, mas contém nutrientes ndo digeriveis presentes na
parede celular, como os polissacarideos ndoamilaceos (PNAs), os oligossacarideos, outros ndo
carboidratos (glicoproteinas, ésteres fendlicos, lignina), além da hemicelulose, que ndo é
totalmente digerivel (OLIVEIRA et al., 2007). Estas situacdes limitam o uso de ingredientes de
origem vegetal na racéo para peixes, porém alguns trabalhos, como os de Gongalves et al. (2005)
e Bock et al. (2006) demonstram que um nivel adequado de suplementagdo enzimaética para
tilapias do Nilo proporciona melhor disponibilidade aparente dos nutrientes, maximizando agéo
enzimatica endégena do animal.

Considerando que a tilapia aproveita bem os aminoacidos e monossacarideos livres, é
possivel que a suplementacdo das ragdes com complexo enzimatico propicie o aproveitamento
dos conteudos protéico e energético, expressos nas consideraveis fracdes de PNA e amido
presentes em ingredientes de origem vegetal, como farelo de soja e milho, respectivamente.
Nesse sentido, ao permitir melhoria do valor nutricional dos nutrientes e aumento da
disponibilidade de minerais dos alimentos, verifica-se considerdvel reducdo na excrecdo de
solidos fecais, fosforo e nitrogénio, o que contribui indiretamente para a reducdo da poluicao
ambiental. (OLIVEIRA et al., 2007).Além disso, partindo do mesmo principio, podemos
considerar que com a maximizacdo do aproveitamento dos nutrientes disponiveis na racao,
conseguimos também através da inclusdo enzimatica a reducdo do consumo e consequentemente
reducdo dos custos com alimentacdo e melhorias nos lucros da atividade(CAMPESTRINI et al.,
2005).

2.4 -COMPLEXO ENZIMATICO SSF E SUA UTILIZACAO
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Estudos referentes a utilizacdo do SSF na ragdo de peixes SA0 €scassos e pouco
esclarecedores, quando comparado com outras espécies de monogastricos, sendo necessario
realizar mais pesquisas envolvendo a utilizacdo deste complexo enzimatico.

De acordo com Moura et al. (2012), os quais trabalharam com inclusdo de SSF em 5
niveis (50, 100, 150, 200 e 250 ppm), a inclusdo do complexo enzimatico SSF em racdes
peletizadas a 150 ppm, melhora o desempenho de juvenis tilapias do Nilo em funcdo da maior
biodisponibilidade de nutrientes.

Observando o desenvolvimento de juvenis de carpa comum e carpa capim submetidos a
racOes contendo farelo de alfafa e SSF, Sara et al. (2012), ressaltaram que a inclusdo de SSF,
incrementa o coeficiente de digestibilidade aparente de nutrientes, proporcionando um maior
ganho de peso e peso.

O SSF também tem se mostrado eficiente adicionado a ra¢bes de outros monogastricos,
valorizando a energia metabolizavel (Gongalves et al., 2007; Souza et al., 2013), reduzindo a
carga bacteriana intestinal (Gentilini et al., 2009), a incidéncia de diarréia (Souza et al., 2013),
melhorando o aproveitamento de nutrientes (Manzke et al., 2009), conversdo alimentar, gerando
maior ganho de peso (LEITE et al., 2011).

Portanto, a inclusdo do SSF na racdo de peixes mostra-se promissor.

2.5 — FOSFORO E NITROGENIO COMO POTENCIAIS POLUIDORES DO MEIO
AMBIENTE

As grandes concentracdes de nitrogénio e fosforo usados nos adubos e fertilizantes ou
originados das fezes dos animais constituem um tipo muito comum de poluicdo da agua. As
enxurradas transportam para os rios os fosfatos e nitratos, esses compostos potencialmente
poluidores podem chegar aos mananciais de agua pela infiltracdo no solo atingindo o lencol
freatico e posteriormente os corpos de agua (SILVA, 2006). Os mesmo autores, ainda ressaltam
que, com o0 aumento de nutrientes no meio aquéatico as plantas e o fitoplancton ficam bem
nutridos, os quais se multiplicam (especialmente algas) e absorvem o oxigénio da agua,
ocorrendo assim o anaerobismo do meio. Por sua vez, a falta de oxigénio provoca a morte de
muitas plantas e animais que, ao se decomporem, causam odor e sabor desagradavel da agua,
aumentando a poluicao

Esse fendbmeno € comumente denominado de eutrofizagdo. J& na cultura de peixes a
contamina¢do de corpos d’dgua ¢ direta, sendo necessaria a reducdo da excre¢do desses
compostos. O que pode ser feito com uma racdo balanceada e com maior disponibilidade dos
nutrientes (SIPAUBA-TAVARES, 2004).
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O fésforo ¢ um mineral importante no metabolismo animal, participando inclusive na
formacgdo do ATP, é adicionado as racdes a base de milho e farelo de soja, como os demais
minerais. Porém, nem todo fosforo suprido é metabolizado pelos peixes, parte dele é repassada
para a &gua por meio de lixiviagdo da racdo e outra parte € liberada pelas fezes (ARARIPE et al.,
2006).

Além disso, racGes com altos teores de proteina possuem uma maior dependéncia por
alimentos protéicos (farinha de visceras, farinha de peixe e farelo de soja), que contém maior
quantidade fosforo e nitrogénio, e esses alimentos possuem maior solubilidade e lixiviam ao
longo do tempo. Um maior tempo de exposicdo da ragdo a dgua proporciona maior aporte de
nutrientes para o ambiente (POTRICH et al., 2011).

Ainda de acordo com o0s autores acima, estudos com estabilidade de racbes sdo
necessarios, visto que conforme a dindmica do ambiente, pode haver maiores perdas de
nutrientes das racgdes, e com isso, maior custo com alimentacéo dos animais e maior degradagéo

do meio ambiente.

2.6 - RACOES EXTRUSADAS PARA PISCICULTURA

Em funcdo dos altos custos empregados com a alimentacdo dos animais, torna-se
necessario maximizar o aproveitamento dos nutrientes oferecidos através da racdo, realizando
maiores estudos sobre a forma de processamento e fornecimento destes alimentos.

O meio aquatico influencia negativamente nos estudos com nutricdo de peixes,
dificultando a observacdo da quantidade de racdo consumida, além das perdas de nutrientes por
lixiviacdo, o que pode influenciar diretamente no desenvolvimento dos peixes, piorando a
eficiéncia de utilizacdo dos alimentos ou, indiretamente, provocando queda na qualidade da agua
(FURUYA et al., 1998).

Entretanto, o processamento da ragdo tem a finalidade de melhorar o valor nutritivo, a
aceitacdo e a estabilidade da racdo na agua, o que facilita estes estudos (KUBITZA, 2000). Além
disso, a futura expansdo da aquicultura dependedestes processamentos e da utilizacdo de
alimentos balanceados. Portanto, estudos no sentido de avaliar o desempenho, assim como a
analise econémica da utilizacdo de racdes submetidas a diferentes processamentos, séo de grande
importancia, particularmente no cultivo da tilapia do Nilo, onde poucos sdo o0s estudos realizados
com essa finalidade (FURUYA et al., 1998).

A extrusdo constitui processo continuo, versatil e muito utilizado na tecnologia de

transformacéo de alimentos (ASCHERI et al., 2006). Este processo expfe 0s nutrientes a alta



20

pressdo, umidade e temperatura; O que ocasiona melhor disponibilidade dos nutrientes,
conferindo também maior durabilidade e flutuacdo na &gua (ROBINSON et al., 2001).

A temperatura utilizada no processo de extrusdo exerce papel importante nas mudancas
das propriedades fisico-quimicas dos produtos extrusados (ASCHERI et al., 2006). Juntamente
com a pressdo elevada ocasiona maior gelatinizagdo do amido e exposicdo dos nutrientes
contidos no interior das células vegetais a acdo digestiva, melhorando, assim, a eficiéncia
alimentar para os peixes (KIANG, 1993).

Embora a extruséo resulte em aumento do custo final do produto, este custo adicional, em
relacdo ao da racdo peletizada, acaba sendo compensado pela melhora na eficiéncia alimentar
para os peixes e pela menor deterioracdo da qualidade da agua, possibilitando um crescimento
mais rapido do animal e um melhor aproveitamento dos nutrientes, reduzindo, com isto, 0s
custos com alimento por unidade de peixe produzida (KUBITZA, 1997).

Além da melhoria do valor nutricional constatado com o processo de extrusao, ha que se
considerar também que a possibilidade de o peixe se alimentar na superficie da agua proporciona
maior eficiéncia na ingestdo do alimento e, também, melhor controle no manejo alimentar, pois
esse tipo de processamento permite um controle visual quanto ao apetite do peixe e a eventuais
sobras da racdo. Tais vantagens sdo de fundamental importdncia nos sistemas de criacdo
intensiva (SUSSEL, 2008).
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4- ARTIGOS

4.1- JUVENIS DE TILAPIA DO NILO ALIMENTADA COM RACOES EXTRUSADAS
CONTENDO SSF ADICIONADO EM DIFERENTES NIVEIS E ETAPAS DO
PROCESSAMENTO

RESUMO - Objetivou-se avaliar o desempenho de tilapias do Nilo submetidas a racGes
contendo o complexo enziméatico SSF (solid station fermentation), adicionado em diferentes
niveis e etapas do processamento de extrusdo. Para avaliar a atividade enzimatica foram
selecionadas as seguintes enzimas: B-glicosidase, pectinase, Xilanase, endoglucanase (carboxi-
metil-celulase), amilase e protease. Os peixes foram submetidos a cinco tratamentos alimentares:
racdo sem adicdo de enzima (sem enzima), com adi¢do de 400 ppm de SSF na mistura antes da
extrusdo (AE400), com 800 ppm de SSF na mistura antes da extrusdo (AE800), 400 ppm de SSF
adicionados “on top” apods a extrusdo (DE400) e 800 ppm de SSF adicionados “on top” apods a
extrusdo (DE800). O experimento teve um delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticGes, contendo sete peixes por aquario, totalizando 140 animais, com peso médio inicial
10,37 g £ 0,95. Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia (8, 11, 14 e 17 h), até a
saciedade evitando sobras de alimento, durante 56 dias. Os seguintes indices foram obtidos: peso
inicial, peso final, ganho de peso, conversdo alimentar (CA), sobrevivéncia, taxa de crescimento
especifico (TCE) e composi¢do corporal. Os resultados foram comparados utilizando-se
ANOVA e teste de Tukey a 0,05 de probabilidade. Todas as enzimas perderam atividade
enzimatica parcial ou total quando submetidas ao processo de extrusdo. Ndo foram observadas
diferencas entre as sobrevivéncias ¢ composi¢do corporal. A inclusdo “on top” proporcionou um
melhor rendimento, verificado pelo aumento do peso e do ganho de peso entre os tratamentos
AE400 e DE400, e entre 0 AE8B00 e DE8O0O e pela diminuicdo do CA do tratamento AE800 para
o DE800. Ja o efeito do aumento do nivel de enzima é detectado pela diminuicdo da CA das
tilapias do tratamento sem enzima para 0 DE400 e do DE400 para o DE800. Comparando-se a
racdo sem adicdo com os demais tratamentos, verifica-se aumento do rendimento com adigdo da
enzima, com aumento do nivel e com a forma de inclus@o “on top”. Sugere-se que 0 complexo
enzimatico SSF seja adicionado “on top” apos a extrusao por proporcionar melhor desempenho
para tilapias do Nilo, sendo recomendado a inclusdo de 800 ppm.

Palavras-chave: Aspergillus nigger,enzimas, GIFT, nutricdo de peixes, solid station fermentation.
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YOUTH OF NILE TILAPIA FED DIETS WITH SSF EXTRUDED CONTAINING
ADDED IN DIFFERENT LEVELS AND STAGES OF PROCESSING

ABSTRACT -This study aimed to evaluate the performance of tilapia fed with diet containing
the enzyme complex SSF (solid station fermentation), added at different levels and stages of the
extrusion process. To evaluate the enzymatic activity, the following enzymes were chosen: -
glycosidase, pectinase, xylanase, endoglucanase (carboxy methyl cellulase), amylase, protease
and phytase. The fish were submitted to five diets: no enzyme addition (without enzyme), with
addition of 400 ppm of SSF in the mixture before extrusion (AE400), with addition of 800 ppm
of SSF in the mixture before extrusion (AE800), 400 ppm SSF added "on top™ after extrusion
(DE400), and 800 ppm SSF added "on top" after extrusion (DE800). The experiment had a
random design,each group with four replications, seven fish per group, totalizing 140 animals,
with an average initial weight of 10.37 £ 0.95 g. The fish fed four times a day (8, 11, 14 and 17
h) to satiation avoiding remnants of food for 56 days. The following values were obtained: initial
weight, final weight, weight gain, feed conversion (FC), survival, specific growth rate (EER) and
body composition. The results were compared using ANOVA and Tukey's test at 0.05
probability. All enzymes lost partial or total activity when subjected to the extrusion process. No
differences between the survival and body composition were observed. The inclusion "on top"
provided a better income, verified by increased weight and weight gain between treatments
DE400 and AE400, and between the treatments AE800 and DE80O0, and decrease of the FCin the
treatments AE800 and DE8OQO0. The effect of the increased enzyme level is detected by a decrease
in the FC of the tilapia without enzyme for the treatment DE400 and for DE400 to DES8OO.
Comparing the diet without enzyme to the other treatments, there is increase in yield with the
addition of the enzyme, increasing the level and the form of inclusion "on top". It is suggested
that the SSF enzyme complex is added "on top" after extrusion by providing better performance
for Nile tilapia, and recommended the inclusion of 800 ppm.

Keywords: Aspergillus nigger, enzymes, GIFT, fish nutrition, solid fermentation station.
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1-INTRODUCAO

A aquicultura é uma atividade que vem se destacando na producdo mundial de alimentos,
impulsionando produtores e pesquisadores a buscarem técnicas que possibilitem melhorias nos
lucros e na produtividade. Dessa forma, a utilizacdo de aditivos alimentares pode ser considerada
promissora, pois, de acordo com Campestrini et al. (2005), estas substancias tém a finalidade de
conservar, intensificar ou modificar as suas propriedades, sem prejudicar o seu valor nutricional.

Dentre as alternativas, as enzimas podem ser consideradas um dos aditivos mais
promissores, pois se caracterizam por aumentar a disponibilidade de nutrientes e energia, o que
pode acarretar melhor desempenho e reducdo nos dejetos (JEGANNATHAN & NIELSEN,
2013). Do mesmo modo que ocorre com outros monogastricos, 0s peixes sdo incapazes de
aproveitar muitos nutrientes devido a producao insuficiente ou auséncia de enzimas especificas
(Taniguchi e Takano, 2004), o que justifica a sua inclusdo exdgena.

Durante a degradacdo de um substrato, varias enzimas podem agir em associagao para
uma digestdo eficiente. Esse modo de atuagdo caracteriza o complexo enzimatico SSF (solid
state fermentation), que combina de forma natural e equilibrada, algumas enzimas (j-
glicosidase, pectinase, xilanase, endoglucanase, amilase, protease e fitase) (CHAUYNARONG
et al., 2008).

A atividade das enzimas adicionadas em racGes para animais pode ser afetada por varios
fatores, como produtos quimicos, pH e principalmente pelas variacbes de temperatura
(CARLSON & POULSEN, 2003). Na producao de peixes sao utilizadas racfes extrusadas, as
quais envolvem altas temperaturas durante o processamento. Deste modo, a inclusdo de enzimas
nas racdes deve ser feita de forma criteriosa, pois devido a sua natureza proteica, pode ocorrer
perda parcial ou total da atividade bioldgica.

Portanto, objetivou-se avaliar a estabilidade das enzimas presentes no complexo enzimatico

SSF as etapas do processo de extrusao e posterior efeito no desempenho de tilapia do Nilo.
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2- MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido de maio a julho de 2014. Os ensaios de atividade
enzimatica foram conduzidos no Laboratorio de Analises Bioquimicas da Universidade Federal
de Vicosa (UFV).Para avaliar a atividade das enzimas presentes no complexo enzimatico SSF,
incluso antes e apds o processo de extrusdo, preparou-se 5 misturas basais, com a mesma
composicao da racdo controle, todas contendo gelatina e inicialmente sem SSF (tabela 1) sendo
utilizada a temperatura de 90 °C.

Nas duas Ultimas misturas basais a gelatina foi separada para ser inclusa com o SFF na
forma “on top”. Para representar a referéncia, sem inclusdo de complexo enzimatico SSF, esta
mistura basal foi levada a extrusora e secadora. Para representar os tratamentos com incluséo
anterior ao processo de extrusdo (AE), AE400 e AE800, foi substituido 4 e 8%, respectivamente,
da mistura basal por complexo enzimatico SSF e levado a extrusora e posterioriormente a
secadora. J& para os tratamentos com a inclusdo do SSF depois do processo de extrusdo (DE),
DE400 e DEB800, a mistura basal sem a inclusdo do complexo enzimético SSF foi levada a
extrusora. Apos sua extrusdo e secagem, foi substituido 4 e 8% de racdo por SSF inclusos sob a
forma “on top” com as gelatinas separadas no inicio da fabricacdo previamente derretidas em
agua. Todas as amostras foram moidas e separadas para posterior analise.

Para determinacdo das atividades enzimaticas, 0,5 g de amostra de cada uma das ragdes
foi macerada com 10 mL de agua destilada. Em seguida este material foi colocado em tubo de
polietileno e centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos. Apos este procedimento, com auxilio de
uma pipeta, foi retirado o sobrenadante para a determinacéo da atividade das enzimas. Todas as
analises enzimaticas foram feitas em triplicata. Foram selecionadas as seguintes enzimas: -

glicosidase, pectinase, xilanase, endoglucanase (carboxi-metil-celulase), amilase e protease.
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Tabela 1. Composicao da ragdo experimental (matéria natural)

Ingredientes (%) Tratamentos

Controle (sem SSF) AE400 e DE400 AEB00 e DEB00
Farelo soja 45% 71,88 71,88 71,88
Milho gréo 20,12 20,12 20,12
Farelo de trigo 3,00 3,00 3,00
Fosfato bicalcico 2,83 2,83 2,83
Calcario calcitico 0,76 0,76 0,76
Oleo de soja 0,20 0,20 0,20
PremixV 0,50 0,50 0,50
Vitamina C 0,05 0,05 0,05
Sal comum 0,50 0,50 0,50
Inerte 0,08 0,04 -
SSF@ - 0,04 0,08
Gelatina® 0,06 0,06 0,06
BHT® 0,02 0,02 0,02
Composicdo calculada™ e analisada®
Matéria seca® 87,38 87,45 87,24
Proteina bruta® 33,31 34,02 34,05
Matéria mineral® 5,99 6,04 6,06
ED (Kcal/Kg) ® 3000 3000 3000
Fibra bruta® 4,92 4,92 4,92
Extrato etéreo® 1,69 1,87 1,71
Calcio total® 1,12 1,09 1,10
Fosforo total® 1,71 1,65 1,69
Lisina total® 2,07 2,07 2,07
Acido linoleico® 1,06 1,06 1,06

(1)Suplemento vitaminico e mineral comercial para peixes; niveis de garantia (por kg do produto): vit. A -
1,200,000 1U; vit. D3 - 200,000 1U; vit. E - 1,200 mg; vit. K3 - 2,400 mg; vit. B1 - 4,800 mg; vit. B2 -
4,800 mg; vit. B6 - 4,800 mg; vit. B12 - 4,800 mg; vit. C - 48 g; acido félico - 1,200 mg; Pantotenato de
célcio - 12,000 mg; biotina - 48 mg; Cloreto de colina - 108 g; niacina - 24,000 mg.(2)O complexo SSF
tem como nome comercial Allzyme®SSF e é advindo da empresa Alltech Inc. (3) BHT —
butylatedhydroxytoluene. (4) Nos tratamentos DE400 e DE80O a gelatina foi inclusa apés o processo de
extrusdo, juntamente com o complexo enzimatico sob a forma “on top”. (5) Valores estimados com base
nos coeficientes de digestibilidade dos ingredientes para os aminoacidos e fésforo, de acordo com
Rostagno et al. (2011) e Furuyaet al (2000), e de energia, de acordo com Boscolo et al. (2002) e Pezzato
et al. (2002). (6)Analises realizadas no laboratdrio de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da
UFVJIM.

Mensurou-se a 3-glicosidase, a qual faz parte do grupo da celulase, mais especificamente
€ uma exocelulase com especificidade para a variedade de substratos 3—A.Esta enzima hidroliza
os residuos ndo redutores terminal em B—Aglicosideos com liberacéo de glicose.No ensaio de B-
glicosidase, utilizou-se 100 pL do extrato enzimatico, 100 pL de solucdo tampédo acetato de
sodio (100 mM, pH 5), e 250 pL de solugdo de 2 mM de substratos sintéticos. A reacdo foi
conduzida por 15 minutos a 50 °C e paralisada com 500 pL de carbonato de sodio 0,5 M. A
solucdo foi levada ao espectrofotbmetro, sendo lida a absorvancia na faixa de 410 nm, e

posteriormente suaatividade foi determinada.
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Para o ensaio da pectinase, utilizou-se 25 pL do extrato enzimatico, 75 pL de tampédo
acetato de sédio (100 mM, pH 5), 400 pL de solucéo de acido galacturénio 0,25%. A reacéo foi
conduzida por 30 minutos a 50 °C e paralisada com 500 puL de DNS e posteriormente incubada
em banho de &gua fervente por 5 minutos para o desenvolvimento da cor. Em seguida, as
solugdes foram centrifugadas em tubos de polietileno a 13000 rpm durante 5 minutos. A solucdo
foi levada ao espectrofotdmetro, sendo lida a absorvancia na faixa de 540 nm, e posteriormente
suaatividade foi determinada.

A atividade da xilanase foi determinada usando 80 pL de solugdo tampéo acetato de
sodio (100 mM, pH 5), 20 pL do extrato enzimatico e 400 pL de solugdo xilanobirchwood
(1,25% p/v). A reacdo foi conduzida por 15 minutos a 50 °C e paralisada com 500 puL de DNS e
posteriormente incubada em banho de agua fervente por 5 minutos para o desenvolvimento da
cor. A solucéo foi levada ao espectrofotometro, sendo lida a absorvancia na faixa de 540 nm, e
posteriormente sua atividade foi determinada.

Para o ensaio da endoglucanase (carboxi-metil-celulase), 25 pL da solugédo de enzima foi
misturada com 400 pL de carboximetilcelulose (CMC) (1,25% p/v), sendo diluida em 75 pL de
tampdo acetato de sodio (100 mM, pH 5). Esta solugéo foi colocada em banho-maria a 50 °C por
30 minutos, sendo a reacdo paralisada segundo metodologia de Miller (1956), utilizando-se de
500 pL de DNS e em seguida sendo as solugdes levadas em banho de agua fervente por 5
minutos. A solucdo foi levada ao espectrofotémetro, sendo lida a absorvancia na faixa de 540
nm, e posteriormente sua atividade foi determinada.

A atividade de a-amilase foi baseada na hidrélise do amido, com liberacdo de moléculas
de dextrina e maltose. Pela adi¢do de iodo, 0 amido ndo hidrolisado adquire coloragdo azul. A
atividade da amilase é inversamente proporcional a intensidade de cor azul e calculada pela
comparacdo com um controle de substrato. A atividade foi determinada em espectrofotdmetro
Optico, em comprimento de onda de 660 nm, utilizando-se o kit de amilase colorimétrica da
Bioclin, segundo metodologia de Caraway (1959), 0,5 mL do reagente 1 do kit foi levado a
banho-maria a 37°C por 2 minutos. Apds este periodo 10 pL de solucdo de enzima foi incluido e
incubado a 7 minutos e 30 segundos. Para desenvolvimento da cor, foram adicionados 0,5 mL do
reagente 2 do kit e 4,0 mL de agua destilada, e o conjunto levado ao espectrofotdbmetro para
obtencdo de leituras em absorvéancia, e posteriormente sua atividade foi determinada.

Para o ensaio de protease, 150 pL de azocaseina a 2% foram incubadas a 37 °C com 125
pL do extrato enzimatico por 30 minutos. Apds esse tempo, 600 pL de TCA a 10%
(&cidotricloroaceético) foram adicionados e a mistura deixada em repouso, por 15 minutos, em

banho de gelo. Depois disso, fez-se uma centrifugacdo, por cinco minutos, a 14000 rpm. Do
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sobrenadante, transferiram-se 600 pL para um tubo contendo 700 pL de NaOH 0,1 M ¢ fez-se a
leitura da absorbancia a 440 nm, e posteriormente sua atividade foi determinada.

O ensaio de desempenho foi conduzido no Laboratério de Aquicultura e Ecologia Aquética
da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), campus Diamantina,
Minas Gerais, com durabilidade de 8 semanas de ensaio (56 dias). Foram utilizadas tilapias da
linhagem GIFT, com peso médio inicial de 10,37 + 0,38 g, dispostas em aquarios de 35 litros
com sistema de recirculacdo com biofiltragem, limpeza trés vezes na semana, ultraviloleta (UV),
aeracdo constante e controle de temperatura.

Os animais receberam racdo ad libitum até a saciedade aparente, 4 vezes ao dia, 8,11, 14 e 17
h. A quantidade de racdo ofertada a cada aquario diariamente e seus residuos, coletados ao final
do dia, 18 h, foram pesados, em balanca analitica com precisdo de 0,001g. Uma vez por semana
os parametros de qualidade de 4gua foram mensurados, sendo eles: temperatura, pH, oxigénio
dissolvido(sonda multiparamétricapara qualidade da agua YSI Proplusmultiparameter) e amonia
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1989).

Foi utilizado uma racdo a base de ingredientes de origem vegetal, com a mesma composi¢édo
inicial da racdo utilizada no ensaio enzimatico, formulada conforme tabela 1. Diferindo-se
apenas no nivel de inclusdo do complexo enzimatico SSF e o modo de inclusdo; antes da
extrusdo (AE) e “on top” depois da extrusdo (DE), sendo os tratamentos: sem enzimas
(Controle); inclusdo de 400ppm antes da extrusdo (AE400); de 800ppm antes da extrusao
(AE800); inclusdo de 400ppm depois da extrusdo (DE400) e de 800ppmdepois da extrusdo
(DES800). Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e
quatro repeticdes e sete animais por aquario, totalizando 140 animais e 20 unidades
experimentais. Todas as ragOesextrusadas foram processadas na Fabrica de Racdes do
Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Vicosa (UFV).

Aos 28dias os animais foram capturados e imersos em solugdo com eugenol (25 mg/L
durante 1 minuto) para pesagem em balanca analitica com precisdo de 0,001 g e obtencdo da
sobrevivéncia, retornando apds o procedimento para o aquario de origem. Aos 56 dias de
experimento todas as tilapiaspermaneceram12 h sem alimentacdo para esvaziamento do trato
digestivo e avaliacdo da composicdo corporal, sendo na sequéncia capturadas e imersas em
eugenol(37,5 mg/L durante 30 minutos) para pesagem e posterior abate.

Foram avaliados: consumo de racdo (g/dia), ganho de peso (g), conversao alimentar (g/g),
taxa de crescimento especifico (%/dia), biomassa inicial (g), biomassa final (g), e ganho em

biomassa(g) esobrevivéncia (%).
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A partir dos registros do consumo total de racdo e do ganho de peso [GP = (peso final peso
inicial)], foram calculadas a taxa de crescimento especifico [TCE = 100 x (In peso médio final In
- peso meédio inicial)/dia] e a conversdo alimentar [CA = (consumo de racdo/ganho de peso)]. E a
partir dos registros da sobrevivéncia e peso foram calculados a biomassa inicial e final (nimero
de indiduos x peso médio), e o ganho de biomassa estimada (nimero de indiduos x ganho de
peso).

As carcacas foram secas em estufas de circulacdo de ar forcado, moidas e levadas para o
Laboratdrio de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia (DZ0O) da UFVJM, conforme as
metodologias descritas por Van Soestet al. (1991), sendo avaliado a composi¢do corporal:
matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), célcio (Ca),
e fosforo (P).

Os dados de atividade enzimatica e zootecnicos foram submetidos a analise de variancia
ao nivel de probabilidade de 0,05 e para a comparacao das médias foi aplicado o teste de Tukey,
sendo utilizado o programa SAEG - Sistemas para Analises Estatisticas e Genéticas — UFV
(2004).Paraa analise de sobrevivéncia, os dados foram transformados para arcosen, mas na tabela
sdo apresentados valores em porcentagem.Ja para os parametros de qualidade de agua foram

calculadas médias e desvios para caracterizacdo do ambiente de cultivo.
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3- RESULTADOS

A inclusdo do complexo enzimético SSF na racdo antes da extrusdo resultou em perda
parcial ou total da atividade das enzimas. Para B-glicosidase e amilase percebeu-se uma perda
parcial da atividade enziméatica no processo de extrusdao. J& para pectinase, Xilanase e
endoglucanase, percebeu-se que a atividade enzimatica é totalmente perdida no processo de
extrusdo, para os dois niveis testados e ndo diferenciando-se também do tratamento controle, sem
SSF (tabela 3). Para protease, observou-se que o tratamento controle se igualou aos tratamentos
de inclusdo antes do processo de extrusdo (AE400 e AE800). O mesmo tratamento AE800 foi
estatisticamente igual ao DE400, que por sua vez foi estatisticamente igual ao maior nivel de

incluséo depois da extrusdo (DE8QO).

Tabela 3. Anélise da atividade de enzimas (Ul/g racio' e UA/g racdo?) selecionadas (média e
desvio)presentes em complexo enziméatico SSF incluso em ragdes para juvenis detilapia do Nilo,
antes e ap0s o processo de extrusdo, e em dois niveis 4 e 8%

Enzimas Tratamentos CV (%)
Controle  AE400 AE800 DE400 DE800

0,17 80,00 144,00 264,00 680,00 6.93

B-glicosidase 1+0,01e +1,20d  +32,00c +8,00b +8,00a '
0,69 0,36 0,58 11264,36 13127,41 5 45

Pectinase’ +0,06¢c +0,03c +0,02c +282,4b +416,30a '
0,63 0,75 0,49 168,21 216,30 99 82

Xilanase® +0,23c  +0,24c  +0,03c +14,25b +14,44a ’
0,49 0,44 0,41 255,88 316,11 6.13

Endoglucanase® +0,07c +0,18c +0,06¢ +102,35b  £126,84a '
9,48 77,9 128,43 145,97 252,64 11.98

Amilase? +7.44d  #595c  +20,84b  +23,18b +11,90a ’
907,42 915,37 997,58 1123,02 1236,15 450

Protease’ +0,10c +0,02c  +0,01bc +0,02ab +0,00a '

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si na mesma linha pelo teste de Tukey (p<0,05);
Os parametros de qualidade de 4gua encontram-se na tabela 4.

Tabela 4.Valores (média e desvio) de parametros de qualidade de agua obtidos durante o
periodo experimental de juvenis tilapias do Nilo alimentadoss com ragdes contendo complexo
enzimatico SSF

Parametros Médias CV (%)
pH 6,56 £ 0,17 3,41
Aménia total (mg/L) 0,19+ 0,11 7,93
Temperatura(°C) 27,05+ 1,34 4,28
Oxigénio dissolvido (ppm) 9,03 +1,87 3,01

Condutibilidade (uSm/cm) 40,90 £9,90 2,82
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Aos 56 dias de experimento, o peso final e o ganho de peso das tilapias foram superiores
para os tratamentos com adicao de complexo enzimatico “on top” observado comparando-Se 0
tratamento AE400 e DE400 (p<0,05) e 0 AE800 e DE800 (p<0,05) e os tratamentos “on top” ao
controle (p<0,05). Comparando-se o tratamento controle a adi¢cdo de complexo enzimatico antes
da extruséo, percebe-se que ndo houve aumento no peso final e ganho de peso (p<0,05). Os
niveis de enzima nao interferiram (p>0,05) no peso final e ganho depeso, sendo iguais nos
tratamentos AE400 e AE800 e entre os tratamentos DE400 e DE800. Sendo assim, o tratamento
DE800 obteve ganho de peso superior (p>0,05) em 40,29% e 18,43% em relacdo aos
tratamentos, controle e AE80O, respectivamente.

Quanto a conversédo alimentar fora observado diferenca (P<0,05) entre os tratamentos, o
que esta associado a uma melhor disponibilidade e absorcdo de nutrientes. Os peixes alimentados
com racdo e inclusdo de complexo enzimatico SSF pos extrusdo, necessitam de 0,38 g de racéo
para manter o mesmo ganho de peso durante o periodo avaliado. Verificou-se também que
qualquer tratamento com a inclusdo do complexo enziméatico SSF apresenta melhoria na
conversdo alimentar.

Comparando-se os tratamentos controle e DE80O, observou-se para a TCE que a maxima
inclusdo enzimatica associada ao processo “on top” (DE800), proporcionou melhor taxa que a
ndo inclusdo do SSF (p>0,05). A conversdo alimentar e a taxa de crescimento especifico foram
melhores no tratamento DE80O, em 31,96 e 22,22%, respectivamente, que o tratamento controle.

Foi observado que ndo houve influéncia (p>0,05) dos niveis e da etapa de inclusdo
enzimatica sob a biomassa final, ganho em biomassa e sobrevivéncia. Da mesma forma, ndo fora
verificado efeitos (p<0,05) do complexo enzimatico SSF sob as variaveis de analise corporal

avaliadas (tabela 7).

Tabela 6. Desempenho de juvenisde tilapiado Nilo, aos 56 dias, alimentados com racGes
contendo complexo enzimético SSF adicionado em diferentes etapas do processamento

Parametros Tratamentos CV (%)
Controle  AE400 AE800 DE400 DES800
Peso inicial (g) 10,50a 10,34a 10,33a 10,36a 10,34a 4,10
Peso Final (g) 33,63c 34,89c 37,74bc  39,6lab  42,79a 5,58
Ganho de peso (g) 23,13c 24,55¢c  27,40bc  29,25ab  32,45a 8,18
CA (g/g)* 1,22¢ 1,03b 1,01b 0,95b 0,83a 4,44
Biomassa inicial (g) 73,48a 72,38a  72,34a  7250a @ 72,36a 4,10
Biomassa final (g) 219,07a  237,35a 236,80a 237,65a 277,67a 11,10
Ganho em biomassa (g) 150,75a  170,09a 169,66a 175,51a 210,36a 14,06
TCE (%)? 2,07b 2,23ab 2,22ab  2,38ab 2,53a 4,95

Sobrevivéncia (%) 92,85a 92,85a 92,85a 85,7a 92,85a 8,07
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Meédias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) na mesma linha; ‘CA:

conversdo alimentar; “TCE:Taxa de crescimento especifico.

Tabela 7. Analise corporal de juvenis detilapia do Nilo alimentados com ragdes contendo
complexo enzimético SSF adicionado em diferentes etapas do processamento

Nutrientes* Tratamentos

Controle AE400 AES00 DE400 DES00
MS (%) 20,78 19,98 18,57 19,46 19,85
MM (%) 13,26 13,73 13,46 12,53 12,63
Ca (%) 3,53 3,83 3,63 3,25 3,22
EE (%) 13,33 13,51 13,35 13,28 13,27
PB (%) 56,68 55,84 56,07 56,28 55,5
P (%) 2,03 2,49 2,17 2,14 2,11

N&o houve diferenga entre as porcentagens de nutrientes analisados entre as linhas segundo ANOVA a
0,05 de significancia. * MS: matéria seca; MM: matéria mineral; Ca: Célcio; EE: extrato etéreo; PB:

proteina bruta; P: fosforo.
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4-DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que a atividade das enzimas do complexo enzimatico
SSF pode ser alterada ou perdida em funcdo do momento de inclusdo. O comportamento
catalitico e a estabilidade das enzimas s&o especificos, o que deve ser levado em consideragdo na
formulacdo e processamento de ragoes.

A enzima B-glicosidade, é um tipo de celulase, que atua na etapa final do processo de
decomposicéo da celulose, pela hidrolisacdo dos residuos de celobiose (AJWA & TABATABALI,
1994). Como observado no ensaio de atividade enzimatica, esta enzima teve sua atividade
parcialmente reduzida quando submetida ao processo de extrusdo. Passos et al. (2008),
verificaram a reducdo da atividade da B-glicosidade quando submetida a altas temperaturas,
concordando com os resultados encontrados no presente trabalho. Isto ocorre devido a
desnaturacdo parcial pela elevacdo da temperatura acima da faixa 6tima, assim como no processo
de extruséo.

Gomes et al. (2007),menciona que a pectinase e a xilanase sdo enzimas fundamentais que
atuam na degradacdo da parede celular. A pectinase hidrolisa a pectina presente na lamela média
e parede primaria das células vegetais. Ja a xilanase atua nas moléculas de xilana por meio de
mecanismos enddgenos e exdgenos, decompondo a hemicelulose, um dos principais
componentes da parede celular das plantas. Os mesmos autores ainda ressaltam que altas
temperaturas podem ocasionar perda da atividade da pectinase e xilanase assim como
comprovado no ensaio de atividade enzimatica desenvolvido no presente estudo, onde a estas
enzimas tiveram a perda total de sua atividade quando submetida ao processo de extrusao.

Este comportamento enzimatico ainda corrobora com Uenojo & Pastore (2007), os quais
ainda ressaltam que a pectinase tem sua atividade Otima em 50 °C, e que a partir desta
temperatura sua atividade tende a reduzir ou a se perder, como observado no ensaio enzimatico
do presente estudo. Observando xilanases de diferentes fontes e sua aplicacdo em racOes a base
de trigo, Reis et al (2001),ressaltaram que alguns tipos de xilanase tem sua atividade 6tima em
75 °C, e outras a 50 °C, e que a partir destas temperaturas 6timas sua atividade tende a reduzir ou
a se perder, como observado no ensaio enzimatico do presente estudo.

A endoglucanase é responsavel pelo inicio da hidrolise da celulose e realizam uma
clivagem randémica das ligacGes glicosidicas internas da fibra lignocelulolésica, tornando-as
mais expostas (ARAUJO et al.,2013). Os autores ainda ressaltam que a endoglucanase requer um

controle rigoroso da temperatura do processo, para que ndo ocorra a desnaturacdo das enzimas,
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como demonstrado no presente estudo, onde a endoglucanase perdeu totalmente sua atividade
devido as condi¢des do processo de extrusao.

A amilase € uma das enzimas digestivas, de origem pancreatica, que age no intestino
delgado sobre ospolissacarideos presentes no quimo (MOURA et al., 2007).Biazuset al., (2006),
em seu trabalho de caracterizacdo da atividade amilasica do malte de milho, percebeu uma
reducdo parcial da atividade desta enzima quando a temperatura foi superior a 90 °C, e uma
atividade oOtima na temperatura de 55 °C. Estes resultados corroboram com os do presente
estudo, onde a atividade da amilase reduziu parcialmente devido ao processo de extrusao.

Quanto as proteases, Giongo (2006),menciona que estas enzimas executam uma grande
variedade de funcdes fisioldgicas, conduzem o metabolismo essencial e as func¢des regulatorias,
através da catalizacdo de proteinas. Em seu trabalho o autor observou perda parcial da atividade
enzimética da protease quando submetida a elevacdo de temperatura, corroborando com os
resultados do presente estudo.

Durante todo o periodo experimental, o sistema de recirculacdo manteve a qualidade de
agua dentro dos niveis compativeis para a espécie, similarmente ao observado por Kubitza et al.,
2000 (Tabela 4), ndo interferindo assim no desenvolvimento dos animais.

Ao0s 56 dias de experimento, o peso final, ganho de peso, conversao alimentar e a taxa de
crescimento especifico das tilapias foram superiores para os tratamentos com adicdo de
complexo enzimatico “on top”. Estes resultados superiores observados nos tratamentosem que a
adi¢do do complexo enzimadtico ¢ feita apos o processo de extrusdo (“on top”), reforcam a idéia
de que as altas temperaturas deste processo podem ocasionar desnatura¢fes nas enzimas,
resultando assim na redugdo de sua atividade, assim como observado por Vieille & Zeikus
(1996).

O mesmo € comprovado nos ensaios de atividade enzimatica realizados anteriormente ao
ensaio animal (tabela 3), onde todas as enzimas presentes no complexo enzimatico SSF testadas,
tiveram perda parcial ou total de atividade.

Shibao e Bastos (2011) ainda afirmam que altas temperaturas além da desnaturacdo de
enzimas podem ocasionar a reacdo de Maillard, resultandono agrupamento de proteinas e
carboidratos,afetando assim a biodisponibilidade de minerais, o valor bioldgico de proteinas e
aminoacidos essenciais, com consequentes alteracdes da estrutura proteica ou, ainda, inibicdo de
enzimas exdgenas e digestivas.

Mesmo assim, quando o complexo enzimatico foi adicionado antes da extrusao,
observou-se melhoria (p<0,05) na conversdo alimentar, indicando que o produto perdeu

parcialmente as suas caracteristicas bioldgicas, o que é comprovado através dos dados de
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atividade enzimatica em -glicosidade e amilase, onde estas enzimas perderam parcialmente sua
funcionalidade devido ao processo de extrusdo. Ao se adicionar 800 ppm do complexo na racéo
antes da extrusdo, verificou-se melhora de 20,79% na conversdo alimentar quando comparado a
racdo controle, mas houve piora de 21,69% para 0 mesmo parametro em relagdo ao tratamento
com 800 ppm apos a extrusdo. Desta forma, 0 complexo enzimatico SSF pode ser utilizado em
ambas as etapas do processamento, porém recomenda-se adi¢do de 800 ppm de SSF “on top”.

Utilizando rages peletizadas a 75 °C com adigdo de complexo enzimatico, Silveira et al.
(2010) relataram que ndo houve efeito deletério na atividade enzimatica. Estes autores
justificaram que a menor temperatura do processo de peletizacdo ndo desnaturou as enzimas.
Contrariamente ao que normalmente ocorre na extrusdo, comprovado pelo ensaio de atividade
enzimatica desenvolvido previamente ao ensaio animal, onde todas as enzimas presentes tiveram
perda parcial ou total de atividade enzimatica.

De acordo com Robinson et al. (2001), a temperatura de extrusdo pode ser variavel de 88
a 149°C, o que pode prejudicar a atividade enzimatica. Moro et al. (2013), ressalta em seu
trabalho que o processo de extrusdo combina altas temperaturas e presséo (34 a 37 atm), o que
pode resultar na reducdo, parcial ou total, da atividade enzimatica devido a desnaturacéo.

Os resultados, deste estudo evidenciam os efeitos do processamento em relacdo a
inclusdo de complexos enzimaticos em ragdes extrusadas, e demonstram as vantagens da
utilizacdo do SSF.

O nivel de inclusdo de 800 ppm foi o melhor nivel utilizado, pois gerou melhor peso
final, ganho de peso e TCE, o que resultaria, segundo a literatura,uma reducdo com os custos de
alimentacdo euma reducdo no tempo de engorda (CAMPESTRINI et al, 2005). Outros
experimentos com suplementacdo enzimatica para tilapias reforcam a idéia de que ocorre
melhora no aproveitamento dos nutrientes, refletindo em melhores indices zootécnicos
(GONCALVES et al., 2007; MOURA et al., 2007; GUIMARAES et al., 2009), como também
verifica-se para adicdo do complexo enziméatico SSF (BELAL& KHALAFALLA, 2011;
MOURA ET AL., 2012). Esta otimizacdo gera diminuicdo de gastos (BELAL &
KHALAFALLA, 2011).

A composicdo bromatoldgica de tilapia do Nilo, submetida a racdes elaboradas com
diferentes nives e etapa de inclusdo de complexo enzimatico ndo diferiu entre os tratamentos do
presente estudo, corroborando com os resultados observados porSignoret al. (2010), que em seu
trabalno com suplementacdo de complexo enzimatico (amilase, protease, celulase, lipase,
pectinase, xilanase, B-glucanaseandfitase) com 3 niveis de inclusdo (1000, 1500 e 2000ppm) para

tilapias do Nilo, ndo observaram diferencas significativas nos niveis de nutrientes analisados das
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carcacas. Porém os autores, contrariamente ao presente trabalho, observaram diferenca nos
niveis de extrato etéreo que apresentaram reducéo linear com a inclusdo de enzimas.

Porém, similarmente ao observado para tilapia do Nilo neste experimento, Oliva-Teles et
al. (1998), também ndo obteve diferencas nos niveis de extrato etéreo, em seu trabalho com
suplementacdo enzimatica de fitase microbiana para juvenis de seabass (Dicentrarchuslabrax).

Valores semelhantes foram encontrados por Rocha et al. (2007), em seu trabalho com
diferentes niveis de suplementacdo enzimatica de fitase microbiana para alevinos de jundia
(Rhamdiaquelem), onde ndo ocorreu diferenca significativa nos seguintes nutrientes: matéria
seca, matéria mineral e proteina bruta. Silva et al. (2007), em seu trabalho com juvenis de tilapia
do Nilo com diferentes niveis de suplementacdo de fitase liquida, ndo observaram diferenca

estatistica nos niveis de célcio.
5-CONCLUSAO
Quando adicionado antes do processamento, as enzimas do complexo enzimatico SSF

tém sua atividade catalitica reduzida ou perdida, refletindo no desempenho animal, sendo

recomendado a inclusdo de 800 ppm na forma “on top” no cultivo de tilapias do Nilo.
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4.2- INCLUSAO DE COMPLEXO ENZIMATICO SSF EM RACOES PARA JUVENIS
DE TAMBACU

RESUMO- Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da inclusdo de diferentes niveis de
um complexo enzimatico SSF, adicionados na forma “on top” ap6s a extrusdo em racdes para
tambacu. Foram avaliados os parametros de desempenho:peso, ganho de peso, conversdo
alimentar, sobrevivéncia, comprimento total, biomassa, ganho em biomassa e comprimento
padrdo. O experimento foi composto por seis tratamentos sendo eles: 0, 200, 400, 600, 800, 1000
ppm de SSF/ton de ragdo, em um delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticGes.Cada aquario continhadez peixes, totalizando 240 animais, com peso médio inicial
0,42 £ 0,015g. Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia (8, 11, 14 e 17 horas), até a
saciedade evitando sobras de alimento, durante 56 dias.Os resultados foram avaliados utilizando-
se regressdoem nivel de significancia de 0,05 de probabilidade.Percebeu-se que inclusdo de 600
ppm de SSF “ontop” proporcionou melhores indices de conversdo alimentar. N&o foram
observadas tendéncias em sobrevivéncia, peso final, ganho de peso,comprimento total, biomassa
final, ganho em biomassa e comprimento padrédo.Portanto, recomenda-se a inclusdo “on top” de
600 ppm de SSF em ra¢des para tambacus.

Palavras-chave: Aspergillus nigger, hibrido, enzimas, nutricio de peixes, solid station
fermentation.
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INCLUSION COMPLEX OF ENZYME SSF IN DIETS FOR JUVENILE OF TAMBACU

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the effect of different inclusion levels
of an enzyme complex SSF, added as "on top" after extrusion in feed tambacu. Weight, weight
gain, feed conversion, survival, total length, biomass, and biomass gain in standard length:
performance parameters were evaluated. The experiment consisted of six treatments which were:
0, 200, 400, 600, 800, 1000 ppm SSF / ton of feed, in a completely randomized design with four
replications. Each aquarium contained ten fish, and totaling 240 animals, with initial average
weight 0.42 + 0.015 g. The fish were fed four times a day (8, 11, 14, 17 hours) to satiation
avoiding remnants of feed for 56 days. Results were evaluated using regression at a significance
level of 0.05 probability. It was noticed that inclusion of 600 ppm SSF "on top" provided better
feed conversion ratios. No trends in survival, final weight, weight gain, total length, the final
biomass and biomass gain in standard length was observed. Therefore, it is recommended to
include "on top™ of 600 ppm SSF in diets for tambacus.

Keywords: Aspergillus nigger, hybrid, enzymes, fish nutrition, solid fermentation station.
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1-INTRODUCAO

A hibridacéo, para a aquicultura, permite gerar individuos com caracteristicas desejaveis
tais como: resisténcia a doencas, ganho de peso acelerado, melhor qualidade da carne, resisténcia
a mudancas no ambiente (BARTLEY, 2001).

O hibrido tambacu, resultado do cruzamento de fémea de tambaqui (Colossoma
macropomum) com macho de pacu (Piaractus mesopotamicus),vem se destacando nos ultimos
anos na piscicultura, por gerar um produto de excelente qualidade de carne, com caracteristicas
que agradam o consumidor, dentre elas, a baixa quantidade de gordura quando comparado aos
seus parentais (GONCALVES et al., 2010).

Devido a baixa quantidade de estudos na &rea da nutricdo para tambacus, torna-se
necessario a realizacdo de trabalhos com a espécie. Além disso, vale ressaltar que a maior parte
dos custos de uma producdo na piscicultura estdo relacionados com a alimentacéo (50 a 80%),0
que motiva pesquisadores e produtores a buscar alimentos alternativos e a incluséo de aditivos.
(PEREIRA FILHO, 1995)

Considera-se como aditivo toda a substancia adicionada ao alimento que ndo influencie no
seu valor nutricional, dentre elas, destacam-se as enzimas exdgenas (CAMPESTRINI et al,
2005).

O SSF (solid state fermentation) € um complexo de enzimas produzido através de técnicas
de fermentacdo naturais em um substrato sélido por fungos (Aspergillus niger), gerando uma
série de enzimas como protease, a-amilase, lipase, celulase, xilanase, a-galactosidase, pectinase,
fitase e endoglucanase (carboxi-metil-celulase), que atuam em diferentes componentes da racéo
tornando-os acessiveis, 0 que resulta em uma maior disponibilidade de aminoacidos, energia,
calcio e fosforo (MOURA et al., 2012).

As racdes utilizadas na piscicultura sdo na sua maioria extrusadas, pois embora a extrusao
resulte em aumento do custo final do produto, este custo acaba sendo compensado pela melhora
na eficiéncia alimentar para os peixes e pela menor deterioracdo da qualidade da agua,
possibilitando um crescimento mais rapido do animal e um melhor aproveitamento dos
nutrientes, reduzindo, com isto, os custos com alimento por unidade de peixe produzida
(KUBITZA, 1997).

Porém, vale ressaltar que a extrusdo € um processo de cozimento a alta pressdo, umidade
e temperatura, que pode chegar a 88 a 149 °C (ROBINSONet al., 2001). Estas condi¢des podem
ocasionar a inativacdo enzimatica, produzindo efeitos opostos sobre a atividade enzimética e a
estabilidade (VIEILLE & ZEIKUS, 1996); sendo portanto, necessario que este complexo

enzimatico seja incluso apds o processo de extruséo.



48

Portanto, objetivou-se com o presente estudo avaliar a inclusdo do complexo enzimatico

SSF, apds a extrusdo, em diferentes niveis sob o desempenho de tambacus.
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2- MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Aguicultura e Ecologia Aquatica da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM), campus Diamantina,
Minas Gerais, no periodo de 24 janeiroa20 de margo de 2014, totalizando 8 semanas de ensaio
(56 dias). Foram utilizadosjuvenis de tambacuscom peso inicial de 0,42 + 0,015g. O experimento
ocorreu em aquarios de 35 litros com sistema de recirculagdo com biofiltragem, ultraviloleta
(UV), aeragdo constante e controle de temperatura (25,56 + 3,68°C). Todos os aquarios tiveram
seus dejetos removidos trés vezes na semana.

Os juvenis de tambacu foram submetidos a 6 tratamentos alimentares. Para isto uma ragéo
basal foi formulada com ingredientes de origem vegetal conforme tabela 1. Estasdiferiram-
seapenas nos niveis de inclusdo do complexo enzimatico SSF, sendo os tratamentos: sem
enzimas (controle); inclusdo de 200ppm (200DE); 400ppm (400DE); 600ppm (600DE); 800ppm
(800DE) e 1000ppm de SSF na racdo (1000DE), todos inclusos na forma “on top” com gelatina
derretida.Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos, quatro
repeticdes,10 animais por aquario, totalizando 240 animais distribuidos em 24 unidades
experimentais. Todas as racBes extrusadas foram processadas na Fabrica de Racgbes do
Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Os animais receberam racdo ad libitum até a saciedade aparente, 4 vezes ao dia, 8, 11, 14 e
17 horas, sendo contabilizado em gramas a quantidade de racdo ofertada. Uma vez por semana
os parametros de qualidade de 4gua foram mensurados, sendo eles: temperatura, pH, oxigénio
dissolvido(sonda multi paramétrica para qualidade da agua YSI Proplus multi parameter) e
amoénia (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1989).

Tabela 1. Composicao da ragdo experimental (matéria natural)

Ingredientes (%) Complexo enzimatico SSF(ppm)

Sem SSF 200 400 600 800 1000

Farelo soja 45% 71,88 71,88 71,88 71,88 71,88 71,88
Milho grao 20,12 20,12 20,12 20,12 20,12 20,12
Farelo de trigo 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Fosfato bicalcico 2,83 2,83 2,83 2,83 2,83 2,83
Calcério calcitico 0,76 0,76 0,76 0,76 0,76 0,76
Oleo de soja 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Premix™" 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Vitamina C 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
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Sal comum 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Inerte 0,10 0,08 0,06 0,04 0,02 -

SSF®@ - 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
Gelatina® 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
BHT® 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02

Composicéo calculada®

Matéria seca (%) 87,64 87,64 87,64 87,64 87,64 87,64
Proteina bruta (%) 35 35 35 35 35 35

ED (Kcal/Kg) 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Fibra bruta (%) 4,92 4,92 4,92 4,92 4,92 4,92
Extrato etéreo (%) 1,99 1,99 1,99 1,99 1,99 1,99
Célcio total (%) 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2

Fosforo total (%) 1,02 1,02 1,02 1,02 1,02 1,02
Lisina total (%) 2,07 2,07 2,07 2,07 2,07 2,07
Acido linoleico (%) 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06

Suplemento vitaminico e mineral comercial para peixes; niveis de garantia (por kg do produto): vit. A -
1,200,000 1U; vit. D3 - 200,000 1U; vit. E - 1,200 mg; vit. K3 - 2,400 mg; vit. B1 - 4,800 mg; vit. B2 -
4,800 mg; vit. B6 - 4,800 mg; vit. B12 - 4,800 mg; vit. C - 48 g; acido félico - 1,200 mg; Pantotenato de
calcio - 12,000 mg; biotina - 48 mg; Cloreto de colina - 108 g; niacina - 24,000 mg.(2)O complexo SSF
tem como nome comercial ~ Allzyme®SSF e é advindo da empresa Alltech Inc. (3) BHT -
butylatedhydroxytoluene(4) A gelatina foi inclusa na racdo apds o processo de extrusao juntamente com o
complexo enzimatico sob a forma “on top”(5)Valores estimados com base nos coeficientes de
digestibilidade dos ingredientes para os aminoacidos e fésforo, de acordo com Rostagno et al. (2011) e
Furuyaet al (2000), e de energia, de acordo com Boscolo et al. (2002) e Pezzato et al. (2002).

Aos 56 dias de experimento foi calculada a sobrevivénciae todos os animais foram
anestesiados com eugenol previamente dissolvido em alcool absoluto(25 mg/L durante 1
minuto), pesados em balanca analitica de precisdo 0,001 e medidos com paquimetro digital para
obtengdo dos comprimentos padrdo e total. Posteriormente foram avaliados: consumo de ragao
(g/dia), ganho de peso (g), conversdo alimentar (g/g), biomassa (g) e ganho em biomassa (g).

A partir dos registros do consumo total de racdo e do ganho de peso [GP = (peso final -
peso inicial)], foi calculada a conversdo alimentar [CA = (consumo de ragdo/ganho de peso)].E a
partir dos registros de sobreviventes e peso foram calculados a biomassa inicial e final (nGmero
de individuos x peso médio), e o ganho de biomassa estimada (nimero de individuos x ganho de
peso).

Os dados de desempenho foram submetidos a regressdo através do programa SAEG —
Sistemas para Analises Estatisticas e Genéticas — UFV (2004). Modelos lineares de cada



51

pardmetro em fungdo do complexo enzimético SSF foram testados e a escolha da melhor
equacdo foi dada pelo maior coeficiente de determinacdo (r?), para a significancia dos
coeficientes de regressdo pelo teste t a 0,05 de probabilidade e para a sua adequacao bioldgica.
Anteriormente & anélise de variancia, os dados de sobrevivéncia foram transformados para
arcosen, mas na tabela séo apresentados valores em porcentagem.

3-RESULTADOS

Os parametros de qualidade de 4gua encontram-se na tabela 2.

Tabela 2.VValores médios (+ desvio padrdo) dos parametros de qualidade de 4gua obtidos durante
o0 periodo experimental de tambacu alimentado com ra¢des contendo Allzyme SSF

Parametros Médias CV (%)
pH 7,33+£0,30 5,26
Nitrito (mg.L™) 0,01 +0,01 1,11
Amonia total (mg.L™) 0,02+ 0,00 3,06
Temperatura (°C) 25,56 * 3,68 1,72
Oxigénio dissolvido (ppm) 5,14 £ 0,60 1,45

‘Analisados no Laboratério de Aquicultura e Ecologia Aquética do DZO (UFVJIM)

Aos 56 dias foram obtidos dados de desempenho (tabela 2).

Tabela 3. Desempenho de tambacus, aos 56 dias, alimentados com racgdes contendo diferentes
nives de Allzyme SSF

Parametros Niveis de inclusdo de SSF (ppm) CV (%)
0 200 400 600 800 1000

Peso inicial (g) 428 4,35 4,27 4,27 4,32 4,29 5,32

Peso Final (g) 11,86 11,83 11,89 12,33 12,16 12,00 4,14

Ganho de peso (g) 751 7,55 7,61 8,06 7,83 7,71 5,70

Conversdo Alimentar (g/g)* 1,82 1,78 1,74 1,70 1,71 1,71 2,57
Comprimento Padrdo(cm) 68,07 71,71 68,90 69,22 69,57 66,71 6,82

Consumo ragéo (g) 13,68 13,43 13,26 13,71 13,44 13,17 4,52
Biomassa inicial (g) 33,70 32,62 3423 3523 3460 3530 6,87
Biomassa final (Q) 9197 9032 9524 101,73 97,32 98,86 7,90

Ganho em biomassa (Q) 58,27 57,69 61,00 66,49 62,72 63,55 9,48
Comprimento Total (cm) 85,86 86,07 85,82 88,85 87,21 87,50 6,50

Sobrevivéncia (%) 7750 76,25 80,00 82,50 80,00 82,50 6,22

! Efeito linear (p<0,05): y= -0,0225569 + 1,82447x; r*—>°!

Né&o fora observado efeitos (p>0,05) para as variaveis avaliadas, exceto para conversdo
alimentar (p,0,05), em funcdo dos tratamentos. Até o nivel de inclusdo de 600 ppm, houve

melhora na conversdo alimentar, ndo sendo verificado a partir deste valor alteracbes neste
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parametro. Observou-se também que o nivel de inclusdo no qual foi obtido melhor converséao
alimentar foi o nivel de 600ppm, sugerindo que o acréscimo de SSF a partir deste valor nao
promove alteracfes neste parametro. Além disso, ndo houve influéncia (p>0,05) dos niveis de
inclusdo enzimética sob o peso inicial, peso final, ganho de peso, consumo de racdo,
comprimento padrdo, comprimento total, biomassa inicial e final, ganho em biomassa e

sobrevivéncia.

4-DISCUSSAO

Durante todo o periodo experimental, o sistema de recirculacdo manteve a qualidade de
agua dentro dos niveis compativeis para a espécie, similarmente ao observado na literatura
(SIGNOR et al., (2010), MOURA et al., (2012), SILVA et al., (2007)).

A inclusdo de 600 ppm de complexo enzimatico SSF na forma “on top” apds a extrusao
para s de juvenis de tambacu proporcionou melhor conversdo alimentar, porém ndo interferiu nos
demais parametros de desempenho mensurados.

Moura et al. (2012) obteve resultados semelhante sem seu experimento incluindo niveis
do complexo enzimatico SSF em racOes peletizadas para tilapias do Nilo. Os autores observaram
melhoras gradativas na conversdo alimentar com a inclusdo do SSF até o maior nivel de incluséo
(150 ppm), ainda ressaltam que esta melhora ocorre em funcdo da maior biodisponibilidade de
nutrientes.

Em um estudo com juvenis tilapias no Nilo, Signor et al. (2010) observou que a inclusao
de complexo enzimético contendo amilase, protease, celulase, lipase, pectinase, Xilanase, o-
glucanase e fitase também néo interferiu no ganho de peso, porém melhorou a conversao
alimentar.

A similaridade dos demais dados de desempenho do presente estudo nos sugerem que 0
tambacu, assim como o tambaqui, sendo uma espécie onivora, com tendéncia a frugivero no
ambiente natural (LOPES et al., 2010), possui uma habilidade de digerir alimentos de dificeis
digestdo, principalmente frutos e sementes presentes na sua racdo natural (SILVA et al., 2003).
Esta capacidade de digerir alimentos menos assimilaveis, provavelmente, minimizou o efeito do
complexo enzimético ndo ocasionando diferenga nos demais parametros.

Em um trabalho com suplementacdo enzimatica para tilapias do Nilo, Furuya et al.
(2001), também ndo observa diferenca nos indices de sobrevivéncia e ganho de peso, e

estimando-se os valores de biomassa a partir dos seus dados, percebeu-se semelhanca aos dados
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de biomassa final e ganho em biomassa do presente trabalho. J& na conversdo alimentar, os
mesmos autores verificaram que a inclusdo enzimatica promove uma melhoria neste parametro.

Em um trabalho com suplementacdo de protease para tambacus, Nunes et al. (2006),
também n&o observou diferenga significativa no peso final, e no consumo de ragdo, assim como
no presente trabalho. Furuya et al. (2005) em um trabalho em suplementacdo de fitase e niveis de
proteina, também néo observou diferencas significativas no peso final.

Mendonca et al. (2012), em seu trabalho com suplementacdo de fitase em ragdes para
tambaquis, também ndo observou diferengas significativas no comprimento total e padrdo,

similarmente ao observado no presente estudo.
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5-CONCLUSAO

Para melhorar a conversdo alimentar de juvenis de tambacu, deve-se adicionar 600 ppm

de complexo enzimatico SSF na rag&o.
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