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RESUMO

As altas taxas de inclusdo de alimentos vegetais em dietas para peixes tem levado ao
aumento de polissacarideos ndo amilaceos (PNAs) e fitato. Tanto os PNAs como o fitato
sdo indesejaveis na nutricdo de peixes, por suas propriedades antinutricionais.
Carboidrases (xilanase e B-glucanase) e fitases sao consideradas as principais alternativas
frente aos problemas gerados pelos PNAs e fitato, respectivamente. Nesse sentido, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo isolada e combinada do
complexo xilanase-B-glucanase e fitase em dietas exclusivamente vegetais sobre a
digestibilidade da energia e nutrientes, incluindo a disponibilidade de minerais e
aminoéacidos, e excrecdo fecal do nitrogénio e fésforo em juvenis de tilapia do Nilo.
Foram testadas quatro dietas, dieta controle (CON) sem enzimas, dieta com fitase (FT),
dieta com xilanase e P-glucanase (XB) e dieta com fitase, xilanase e B-glucanase
(FT+XB). Fitase (Natuphos® E) foi suplementada a 1000 FTU kg*e o complexo xilanase-
B-glucanase (Natugrain® TS) a 1120 TXU e 500 TGU kg™ da dieta. O total de 272 tilapias
masculinizadas (22,52 + 0,65 g) foram distribuidas em delineamento de blocos ao acaso
com quatro tratamentos e quatro repeti¢cdes, em 16 aquarios com fundo conico de 150 L
adaptados para a coleta de fezes (sistema Guelph modificado). Os peixes foram
alimentados seis vezes ao dia até saciedade aparente com as dietas experimentais
contendo 0,5% de 6xido de cromo, durante 21 dias. Dietas suplementadas com Xxilanase
e B-glucanase aumentaram a digestibilidade da matéria seca, amido e lipideos (P < 0,001),
e disponibilidade do cobre (P < 0,001). Paralelamente, dietas suplementadas com fitase
aumentaram a digestibilidade da matéria seca, energia bruta, amido e cinzas (P < 0,001),

e disponibilidade do magnésio, manganés e zinco (P < 0,001). Fitase também melhorou



a disponibilidade da maioria de aminoacidos, entre eles, arginina (P = 0,019), fenilalanina
(P =0,001), histidina (P = 0,019), lisina (P = 0,019), metionina (P = 0,001) e valina (P =
0,025), e quando combinada com a xilanase e B-glucanase potencializou a disponibilidade
da isoleucina (P = 0,004), leucina (P = 0,004), treonina (P = 0,002), acido glutamico (P =
0,00), cistina (P < 0,001) e serina (P = 0,01). A combinacdo enzimatica (FT+XB)
demostrou ter efeito sinérgico na digestibilidade da proteina (P < 0,001) e disponibilidade
do calcio, ferro e fosforo (P < 0,001). Quando comparado a dieta controle, a
suplementacdo com fitase, xilanase e B-glucanase demostrou reduzir a excre¢édo fecal do
nitrogénio (P = 0,007) e fosforo (P < 0,001) em 30 e 49,5%, respectivamente. Em
concluséo, a suplementacdo isolada e combinada do complexo xilanase-p-glucanase e
fitase melhora a digestibilidade da energia e nutrientes de dietas a base de vegetais, e
reduz a excrecdo do nitrogénio e fosforo pelos peixes, colaborando para a producéo de

tildpias com menor impacto ambiental.

Palavras-chave: Polissacarideos ndo amilaceos (PNAS), fitato, enzimas, peixes.



ABSTRACT

Increasing the inclusion rate of plant-based feed in fish diets increases the content of non-
starch polysaccharides (NSP) and phytate. Both NSP and phytate are undesirable in fish
nutrition, due to their anti-nutritional properties. Carbohydrases (xylanase and -
glucanase) and phytases are considered the main alternatives to the problems generated
by NSP and phytate, respectively. In this context, this study aimed to evaluate the effect
of isolated and combined supplementation of xylanase-f-glucanase complex and phytase
in entirely plant-based diets on energy and nutrients digestibility, including minerals and
amino acids availability, and fecal excretion of nitrogen and phosphorus in Nile tilapia
juveniles. Four diets were tested, a control diet (CON) without enzymes, a phytase diet
(PHY), a xylanase-B-glucanase diet (XB), and a diet with phytase, xylanase, and B-
glucanase (PHY+XB). Phytase (Natuphos® E) was supplemented at 1000 FTU kg* and
xylanase-p-glucanase complex (Natugrain® TS) at 1120 TXU and 500 TGU kg™*. Two
hundred seventy-two masculinized fish (22.52 + 0.65 g) were distributed in a randomized
block design with four treatments and four replications, in sixteen cylindrical-conical
fiberglass tanks (150 L), adapted for feces collection (modified Guelph system). Fish
were fed six times a day to apparent satiation, with experimental diets containing 0.5%
chromium oxide, for 21 days. Diets with xylanase and B-glucanase supplementation
increased the dry matter, starch, and lipids digestibility (P < 0.001), and copper
availability (P < 0.001). At the same time, diets with phytase supplementation increased
dry matter, crude energy, starch, and ash digestibility (P < 0.001), and magnesium,
manganese, and zinc availability (P < 0.001). Phytase also improved the availability of

most amino acids, including arginine (P = 0.019), phenylalanine (P = 0.001), histidine (P



= 0.019), lysine (P = 0.019), methionine (P = 0.001) and valine (P = 0.025), and when
combined with xylanase and B-glucanase enhanced the availability of isoleucine (P =
0.004), leucine (P = 0.004), threonine (P = 0.002), glutamic acid (P = 0.00), cystine (P <
0.001) and serine (P = 0.01). Enzymatic combination (PHY+XB) shows a synergy effect
on protein digestibility (P < 0.001) and calcium, iron, and phosphorus availability (P <
0.001). When compared to control diet, xylanase-B-glucanase and phytase
supplementation reduce fecal excretion of nitrogen (P = 0.007) and phosphorus (P <
0.001) by 30 and 49.5%, respectively. In conclusion, the isolated and combined
supplementation of xylanase-B-glucanase complex and phytase improves energy and
nutrients digestibility in plant-based diets and reduces the excretion of nitrogen and

phosphorus by fish, contributing to tilapia production with less environmental impact.

Keywords: Non-starch polysaccharides (NSP), phytate, enzymes, fish.



|. INTRODUCAO

1.  Panorama da tilapicultura nacional e internacional

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a quarta espécie de peixe mais
produzida no mundo, com 4.200 toneladas produzidas em 2016 (FAO, 2018). Com
representacdo de 9,9% na producdo mundial total de peixes e crescimento de 10% na sua
producdo, desde 2014, a tilapicultura vem se destacando no cenario piscicola mundial
(FAO, 2018). Caracteristicas da espécie como, producdo de alevinos durante o ano todo,
capacidade de adaptacdo em diversos ambientes de cultivo, elevada resisténcia a
condicdes de estresse e carne branca de boa qualidade, favorecem a tilapia como espécie
de producdo (PeixeBR, 2020). Sua expansdo na ultima década, também se deve aos
avancos na area da nutricdo e programas de melhoramento genético (FAO, 2018). Apesar
do constante crescimento na tilapicultura, ainda existe demanda por parte do mercado
consumidor, visto que em 2016 foi registrado a captura mundial de 1.600 toneladas de
tilapias e outros ciclideos (FAO, 2018). A previsao é que em 2030, paises consolidados
na producao de peixes de agua doce possam elevar a producéo de carpas, tilapias e bagres
(particularmente Pangasius spp.) em 62% da producéo aquicola mundial, em comparagao
aos 58% apresentado em 2016 (FAO, 2018).

A China se destaca na producdo mundial de tilapias, com 1.930 mil toneladas
produzidas em 2019, seguido pela Indonesia (1.350 mil toneladas), Egito (900.000
toneladas), Brasil (432.149 toneladas) e Tailandia (350.000 toneladas), respectivamente
(PeixeBR, 2020). Devido a sua alta producdo, a China vem exportando quantidades

importantes e cada vez maiores de tilapia para varios paises africanos. Por outro lado, 0s



Estados Unidos e em menor escala a Unido Europeia vem adquirindo importancia como
polos importadores de tilpia processada (FAO, 2018).

No Brasil foram produzidas 432.149 toneladas de tilapias em 2019, indicando
crescimento de 7,96% na sua producdo em relacdo a 2018 (PeixeBR, 2020). Tendo em
vista que a espécie se encontra em 110.072 estabelecimentos agropecudrios por todo o
Brasil, é notavel que 57% da producdo nacional de peixes esteja voltada para a
tilapicultura (PeixeBR, 2020). Este incremento na producdo, vem tornando o Brasil um
potencial exportador de tilapias e seus subprodutos, gerando a receita de 9,7 milhdes de
dolares pelas 5.322,49 toneladas exportadas em 2019 (PeixeBR, 2020). Seu crescimento
de 19% em relacdo as 4.484 toneladas exportadas em 2018, deve-se em maior parte a
aprovacdo da pratica de “drawback” pelo MDIC (Ministério da Indistria, Comércio
Exterior e Servicos), em que empresas exportadoras foram capazes de adquirir insumos
desonerados de tributos federais para a producdo, industrializacdo e comercializagédo da
tilapia e seus subprodutos (PeixeBR, 2020). Esta pratica contribuiu para a exportacdo de
3.023 toneladas de tilapias, representando 57% do volume total exportado em 2019
(PeixeBR, 2020).

Entre os maiores estados produtores de tilapia no Brasil estdo o Parana (146.212
toneladas), S&o Paulo (64.900 toneladas), Santa Catarina (38.559 toneladas), Minas
Gerais (36.350 toneladas) e Pernambuco (25.421 toneladas), respectivamente (PeixeBR,
2020). O crescimento da tilapicultura no Parana se deve aos constantes investimentos da
agroindustria, ja que 95% da producéo total de peixes é destinado a criacdo de tilapias
(PeixeBR, 2020). Sobretudo na regido oeste do estado (Toledo e Cascavel), onde se
concentra 69% da producdo do total do estado (IBGE, 2017). Incentivos por parte dos
sistemas de integracdo nas cooperativas para a criacdo de tilapias em viveiros escavados
e a nova legislacdo do governo estadual na liberacdo e validade das licencas ambientais
estimulam a tilapicultura no Parana e incentivam sua producdo em outros estados
(PeixeBR, 2020).

Com a previsdo de crescimento na tilapicultura nacional e internacional espera-se
0 surgimento de novas tecnologias que possam contribuir com a criagdo da espécie. Haja
vista que a nutricdo é responsavel por 50 a 60% dos custos de produgéo nas pisciculturas
(PeixeBR, 2020). Todavia, faz-se necessario o incentivo a pesquisa em busca de dietas
gue otimizem o desempenho e salde dos peixes e, a0 mesmo tempo que contribuam para

a criagdo ambientalmente sustentavel e ajudem a reduzir o custo de producéo.



2.  Fitase na nutricéo de peixes
2.1 Acido fitico e seu papel na nutricio de peixes

O é&cido fitico [1, 2, 3, 4, 5, 6-hexaquis (dihidrogenofosfato)-mio-inositol] é a
principal forma de armazenamento de fésforo das plantas (Kumar et al., 2012). Sua
estrutura quimica é conformada por seis grupos fosfatos ligados ao anel de mio-inositol
(Figura 1). O acido fitico possui 12 prétons substituiveis, sendo capaz de se complexar a
cations multivalentes e proteinas carregadas positivamente (Costello et al., 1976). Por este
motivo, é considerado uma molécula instavel e sua forma varia conforme a presenca de

ions metalicos e pH do meio (Oatway et al., 2001).
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Figura 1. Estrutura quimica do acido fitico (A) e radical mostrando o grupo fosfato do
acido fitico (B). Adaptado de Kumar et al. (2010).

O acido fitico pode existir na forma de &cido livre, fitato ou fitina dependendo da
presenca de ions metalicos e pH fisioldgico (Oatway et al., 2001). O &cido fitico € a forma
livre do mio-inositol hexaquisfosfato (IP6), enquanto o fitato é o sal do acido fitico,
podendo estar associado a um ou a varios minerais (Cowieson et al., 2016). Por sua vez,
a fitina se refere exclusivamente ao sal misto do &cido fitico comumente associado ao
magnésio, potassio e calcio, encontrado originalmente em gréos de cereais e sementes de
leguminosas (Lott et al., 2000). Embora o acido fitico, fitato e fitina possuam estruturas
guimicas diferenciadas, sua terminologia tém sido usada indistintamente na maior parte

da literatura relacionada aos sistemas de acido fitico (Oatway et al., 2001).



O fitato é considerado fator antinutricional em dietas para peixes, pois reduz a
digestibilidade da energia e nutrientes da dieta, piorando a conversédo alimentar e
desempenho dos peixes (Kumar et al., 2012). Além disso, o acido fitico é considerado
uma molécula indigestivel e, portanto, o fésforo contido na molécula se encontra
indisponivel para os peixes, sendo totalmente excretado no ambiente aquatico (Cowieson
et al., 2016). Com a crescente substituicdo dos ingredientes de origem animal por
ingredientes de origem vegetal em dietas para peixes, € esperado a otimizacdo dos
alimentos vegetais de forma a aproveitar o fosforo indisponivel e reduzir as propriedades
antinutricionais do acido fitico nas dietas (Kumar et al., 2012).

Existe ampla variedade de alimentos vegetais utilizados em dietas para peixes
(Tabela 1). Alimentos derivados de gréos de cereais e sementes de leguminosas sdo 0s
principais ingredientes de origem vegetal utilizados em dietas comerciais para peixes
(Eeckhout and De Paepe, 1994). O fitato constitui de 600 a 900 g kg™* do fésforo total
nesses ingredientes, representando a cerca de 1 a 3 g kg do seu peso total (Graf, 1983).
O alto teor de fitato em relacédo ao fésforo total nos alimentos vegetais (Tabela 1) demostra
a importancia do acido fitico em dietas para peixes, pois esta diretamente relacionado com
a queda no valor nutritivo das dietas, além do impacto causado pelo nitrogénio e fosforo
no sistema de producdo e no ambiente natural (Amirkolaie, 2011; Kumar et al., 2012).

Diversos fatores afetam o teor de fitato e fosforo disponivel em graos de cereais e
sementes de leguminosas (Kumar et al., 2012). Esses fatores podem ser intrinsecos e/ ou
extrinsecos a planta, tais como espécie, tipo de cultivar, local de cultivo, flutuagdes
ambientais, condicdes de irrigacdo e aplicacdo de fertilizantes (Reddy et al., 1982). Um
estudo feito por Barrier-Guillot et al. (1995) demostrou gque a crescente suplementacéo de
fertilizante fosfatado na planta (P.Os) aumenta o teor de fitato sobre o fosforo total,
comprovando dessa maneira que o fésforo excedente fornecido a planta é armazenado na
forma de acido fitico. Similarmente, o teor de 4cido fitico na planta também é aumentado
conforme a maturidade da semente, chegando ao seu ponto maximo quando o grao ou

semente esta maduro (Reddy et al., 1982).



Tabela 1. Fésforo total, fitato e atividade da fitase endégena nos principais ingredientes de origem vegetal utilizados em dietas para peixes.

Adaptado de Kumar et al. (2012).

Ingredientes Atividade da fitase Faésforo total Fitato (g kg™)) Proporcdo de fitato
endégena (FTU kg?) (g kg?) no fosforo total (%)

Milho 24 2,5 1,7 73
Gérmen e farelo de milho desengordurado grosso 41 6,6 4,2 64
Geérmen e farelo de milho desengordurado fino 56 12,1 7,8 65
Farelo de arroz 129 (70 a 190) 17,51 15,83 90,2
Arroz 112 1,2 0,8 65
Quirera de arroz 20 0,85 0,4 47,1
Farelo de trigo 2173 (1700 a3090) 10,96 8,36 76,3
Subprodutos do trigo 2173 (1700 a3090) 8,02 7 87,3
Trigo 503 (255 a 840) 3,08 2,2 74,9
Sorgo 35 (10 a 125) 2,92 2,41 82,7
Cevada 348 (130 a 595) 2,73 1,86 67,3
Aveia 38 2,43 2,1 86,4
Aveia, descascada 50 2,25 1,15 51,1
Farelo de amendoim - 6 4,6 77
Soja 40 5,55 3,08 55,5
Farelo de soja 42 (10-95) 6,66 4,53 68,3
Semente de algodéo <10 6,05 4,25 70,2
Farelo de semente de algodao 11 (5-50) 11,36 9,11 80,5
Farelo de girassol <10 9,05 7,48 82,8
Farelo de colza - 11,8 7 59
Farelo de canola 5 (5-35) 8,76 6,69 76,4
Ervilha 58 3,45 1,67 48,4
Feijao fava - 4,01 2,43 60




Na nutri¢do de peixes o &cido fitico é considerado uma molécula indigestivel, pois
animais monogastricos ndo possuem fosfatases no seu trato gastrointestinal (Cowieson et
al., 2016). Na faixa média de pH, os grupos fosfato do &cido fitico possuem carga negativa
podendo se ligar a cations e moléculas com cargas positivas, como proteinas, lipideos e
amido (Kumar et al., 2012). Tais ligacGes podem interagir de formas diferentes com o
acido fitico, afetando a biodisponibilidade de minerais e digestibilidade de energia e
nutrientes em dietas para peixes (Oatway et al., 2001; Sinha et al., 2011).

fons metalicos podem se ligar a um ou mais grupos fosfato do &cido fitico formando
complexos de solubilidade variavel (Figura 2A). Paralelamente, esses complexos ainda
sdo capazes de se ligar a outros cations bivalentes e/ ou trivalentes, como calcio, sodio,
cloro, cobre, ferro, magnésio, manganés, estréncio e zinco, e formar estruturas mais
complexas (Oatway et al., 2001). Um dos minerais mais afetados pela complexacédo ion-
fitato é o zinco, pois a ligacao entre o zinco e o acido fitico gera um complexo altamente
insoltvel e estavel (Kumar et al., 2012). Estudos em peixes demostram que o &cido fitico
pode afetar a disponibilidade de zinco nas dietas, aléem de reduzir a reabsor¢do de zinco
enddgeno pelos peixes (Cowieson et al., 2016).

Proteinas se ligam ao ortofosfato do acido fitico por meio de cargas eletrostaticas
(Figura 2B), formando complexos que chegam a afetar a solubilidade das proteinas
dietéticas e acdo das proteases digestivas no trato digestivo dos peixes (Selle et al., 2012).
A formacdo do complexo fitato-proteina depende de véarios fatores, como pH, ponto
isoelétrico da proteina e niveis de célcio e magnésio na dieta (Kumar et al., 2012). Em
ambiente acido, como o estdmago da tilapia do Nilo (pH 1 a 2), metade da porc¢éo fosfato
é carregada negativamente contribuindo para ligagdes eletrostaticas entre o acido fitico e
proteinas solUveis em grupos amino na lisina, grupos de imidazol na histidina e grupos
guanidil na arginina, formando complexos binarios de proteina-fitato (Selle et al., 2012).
Em ambiente alcalino, como o intestino da tilapia do Nilo (pH 8,5 a 8,8), complexos
ternarios sdo favorecidos pelos cations de calcio e magnésio, os quais favorecem as
interacdes proteina-proteina, formando agregacéo de proteinas e, quando 0os complexos
proteina-fitato excedem um tamanho critico, culminam na sua precipitacdo (Selle et al.,
2012). A formacgdo de complexos binarios e terciarios impede a digestdo de proteinas
dietéticas e, consequentemente, a absor¢do de aminoacidos pelo intestino do peixe
(Kumar et al., 2010).

Lipideos podem se ligar ao acido fitico formando as chamadas “lipofitinas” que sao

um complexo de Ca/Mg-fitato, lipideos e peptideos (Kumar et al., 2012). Esses



complexos restringem a utilizacdo da energia derivada de lipideos, pela formacdo de
sabBes metalicos no lumen intestinal dos animais monogastricos (Kumar et al., 2010).
Apesar da sua presenca em suinos e aves, ainda ha escassez de evidéncias que apoiam a
existéncia do complexo fitato-lipideo em peixes (Kumar et al., 2012). Por outro lado,
Usmani e Jafri (2002) verificaram menor teor de gordura na carcaga de alevinos de carpa
mrigal, Cirrhinus mrigala, alimentados com dietas contento alto teor de fitato em relacéo
aos que foram alimentados com dietas defitinizadas.

O amido pode se ligar diretamente aos grupos fosfato do acido fitico por meio de
ligacGes de hidrogénio (Figura 2C) ou de forma indireta pela associacéo as proteinas de
ligacdo que estdo intimamente associadas aos granulos de amido nas plantas (Rickard and
Thompson, 1997). Além da complexacéo entre o acido fitico e amido, o fitato pode inibir
diretamente a atividade da amilase endogena dos peixes ou por meio da quelacao do célcio,

gue atua como cofator necessario para a formacdo da amilase (Oatway et al., 2001).
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Figura 2. Interacbes do é&cido fitico com minerais (A), proteinas (B) e amido (C).
Adaptado e modificado de Rickard e Thompson (1997).



O fitato contido nos alimentos vegetais € de interesse na industria de racGes para
peixes, ja que processo de extrusdo e peletizacdo ndo inativam a molécula (Francis et al.,
2001). O fitato presente na dieta eleva o custo de producédo das ragdes balanceadas por
causa da suplementacdo de fésforo inorgénico (fosfato bicélcico) a fim de atender a
exigéncia de fosforo disponivel para os peixes, incrementando assim, a excre¢do de
fésforo na forma de fitato nos efluentes aquicolas, podendo contribuir para a eutrofizacdo
em aguas abertas e afetando negativamente o ecossistema aquatico (Kumar et al., 2012).
Diferentes métodos de processamento para a remocao de fitato em alimentos vegetais
foram estudados, como moagem e cozimento, germinacdo, fermentacdo, alteragéo
genética (transgénese e mutacdo), umedecimento e autélise, entre outros (Kumar et al.,
2012). Entre os diversos métodos, 0 uso de fitase exdgena parece ser a solugcdo mais
promissoria para maximizar o valor nutritivo das dietas a base de ingredientes de origem
vegetal, além de disponibilizar o fésforo contido no fitato melhora a digestibilidade da
energia e outros nutrientes nas dietas, reduzindo a carga poluente do nitrogénio e/ ou

fosforo nos distintos sistemas de criacdo de peixes (Amirkolaie, 2011).

2.2 Enzima: Fitase

Fitase (mio-inositol hexaquisfosfato fosfohidrolase) é uma enzima fosfatase que
catalisa a hidrdlise do acido fitico em mio-inositol e fésforo inorganico (Figura 3) (Lemos
and Tacon, 2017). A liberacédo do fosforo inorganico na molécula de &cido fitico acontece
por meio de uma série de reacdes de desfosforilacdo que acabam gerando séries menores
de ésteres de fosfato de mio-inositol, sendo eles, pentaquis- (IP5), tetraquis- (IP4), tris-
(IP3), bis- (IP2), monofosfato (IP1) e, por ultimo, fésforo inorganico (Vats and Banerjee,
2004). Dependendo do local da desfosforilagéo inicial no anel de mio-inositol do acido
fitico, a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada e a Unido Internacional de
Bioquimica (IUPAC-IUB) podem classificar a fitase em duas categorias: 3-fitase [EC
3.1.3.8], com desfosforilagdo inicial no fosforo da posicdo C3 do anel de mio-inositol
hexaquisfosfato e normalmente oriundo de fungos, e 6-fitase [EC 3.1.3.26], com
desfosforilacéo inicial no fésforo da posicdo C6 do acido fitico e comumente encontrado

em bactérias e sementes de angiospermas (Selle and Ravindran, 2007).
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Figura 3. Representacdo quimica da hidrdlise do fitato, em que a fitase cliva as ligacdes
fosfodiéster (linhas vermelhas) liberando o grupo mio- inositol dos ions, proteinas e
grupos fosfato antes ligados (Chen et al., 2015).

Caracteristicas fisico-quimicas e propriedades cataliticas de fitases provenientes de
varias fontes indicam que é uma enzima éster-hidrolisante com peso molecular estimado
de 35 a 700 kDa e que geralmente sdo ativas em pH ligeiramente &cido (4,5 a 6,0) com
temperaturas de 45 a 60°C (Turk et al., 1996). A atividade da fitase é expressa em
unidades de fitase ativa (FTU), uma unidade de fitase ativa é definida como a quantidade
de fitase necessaria para liberar 1umol de fosforo inorganico por minuto de 0,0051 mol
L de fitato de s6dio em pH 5,5 a 37°C (Engelen et al., 2001). Esta definicdo fornece a
medida util da atividade da fitase e representa referéncia padrdo sob condic6es de ensaio
bem definidas, tais como pH, temperatura, duracdo, conteudo mineral, agitacdo, etc
(Kumar et al., 2012). Portanto, em dietas para peixes a atividade da fitase normalmente é
mensurada na medida padrdo de FTU kg da dieta (Hassaan et al., 2019).

Alimentos vegetais comumente utilizados em dietas comerciais para peixes
possuem atividade de fitase endogena (Tabela 1). A fitase endégena dos vegetais € do
tipo 6-fitase e sua funcéo é a de hidrolisar o fitato para disponibilizar o fésforo durante a
germinacdo da planta na presenca de dgua (Kumar et al., 2012). Embora a fitase endogena
esteja presente na camada de aleurona dos graos de cereais e sementes leguminosas, a
temperatura durante a extruséo e peletizacdo de ra¢fes chega a reduzir ou até eliminar a
atividade da fitase nativa dos vegetais, impedindo assim sua possivel acdo enzimatica
dentro do trato gastrointestinal dos animais monogastricos (Kumar et al., 2012). Por causa
da sensibilidade a altas temperaturas e resisténcia a uma estreita faixa de pH (4 a 7,5), a
atividade da fitase dos vegetais é menos efetiva do que as fitases microbianas (Cao et al.,
2007).
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Fitases microbianas sdo amplamente utilizadas na nutricdo de animais
monogastricos (Cao et al., 2007). Natuphos® foi a primeira fitase comercialmente
disponivel em 1991 e foi gerada a partir de uma cepa geneticamente modificada de
Aspergillus niger (Selle and Ravindran, 2007). Atualmente, hd ampla variedade de fitases
comerciais disponiveis no mercado, normalmente derivadas de cepas geneticamente
modificadas de fungos ou usando tecnologia de DNA recombinante (Cao et al., 2007). As
trés fitases comumente utilizadas na alimentacdo animal sdo derivadas do fungo
Aspergillus niger, que ¢ do tipo 3-fitase, e bactérias Escherichia coli e Peniophora lycii,
que sdo do tipo 6- fitase (Cao et al., 2007). Fitases exdgenas podem ser incluidas na
alimentacédo de peixes como p0, granulado ou liquido, via pos-peletizacdo (pulverizacao
nos pellets) ou pré-tratamento (adicionado a mistura de ingredientes) para evitar
problemas de estabilidade térmica em altas temperaturas de peletizagdo (> 95 °C) (Rychen
etal., 2017). De forma geral, 0 método de pds- peletizacdo é facil e mais préatico de realizar.
No entanto, o pré-tratamento é considerado mais eficiente em comparacdo a pos-
peletizacdo, pois é requerido menor quantidade de fitase exdgena adicionada na dieta
(Wang et al., 2009).

Empresas que comercializam a fitase exdgena como aditivo para a alimentacao
animal buscam otimizar a eficacia da atividade da enzima (Kumar et al., 2012). Entre os
principais fatores a serem considerados para a eficacia das fitases comerciais estdo: a
termoestabilidade, a resisténcia a oscilacdes de pH e a estabilidade a pepsina endégena
do animal (Chen et al., 2015). Dessa forma, o nivel de suplementacdo da fitase exdgena
em dietas para peixes finalmente dependera de fatores relacionados ao peixe (espécie,

idade e estado fisiolégico) e a quantidade de fitato na dieta (Cao et al., 2007).

2.3 Fitase na digestibilidade de nutrientes em peixes

Os efeitos da fitase exdgena em dietas para animais monogastricos € mais
compreendida na nutricdo de aves e suinos do que em peixes (Cowieson et al., 2016). Um
dos empecilhos para sua total compreenséo se deve a existéncia das diferentes espécies
de peixes produzidas na piscicultura que acabam apresentando divergéncias na anatomia
e fisiologia digestiva (Lemos and Tacon, 2017). Em razdo disso, nas duas ultimas décadas
vem sendo realizadas pesquisas em relacdo a suplementagdo de fitase em dietas para
peixes a fim de compreender suas especificidades quanto a digestibilidade de energia e

nutrientes (Tabela 2). Tais trabalhos demostraram a eficiéncia da suplementacéo da fitase
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envolvendo a biodisponibilidade de minerais e digestibilidade da energia e proteinas em
dietas para peixes carnivoros, como a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss (Vandenberg
etal., 2011), herbivoros como a carpa capim, Ctenopharyngodon idellus (Liu et al., 2013)
e onivoros, como as tilapias, Oreochromis niloticus (Goncalves et al., 2005; Liebert and
Portz, 2007, 2005; Silva et al., 2005).

O uso combinado da fitase com outras enzimas exdgenas também vem sendo
estudado, pois acredita-se que sua acdo combinada possa potencializar o efeito da fitase
(Lemos and Tacon, 2017). No estudo de Li et al. (2019) com tilapias (Oreochromis
niloticus x O. aureus) foi verificado que combinagdo de fitase e protease melhora a
utilizacdo do fdsforo e proteina dietética, diminuindo a incluséo de fésforo inorganico e
farinha de peixe na dieta. Outra enzima frequentemente estudada junto com a fitase é a
xilanase, pois em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) demostra ter eficacia quanto a
digestibilidade de energia e nutrientes da dieta, melhorando o desempenho dos peixes
(Maas et al., 2020, 2019, 2018). Além disso, a suplementacdo de fitase e xilanase mostra
ter efeito na reducdo da excrecdo do nitrogénio e fosforo pelos peixes, como observado
em robalos, Lateolabrax japonicus (Ai et al., 2007). Portanto, a combinacdo enzimatica
da fitase com outras enzimas parece ser promissora, uma vez que ha indicios de que tais

combinacBes podem levar a beneficios sinérgicos, melhorando o desempenho dos peixes.



Tabela 2. Suplementacéo de fitase sobre a biodisponibilidade de minerais e digestibilidade de nutrientes em dietas para peixes. Adaptado de

Lemos e Tacon (2017).
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Composicio da Fonte de fitase/ Nivel de Melhoria na biodisponibilidade de
Espécie di método de inclusdo na dieta  minerais e digestibilidade de Referéncia
ieta . 1 ;
aplicacdo (FTU kg™) nutrientes
Dose- resposta positiva, fosforo
Farelo de soja (>100%), calcio (9%), proteina
(35%), farelo de (10%), lipideos (65%),
Carpa capim colza (22%), Pedobacter sp./ aminoacidos: Lis (9%), Met (6%),
Ctenopharyngodon farelo de pulverizado nos 500 a 1500 Tre (10%), Val (8%), lle (9%), Leu  Liuetal. (2013)
idellus (juvenis) algodéo (18%) e  pellets (9%), Fen (8%), His (9%), Asp
farinha de trigo (8%), Ser (9%), Glu (5%), Gli
(17%) (12%), Ala (9%), Pro (10%), Cis
(9%), Tir (8%)
Dose- resposta positiva,
Acima de 250 FTU kg?: zinco
Panga Farelo de_ soja A_spergillus (6%), potassio (1%), cobre (10%_)
Pangasius pangasius (45%),tr|g_o nlger/_ 150 a 2000 Acima de 500 FTU kg®: céalcio Debnath et al.
(alevinos) (15%) e milho pulverizado nos (>100%), fosforo (>30%) (2005)
(15%) pellets Acima de 1000 FTU kgt
magnésio  (31%), manganés
(75%), ferro (81%)
Aspergillus Dose- resposta positiva,
Salméo do Atlantico Concentrado niger/ Acima de 4000 FTU kg fésforo Carter and
Salmo salar protéico de soja adicionado a 250 a 4000 (81%) Sajjadi (2011)
(Juvenis) 60% mistura de Acima de 1000 FTU kg Il

ingredientes

magnésio (30%), zinco (38%)
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Fonte de Nivel de
Espécie Composicdo da  fitase/ inclusdo na Melhoria na biodisponibilidade de minerais Referéncia
dieta método de dieta e digestibilidade de nutrientes
aplicacéo (FTU kg™
Farelo de soja NE/ . Proteina (3%) a 500 FTU kg, fésforo (45%)  Portz and
(23%), milho adicionado a o o .
. . 500 a 4000 e calcio (>100%), dose- resposta positiva  Liebert
(22%)etrigo  mistura de acima de 1000 FTU kg™ (2004)
(32%) ingredientes
A 1000 FTU kg™
- Magnésio: milho (20%), sorgo (60%), soja
(12 a 24%), semente de algodéo (14%)
- Zinco: sorgo (>100%), soja (21%)
- Cobre: sorgo (100%), arroz (>100%), soja
Milho, sorgo, (>100%), semente de algodao (70%)
Tilapia do Nilo farelo de arroz, - Manganés: milho (80%), soja (>100%)
Oreochromis niloticus ~ farelo de trigo, A 2000 FTU kg™
(juvenis) farelo de soja, Aspergillus - Magnésio: farelo de trigo (20%), girassol
glaten de niger/ (27%) Goncalves et
milho, farelo adicionado a 1000 e 2000 - Cobre: gluten de milho (63%) al. (2005)
de girassol e mistura de - Manganés: farelo de trigo (66%), sorgo '
farelo de ingredientes (63%)
algodao (60% Dose-resposta positiva:
na dieta de - Magnésio: farelo de arroz (46%), glaten de

referéncia)

milho (>100%)

- Zinco: milho (49%), farelo de arroz
(>100%), gluten de milho (>100%)

- Cobre: milho (>100%), girassol (>100%)

- Manganés: farelo de arroz (>100%),
semente de algodéo (>100%)

NE, ndo especificado
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: Fonte de fitase/ _Nivel de . - A L
- Composicéo da . inclusdo na Melhoria na biodisponibilidade de minerais e -
Espécie : método de . S . Referéncia
dieta aolicacio dieta digestibilidade de nutrientes
PHCA (FTU kg™
1 AALAG 0
Hansenula H. polymorpha a 50_0_ FTU kg : caIC|Oo (42 @)
Farelo de soja polymorpha GM Dose- resposta pos,ltlva. proteina _(4 Y, acima
. : de 750 FTU kg™?), fosforo (62%, acima de 1000 .
(24%), milho ou Aspergillus FTU kg Liebert
(22%), trigo oryzae GM 500 a 1250 A g and Portz
. . oryzae
(32%) e gluten expressados na s . 0 ima d (2007)
de trigo (11%) Peniophora Dose-resposta po/sﬂ_wa. proteln_a (3%, acima de
lveci | NE 750 FTU kg™?), célcio (55%, acima de 750 FTU
y kgt), fésforo (70%, acima de 1250 FTU kg™?)
Tildpia do Nilo
O_reo_chror_ms i Quirera de arroz Aspergillus
niloticus (juvenis) (48%) e farelo niger/ 25041000  DOSe- resposta positiva: proteina (2%) Silva et al.
¥ pulverizado nos Acima de 500 FTU kg: fosforo (6%) (2005)
de soja (42%)
pellets
6-Fitase
i 0,
fotlodecolza nporgie. | Verlhac.
perg 500 a 2000 Fésforo (70%), dose- resposta positiva Trichet et
(17%) e farelo oryzae/ al. (2014)

de trigo (25%)

pulverizado a
Vacuo

NE, ndo especificado

GM, geneticamente modificado
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. Fonte de fitase/ !\Iivel de . - -
L Composicgéo da . inclusdo na Melhoria na biodisponibilidade de A
Espécie di método de : N N ; Referéncia
ieta anlicacio dieta minerais e digestibilidade de nutrientes
plicae (FTU kg
Farelo de soja NI.E/ adicionado a Fosforo (>100%), manganés (>100%), Sugiura et
mistura de 500 a 4000 .
(50%) - ) dose- resposta positiva al. (2001)
ingredientes
Truta arco-iris Farelo de soja QSF\ZEIZT&Z r;llgser/ 500 a 3000 Fosforo (57%), zinco (90%), dose- Wang et al.
Oncorhynchus mykiss ~ (60%) oellets resposta positiva (2009)
(juvenis)
Fontes vegetais  Aspergillus niger/ Fasforo (60%), calcio (70%), cinzas
58% (farelo de adicionado a 3000 (68%), manganés (60%), magnésio Vandenberg
gluten de mistura de (45%), ferro (39%), zinco (12%), etal. (2011)
milho) ingredientes energia (3%) e proteina (2%)

NE, ndo especificado
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3. Xilanase e B-glucanase na nutricdo de peixes

3.1 Polissacarideos ndo amilaceos e seu papel na nutricdo de peixes

Polissacarideos ndo amilaceos (PNAs) sdo um grupo de polissacarideos complexos,
predominantemente formados por mondmeros de pentoses (arabinose e xilose) e hexoses
(galactose, B-glicose e manose) ligados entre si (Sinha et al., 2011). Os polissacarideos
ndo amilaceos sdo responsaveis pela formacdo da parede celular das células vegetais e
podem ser localizados estrategicamente nos componentes estruturais da parede celular,
especificamente: celulose, hemicelulose, pectina, glicoproteinas e lignina (Figura 4) (Van
Barneveld, 1999).

OH OH OH
=z z —
o° o o
OH OH OH

Alcool cumarilico  Alcool coniferilico  Alcool sinapilico

B © ©
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Macroﬁbril @®
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Hexose

n-3 n-3
n- 3 n .'. m
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o QDQQ 73 nm
cristalina
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Giicose m@ \n-8

— “Hydrogen
Cellodextrin bond

Figura 4. Estrutura da lignocelulose (Nunes and Kunamneni, 2018).
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Os polissacarideos ndo amilaceos podem ser classificados de acordo com diferentes
critérios (Sinha et al., 2011). Na nutricdo de ruminantes, os PNAs sdo classificados
conforme a sua solubilidade, sendo eles: fibra bruta, fibra em detergente neutro e fibra
em detergente acido (Sinha et al., 2011). Fibra bruta (FB) refere-se aos restos de material
vegetal ap6s extracdo com solugdo &cida e alcalina, e compreende por¢des variaveis de
PNAs (Van Soest and Wine, 1967). A fibra em detergente neutro (FDN) compreende a
porcdo insoluvel dos PNAs, principalmente, celulose, hemicelulose e lignina (Van Soest
and Wine, 1967), enquanto a fibra em detergente acido (FDA) é a porcédo insoluvel dos
PNAs composta em grande parte, mas ndo unicamente, de celulose e lignina (Van Soest,
1963). Apesar dessa categorizacdo ser frequentemente utilizada na nutricdo ruminantes,
carece de precisdo quanto as estruturas quimicas e fungdes bioldgicas dos PNAs, tornando
duvidoso o valor nutricional de tais compostos na nutricdo monogastrica (Sinha et al.,
2011). Diante disso, Bailey (1973) propds uma categorizacdo mais clara com base na
estrutura quimica dos PNAs, dividindo-os em trés grupos principais: Celulose, polimeros
ndo celulosicos e polissacarideos pécticos (Tabela 3).

Na literatura relacionada a nutricdo de animais monogastricos, 0s PNAs
frequentemente séo descritos como sollveis e insoltveis (Francis et al., 2001). Dentre 0s
PNAs sollveis se destacam os arabinoxilanos e B-glucanos de ligacdo mista que
compdem a fracdo soluvel da hemicelulose, os quais aumentam a viscosidade intestinal
dos animais e sdo atribuidos como os principais responsaveis pelas propriedades
antinutricionais dos PNAs (Sinha et al., 2011). Por outro lado, dentre os PNASs insollveis
destaca-se a celulose, polissacarideo caracterizado por impedir a permeabilidade da
parede celular, resultando na diminuicdo da digestibilidade de energia, agucares e
proteinas (Sinha et al., 2011). Dessa forma, tanto os PNAs solUveis como insoluveis
podem reduzir o valor nutritivo das dietas & base de ingredientes de origem vegetal,
gerando grande impacto na piscicultura pelo declinio na otimizacdo dos alimentos

vegetais utilizados em dietas para peixes (Wyatt et al., 2008).



Tabela 3. Classificagdo dos polissacarideos ndo amilaceos (Sinha et al., 2011).
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Categoria Residuo monomérico Ligacdo Fontes
: Maioria de cereais e
Celulose Glicose B- (1— 4)
legumes
Polimeros néo celuldsicos
Trigo, centeio, cevada,

Arabinoxilanos

B- glucanos de ligagdo mista
Mananos

Galactomananos

Glicomananos
Polissacarideos pécticos

Arabinanos
Galactanos
Arabinogalactanos (Tipo 1)

Arabinogalactanos (Tipo 2)

Arabinose e xilose
Glicose

Manose

Galactose e mananos

Glicose e mananos

Arabinose
Galactose
Arabinose e galactose

Arabinose e galactose

B- (1— 4) — unidades de xilose ligadas
B- (1—> 3) € B- (1—> 4)

B- (1 4)

Cadeias de manano com ligagdo - (1— 4) com grupos
laterais de galactosil com ligagao a- (1— 6)

Cadeia de manano com ligagdo - (1— 4) com residuos
de glicose intercalados na cadeia principal

- (1—> 5)

B-(1— 4)

Esqueleto de galactano B- (1— 4) substituido com
ligacdo 5- e residuos terminais de arabinose

Polimeros de galactose com ligagao B- (1— 4)
associados a residuos de arabinose com ligagdes 3- ou 5-

aveia, arroz e sorgo
Aveia e cevada

Semente de café

Goma de alfarroba e goma
guar

Polpa de beterraba, lirios e
iris

Coprodutos de cereais

Farelo de feijao e polpa de
beterraba

Sementes de leguminosas

Cotilédone de colza
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Gréos de cereais e sementes de leguminosas sdo ricos em PNAs (Tabela 4). No
trigo, por exemplo, o contetudo de PNAs totais corresponde a cerca de 25% do grdo total
(Van Barneveld, 1999). Enquanto em derivados do trigo, como a farinha de trigo integral
conformada pelo endosperma amilaceo, camada de aleurona, casca e germen (Figura 5)
o contetido em arabinoxilanos ¢ de 3,37 g kg (Fonseca, 2015) e B-D-glucanos de 4,48 g
kg? (Havrlentova and Kraic, 2006) e no farelo de trigo, correspondente exclusivamente

a casca do trigo, a quantidade média em arabinoxilanos chega a corresponder 2,42 g kg

do subproduto (Havrlentova and Kraic, 2006).

Pelos
.
'

Palha

Células do endosperma Fa.relo
com granulos de amido Tecido nucelar
Testa

Células tubulares

J S _‘
Gérmen (embrido) Camada intermedidria ‘g
Pluma Hipoderme g

. =]

Escutelo Epiderme 4

Radicula

Figura 5. Estrutura do gréo de trigo. Adaptado de Britannica (1996).

Fatores genéticos e ambientais a planta afetam o teor de PNAs em gréos de cereais
e sementes de leguminosas (Sinha et al., 2011). Entretanto, o fator que mais parece
influenciar o teor e fracdo do PNAs na dieta é a quantidade e tipo de ingredientes de
origem vegetal incluidos na dieta, ou seja, se a maioria de ingredientes inclusos séo
provenientes de grdos/ sementes inteiros, grdos/ sementes sem casca ou farelos (Tabela
4) (Sinhaetal., 2011).



Tabela 4. Contetido dos polissacarideos ndo amilaceos (g kg™ de matéria seca) nos principais ingredientes de origem vegetal utilizados em
dietas para peixes (Sinha et al., 2011).

Ingredientes Celulose PNAs total Lignina PNAs soluveis PNAs insoluveis
Cereais

Milho 22 97 11 9 66
Trigo 20 119 19 25 74
Farelo de trigo 72 374 75 29 273
Centeio 16 152 21 42 94
Cevada: descascada 43 187 35 56 88
Cevada: sem casca 10 124 9 50 64
Gldaten de milho 75 351 - 34 242
Aveia: descascada 82 232 66 40 110
Aveia: sem casca 14 116 32 54 49
Farelo da casca de aveia 196 505 148 13 295
Legumes/ farelo de semente

Ervilhas 53 180 12 52 76
Farelo de soja 62 217 16 63 92
Farelo de colza 52 220 134 55 123
Tremocgo 131 405 - 134 139
Torta de girassol 123 315 - 57 136
Diversos

Polpa de beterraba sacarina 195 779 35 407 177
Torta de algodao 92 257 - 61 103
Farelo de algodao 90 283 - 66 127

Farelo de folhas de alfafa 139 329 - 77 113
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PNASs possuem pouco ou nenhum valor nutricional para os peixes (Sinha et al.,
2011). Isto se deve pela falta de carboidrases digestivas no animal capazes de hidrolisar
a fracdo de PNAs presente na parede celular das células vegetais (NRC, 2011). A falta de
enzimas endogenas resulta na integridade da fragéo insoltvel dos PNASs juntamente com
outros nutrientes fortemente ligados a parede celular, impedindo o aproveitamento
nutricional da energia, carboidratos e proteinas (Sinha et al., 2011). Além disso, a
presenca de PNASs soluveis induzem ao aumento da viscosidade intestinal ocasionando
piora na conversao alimentar e desempenho dos peixes (Castillo and Gatlin, 2015).

Estudos em animais monogastricos tém demostrado que o aumento da viscosidade
na digesta é o principal fator responsavel pela queda na digestibilidade da energia e
nutrientes dos alimentos vegetais ricos em PNAs (Adeola and Cowieson, 2011). Isto se
deve pela alta capacidade de retencdo de dgua dos PNAs sollveis, ocasionando aumento
na viscosidade da digesta (Castillo and Gatlin, 2015) e diminuicdo na taxa de passagem
dos alimentos (Sinha et al., 2011). Embora 0os PNAs insollveis aumentem a taxa de
passagem do intestino em peixes, 0s PNAs soltveis fazem o processo inverso, reduzindo
a taxa de passagem provocada pela viscosidade intestinal e, consequentemente,
diminuindo a taxa de difuséo das enzimas digestivas (amilases, proteases e lipases) com
seus respectivos substratos alimentares (Sinha et al., 2011). Esta digesta retida acaba
acumulando material particulado no intestino que contribui para uma adesdo microbiana
e menor fluxo de liquidos, acarretando na diminuicdo da renovacdo bacteriana na flora
intestinal e aumentando a proliferacdo de bactérias nocivas no intestino (Vahjen et al.,
1998). Essa modulacdo da microbiota intestinal a longo prazo pode levar a problemas
relacionados a saude e integridade intestinal do peixe que influenciardo na digestibilidade

de energia e nutrientes da dieta (Sinha et al., 2011).



-22-
3.1.1 Arabinoxilano

Arabinoxilanos constituem parte importante da parede celular dos principais graos
de cereais utilizados na nutricdo de peixes (Izydorczyk and Biliaderis, 1995). Na maioria
de grdos chegam a corresponder de 60 a 70% da parede celular do endosperma e da
camada celular da aleurona, com excecdo da cevada (20%) e o arroz (40%) (Fincher and
Stone., 1986). Em tecidos ndo endospérmicos do trigo, particularmente o pericarpo € a
testa (Figura 5), o contetido em arabinoxilanos chega a corresponder 64% do seu total
(Selvendran and Du Pont, 1980).

As estruturas dos arabinoxilanos dos cereais s&éo compostas predominantemente por
duas pentoses, arabinose e xilose (lzydorczyk and Biliaderis, 1995). Sua estrutura
molecular consiste em uma cadeia principal de residuos de xilose unidos por ligacbes p-
1,4, que substituintes de arabinose se encontram ligados aos atomos O-2 e O-3 dos
residuos de xilosil (Figura 6). Os residuos de arabinose também podem se ligar a outros
grupos, tais como: residuos de acido glucurdnico, ligacdes cruzadas com o acido ferulico
e grupos acetil (1zydorczyk and Biliaderis, 1995). Sua variante, o glucuronoarabinoxilano,
além das substitui¢cbes anteriormente mencionadas, possui ligacdes a-1,6 com o acido

glucurdnico (Serensen et al., 2007).

HOH,C

HOH,C H

Figura 6. Estrutura quimica do arabinoxilano (Sinha et al., 2011).

Arabinoxilanos sdo capazes de formar solugdes aquosas altamente viscosas (Sinha
etal., 2011). De acordo Sternemalm et al. (2008) a perda das cadeias laterais de arabinose
estd relacionada com a baixa capacidade de retencdo de agua pelo arabinoxilano, pois
quando a arabinose estd ausente o arabinoxilano se liga com menos agua e,

consequentemente, torna-se menos soltvel. Outro tipo de interagdo que influencia a
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viscosidade do arabinoxilano séo as vérias ligagfes cruzadas tipo éster com a parede
celular dos vegetais, o que resulta na insolubilidade da molécula (Mares and Stone, 1973).
Arabinoxilanos ndo unidos a parede celular sdo capazes de formar solucBes altamente
viscosas podendo absorver a cerca de 10 vezes seu peso em agua (Mares and Stone, 1973).
Na presenca de agentes oxidativos, tais como perdxido de hidrogénio ou peroxidades
podem desenvolver uma rede de gel rapidamente, devido ao reestabelecimento das suas
ligacGes cruzadas (Geissmann and Neukom, 1973), podendo suportar até 100 g de agua
por grama de arabinoxilano (Izydorczyk and Biliaderis, 1995).

A parte das ligagBes cruzadas covalentes, os arabinoxilanos também podem formar
“zonas de jun¢do” por meio de ligagdes de hidrogénio intermoleculares entre as regides
que nao foram substituidas na cadeia principal do xilano (Fincher and Stone., 1986). Tais
interacdes na molécula podem ter grande importancia na nutricdo de peixes, pois as
mudangas estruturais do arabinoxilano afetam sua solubilidade e viscosidade, podendo
levar a possiveis agdes antinutricionais que irdo influenciar na digestibilidade de

nutrientes e desempenho dos peixes (Sinha et al., 2011).

3.1.2 Celulose

A celulose é o principal componente da parede celular das células vegetais,
constituido por 3000 ou mais unidades de D-glicose unidos por ligacdes p-1,4 (Figura
7A) (Sinha et al., 2011). Por ser um polimero de cadeia linear sem enrolamentos ou
ramificacbes acaba adotando conformacdo extensa e bastante rigida em forma de
bastonete (Sinha et al., 2011). As varias hidroxilas nos residuos de glicose em uma cadeia
podem formam ligacGes de hidrogénio com as moléculas de oxigénio na mesma cadeia
(ligacbes intramoleculares) ou na cadeia vizinha (ligagdes intermoleculares), mantendo
as cadeias de celulose firmemente ligadas lado a lado (Figura 7B) (Sinha et al., 2011). O
acumulo de cadeias leva a formacao de estruturas resistentes chamadas de microfibrilas
(Figura 4), estas possuem regides cristalinas, com mais organizagéo entre as cadeias, e
regibes amorfas, e sdo menos organizadas e mais flexiveis (Keshwani and Cheng, 2010).
As microfibrilas de celulose também podem estar associadas com &gua e outros
polissacarideos, tais como os (1— 3, 1— 4)-B-D-glucanos, heteroxilanos (arabinoxilanos)

e glicomananos (Fincher and Stone., 1986).
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Figura 7. Estrutura quimica da celulose (A) e interacdo entre as cadeias de celulose com
ligacGes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares (B). Adaptado de Sinha et al.
(2011).

OH

Diferentemente das liga¢6es glicosidicas tipo a contidas no amido, as ligagdes tipo
B da celulose acabam tornando a molécula indigestivel para os animais monogastricos,
pela falta da enzima celulase no seu trato gastrointestinal (Castillo and Gatlin, 2015). Em
peixes, a celulose ndo possui valor nutritivo na formulacéo de dietas (Sinha et al., 2011).
Entretanto, com o avango na nutricdo de peixes e a otimizagéo dos ingredientes de origem
vegetal, espera-se a aplicacdo de métodos capazes de promover a hidrolise da celulose

para seu melhor aproveitamento em dietas vegetais (Sinha et al., 2011).

3.1.3 B-glucano de ligagdo mista

Os p-glucanos de ligacdo mista vem adquirindo importdncia na industria
alimenticia e farmacéutica, por suas propriedades funcionais (Cui and Wood, 2000). De
acordo com Bhatty (1999), eles estao relacionados com a reducdo do colesterol no plasma
sanguineo e aos melhores niveis de glicose sérica pos-prandial em humanos e animais.
Entretanto, altos niveis de B-glucanos nos alimentos vegetais elevam o grau de
viscosidade junto com os arabinoxilanos, reduzindo a conversao alimentar e desempenho
dos peixes (Sinha et al., 2011). Os B-glucanos de ligacdo mista sdo encontrados
predominantemente em cereais de gramineas, especificamente, na camada sub-aleurona
e na parede celular do endosperma dos graos de cereais (Figura 5), que se encontram
associados com as microfibrilas de celulose durante o crescimento celular (Ebringerova,
2006).
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As caracteristicas estruturais dos pB-glucanos determinam suas propriedades
quimicas e funcionalidade, assim como determinadas respostas fisiol6gicas nos peixes
(Sinha et al., 2011). A estrutura quimica do B-glucano de ligacdo mista consiste em uma
cadeia linear de unidades de D-glicose unidas por ligagdes do tipo B-1,3 e B-1,4 (Figura
8, Bengtsson et al., 1990). Diferente da celulose, em que a molécula possui estrutura
rigida, cristalina e pouco sollvel, devido as unidades de D-glicose estarem unidas
exclusivamente pelo tipo de ligagao B-1,4, a estrutura do B-glucano acaba adotando uma
conformacao mais flexivel e soltvel, pois as liga¢des B-1,3 do B-glucano séo capazes de
quebrar a estrutura normal da cadeia de celulose, fornecendo mais solubilidade a
molécula (Anderson and Bridges, 1993). Portanto, caracteristicas estruturais dos f-
glucanos como a razdo de liga¢des glicosidicas tipo B-(1— 3) e B-(1— 4) nas unidades
de B-glicose, assim como a quantidade de fragmentos longos analogos a celulose e
tamanho molecular do B-glucano, afetam sua permeabilidade e solubilidade podendo
resultar em possiveis propriedades antinutricionais por parte da molécula (1zydorczyk and
Biliaderis, 2000).

Figura 4. Estrutura quimica do B-glucano de ligacdo mista com ligacbes p-1,4 e B-1,3
(Megazyme, 2017a).
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3.2 Enzimas: Xilanase e B-glucanase

Enzimas digestivas especificas capazes de hidrolisar os PNAs sdo escassas ou
inexistentes em peixes (NRC, 2011). Logo, a suplementacéo de carboidrases exdgenas se
apresenta como a principal solucéo frente aos efeitos negativos dos PNAs em dietas para
peixes (Sinha et al., 2011). Mais do 80% de carboidrases comercializadas no mercado
mundial sdo representadas pelas enzimas xilanase e glucanase, pois alem de realizarem a
hidrolise dos arabinoxilanos, celulose e B-glucanos de ligacdo mista contidos nos
alimentos vegetais promovem a biodisponibilidade de minerais e digestibilidade de outros
nutrientes na dieta, melhorando o valor nutricional dos alimentos vegetais ricos em PNAs
(Castillo and Gatlin, 2015).

A principal enzima envolvida na despolimerizacdo da xilano é a endoxilanase ou
endo-1,4-p-xilanase [EC 3.2.1.8], a qual é responsavel pela hidrélise das ligacbes B-1,4
na cadeia principal do xilano, gerando xilo-oligossacarideos de baixo grau de
polimerizacdo (Figura 9A) (Castillo and Gatlin, 2015) e somente com a¢do da enzima p-
xilosidase [EC 3.2.1.37] que é decomposta totalmente em monémeros de xilose (Figura
9B). Sendo assim, endo-1,4-B-xilanases sdo enzimas chaves na degradacdo dos
arabinoxilanos encontrados na parede celular dos grédos de cereais, gerando 0s
arabinoxilo-oligossacarideos (AXOs) (Beg et al., 2001).

As xilanases exdgenas mais utilizadas pela inddstria de racdes para animais sao
provenientes do Aspergillus niger (fungo), Trichoderma reesei ou Bacillus subtilis
(bactérias) (Collins et al., 2005). A atividade da xilanase é mensurada em unidades de
xilanase ativa (TXU), em que uma unidade de xilanase ativa é definida como a quantidade
de endoxilanase necesséria para a liberacdo de 5 umol de xilose por minuto proveniente
de uma solugéo tamp&o contendo 10 g L de arabinoxilanos em pH 3,5 a 40°C (Aquilina
et al., 2016). Portanto, em dietas para peixes a atividade da xilanase normalmente é
mensurada na medida padrdo de TXU kg™ da dieta (Castillo and Gatlin, 2015).
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Figura 5. Acdo da endo-1,4-B-xilanase sobre o xilano (A) e acdo da B-xilosidase sobre
os xilo-oligossacarideos liberando os mondmeros de xilose (B). Adaptado de Megazyme
(2017b).

Celulose e B-glucanos de ligacdo mista sdo decompostos pela enzima endo-1,4-p-
glucanase (Sinha et al., 2011). As endoglucanases ou endo-1,4-B-glucanases [EC 3.2.1.4]
fazem parte do complexo enzimatico da celulase e sdo responsaveis por atuar de forma
aleatoria nas regides amorfas da celulose interna, hidrolisando as ligac6es glicosidicas p-
1,4 para produzir novos terminais de cadeia livre mais acessiveis para que as exo-1,4-3-
glucanases [EC 3.2.1.91] e 1,4-B-glucosidades [EC 3.2.1.21] possam atuar no polimero
de celulose (Figura 10) (Godoy et al., 2018). Devido a estrutura amorfa/ cristalina da
celulose, também se faz necessario a atuagéo dessas duas Ultimas enzimas (exo-1,4-B-
glucanases e 1,4-B-glucosidades) para a completa degradacao da celulose em monémeros
de B-glicose (Figura 10) (Godoy et al., 2018). Similarmente, as endo-1,4-B-glucanases
agem aleatoriamente no B-glucano de ligacdo mista hidrolisando as ligagdes B-1,4,
reduzindo a massa molar dos B-glucanos e impedindo suas propriedades antinutricionais
(Sinha et al., 2011).
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As B-glucanases exogenas utilizadas como aditivos na nutricdo de animais
monogastricos sdo provenientes de fungos, como Aspergillus niger, ou bactérias, como
Bacillus amyloliquefaciens (Godoy et al., 2018). A atividade da B-glucanase é mensurada
em unidades de B-glucanase ativa (TGU), e uma unidade de B-glucanase ativa é definida
como a quantidade de endoglucanase necesséria para a liberacdo de 1 umol de glicose por
minuto proveniente de uma solugdo tamp&o contendo 7,14 g L™ de B-glucanos em pH 3,5
a40°C (Aquilina et al., 2016). Portanto, em dietas para peixes a atividade da p-glucanase
normalmente é mensurada na medida padrdo de TGU kg da dieta (Castillo and Gatlin,
2015).

Celulose

endo—l 4-B-glucanase

CM%

CH,OH GO0

exo -1,4- B glucanase
CH,0H

KPR

CH,0H
B-glucosidade

CH,OH

B-glicose

Figura 6. Esquema dos principais locais de acdo da endo-1,4-pB-glucanase, exo-1,4-p-
glucanase e 1,4-p-glucosidade no polimero de celulose (Godoy et al., 2018).

Fabricantes de xilanases e B-glucanases comerciais buscam a otimizagdo das
enzimas por meio da producéo de cepas geneticamente melhoradas e/ ou modificadas
(transgénicas) a fim de melhorar a eficacia na producédo, rendimento e atividade das
enzimas (Beg et al., 2001). Atualmente, a maioria de xilanases e p-glucanases
comercializadas séo termoestaveis podendo ser encontradas na forma de pé ou liquida
(Castillo and Gatlin, 2015). Estas enzimas exogenas normalmente sdo aplicadas via pos-

peletizacdo (pulverizacdo nos pellets) para a preservacédo da atividade maxima da xilanase
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e B-glucanase e evitar problemas relacionados & temperatura durante a fabricacdo de
racles (> 85°C) (Aquilinaetal., 2016). Desse modo, o nivel de suplementacéao da xilanase
e B-glucanase em dietas para peixes finalmente dependerad de fatores relacionados ao
peixe (espécie, idade e estado fisiologico) e a quantidade e fracdo do PNAs presente na
dieta (Castillo and Gatlin, 2015).

3.3 Xilanase e B- glucanase na digestibilidade de nutrientes em peixes

Nas duas ultimas décadas foram realizados diversos estudos relacionados a
suplementacéo de carboidrases em dietas para peixes (Tabela 5). De forma geral, existem
trés principais modos de acdo das carboidrases comumente relatados: a reducdo da
viscosidade da digesta, 0 aumento da permeabilidade da parede celular e a geracdo de
compostos prebidticos (Figura 11). Tais modos contribuem para 0 aumento na
biodisponibilidade de minerais e digestibilidade da energia e nutrientes na dieta,
resultando em melhor conversdo alimentar e desempenho dos peixes (Castillo and Gatlin,
2015).

Carboidrases
Ex. Xilanase e fi-glucanase

!

‘ Hidrolise dos PNAs

_{ Soltvel [ Insoluvel ]
. L R ‘ , ‘ » Aumento da permeabilidade
Redugdo da viscosidade |« Redugio da capacidade de retengdo de dgua da parede celular

'

Melhora na difusdo de nutrientes
Ex. amido, aminodcidos, etc.

\{ Diminuigdo da secre¢do endogena ¢ >

e produgdo enzimatica Y

Aumento da taxa de passagem

v v A 4

Aumento da || Diminuigioda proliferagio || Melhora na economia | Aumento da taxa || Melhora na digestibilidade
umidade fecal bacteriana no intestino dos nutrientes de consumo dos nutrientes

Melhora no desempenho dos peixes

Melhora no crescimento e utilizagao dos nutrientes

Figura 7. Modos de acéo das carboidrases nos PNAs (Wyatt et al., 2008).



Tabela 5. Efeito da suplementacdo de carboidrases em dietas para peixes. Adaptado de Castillo e Gatlin (2015).
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Espécie

Carboidrases exogenas

Dieta com fonte
vegetal

Efeitos

Referéncia

Catfish africano,
Clarias gariepinus

Poleiro de prata,
Bidyamus bidyamus

Robalo japonés,
Lateolabrax japonicus

Tilapia, Oreochromis
niloticus x O. aureus

Truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss

Complexo
multienzimatico

Farmazyme® (xilanase, B-
glucanase, -amilase,
celulase e pectinase)

Natustarch® (o-amilase) e
Natugrain-blend® (B-
glucanase e B-xilanase)

Complexo

multienzimatico (fitase,
glucanase, pentosanase,
celulase e xilanase)

Coquetel enzimatico
(protease, B-glucanase e

xilanase)

Complexo
multienzimatico

Superzyme CS (xilanase,
amilase, celulase, protease

e B-glucanase)

Coquetel enzimatico
(protease, B-glucanase e

xilanase)

Dieta da truta

(48% de proteina),

sem alimento
especifico a base
de plantas

Farelo de soja

Farelo de soja,
colza e amendoim

Farelo de soja,
colza e algodao

Farelo de soja

Farelo de soja,
colza e girassol

Taxa de crescimento aumentou
significativamente. Taxa de conversao
alimentar e eficiéncia protéica foram
significativamente maiores.

Natustarch® aprimora a digestibilidade do
amido. No Natugrain- blend® nenhum efeito
sobre a digestibilidade dos nutrientes foi
observado.

Taxa de crescimento e eficiéncia alimentar
foram significativamente maiores. A retengdo
de nitrogénio e fésforo aumentaram
significativamente.

Taxa de crescimento, eficiéncia alimentar e
digestibilidade da matéria seca aumentaram
significativamente. Houve diminuigéo no
consumo de racao e aumento significativo na
producdo de enzimas digestivas pelo peixe.

Leve aumento na digestibilidade de nutrientes
e nenhum efeito no crescimento. Reducéo da

coesdo fecal e velocidade no afundamento de

fezes.

Aumento da digestibilidade aparente dos
nutrientes, especialmente lipidios. Nenhum
efeito sobre 0 desempenho dos peixes e
retencdo de nitrogénio foi observado.

Yildirim e Turan
(2010)

Stone et al.
(2003)

Ai et al. (2007)

Lin et al. (2007)

Ogunkoya et al.
(2006)

Dalsgaard et al.
(2012)
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Xilanases e B-glucanases reduzem o grau de polimerizacdo da dieta e viscosidade
da digesta, promovendo maior taxa de difuséo das enzimas digestivas (proteases, amilases
e lipases) com seus respectivos substratos alimentares (Vahjen et al., 2007). Como
observado por Li et al. (2009), que comprovou que a B-glucanase pode chegar a aumentar
a atividade da amilase enddgena na tilapia (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus)
em 11,4% no hepatopéncreas e 49,5% no intestino.

A suplementacdo de carboidrases em dietas para peixes ndo s6 melhora a
digestibilidade dos carboidratos, mas também incrementa a digestibilidade das proteinas
e lipideos de dietas elaboradas a partir de fontes vegetais (Castillo and Gatlin, 2015).
Efeitos positivos da suplementagdo de xilanase e B-glucanase sobre a digestibilidade
proteica em peixes foi relatada na tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (Maas et al.,
2019), robalo europeu, Dicentrarchus labrax (Magalhdes et al., 2018) e “turbot”,
Scophthalmus maximus (Didgenes et al., 2018). Similarmente, efeitos positivos na
digestibilidade lipidica em peixes foram observadas para a tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus (Maas et al., 2019), truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss (Dalsgaard et al., 2012),
robalo europeu, Dicentrarchus labrax (Magalhaes et al., 2018) e “turbot”, Scophthalmus
maximus (Didgenes et al., 2018).

Dietas suplementadas com carboidrases também melhoram a biodisponibilidade de
minerais em organismos alvo como resposta indireta (Castillo and Gatlin, 2015). Isto se
deve pela complexacdo da fitina com os PNAs na parede vegetal das células vegetais,
pois quando as xilanases e B-glucanases hidrolisam os PNAs, o fitato e outros minerais
ficam melhor expostos ao limen do intestino, podendo ser aproveitados pelo animal
(Adeola and Cowieson, 2011). Efeitos positivos na biodisponibilidade do fésforo em
dietas suplementadas com xilanase ¢ B-glucanase foram observadas na truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss (Dalsgaard et al., 2012), tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus
(Maas et al., 2019) e robalo europeu, Dicentrarchus labrax (Magalhdes et al., 2018).

Carboidrases exdgenas podem modular a microbiota intestinal dos peixes, afetando
a digestibilidade da energia e nutrientes das dietas (Castillo and Gatlin, 2015). A
suplementacdo de carboidrases em dietas para peixes estimulam o crescimento de
bactérias benéficas, proporcionando melhor saide intestinal (Adeola and Cowieson,
2011). Fato explicado devido & reducgdo na viscosidade intestinal e aumento na taxa de
passagem no intestino, promovendo renovacao constante da flora intestinal e reduzindo a

proliferacdo de bactérias patdgenas no intestino (Adeola and Cowieson, 2011). Somado
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a isso, a acdo prebiotica por parte dos arabinoxilo-oligossacarideos (AXOs) no intestino,
promove um aumento na producdo de acidos graxos volateis (propidnico, acético e
butirico), melhorando a integridade das vilosidades intestinais e favorecendo o
crescimento de populagdes microbianas benéficas (Van Doan et al., 2018). Dessa forma,
tais bactérias podem secretam enzimas digestivas e substancias nutritivas que podem
favorecer ao peixe, melhorando a digestibilidade da energia e nutrientes das dietas
(Adeoye et al., 2016; Hassaan et al., 2019).
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1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacéo isolada e combinada do complexo xilanase-f-
glucanase e fitase em dietas exclusivamente vegetais sobre a digestibilidade da energia e
nutrientes, incluindo a disponibilidade de minerais e aminoacidos, e excre¢do fecal do

nitrogénio e fosforo em juvenis de tilapia do Nilo.
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I11. Fitase, xilanase e B-glucanase sobre a digestibilidade da energia e
nutrientes e excrecdo do nitrogénio e fosforo em juvenis de tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus)
Resumo

O objetivo neste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo isolada e combinada do
complexo xilanase-B-glucanase e fitase em dietas exclusivamente vegetais sobre a
digestibilidade aparente da energia e nutrientes, incluindo a disponibilidade de minerais
e aminoacidos, e excrecdo fecal do nitrogénio e fosforo em juvenis de tilapia do Nilo.
Foram testadas quatro dietas, dieta controle (CON) sem enzimas, dieta com fitase (FT,
1000 FTU kg1, dieta com xilanase e B-glucanase (XB, 1120 TXU e 500 TGU kg?) e
dieta com a combinacao da fitase, xilanase e B-glucanase (FT+XB). O total de 272 tilapias
masculinizadas (22,52 + 0,65 g) foram distribuidas em delineamento de blocos ao acaso
com quatro tratamentos e quatro repeticbes, em 16 aquarios com fundo conico de 150 L
adaptados para a coleta de fezes (sistema Guelph modificado). Os peixes foram
alimentados seis vezes ao dia até saciedade aparente com as dietas experimentais
contendo 0,5% de 6xido de cromo, durante 21 dias. Xilanase e B-glucanase aumentou a
digestibilidade da matéria seca, amido e lipideos (P < 0,001), e disponibilidade do cobre
(P < 0,001). Paralelamente, fitase aumentou a digestibilidade da matéria seca, energia
bruta, amido e cinzas (P < 0,001), e disponibilidade do magneésio, manganés e zinco (P <
0,001). Fitase também melhorou a disponibilidade da maioria de aminoacidos, entre eles,
arginina (P = 0,019), fenilalanina (P = 0,001), histidina (P = 0,019), lisina (P = 0,019),
metionina (P = 0,001) e valina (P = 0,025), e quando combinada com a xilanase e -
glucanase potencializou a disponibilidade da isoleucina (P = 0,004), leucina (P = 0,004),
treonina (P = 0,002), acido glutamico (P = 0,00), cistina (P < 0,001) e serina (P = 0,01).
A combinacédo enzimatica (FT+XB) demostrou ter efeito sinérgico na digestibilidade da
proteina (P < 0,001) e disponibilidade do calcio, ferro e fosforo (P < 0,001). Quando
comparado a dieta controle, a suplementacdo com fitase, xilanase e [-glucanase
demostrou reduzir a excregao fecal do nitrogénio (P = 0,007) e fésforo (P < 0,001) em 30
e 49,5%, respectivamente. Em concluséo, a suplementacdo isolada e combinada do
complexo xilanase-B-glucanase e fitase melhora a digestibilidade da energia e nutrientes
de dietas a base de vegetais, e reduz a excrecdo do nitrogénio e fosforo pelos peixes,

colaborando para a producdo de tilapias com menor impacto ambiental.
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Abstract

This study aimed to evaluate the effect of isolated and combined supplementation of
xylanase-f-glucanase complex and phytase in entirely plant-based diets on energy and
nutrients digestibility, including minerals and amino acids availability, and fecal
excretion of nitrogen and phosphorus in Nile tilapia juveniles. Four diets were tested, a
control diet (CON) without enzymes, a phytase diet (PHY, 1000 FTU kg™), a xylanase-
B-glucanase diet (XB, 1120 TXU e 500 TGU kg™), and a diet with phytase, xylanase, and
B-glucanase (PHY+XB). Two hundred seventy-two masculinized fish (22.52 + 0.65 g)
were distributed in a randomized block design with four treatments and four replications,
in sixteen cylindrical-conical fiberglass tanks (150 L), adapted for feces collection
(modified Guelph system). Fish were fed six times a day to apparent satiation, with
experimental diets containing 0.5% chromium oxide, for 21 days. Xylanase and f-
glucanase supplementation increased dry matter, starch, and lipids digestibility (P <
0.001), and copper availability (P < 0.001). At the same time, phytase supplementation
increased dry matter, crude energy, starch, and ash digestibility (P < 0.001), and
magnesium, manganese, and zinc availability (P < 0.001). Phytase also improved the
availability of most amino acids, including arginine (P = 0.019), phenylalanine (P =
0.001), histidine (P = 0.019), lysine (P = 0.019), methionine (P = 0.001) and valine (P =
0.025), and when combined with xylanase and B-glucanase enhanced the availability of
isoleucine (P = 0.004), leucine (P = 0.004), threonine (P = 0.002), glutamic acid (P =
0.00), cystine (P < 0.001) and serine (P = 0.01). Enzymatic combination (PHY+XB)
shows a synergy effect on protein digestibility (P < 0.001) and calcium, iron, and
phosphorus availability (P < 0.001). When compared to control diet, xylanase-B-
glucanase and phytase supplementation reduce fecal excretion of nitrogen (P = 0.007) and
phosphorus (P < 0.001) by 30 and 49.5%, respectively. In conclusion, the isolated and
combined supplementation of Xxylanase-B-glucanase complex and phytase improves
energy and nutrients digestibility in plant-based diets and reduces the excretion of
nitrogen and phosphorus by fish, contributing to tilapia production with less

environmental impact.

Keywords: Enzymes, plant-based diets, fish.
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1. Introducgéo

A rapida expansdo do setor aquicola estimula a implementacdo de novas
tecnologias capazes de otimizar a producdo de peixes, principalmente no que tange a
melhoria do valor nutritivo das dietas, reducdo dos custos com alimentagéo e diminuicéo
dos impactos ambientais (FAO, 2018). Devido a isso, busca-se otimizar os alimentos de
origem vegetal, pois cada vez mais e com frequéncia vem sendo utilizados na elaboracao
de dietas para peixes (Hardy, 2010). Entretanto, as altas taxas de incluséo desses
alimentos, principalmente grédos de cereais e sementes de leguminosas, elevam
simultaneamente o teor de fitato e polissacarideos ndo amilaceos (PNAS) nas dietas
(Francis et al., 2001; Kumar et al., 2012; Sinha et al., 2011). Tanto o fitato como os PNAs
sdo indesejaveis na nutricdo de peixes, pois possuem propriedades antinutricionais e ndo
podem ser inativados no processo de extrusdo das ragdes (Francis et al., 2001).

Grande parte do fosforo contido nas plantas se encontra na forma de fitato,
tornando-se indisponivel para os peixes (Kumar et al., 2012). O alto teor de fitato afeta a
biodisponibilidade de minerais e digestibilidade de proteinas dietéticas, contribuindo para
a queda no crescimento dos peixes (Costello et al., 1976; Kumar et al., 2010). Da mesma
forma, o alto contetido de PNAs nas dietas, principalmente arabinoxilanos e -glucanos
de ligacdo mista, afeta a digestibilidade de energia e nutrientes nos peixes, basicamente
pelo aumento da viscosidade intestinal, resultando na reducdo da taxa de difuséo das
enzimas digestivas com seus respectivos substratos alimentares (Sinha et al., 2011,
Vahjen et al., 2007). Portanto, a queda na digestibilidade de nutrientes induzida pelo fitato
e PNAs na dieta, ndo s resulta na queda no desempenho dos peixes (Maas et al., 2020,
2019, 2018), mas também no impacto causado pelos nutrientes ndao aproveitados (Kumar
et al., 2012; Sinha et al., 2011). Principalmente, pelo impacto conjunto do nitrogénio e
fésforo em aguas abertas que contribuem para a eutrofizacdo no meio aquético, assim
como o impacto gerado pelo nitrogénio em sistemas de recirculacdo de agua (RAS)
(Amirkolaie, 2011).

Suplementacdo das dietas com fitase e carboidrases (xilanase e B-glucanase)
neutralizam os efeitos negativos do fitato e PNAs, melhorando a digestibilidade da
energia e nutrientes (Castillo and Gatlin, 2015; Kumar et al., 2012). Fitase hidrolisa as
ligagBes fosfodiéster entre os grupos fosfato e o anel mio-inositol do &cido fitico (Lemos
and Tacon, 2017), disponibilizando o fésforo e outros minerais, como célcio, cobre, ferro,

magnésio, potassio, manganés e zinco, além de elevar a digestibilidade da proteina bruta
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e disponibilidade amino&cidos, como demostrado em tilapias, Oreochromis niloticus
(Goncalves et al., 2005; Liebert and Portz, 2007, 2005; Silva et al., 2005). Tendo em conta
que o efeito das fitases € bem mais compreendido do que das carboidrases (Adeola and
Cowieson, 2011; Kumar et al., 2012) e, préximo de 80% de carboidrases comercializadas,
sdo representadas pela xilanase e B-glucanase (Castillo and Gatlin, 2015), faz-se
necessario o estudo do efeito do complexo xilanase-B-glucanase em dietas para peixes
(Dalsgaard et al., 2012; Lin et al., 2007; Ogunkoya et al., 2006; Stone et al., 2003;
Yildirim and Turan, 2010), pois é conhecido que seu efeito sinérgico pode reduzir
significativamente a viscosidade da digesta (Munyaka et al., 2016), e pode contribuir para
amelhoria na digestibilidade da energia e nutrientes nas dietas (Castillo and Gatlin, 2015).

A suplementacéo de dietas para peixes com combinacdo de enzimas exdgenas tem
sido considerada ferramenta Util para liberar energia e nutrientes dos alimentos (Maas et
al., 2018). Recentemente, a utilizacdo de fitase com outras enzimas exdgenas em dietas
para tilapias, como proteases (Lin et al., 2007) e xilanases (Maas et al., 2020; Wallace et
al., 2016), ttm demostrado efeito sinérgico na digestibilidade da energia e nutrientes em
dietas (Lin et al., 2007; Maas et al., 2018; Wallace et al., 2016). Além disso, a
suplementacdo de fitase e xilanase demostra ter efeito na reducdo da excrecdo do
nitrogénio e fosforo pelos peixes, como observado em robalos, Lateolabrax japonicus (Ai
et al., 2007). No entanto, ainda ha poucas informacdes sobre a utilizacdo combinada de
fitase e o complexo xilanase-B-glucanase sobre a melhoria do valor energético e
digestibilidade dos nutrientes, além do impacto causado pelo nitrogénio e/ou fésforo nos
distintos sistemas de criacdo de peixes (Maas et al., 2021).

Nesse contexto, o principal objetivo neste presente estudo € avaliar o efeito da
suplementacéo isolada e combinada do complexo xilanase-B-glucanase e fitase em dietas
exclusivamente vegetais sobre a digestibilidade de energia e nutrientes, incluindo a
disponibilidade de minerais e aminoéacidos, e excrecdo fecal do fosforo e nitrogénio em

juvenis de tilapia do Nilo.
2. Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido de acordo com o Comité de Conduta Etica para o Uso
de Animais em Experimentacdo da Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocolo
n°132808/2019).
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2.1. Dietas

Uma dieta controle composta por ingredientes de origem vegetal (Tabela 1) foi
formulada de forma a atender as exigéncias dietéticas de juvenis de tilapia do Nilo (NRC,
2011). Semelhante a dieta controle (CON) foram feitas outras trés dietas, mas
suplementadas com fitase (FT, 1000 FTU kg, Natuphos® E, BASF, Ludwigshafen na
Rhein, RLP, Alemanha), xilanase e B-glucanase (XB, 1120 TXU e 500 TGU kg7,
Natugrain® TS, BASF, Ludwigshafen na Rhein, RLP, Alemanha) e fitase, xilanase e -
glucanase (FT+XB). Oxido de cromo (Cr.03) foi incluido como marcador inerte no

estudo da digestibilidade aparente.

Tabela 1

Composic¢ao dos ingredientes da dieta controle, com base na matéria natural.

Ingrediente g kg
Farelo de soja 45% 340,0
Farelo de trigo 255,0
Farinha de trigo 1914
Quirera de arroz 80,0
Concentrado proteico de soja 60,0
Oleo de soja 30,0
Calcério 12,0
Fosfato bicélcico 10,0
L- Lisina 5,7
Oxido de cromo (Cr205) 5,0
Premix vitaminico mineral 2 5,0
Sal 3,5
DL- Metionina 1,2
Antifingico® 1,0
BHT 0,2

@ Premix vitaminico mineral (Ul ou mg kg da dieta): Palmitato de retinol (vitamina A),
6000 UlI; colecalciferol (vitamina Ds), 1000 Ul; DL-a-tocoferol (vitamina E), 60 mg;
menadiona (vitamina Ks), 12 mg; tiamina HCL (vitamina B1), 24 mg; riboflavina (vitamina
B>), 24 mg; piridoxina HCL (vitamina Bg), 20 mg; cianocobalamina (vitamina B12), 24 mg;
acido folico, 6 mg; D-pantotenato de célcio, 60 mg; &cido ascérbico, 240 mg; D- biotina, 0,24
mg; cloreto de colina, 325 mg; niacina, 120 mg; sulfato ferroso, 50 mg; sulfato de cobre, 3
mg; sulfato de manganés, 20 mg; sulfato de zinco, 30 mg; iodeto de potassio, 0,1 mg; sulfato
de cobalto, 0,01 mg; selenito de sddio, 0,1 mg.

® Antifiingico, Mold Zap Aquativa®. Composicdo: dipropionato de amdnia, acido acético,
acido sorbico e acido benzoico (Alltech Agroindustrial Ltda, S&o Paulo, Brasil).

A dieta controle foi elaborada com base em valores de composicao de alimentos

previamente analisados e apds extrusdo e aplicacdo de Oleo nos pellets, esses valores
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foram confirmados por meio de anélises de composi¢do proximal, minerais e aminoécidos
(Tabela 2).

Tabela 2

Composicédo quimica analisada da dieta controle, com base na matéria seca.

Dieta
Composicgéo proximal (g kg~/)
Matéria seca 916,50
Energia bruta (kcal kg™) 4194,13
Proteina bruta 340,97
Lipidios totais 38,03
Fibra bruta 35,99
Cinzas 67,64
Minerais
Calcio (g kg ™) 9,73
Cobre (mg kg™) 27,66
Ferro (mg kg™) 406,89
Fosforo (g kg ™) 7,93
Magnésio (mg kg™') 2,23
Manganés (mg kg™) 118,32
Zinco (g kg ™) 216,00
Aminoacidos essenciais (AAE, g kg™/)
Arginina 21,76
Fenilalanina 15,43
Histidina 7,65
Isoleucina 13,29
Leucina 23,46
Lisina 19,07
Metionina 5,13
Treonina 11,53
Triptofano 3,76
Valina 15,47
SEAA 136,55
Aminoacidos n&o essenciais (AANE, g kg™/)
Acido aspartico 31,77
Acido glutamico 60,26
Alanina 14,47
Cistina 4,64
Glicina 13,80
Prolina 0,00
Serina 15,62
Tirosina 9,79
YNEAA 150,35
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A dieta controle foi moida, misturada e extrusada no Laboratorio de Nutricdo e
Saude de Peixes-AquaNutri (UNESP, Botucatu, SP, Brasil). A moagem foi realizada em
moinho centrifugo com peneiras de 0,8 mm (Viera MC 680B, Tatui, SP, Brasil) e a
extrusdo em extrusora de rosca simples com matriz de 3 mm e um furo, trés “facas” com
40 rpm e temperatura de 105°C (Exteec EX30, Ribeiréo Preto, SP, Brasil), obtendo pellets
com didmetros de 4 a 5 mm e secos em estufa de ventilagdo forcada de ar (Hexis HXO0O0,
Jundiai, SP, Brasil) a 55°C por 24 horas.

Apdbs secagem e resfriamento, o 6leo de soja (ingrediente) e/ou as enzimas foram
aplicadas on top dos pellets das dietas e os mesmos secos em estufa com circulagéo
forgada de ar (Hexis HXO00, Jundiai, SP, Brasil) a 42°C por 2 horas, no Laboratério de
Aquicultura-GPA (UEPG, Ponta Grossa, PR, Brasil). Para a adicdo das enzimas,
Natuphos® e Natugrain® foram diluidos 1:100 com agua deionizada. Em seguida, 10 mL
do Natuphos® e 20 mL do Natugrain® diluido foram adicionados respectivamente em 290
e 280 mL de &gua deionizada, para serem aplicados em cada kilograma de racgdo, obtendo
dietas suplementadas com fitase (1000 FTU kg™* da dieta), xilanase (1120 TXU kg™ da
dieta) e B-glucanase (500 TGU kg* da dieta). Posteriormente, todas as dietas foram

revestidas com 6leo de soja, secas e armazenadas na geladeira (4 °C).

2.2. Caracteristicas da fitase, xilanase e - glucanase

A fitase exdgena utilizada no presente estudo foi obtida do produto Natuphos® E
10000 L (10000 FTU g*, BASF, Ludwigshafen na Rhein, RLP, Alemanha), um produto
liquido que contém 6-fitase hibrida [EC 3.1.3.26] produzida a partir da combinacdo de
trés fontes bacterianas: Hafnia sp., Yersinia mollaretii e Buttiauxella gaviniae, formando
uma geracdo hibrida que foi inserida em uma cepa geneticamente modificada de
Aspergillus niger (DSM 25770). Conforme dados do fabricante, a hibridizagdo foi
realizada com o intuito de melhorar a atividade da fitase de forma a abranger uma extensa
faixa de pH (2,0 a 5,5), além de ser resistente a pepsina e temperaturas de até 80°C
(Rychen et al., 2017).

O complexo xilanase-B-glucanase utilizado no presente estudo foi obtido do
produto Natugrain® TS L (5600 TXU e 2500 TGU g, BASF, Ludwigshafen na Rhein,
RLP, Alemanha), um produto liquido que contém endo-1,4-B xilanase [EC 3.2.1.8] e
endo-1,4-B glucanase [EC 3.2.1.4] que foi produzido a partir de duas cepas geneticamente
modificadas de Aspergillus niger (CBS 109.713 e DSM 18404, respectivamente).
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Conforme dados do fabricante, tais enzimas possuem estabilidade térmica de até 85°C
(Aquilina et al., 2016).

2.3. Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso (dois), com quatro tratamentos
(CON, FT, XB e FT+XB) e duas repeticdes por bloco. O ensaio de digestibilidade foi
composto por dois periodos de experimentacdo diferentes (blocos) de 21 dias cada. O
primeiro e segundo periodo de experimentacdo foram conduzidos em margo e maio de
2019, respectivamente. Procurou-se manter as condi¢fes experimentais (peixes com a
mesma genética e peso inicial, mesmo manejo e qualidade de agua) nos dois periodos de
experimentacao diferentes de forma a obter quatro repeti¢des por tratamento. A repeticédo
considerada como unidade experimental foi composta por uma gaiola de digestibilidade

com 17 peixes.
2.4. Peixes e condig¢Oes experimentais

Alevinos de tilapia do Nilo masculinizados (Oreochromis niloticus) da linhagem
Premium Aquabel foram adquiridos de uma piscicultura comercial (Ponta Grossa, PR,
Brasil) e levados ao Laboratdrio de Aquicultura-GPA (UEPG, Ponta Grossa, PR, Brasil),
lugar onde foram mantidos em aquaérios cilindricos de 200 L e alimentados com dieta
comercial micro extrusada (Algomix®) com 42% de proteina bruta e 4% de gordura.

Sete dias antes do ensaio de digestibilidade, os peixes foram distribuidos
aleatoriamente em aquérios cilindricos de 200 L (17 peixes/aquario) dentro de gaiolas
cilindricas de PVC com abertura de malha de 3 cm (50 L) e foram alimentados com as
dietas experimentais de forma a simular o ensaio de alimentacdo do experimento.

O ensaio de digestibilidade foi realizado por 21 dias. Os peixes (22,52 + 0,65 g)
mantiveram-se nos aquarios cilindricos destinados a alimentacdo, e receberam seis
refeices diarias (8, 9, 10, 11, 14 e as 15h) até a saciedade aparente. Ap0Os esse periodo,
os peixes foram transferidos para os aquarios cilindricos com fundo cénico (150 L),
adaptados para a coleta de fezes (sistema Guelph modificado), onde defecavam e as fezes
eram captadas em recipiente coletor na manha do dia subsequente. As fezes coletadas
foram centrifugadas e secas em estufa de ventilacdo forcada de ar (Hexis HXO00, Jundiai,
SP, Brasil) a 55°C por 48 horas. Apos secas, as fezes foram moidas no almofariz e

armazenadas no freezer a -20°C.
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Os parametros de qualidade da agua permaneceram dentro das faixas pré-
estabelecidas. Durante o experimento, a temperatura média foi de 28,3 £ 0,6 °C,
respeitando os limites de conforto térmico para tilapias de acordo com EIl-Sayed e
Kawanna (2008), pH 7,0 + 0,2, oxigénio dissolvido 5,85 + 0,41 mg L, nitrogénio
amoniacal total 1,50 + 0,06 mg L%, nitrito 1,00 + 0,06 mg L e nitrato 10,15 + 0,32 mg
LL. O fotoperiodo foi de 10h de luz: 14h de escuro (luzes acesas as 8h e apagadas as 18h).

2.5. Analises quimicas

As andlises de matéria seca (método 934.01), proteina bruta (método 981.10),
extrato etéreo (método 920.85), fibra bruta (método 991.43) e cinzas (método 942.05) da
dieta controle e fezes foram realizadas conforme os métodos padronizados pela AOAC
(1995). A energia bruta foi determinada em bomba calorimétrica adiabatica (Modelo
6200, Parr Instruments Company, Moline, Illinois, EUA) seguindo a metodologia de
Silva e Queiroz (2004). As andlises de matéria seca, extrato etéreo e cinzas foram
efetuadas no Laboratério de Aquicultura-GPA (UEPG, Ponta Grossa, PR, Brasil) e as
analises de energia, proteina e fibra bruta no Laboratério de Andlises de Alimentos e
Nutricdo Animal-LANA (UEM, Maring4, PR, Brasil).

O teor de célcio, fosforo, zinco, ferro, manganés, magnésio e cobre da dieta controle
e fezes foram determinados pela técnica de espectrofotometria de absorcao atdbmica (Welz
and Sperling, 1998), enquanto o teor de cromo (Cr.0z) foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Bremer Neto et al. (2005). Para a analise de cromo, célcio,
fosforo, zinco, ferro, manganés, magnésio e cobre, amostras da dieta controle e fezes
foram encaminhadas para o laboratério CBO (Valinhos, SP, Brasil).

O contetdo de aminoacidos totais e livres na dieta controle e fezes foi determinado
pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC: high-performance liquid
chromatography), em que os aminoacidos foram separados por cromatografia de troca
ibnica e quantificados por fotocolorimetria apds coloragcdo de ninidrina (Rayner, 1985).
Para a quantificacdo dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais, amostras da dieta
controle e fezes foram encaminhadas para o Laboratério de Nutricdo da Ajinomoto (S&o
Paulo, SP, Brasil).
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2.6. Digestibilidade

O coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca (MS), energia
bruta (EB), proteina bruta (PB), amido, lipideos totais (LT), fibra bruta (FB), cinzas,
minerais e aminodcidos das dietas experimentais foram calculados de acordo com o

método padréo (Maynard and Loosli., 1969):

%Cr203d) (%Nf>]
X
%Cr203f %Nd

CDA@,y = 100 — [100(
Sendo, CDA(n) = coeficiente de digestibilidade aparente da energia ou nutriente;
Cr2034 = % de dxido de cromo na dieta; Cr.O3t = % de dxido de cromo nas fezes; Ng =

nutriente na dieta e Ns = nutriente nas fezes.
2.7. Excrecao fecal de nitrogénio e fosforo

O ganho de peso corporal foi calculado pela diferenca entre o peso médio inicial e
final dos peixes. Para a pesagem inicial e final, os peixes foram anestesiados com MS-
222 na concentragdo de 100 mg L* (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). O consumo
alimentar médio dos peixes foi monitorado para determinacdo do nitrogénio e fosforo
ingerido durante o experimento. A excrecédo fecal do nitrogénio (Ne) e fosforo (Pe), foram

determinadas de acordo com as equacdes:

Ne = Ni - (Ni x CDAN)
Pe = Pi- (Pix CDAp)

Sendo, Ne e Pe = nitrogénio e fosforo excretado, respectivamente (g kg de ganho
de peso corporal); Ni e P; = nitrogénio e fosforo ingerido, respectivamente (g kg de
ganho de peso corporal) e CDAn e CDAp = coeficiente de digestibilidade aparente do

nitrogénio e fosforo, respectivamente (%).
2.8. Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o programa Statistical
Analysis System (SAS) versdo 9.0 (SAS Institute, Cary, NC, EUA). Inicialmente, os dados
obtidos foram submetidos a verificagdo de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e a
analise de homocedasticidade pelo teste de Brown Forsythe. Atendida essas duas
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exigéncias, os dados foram submetidos a anélise de variancia simples (one-way ANOVA)
e em caso de efeito significativo (P < 0,05), as médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. Os resultados foram expressos

como média e erro padrdo da média (EPM).
3. Resultados

Na Tabela 3, ndo foi observada diferenca na digestibilidade da FB (P = 0,009) entre
os diferentes tratamentos. Entretanto, observou-se maior digestibilidade da MS e amido
(P < 0,001) em dietas com suplementacdo enzimatica, independente do seu uso isolado
ou combinado. A dieta controle apresentou pior aproveitamento da MS e amido.

A digestibilidade da EB foi maior em dietas suplementadas com fitase (P < 0,001),
independente da combinagdo com outra enzima. A dieta suplementada somente com
xilanase-B-glucanase se igualou a dieta suplementada apenas com fitase. A dieta controle
apresentou o pior aproveitamento da EB.

A digestibilidade da PB foi maior na dieta suplementada com fitase, xilanase e 3-
glucanase (P < 0,001). A dieta suplementada somente com xilanase-B-glucanase se
igualou a dieta suplementada apenas com fitase. Apesar disso, tanto a dieta com
suplementacéo isolada de xilanase-f-glucanase como a dieta controle apresentaram pior
aproveitamento da PB.

A digestibilidade dos LT foi maior em dietas suplementadas com xilanase e [3-
glucanase (P < 0,001), independente da combinacdo com fitase. A dieta suplementada
somente com fitase se igualou & dieta suplementada apenas com Xxilanase-p-glucanase.
Apesar disso, tanto a dieta com suplementacdo isolada de fitase como a dieta controle
apresentaram pior aproveitamento de LT.

Por ultimo, observou-se maior digestibilidade das cinzas (P < 0,001) nas dietas
suplementadas com fitase, independente da combinacdo com outra enzima. A dieta com
suplementacédo isolada de xilanase-B-glucanase e a dieta controle apresentaram o pior

aproveitamento de cinzas.
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Tabela 3

Coeficiente de digestibilidade aparente (g kg™) da matéria seca, energia bruta e nutrientes
de dietas sem e com fitase e/ou xilanase-B-glucanase para juvenis de til&pia do Nilo.

Dieta?!
CDA (g kg EPM? Valor-P?3
CON FT XB  FT+XB
Matéria seca 55,45°  64,79° 64,87 66,567 0,305 <0,001
Energia bruta 75,09° 78,77 77,82° 79.46° 0,452 <0,001
Proteina bruta 89,23° 90,43 89,97 91,76* 0,066 <0,001
Amido 96,42° 97,322 9755* 97,322 0,112 <0,001
Lipideos totais 91,60° 92,45 9335% 94622 0,330 <0,001
Fibra bruta -17,10 -10,61 -1120 -1296 1,041 0,099
Cinzas 39,64° 49,90° 3849° 56,62° 0,521 <0,001

1 CON: dieta controle; FT: dieta suplementada com fitase; XB: dieta suplementada com xilanase e -
glucanase; FT+XB: dieta suplementada com fitase, xilanase e B-glucanase.

3 EPM, erro padrdo da média.

4 Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Observou-se maiores valores de energia digestivel em dietas suplementadas com
fitase (P < 0,001), independente da combinacdo com outra enzima. A dieta suplementada
somente com Xxilanase-B-glucanase se igualou a dieta suplementada apenas com fitase. A

dieta controle apresentou o pior valor de energia digestivel (Fig. 1).

ED
3800

a
ab
3600 b
C
3400 .
3200
CON FT XB

FT+XB

Energia digestivel (kcal kg™)

Dieta

Fig. 1. Valores de energia digestivel (ED) em dietas para tilapias do Nilo alimentadas com dieta sem e com
fitase e/ou xilanase-B-glucanase. CON: dieta controle; FT: dieta suplementada com fitase; XB: dieta
suplementada com xilanase e f-glucanase; FT+XB: dieta suplementada com fitase, xilanase e $-glucanase.
Barras representam a média + desvio padrdo da média para cada tratamento com quatro repeticdes de 17
peixes cada. Letras distintas indicam diferengas significativas de acordo com o teste de Tukey (P < 0,001).
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Observou-se maiores valores de proteina digestivel (P < 0,001) na dieta
suplementada com fitase, xilanase e B-glucanase. A dieta suplementada somente com
xilanase-B-glucanase se igualou a dieta suplementada apenas com fitase. A dieta com
suplementacéo isolada de xilanase-B-glucanase e a dieta controle apresentaram os piores

valores dietéticos de proteina digestivel (Fig. 2).

PD
320
a a
2 b
= 310 c be
>
g
o
£ 300
g
o
290
CON FT XB FT+XB
Dieta

Fig. 2. Valores de proteina digestivel (PD) em dietas para tilpias do Nilo alimentadas com dieta sem e
com fitase e/ou xilanase-B-glucanase. CON: dieta controle; FT: dieta suplementada com fitase; XB: dieta
suplementada com xilanase e B-glucanase; FT+XB: dieta suplementada com fitase, xilanase e p-glucanase.
Barras representam a media + desvio padrdo da média para cada tratamento com quatro repeticfes de 17
peixes cada. Letras distintas indicam diferengas significativas de acordo com o teste de Tukey (P < 0,001).

Na Tabela 4, observou-se maior digestibilidade do Ca e P na dieta suplementada
com fitase, xilanase ¢ B-glucanase (P < 0,001). N&o obstante, a dieta suplementada
somente com fitase apresentou maior digestibilidade do Ca e P em relagdo a dieta
suplementada apenas com xilanase e p-glucanase. A dieta controle apresentou o pior
aproveitamento de Ca e P.

A digestibilidade do Zn, Mg e Mn foi maior (P < 0,001) em dietas suplementadas
com fitase, independente da combinacdo com outra enzima. Além disso, a dieta com
suplementacdo isolada de xilanase-p-glucanase apresentou maior digestibilidade de Zn,
Mg e Mn em relacdo a dieta controle. A dieta controle apresentou o pior aproveitamento
de Zn, Mg e Mn.

A digestibilidade do Fe foi maior na dieta suplementada com fitase, xilanase e -

glucanase (P < 0,001). Nao obstante, a dieta suplementada somente com xilanase e -
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glucanase apresentou maior digestibilidade do Fe em relacéo a dieta suplementada apenas
com fitase. A dieta controle apresentou o pior aproveitamento do Fe.

Por ultimo, observou-se maior digestibilidade do Cu (P < 0,001) na dieta
suplementada apenas com xilanase e B-glucanase. N@o obstante, a dieta suplementada
com fitase, xilanase e B-glucanase apresentou maior digestibilidade do Cu em relagéo a
dieta controle. A dieta com suplementacdo isolada de fitase apresentou o pior

aproveitamento do Cu.

Tabela 4

Coeficiente de disponibilidade aparente (g kg™) dos macro e microminerais analisados de
dietas sem e com fitase e/ou xilanase-p-glucanase para juvenis de tilapia do Nilo.

Dieta?
CDA (g kgh! EPM?® Valor-P*
CON FT XB  FT+XB
Ca 25,809 5517° 41,78° 58,928 3,358 <0,001
P 26,479  60,42° 44,34 67,080 4,088 <0,001
Zn -6,17° 18,25*  13,52° 20,328 2,717 <0,001
Fe -48,38¢ -21,74° -658>  -2,84° 4,634 <0,001
Mn -9,40° 15,82%  -0,02> 17,08® 2,405 <0,001
Mg 61,97° 7526% 67,16° 76,73 1,558 <0,001
Cu 51,66° 49,92¢ 61,07 54,85° 1,104 <0,001

! Ca: célcio; P: fésforo; Zn: zinco; Fe: ferro; Mn: manganés; Mg: magnésio; Cu: cobre.

2 CON: dieta controle; FT: dieta suplementada com fitase; XB: dieta suplementada com xilanase e -
glucanase; FT+XB: dieta suplementada com fitase, xilanase e 3-glucanase.

3 EPM, erro padrdo da média.

4 Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Observou-se maiores valores dietéticos de fosforo disponivel (P < 0,001) em dietas
suplementadas com fitase, independente da combinacdo com outra enzima. A dieta
suplementada somente com Xilanase-B-glucanase ainda apresentou maior valor dietético
de fosforo disponivel do que a dieta controle. A dieta controle apresentou o pior valor

dietético de fosforo disponivel (Fig. 3).
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Fig. 3. Valores do fosforo disponivel (Pd) em dietas para tilapias do Nilo alimentadas com dieta sem e com
fitase e/ou xilanase-B-glucanase. CON: dieta controle; FT: dieta suplementada com fitase; XB: dieta
suplementada com xilanase e B-glucanase; FT+XB: dieta suplementada com fitase, xilanase e [3-glucanase.
Barras representam a média + desvio padrdo da média para cada tratamento com quatro repeti¢des de 17
peixes cada. Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (P < 0,001).

A Tabela 5 indica a digestibilidade aparente dos amino&cidos essenciais (AAE) e
ndo essenciais (AANE) das dietas experimentais. Dentre os aminoacidos essenciais, a
digestibilidade do triptofano (P = 0,062) ndo apresentou diferenca significativa entre os
diferentes tratamentos.

A digestibilidade da arginina (P = 0,019), histidina (P = 0,019) e lisina (P = 0,019)
foi maior em dietas suplementadas com fitase, independente da combinacdo com outra
enzima. A dieta suplementada somente com xilanase-f-glucanase se igualou a dieta
suplementada apenas com fitase. Apesar disso, tanto a dieta com suplementacdo isolada
de xilanase-B-glucanase como a dieta controle apresentaram pior aproveitamento da
arginina, histidina e lisina.

A digestibilidade da isoleucina (P = 0,004), leucina (P = 0,004) e treonina (P =
0,002) foi maior na dieta suplementada com fitase, xilanase e 3-glucanase. As dietas com
suplementacédo isolada (FT e XB) e sem suplementacdo (CON) apresentaram o pior
aproveitamento de isoleucina, leucina e treonina.

A digestibilidade da fenilalanina foi maior (P = 0,001) em dietas suplementadas
com fitase, independente da combinacdo com outra enzima. A dieta suplementada
somente com Xxilanase-B-glucanase se igualou a dieta suplementada apenas com fitase. A

dieta controle apresentou o pior aproveitamento da fenilalanina.
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A digestibilidade da metionina foi maior (P = 0,001) em dietas suplementadas com
fitase, independente da combinacdo com outra enzima. A dieta suplementada somente
com xilanase-B-glucanase se igualou a dieta suplementada apenas com fitase. Apesar
disso, tanto a dieta com suplementacdo isolada de xilanase-f-glucanase como a dieta
controle apresentaram pior aproveitamento da metionina.

A digestibilidade da valina foi maior (P = 0,025) em dietas com suplementagéo
enzimatica, independente do seu uso isolado ou combinado. Apesar disso, as dietas com
suplementacdo isolada (FT e XB) e sem suplementacdo (CON) apresentaram o pior
aproveitamento da valina.

Dentre 0s aminoacidos nao essenciais, a digestibilidade do &cido aspartico (P =
0,35), alanina (P = 0,15), glicina (P = 0,43) e tirosina (P = 0,48) ndo apresentaram
diferenca significativa entre os diferentes tratamentos. Por outro lado, observou-se maior
digestibilidade do acido glutamico (P = 0,00), cistina (P < 0,001) e serina (P = 0,01) da
dieta suplementada com fitase, xilanase ¢ B-glucanase. As dietas com suplementagéo
isolada (FT e XB) e sem suplementacdo (CON) apresentaram o pior aproveitamento de

acido glutamico, cistina e tirosina.
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Tabela 5

Coeficiente de digestibilidade aparente (g kg™) dos aminoacidos de dietas sem e com
fitase e/ou xilanase-f-glucanase para juvenis de tilapia do Nilo.

Dieta?!
CDA (g kg CON FT XB  FT+XB EPM? Valor-P?3
Aminoéacidos essenciais (AAE, g kg™/)
Arginina 95,19°  9556% 9528° 96,17 0,031 0,019
Fenilalanina 88,86° 91,30® 90,89® 92,90*° 0,107 0,001
Histidina 92,58° 93,04 92,72 93,88° 0,044 0,019
Isoleucina 89,53 89,65 89,89° 91,66% 0,069 0,004
Leucina 89,21°  89,72° 89,72° 90,80 0,046 0,004
Lisina 93,82° 94,35% 9373 9472 0,035 0,019
Metionina 90,35° 91,90% 91,58 9298 0,070 0,001
Treonina 85,66°  8521° 8532° 87,88 0,084 0,002
Triptofano 85,64 89,35 89,80 90,32 0,178 0,062
Valina 84,31° 85,19 8590® 87,40° 0,100 0,025
Aminoéacidos ndo essenciais (AANE, g kg~/)
Acido aspartico 70,97 63,04 61,29 66,81 0,497 0,35
Acido glutamico 96,08° 96,24b 96,28° 97,02 0,027 0,00
Alanina 84,47 8426 8470 86,10 0,079 0,15
Cistina 84,50°  86,99° 87,10° 88,37*° 0,102 <0,001
Glicina 86,14 86,03 86,07 87,22 0,071 0,43
Serina 90,73°  91,11° 91,10° 92,30®° 0,049 0,01
Tirosina 92,43 92,67 91,90 92,90 0,056 0,48

1 CON: dieta controle; FT: dieta suplementada com fitase; XB: dieta suplementada com xilanase e -
glucanase; FT+XB: dieta suplementada com fitase, xilanase e p-glucanase.

2 EPM, erro padrdo da média.

3 Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Comparado a dieta controle, peixes alimentados com dietas contendo fitase,
xilanase e B-glucanase mostraram reduzir a excrecdo fecal de nitrogénio (P = 0,007) em
30% (Fig. 4). Além disso, observou-se menor excrecédo fecal de nitrogénio nas dietas com
suplementacdo enzimatica, independente da suplementacdo isolada ou combinada.
Apesar disso, as dietas com suplementacdo isolada (FT e XB) e sem suplementagéo
(CON) apresentaram o pior aproveitamento de nitrogénio.
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Fig. 4. Excrecdo fecal [g kg de ganho de peso (GP)] de nitrogénio (N) em juvenis de tilapias do Nilo
alimentados com dieta sem e com fitase e/ou xilanase-p-glucanase. CON: dieta controle; FT: dieta
suplementada com fitase; XB: dieta suplementada com xilanase e B-glucanase; FT+XB: dieta suplementada
com fitase, xilanase e B-glucanase. Barras representam a média + desvio padrdo da média para cada
tratamento com quatro repeti¢des de 17 peixes cada. Letras distintas indicam diferenga significativa de
acordo com o teste Tukey (P = 0,007).

Comparado a dieta controle, peixes alimentados com dietas contendo fitase,
xilanase e B-glucanase mostraram reduzir a excrecao fecal de fésforo (P < 0,001) em
49,5% (Fig. 5). Além disso, observou-se menor excre¢do fecal de fésforo nas dietas com
suplementacdo de fitase, independente da combinagdo com outra enzima. A dieta
suplementada somente com xilanase e P-glucanase se igualou a dieta suplementada

apenas com fitase. A dieta controle apresentou a maior excrecédo fecal de fosforo.
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Fig. 5. Excrecdo fecal [g kg de ganho de peso (GP)] de fésforo (P) em juvenis de tilapias do Nilo
alimentados com dieta sem e com fitase e/ou xilanase-B-glucanase. CON: dieta controle; FT: dieta
suplementada com fitase; XB: dieta suplementada com xilanase e B-glucanase; FT+XB: dieta suplementada
com fitase, xilanase e B-glucanase. Barras representam a média + desvio padrdo da media para cada
tratamento com quatro repetigBes de 17 peixes cada. Letras distintas indicam diferenca significativa de
acordo com o teste Tukey (P < 0,001).

4. Discussao

No presente estudo, a suplementacdo de fitase aumentou o0 CDA da energia bruta
de dietas ricas em ingredientes vegetais para tilapias do Nilo. Isto se deve, pela a¢do da
fitase em inibir a formacdo de complexos entre o fitato e nutrientes na dieta (Kumar et al.,
2012), como demostrado no aumento do CDA da proteina e amido na presente pesquisa,
pois a absorgéo crescente de ambos nutrientes na dieta implica no aproveitamento de
energia digestivel pelo animal (Kumar et al., 2010). Assim, a adicdo do complexo
xilanase-B-glucanase junto a fitase aumentou ainda mais a digestibilidade da energia bruta
pelos peixes, resultando em maior teor de energia digestivel nas dietas, na presente
pesquisa. Justificado pela acdo conjunta da fitase com o complexo xilanase-p-glucanase,
em que este Gltimo hidrolisa os PNAs que compdem a fibra bruta e constituem fonte
energética de baixo custo em dietas para tilapias (Castillo and Gatlin, 2015). Esse
resultado foi corroborado por Mass et al. (2021) e também por outros autores que

observaram que a suplementacdo de fitase e xilanase aumentou os coeficientes de
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digestibilidade aparente da proteina, carboidratos e lipidios para a tildpia do Nilo,
resultando em maior valor de energia digestivel (Maas et al., 2020; Wallace et al., 2016).

A suplementacdo de carboidrases incrementa a digestibilidade dos lipideos de
dietas elaboradas a partir de fontes vegetais (Castillo and Gatlin, 2015). Na tilapia, a
suplementacéo dietética com xilanase e B-glucanase diminui o grau de polimerizacdo da
dieta e concomitantemente a viscosidade da digesta (Munyaka et al., 2016), promovendo
melhor acesso das enzimas digestivas protease, amilase e lipase ao substrato (Hassaan et
al., 2019). Além disso, a xilanase atua reduzindo a acdo dos PNAs sobre a hidrdlise dos
sais biliares, aumentando a utilizacao de lipideos pelo animal (Vahjen et al., 2007). Essas
respostas fisiologicas na tilapia, justificam o maior CDA dos lipideos observado em
peixes que consumiram as dietas com xilanase ¢ B-glucanase no presente trabalho. O
aumento do CDA dos lipidios em dietas suplementadas com complexo Xxilanase-f-
glucanase ja foi descrito em tilapias, Oreochromis niloticus x O. aureus (Lin et al., 2007)
e outras espécies como robalo europeu, Dicentrarchus labrax (Magalhdes et al., 2018),
truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss (Dalsgaard et al., 2012), e “turbot”, Scophthalmus
maximus (Diogenes et al., 2018). Dessa forma, a suplementacdo da fitase junto ao
complexo xilanase-B-glucanase aumentou ainda mais a digestibilidade de lipideos pelas
tilpias, na presente pesquisa. Isto é justificado pela acdo sinérgica da fitase, xilanase e p-
glucanase na reducdo do grau de polimerizacdo da dieta, como observado em tilapias do
Nilo (Maas et al., 2021).

No presente estudo, foi observado maior CDA da proteina bruta em peixes que
consumiram dietas suplementadas com fitase, xilanase e B-glucanase, resultando em
dietas com maiores teores de proteina digestivel. Os efeitos benéficos da fitase sobre a
biodisponibilidade da proteina ocorre pelo rompimento do complexo fitato-proteina
permitindo que as proteases enddgenas possam atuar diretamente sobre as proteinas
dietéticas (Selle et al., 2012), aumentando seu CDA (Biswas et al., 2019) e dos
aminoéacidos (Riche et al., 2002). Semelhantemente ao observado no presente estudo,
outros autores ja& demonstraram que a adigdo de xilanase e p-glucanase aumentaram o
CDA da proteina em tilapias (Maas et al., 2021), e que este efeito pode ser atribuido a
reducdo da viscosidade da digesta e aumento da atividade das proteases enddgenas
(Hassaan et al., 2019; Lin et al., 2007). Este resultado também foi observado em juvenis
de carpa Jian, Cyprinus carpio (var. Jian) alimentados com dietas suplementadas s6 com
xilanase (Jiang et al., 2014) e em tilapias do Nilo alimentadas com dietas suplementadas
com fitase e xilanase (Maas et al., 2018).
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No presente estudo, a disponibilidade da maioria dos amino&cidos essenciais foi
maior em dietas suplementadas com fitase. Este efeito positivo da fitase pode ser
explicado pela prévia hidrélise do fitato, impedindo a formacdo de complexos binarios e
ternarios, disponibilizando os aminoécidos para absorcdo (Selle et al., 2012), como
observado no trabalho de Riche et al. (2002) com juvenis de tilapia do Nilo, em que
comprovou que a crescente suplementacao de fitase em dietas contendo alto teor de fitato
aumenta a disponibilidade aparente de um ou mais aminoacidos essenciais. Igualmente,
observou-se maior disponibilidade aparente na maioria dos aminoacidos ndo essenciais e
parte dos aminodcidos essenciais na dieta suplementada com fitase, xilanase e B-
glucanase. Este resultado pode ser explicado pela acdo sinérgica entre a fitase e o
complexo xilanase-B-glucanase, em que a fitase atua no aumento da atividade das
proteases digestivas, pela reducdo na formacdo de complexos entre fitato e enzimas
enddgenas (Li et al., 1993), e pela acdo das carboidrases na diminui¢do dos PNAs que
dificultam o acesso das enzimas digestivas a proteina dietética (Li et al., 2009). Este
resultado pode ser corroborado por Maas et al. (2021), em que foi comprovado efeito
sinérgico da fitase, xilanase e B-glucanase no aproveitamento de proteina dietética para
tilapias do Nilo.

No presente estudo, a disponibilidade do P foi influenciada pela adi¢ao de fitase e
complexo xilanase-p-glucanase. O efeito da suplementacéo da fitase sobre os CDA dos
minerais depende da fonte e dose de fitase, espécie e estagio de desenvolvimento do peixe
(Kumar et al., 2012). Para tilapia do Nilo, a dose recomendada varia de 750 a 1000 FTU
kg? (Liebert and Portz, 2005). Na presente pesquisa, a dieta controle foi formulada de
forma a ndo atender a exigéncia de P disponivel para o crescimento de juvenis de tilapia,
estimado em 4 g kg™ de fésforo de acordo com o NRC (2011). Considerando os CDA do
P, somente as dietas que receberam 1000 FTU kg apresentaram valores de P disponivel
que atendiam a exigéncia de fosforo para tilapias.

A digestibilidade aparente do P é considerada como principal criterio sensivel na
avaliacdo do efeito da fitase como enzima exdgena (Kumar et al., 2012). No presente
estudo, o valor do CDA do P obtido em dietas elaboradas exclusivamente com alimentos
de origem vegetal (60,42%) se aproximou ao valor descrito (60,9%) com hibridos de
tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus x O. aureus (Li et al., 2009).

No presente estudo, considerando o efeito isolado da fitase foi obtido CDA do
fosforo de 60,42%, sendo que a dieta que recebeu adicdo combinada com a Xxilanase e f3-

glucanase resultou em aumento do CDA do P para 67,08%, indicando efeito sinérgico
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entre a fitase, xilanase e f-glucanase. Resultado corroborado por Maas et al. (2018) e foi
comprovado efeito sinérgico da fitase e xilanase na digestibilidade do fésforo em tilapias
do Nilo, sendo que a adicéo de fitase resultou em CDA do P de 66,10%, enquanto sua
combinagdo com xilanase resultou em CDA do P de 68,9%.

A adicdo isolada e combinada da fitase e xilanase-p-glucanase também aumentou
0 CDA do Ca, Zn, Fe, Mn e Mg sendo observado efeito sinérgico sobre a disponibilidade
de Ca e Fe. O aumento no CDA desses minerais em dietas suplementadas com fitase
também foi descrita em truta arco-iris (Vandenberg et al., 2011) e no “turbot”, Psetta
maxima (Von Danwitz et al., 2016).

No entanto, na presente pesquisa, a adi¢ao de fitase reduziu o CDA do Cu, enquanto
a adicdo de xilanase-B-glucanase resultou em aumento na disponibilidade do Cu pelos
peixes. Existe controvérsia sobre os efeitos da fitase sobre a disponibilidade do Cu,
enquanto alguns autores reportaram que o CDA do Cu em dietas suplementadas com
fitase ndo foi alterado (Vandenberg et al., 2011; Von Danwitz et al., 2016), outros
descreveram aumento no CDA do Cu (Wang et al., 2009). A quantidade de Zn liberada
do complexo fitato pela acdo da fitase pode ser a razdo das diferentes respostas sobre o
mecanismo de antagonismo do Cu (Zacharias et al., 2003). A fitase induz a melhora da
disponibilidade de Zn, como encontrado na truta arco-iris (Vielma et al., 2004; Wang et
al., 2009) esta de acordo com o presente estudo, em que foi encontrada maior CDA do
Zn em dietas suplementadas com fitase. A reducdo no CDA do Cu em dietas com
suplementacéo elevada de fitase também foi descrita na truta arco-iris (Vandenberg et al.,
2011). O antagonismo entre Zn e Cu é mediado principalmente pelo processo de absorc¢éo,
em que o0 Zn apresenta altas concentracdes de metalotioneinas na mucosa intestinal e essa
proteina se liga ao Cu mais fortemente do que com o Zn, impedindo a absorcdo do Cu,
que é eliminado com as células da mucosa (Fischer et al., 1983).

Autores demonstraram que a fitase e xilanase sdo ferramentas nutricionais para
reduzir o impacto ambiental com reducdo na excre¢do de nitrogénio pelos peixes (Ai et
al., 2007; Maas et al., 2020). Na presente pesquisa, a suplementacédo combinada de fitase,
xilanase ¢ B-glucanase foi efetiva para reducdo da excregéo fecal do nitrogénio e fosforo
pelos peixes. Comparado a dieta controle, peixes alimentados com dietas contendo fitase,
xilanase e B-glucanase mostraram reduzir a excrecédo fecal de nitrogénio e fosforo em 30
e 49,5%, respectivamente. As dietas para peixes sdo potencialmente impactantes,
considerando o elevado conteudo de proteina em relagdo as dietas para aves e suinos, e
tambem pela baixa disponibilidade do fésforo dos alimentos de origem vegetal. Assim
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como observado por outros autores, a suplementacdo de fitase, xilanase e B-glucanase em
dietas para tilapias aumenta os CDA da proteina e do P, reduzindo o potencial poluente
da criacdo de tilapias (Maas et al., 2021). A reducdo na excrecdo de N e, principalmente,
P pelos peixes, tem sido demonstrada em peixes que consumiram dietas com fitase, como
observado na tilapia do Nilo (Verlhac-Trichet et al., 2014), mas os beneficios da adi¢cédo
de xilanase e B-glucanase sobre as melhorias nos CDA da PB e P e consequentemente
reducdo na excrecdo de N e P também foram demonstrados para truta arco-iris (Dalsgaard
et al., 2012), robalo europeu (Magalhdes et al., 2018) e tilapia, Oreochromis niloticus x
O. aureus (Lin et al., 2007).

A xilanase hidrolisa o polissacarideo linear B- 1,4 xilano, o principal constituinte
dos arabinoxilanos, liberando a xilose, decompondo assim a hemicelulose, componente
da parede celular das plantas (Beg et al., 2001). Assim, a xilanase atua sobre a hidrolise
dos PNAs e reduz a viscosidade da digesta em tilapias do Nilo (Adeoye et al., 2016),
diminuindo o efeito negativo da viscosidade (Vahjen et al., 2007). Os efeitos positivos da
B-glucanase, deveu-se provavelmente a atividade lateral das pectinas, inferéncia apoiada
pelos maiores CDA dos agUcares constituintes da pectina, galactose, manose e acidos
urénicos, como demostrado em truta arco-iris alimentadas com dietas suplementadas com
B-glucanase (Dalsgaard et al., 2016) e tilapias do Nilo (Maas et al., 2021).

Em resumo, na presente pesquisa foi observado aumento no CDA da energia e
nutrientes em dietas suplementadas com fitase e complexo xilanase-p-glucanase. Além
disso, foi observado que a combinacdo de fitase e complexo xilanase-p-glucanase
potencializou os efeitos isolados das enzimas, ocorrendo efeito sinérgico sobre os CDA
da energia e nutrientes. A fitase, xilanase e B-glucanase melhoraram o valor nutritivo das
dietas, evidenciado principalmente pelo aumento dos valores de energia digestivel,
proteina digestivel e fosforo disponivel nas dietas. Além disso, promoveu aumento na
disponibilidade de aminoécidos e minerais como Ca, Zn, Fe, Mn e Mg, possibilitando
considerar os efeitos da adicdo das enzimas sobre a matriz nutricional de dietas para
tildpias para elaboracdo de dietas de minimo custo. Considerando a importancia da
criagdo ambientalmente sustentavel, a suplementagédo de fitase, xilanase e B-glucanase
tambem constitui em importante ferramenta nutricional para a producéo de tilapias com
menor impacto ambiental, reduzindo as excrec¢6es de nitrogénio e fosforo pelos peixes,
além de possibilitar a maior inclusdo de alimentos de origem vegetal e reduzir a utilizagéo

de fontes inorgénicas de célcio e fosforo.
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5. Conclustes

A suplementacdo isolada e combinada do complexo xilanase-B-glucanase e fitase
mostrou ser ferramenta efetiva na otimizacdo de dietas exclusivamente vegetais. O
complexo xilanase-p-glucanase melhorou a digestibilidade da MS, amido e lipideos, e
disponibilidade do Cu. Em contrapartida, a fitase melhorou a digestibilidade da MS,
energia, amido e cinzas, assim como a disponibilidade da maioria de aminoacidos
essenciais e dos minerais Mg, Mn e Zn.

Quando comparada a suplementacdo isolada, a suplementacdo conjunta de fitase,
xilanase ¢ B-glucanase demostrou potencializar a digestibilidade dos nutrientes de dietas
exclusivamente vegetais, destacando-se o efeito sinérgico no aproveitamento da proteina
dietética e dos minerais P, Ca e Fe. A suplementacdo de fitase, xilanase e p-glucanase
contribui para a reducdo na excrecdo do N e P pelos peixes, e pode fomentar a producéo

de tildpias com menor impacto ambiental.
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