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"Enquanto estiver vivo, sinta-se vivo. Se sentir saudades do que fazia, volte a
fazé-lo. Nao viva de fotografias amareladas. Continue, quando todos esperam que
desistas. Nao deixe que enferruje o ferro que existe em vocé. Faga com que em vez de
pena, tenham respeito por vocé. Quando ndo conseguir correr através dos anos, trote.
Quando nao conseguir trotar, caminhe. Quando ndo conseguir caminhar, use uma

bengala. Mas nunca se detenha."

Madre Teresa De Calcuta
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RESUMO

Foram realizados trés experimentos para avaliar os coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA) e inclusdo de xilanase e B-glucanase (XB) em dietas com baixo ou alto
teor de arabinoxilanos e B-glucanos (AB) para juvenis de tildpias do Nilo, Oreochromis
niloticus. O primeiro experimento foi realizado para determinar os CDA da energia ¢
nutrientes em peixes alimentados com dietas com baixo ou alto teor de AB, usando 6xido
de cromo ou celulose como indicador de digestibilidade. Os peixes (n = 96; peso corporal
50,0 £ 1,2 g) foram distribuidos em esquema fatorial 2 x 2, sendo dois teor de AB (baixo
ou alto) e dois indicadores de digestibilidade (6xido de cromo ou celulose). Os peixes
foram alojados em oito aquarios de digestibilidade e as fezes foram coletadas pelo método
modificado de Guelph, durante 21 dias. Houve interagc@o entre teor de AB e indicador
sobre os CDA da matéria seca (P = 0,002), energia bruta (P = 0,0006), fibra bruta (P =
0,002), célcio (P = 0,031) e fosforo (P = 0,044), observando melhores resultados em
peixes que foram alimentados com dieta contendo baixo teor de AB utilizando o 6xido
de cromo como indicador de digestibilidade. Observou-se interagdo entre o teor de AB e
indicador nos CDA da leucina (P = 0,001), isoleucina (P = 0,009), fenilalanina (P =
0,006), treonina (P =0,031), valina (P =0,011), alanina (P = 0,017) e tirosina (P = 0,038)
e os melhores CDA foram obtidos nos peixes alimentados com a dieta contendo baixo
teor de AB. Conclui-se que a celulose ndo ¢ recomendada como indicador para determinar
os coeficientes de digestibilidade aparente da energia e nutrientes, independente do teor
de arabinoxilanos e B-glucanos em dietas para tilapias do Nilo. O segundo estudo foi
realizado com o objetivo de determinar os CDA da energia, proteina bruta, aminoacidos,
lipidios totais e minerais considerando o teor de AB da dieta e a adigdo de XB para juvenis
de tilapias do Nilo. Foram utilizados 96 juvenis de tilapias do Nilo (n = 96; peso corporal

60,0 £ 1,4 g), distribuidos em um delineamento inteiramente ao acaso em esquema
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fatorial 2 x 2, sendo dois teor de AB (baixo ou alto), sem ou com adi¢ao de XB (0,2 g/kg).
As fezes foram coletadas pelo método modificado de Guelph, durante 21 dias. Houve
interacao entre o teor de AB ¢ a adicao de XB sobre os CDA da matéria seca (P = 0,007),
calcio (P = 0,033) e fosforo (P = 0,048), com os melhores resultados em peixes
alimentados com a dieta contendo baixo teor de AB. Houve efeito (P < 0,05) da adigao
de XB sobre os CDA da energia e dos nutrientes ¢ os maiores CDA da matéria seca,
energia bruta, proteina bruta, fibra bruta e calcio foram observados nos peixes
alimentados com a dieta contendo alto teor de AB e com adi¢ao de XB. Nao foi observada
interagdo sobre os CDA dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais. A adicao de XB
influenciou os CDA da isoleucina (P = 0,033), fenilalanina (P = 0,030), treonina (P =
0,033) e valina (P = 0,025) e os maiores CDA foram observados em peixes alimentados
com a dieta contendo alto teor de AB e com adi¢ao de XB. A adicao de xilanase e 3-
glucanase melhora os coeficientes de digestibilidade aparente da energia e dos nutrientes
de dietas formuladas com alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos. O terceiro estudo
objetivou avaliar desempenho produtivo, histologia intestinal, pardmetros bioquimicos e
microbioma de tilapias do Nilo alimentadas com dietas sem e com adi¢ao de XB apos 90
dias de experimento. Foram utilizados cento e trinta e seis juvenis de tildpias do Nilo (12
+ 1,4 g), distribuidos em um delineamento inteiramente ao acaso sendo dois niveis de
inclusdo de XB (sem ou com 0,2 g/kg), com quatro repeticdes por tratamento e 17 peixes
por unidade experimental. Para o desempenho produtivo aos 90 dias, houve efeito no peso
final (P =0,011), ganho de peso (P =0,010), ganho de peso diario (P = 0,010), consumo
de ragdo (P = 0,029), conversao alimentar (P = 0,002), taxa de eficiéncia proteica (P =
0,001), indice hepatossoméatico (P = 0,024), taxa de gordura visceral (P = 0,004),
comprimento absoluto do intestino (0,011) e comprimento relativo do intestino (P =
0,003) os melhores resultados foram obtidos em peixes alimentados com dieta com adi¢do
de XB. Observou-se efeito da adicao de XB (P < 0,05) na altura, largura das vilosidades
e maior espessura do epitélio das vilosidades quando comparados com os peixes que
receberam a dieta sem adicdo de XB. Na analise da microbiota intestinal foram
identificados 243 tdxons e os mais abundantes foram os géneros Barnesiella, seguido por
Bacteroides, Alistipes e Faecalibacterium, respectivamente. Foram identificados 25
géneros com abundancia diferente (P < 0,05) entre peixes alimentados com a dieta com e
sem adi¢do de XB. A comparacdo detalhada mostrou aumento significativo dos géneros
Barnesiella, Bacteroides, Ruminococcus torques, Peptoclostridium, Anaerofilum,

Butyricicoccus e Parasutterella nos peixes alimentados com dieta com adi¢ao de XB,
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comparado aos peixes alimentados com dieta sem adicao de XB. Concluiu-se que a adigdo
de xilanase e B-glucanase melhora o desempenho produtivo e a morfometria intestinal,

além de modular a microbiota intestinal de juvenis de tildpias do Nilo.

Palavras-chave: carboidrases, Oreochromis niloticus, polissacarideos nao amilaceos,

trigo.
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ABSTRACT

Three experiments were carried out to determine the apparent digestibility coefficients
(ADC) and inclusion of xylanase and B-glucanase (XB) in diets with low or high content
of arabinoxylans and -glucans for Nile tilapia juveniles, Oreochromis niloticus. The first
experiment was carried out to determine the energy and nutrient content of fish fed diets
with low or high AB content using chromium oxide or cellulose as an digestibility marker.
Fish (n = 96; body weight 50.0 = 1.2 g) were distributed in a 2 x 2 factorial scheme, being
two AB content (low or high) and two digestibility makers (chromium oxide or cellulose).
The fish were housed in eight digestibility aquaria and the feces were collected by the
modified Guelph method for 21 days. There was interaction between AB contents and
indicator on dry matter (P = 0,002), crude energy (P = 0,006), crude fiber (P = 0,001),
calcium (P = 0,031) and phosphorus (P = 0,044) levels, observing better results in fish
fed diet with low AB content and chrome oxide diets as digestibility marker. There was
interaction between AB content and marker in the CDA of leucine (P =0,001), isoleucine
(P =10,009) phenylalanine (P = 0,006), threonine (P = 0,031), valine (P = 0,011), alanine
(P =0,017) and tyrosine (P = 0,038), the best CDA of these amino acids were obtained
in fish fed with diets based with low arabinoxylans and B-glucans contents. It was
concluded that cellulose is not recommended as an marker to determine the apparent
energy and nutrients digestibility coefficients, regardless of the arabinoxylans and -
glucans content in Nile tilapia diets. The second study was carried out to determine the
ADC of energy, crude protein, amino acid, total lipids and minerals considering the diet
AB content with XB addition for Nile tilapia juveniles. Nile tilapia juveniles (n = 96;
body weight 60.0 + 1.4 g) were distributed in a completely randomized design ina 2 x 2
factorial scheme, being two AB contents (Low or high), with or without XB addition (0.2
g/kg). Feces were collected by the modified Guelph method for 21 days. There was

interaction between AB content and the XB addition on dry matter (P = 0.007), calcium



Xix

(P = 0.033) and phosphorus (P = 0.048), with the best results in fish fed with diet
containing low AB content. There was effect (P < 0.05) of the XB addition on energy and
nutrients ADC and the highest ADC of dry matter, crude energy, crude protein, crude
fiber and calcium were observed in fish fed with diet containing high AB with XB. No
interaction was observed on the ADC of essential and non-essential amino acids. The XB
addition influenced the CDA of isoleucine (P = 0.033), phenylalanine (P = 0.030),
threonine (P = 0.033) and valine (P = 0.025), and higher ADC were observed in fish fed
diet supplemented with XB. The xylanase and B-glucanase addition improves the
apparent energy and nutrients digestibility coefficients of diets formulated with high
arabinoxylans and B-glucans content. The third study aimed to evaluate growth
performance, intestinal histology, biochemical parameters and microbiome of Nile tilapia
fed with diets without and with XB addition after 90 days of experiment. One hundred
and thirty six Nile tilapia juveniles (12 + 1.4 g) were used, distributed in a completely
randomized design with two XB inclusion levels (without or with 0.2 g / kg), with four
replications per treatment and 17 fish per experimental unit. It was evaluate the productive
performance, intestinal histology, blood biochemical parameters and the microbiome. For
growth performance at 90 days there was effect on the final weight (P = 0.011), weight
gain (P = 0.010), daily gain (P = 0.010), feed intake (P = 0.001), food efficiency (P =
0.001), protein efficiency (P = 0.001), hepatosomatic index (P = 0.024), visceral fat ratio
(P =0.004) and absolute bowel length relative to the intestine (P = 0.003) the best results
were obtained in fish fed diet supplemented with XB. The XB addition resulted in higher
(P < 0.05) villus height, villi width and villus epithelial thickness compared to fish fed
diet without XB addition. In the intestinal microbiota analysis were identified 243 taxa
and the most abundant were the genera Barnesiella, followed by Bacteroides, Alistipes
and Faecalibacterium, respectively. 25 genera with different abundance (P < 0.05) were
identified among fish fed with diet with and without XB addition. The detailed
comparison showed a significant increase of the genera Barmesiella, Bacteroides,
Ruminococcus  torques,  Peptoclostridium,  Anaerofilum,  Butyricicoccus and
Parasutterella in the fish fed with diet with XB addition, compared to fish fed diet without
XB addition. It was concluded that the xylanase and B-glucanase addition improves the
productive performance and intestinal morphometry, besides modulating the intestinal

microbiota of Nile tilapia juveniles.

Key words: Carbohydrases, Oreochromis niloticus, non-starch polysaccharides, wheat.



I - INTRODUCAO GERAL

A redugdo na disponibilidade de pescado originado da pesca extrativista resultou
no crescimento acelerado da aquicultura nos tltimos 30 anos. Aproximadamente metade
dos peixes para consumo humano ¢ originado da aquicultura, sendo globalmente uma
importante fonte de alimento e geracdo de renda (FAO, 2016). No Brasil ¢ em muitos
paises tropicais, a tilapia do Nilo, Oreocrhomis niloticus ¢ uma das espécies mais
utilizadas na piscicultura brasileira, com a sua criagao se expandindo, principalmente, em
tanques escavados e tanques-rede (IBGE, 2016).

O milho, o trigo, a soja e os coprodutos sdo os principais alimentos de origem
vegetal utilizados em dietas para tilapias do Nilo objetivando elaborar dietas mais
econdmicas e sustentaveis (Vidal et al., 2017, 2015). Esses alimentos possuem
polissacarideos ndo amildceos (PNA) como a celulose, hemicelulose, arabinoxilanos, -
glucanos, pectinas e ligninas que ndo sdao digeridos no trato digestério dos peixes, por
causa da auséncia ou produgdo insuficiente de enzimas endogenas especificas. Os PNA
atuam negativamente na digestibilidade, desempenho produtivo e saude dos peixes
(Castillo e Gatlin III, 2015).

Os alimentos de origem vegetal possuem elevadas propor¢des de arabinoxilanos
e B-glucanos (AB), que exercem efeitos negativos sobre a digestibilidade e absor¢do da
energia e nutrientes da dieta (Jiang et al., 2014; Kim et al., 2005; Nitrayova et al., 2009;
Ogunkoya et al., 2006; Tahir et al., 2008; Vidal et al., 2015, 2004). O alto teor de AB
presentes nesses alimento limita a utilizacdo em dietas para peixes (Kim et al., 2005;
Sinha et al., 2011).

Os PNA estdo presentes como parte da parede celular dos vegetais protegendo
os substratos do contato com as enzimas digestivas ou como parte do conteudo celular, e

sua presenca pode interferir na digestdo e absor¢do em virtude de sua natureza quimica



(Nitrayova et al., 2009). Em peixes, a presenca de enzimas digestivas que hidrolisam
especificamente as ligagdes B-glicosidicas de PNA ¢ baixa ou inexistente. Os PNA
impedem a atuacao das enzimas enddgenas sobre os carboidratos, proteinas, lipideos,
vitaminas e minerais (Krogdahl et al., 2010).

As enzimas exodgenas sdo utilizadas para reduzir ou eliminar os fatores
antinutricionais e aumentar o valor nutricional dos alimentos por meio da transformagao
de componentes complexos em compostos absorviveis, melhorando a utilizagdo de
nutrientes e diminuindo a excrecao dos nutrientes pelos peixes no ambiente (Ludke et al.,
2002). Nos ultimos anos, as carboidrases tém sido utilizadas em dietas para aves e suinos
(Masey O’Neill et al., 2014) e para varias espécies de peixes (Adeoye et al., 2016; Jiang
et al., 2014; Ogunkoya et al., 2006), inclusive tilapias do Nilo (Adeoye et al., 2016;
Tachibana et al., 2010). As carboidrases sao utilizadas em dietas para peixes formuladas
com base em ingredientes de origem vegetal para aumentar a digestdo e absor¢do da
energia e nutrientes e reduzir a quantidade de compostos excretados pelos peixes ao meio
ambiente (Castillo e Gatlin 111, 2015).

Atualmente, ha disponibilidade no mercado de xilanase e B-glucanase liquida
produzida por fermentagdo a partir do fungo Aspergillus spp. mais resistente ao pH do
trato gastrintestinal dos animais e temperatura do processamento das dietas. No entanto,
existem poucos estudos que relatam a relagdo entre a adi¢do de carboidrases com a
modulac¢do do microbioma e os resultados de digestibilidade e desempenho produtivo em
tilapias. Assim, sdo necessarias pesquisas para avaliar os efeitos da adi¢do de xilanases e
B-glucanases para viabilizar sua aplicacdo em dietas comerciais para tilapias do Nilo.
Além disso, ¢ importante considerar a fonte energética, em fun¢do das variagdes nos
niveis e propor¢cdes de PNA, que influenciam as respostas de digestibilidade e
consequentemente a microbiota, histologia intestinal e o desempenho produtivo dos

peixes.

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Panorama da piscicultura brasileira

A demanda de pescado tem crescido nos ultimos anos. Além do crescimento
populacional, os consumidores tém exigido produtos mais saudédveis e seguros (Brabo et
al., 2016). Tecnologias avangadas como as enzimas exdgenas em dietas para peixes

podem contribuir para aumentar a producao de peixes, pela melhora na digestibilidade e



aumento no aproveitamento dos nutrientes e energia dos alimentos (Castillo e Gatlin III,
2015).

O pescado ¢ a fonte de proteina de origem animal mais produzida. A criagao de
peixes no Brasil podera alcangar 960 mil toneladas em 2022, o dobro em relagao as 479
mil toneladas produzidas em 2010. Em relagdo a 2017, a piscicultura brasileira cresceu
4,5% em 2018, com a producgdo de 722.560 toneladas. O consumo de carne de peixes
pelos brasileiros € de 9,5 kg por habitante/ano, esse consumo ¢ inferior & quantidade
minima recomendada pela Organizagao Mundial de Saude (OMS) que ¢ de 12 kg de peixe
por habitante/ano e estd muito abaixo da média mundial de 20,0 kg habitante/ano (PEIXE
BR, 2019).

A alimentacdo dos peixes em sistemas intensivos pode chegar a 80% do custo
total de producdo, principalmente pelo elevado custo dos alimentos de origem animal
para atender as exigéncias nutricionais e para produzir dietas com elevada aceitabilidade
pelos peixes. A participacdo da farinha e 6leo de peixes na producdo de peixes mais do
que duplicou na ultima década, variando entre 68% e 88% respectivamente (FAO, 2016).

A farinha de peixe ja foi o principal ingrediente proteico de origem animal
utilizado nas dietas para os peixes, uma vez que ¢ rica em aminoacidos, vitaminas e
minerais. E um dos ingredientes mais onerosos em dietas para animais aquéticos. A
elevada demanda, ndo somente pela industria de alimentos para organismos aquaticos,
mas também pela forte pressdo da pesca sobre as espécies “forrageiras”, tem ocasionado
deplecao dos estoques (Naylor et al., 2000). Assim, sdo necessdrias pesquisas com
alimentos de origem vegetal para substituir a farinha de peixes ou outros alimentos de

origem animal.

1.2. Tilapia do Nilo

Tildpia € um nome genérico utilizado para referenciar um grupo de ciclideos
originados do continente Africano. Deste grupo, trés géneros se destacam para
aquicultura: Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia (Popma e Masser, 1999). Existem
registros da criagdo dessa espécie em mais de 135 paises, abrangendo todos os
continentes, sendo criada em sistemas extensivos e intensivos com diferentes niveis
tecnologicos (FAO, 2016).

A tilapia do Nilo ¢ uma espécie que possui rapido crescimento, alimenta-se de
itens basicos da cadeia trofica, apresenta boa conversdo alimentar e possui carne com

boas caracteristicas organolépticas. E considerada uma espécie indicada para



processamento industrial para obtengdo de filés sem espinhas e de grande versatilidade
industrial e culinéria (Furuya, 2010).

Dentre as espécies de peixes criadas no Brasil, a tilapia do Nilo destacou-se com
producao de 400.280 toneladas produzidas em 2018, representando 55,4% da producao
nacional, colocando o Brasil como o quarto produtor mundial, ficando atras apenas da
China, Indonésia e do Egito (PEIXE BR, 2019). A criagdo de tilapias no Brasil esta
concentrada principalmente em cinco estados, sendo o Parana o maior produtor de tilapias
no Brasil, tendo produzido, em 2018, 123.000 toneladas. Sdo Paulo ¢ segundo maior
produtor com 69.500 toneladas, seguido de Santa Catarina, com 33.800 toneladas, Minas
Gerais, com 31.500 toneladas e Bahia, com 24.600 toneladas produzidas em 2018. Juntos,
esses cincos estados representam 70,5% da produgdo nacional de tildpias (PEIXE BR,
2019).

Com a elevada disponibilidade de alimentos de origem vegetal no Brasil,
resultando em menor custo pela elevada oferta, o milho, a soja, o trigo e coprodutos tém
sido amplamente empregados na elaborag¢do de dietas para tilapias. No entanto, possuem
diversos PNA que pioram a digestdo e/ou absorcao de nutrientes. Assim, a utilizag¢do de
carboidrases ¢ uma alternativa para melhorar o valor nutritivo das dietas, resultando em
aumento no desempenho de forma ambientalmente desejavel com a reducdo na excregdo

de nutrientes pelos peixes.

1.3. Polissacarideos nao amilaceos (PNA)

Os carboidratos vegetais sdo classificados geralmente em duas categorias:
polissacarideos de reserva como amido, e polissacarideos estruturais, como
polissacarideos ndo amildceos. O amido constitui a principal reserva de energia dos
vegetais, sendo armazenado no citoplasma celular na forma de granulos densos, semi-
cristalinos e insolaveis em agua. E composto por duas macromoléculas: a amilose e a
amilopectina que sdo, respectivamente, polimeros lineares e ramificados de glicose com
ligacdes a-glicosidicas (Voet e Voet, 2006).

Os PNA sao constituidos por polimeros de monossacarideos ou agucares simples
unidos por uma liga¢do especifica chamada ligagdo glicosidica, que ¢ formada entre o
grupo hemiacetal de um acgucar e o grupo hidroxila do outro. Sao classificados segundo
consideragdes estruturais e propriedades fisico-quimicas, como o tamanho molecular, a

presenca de cadeia linear ou ramificada e estdo relacionados com a solubilidade em meio



aquoso (Smits e Annison, 1996). Essas caracteristicas dos PNA influenciam a viscosidade
e microbiota intestinal (Choct et al., 2015).

Os PNA compreendem varias classes de polissacarideos, como a celulose,
hemicelulose, pectina, quitina, entre outros. Os efeitos dos PNA na nutri¢do estdo
relacionados com a reducdo da digestibilidade dos nutrientes, alteracao na velocidade de
passagem dos alimentos pelo trato gastrintestinal, diminui¢cdo dos niveis séricos de
glicose e colesterol e redugio do desempenho dos animais (Bedford, 1995). E importante
o conhecimento da quantidade de PNA dos alimentos pelas agdes negativas sobre a
digestibilidade, absor¢do de nutrientes e consequentemente o desempenho dos animais
(Dourado et al., 2014).

Os ingredientes de origem vegetal mais utilizados em dietas para animais
monogastricos sdo ricos em amido, mas contém nutrientes ndo digeriveis presentes na
parede celular, como os PNA, os oligossacarideos e outros ndo -carboidratos
(glicoproteinas, ésteres fendlicos, lignina). Os PNA dificultam a acdo das enzimas
hidroliticas no trato digestorio dos animais (Oliveira et al., 2007) e possuem elevada
capacidade de retengdo de dgua, podendo afetar a viscosidade da digesta em peixes. A
alta viscosidade retarda o esvaziamento gastrico e o tempo de transito alimentar, diminui
a acdo das enzimas intestinais com as macromoléculas alimentares, resultando em menor
disponibilidade de nutrientes. Os PNA também alteram a microbiota intestinal, o que
pode ser benéfico ou prejudicial para os peixes (Sinha et al., 2011). Diversos cereais e

leguminosas, utilizados em dietas para peixes, possuem elevados teores de PNA (Tabela

1.



Tabela 1. Valores médios de polissacarideos ndo amilaceos (PNA) (g/kg de matéria seca) de alguns ingredientes

utilizados em dietas para peixes.

Ingredientes Celulose Lignina PNA soluvel PNA insolavel
Milho 22 11 9 66
Farelo de soja 62 16 63 92
Trigo 20 19 25 74
Farelo de trigo 72 75 29 273
Centeio 16 21 42 94
Cevada com casca 43 35 56 88
Cevada sem casca 10 9 50 64
Gluten de milho 75 --- 34 242
Aveia com casca 82 66 40 110
Aveia sem casca 14 32 54 49
Ervilhas 53 12 52 76
Farinha de colza 52 134 55 123
Lupin 131 --- 134 139

Adaptado de Sinha et al. (2011).



1.4. Arabinoxilanos e B-glucanos

As estruturas de arabinoxilanos de cereais sao compostas predominantemente de
duas pentoses, arabinose e xilose (Izydorczyk e Biliaderi, 1995). Sua estrutura molecular
consiste em um esqueleto linear de unidades de xilose (B-1-4) cujos os constituintes estao
ligados através de atomos O-2 e O-3 dos residuos de xilosil (Perlin, 1951) (Figura 1). Os
arabinoxilanos formam soluc¢des aquosas com elevado nivel de viscosidade (Sinha et al.,
2011).

Os arabinoxilanos, que sao constituidos de arabinoses e xiloses sdo os principais
PNA presentes no milho. O teor de PNA totais do milho varia de 8,10% a 9,32% ¢ a
quantidade de arabinoxilanos ¢ de 5,35% (Malathi e Devegowda, 2001; Tavernari et al.,
2008). Na soja, os principais PNA encontrados sdo celulose (5,15%), pectinas (6,16%) ¢
arabinoxilanos (4,21%) (Malathi e Devegowda, 2001). O trigo apresenta elevada
quantidade de PNA que compreende de 8,3 e 9,8% (Henry, 1987). Os principais PNA do
farelo de trigo sdo arabinoxilanos (36,5%) e celulose (11%), que causam impactos
negativos na digestdo dos nutrientes (Maes et al., 2004).

Os PNA presentes no farelo de trigo e no milho interferem negativamente na
disponibilidade de aminoacidos (Silva et al., 2000). A interferéncia na biodisponibilidade
dos aminoacidos ¢ causada pela alta viscosidade provocada pelos arabinoxilanos que
interferem na digestdo e absor¢do, aumento da secre¢do de proteinas enddgenas,
derivadas do intestino, e pela perda de células intestinais (Bedford e Apajalahti, 2001).
Dietas a base de trigo possuem alto teor de arabinoxilanos e prejudicam a digestibilidade

da energia e dos nutrientes de peixes alimentados com essas dietas (Englyst, 1989).

HOH;

HOH,C H
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Figura 1. Estrutura quimica do arabinoxilanos. Adaptado de: Sinha et al. (2011).



Os B-glucanos, presentes nos cereais, estdo localizados na parede celular
subaleurdnica e endospérmica, que se associam com microfibrilas de celulose durante o
crescimento celular (Ebringerova, 2006). Quando as dietas sdo formuladas com base em
cereais, as caracteristicas estruturais dos B-glucanos exercem efeitos sobre as respostas
fisiologicas dos animais. Essas caracteristicas incluem proporgdes de ligagdes que unem
unidades de glicose, presenca e quantidade de fragmentos longos e tamanho molecular
semelhantes a celulose (Izydorczyk e Biliaderis, 2000). Em geral, os B-glucanos
consistem em uma cadeia linear de unidades de glicose unidas por liga¢des (B-1-3) e (B-
1-4), as quais rompem a linearidade da molécula impedindo a formacdo de fibrilas

(Bengtsson et al., 1990) (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura primaria de ligacao B-D-glucano. Adaptado de: Ebringerova (2006).

1.5. Enzimas exogenas nas dietas para peixes

Os carboidratos sdo a classe mais abundante de nutrientes que produzem energia,
sendo economicamente desejavel em dietas para peixes. No entanto, a capacidade dos
peixes para usar energia dos carboidratos difere de acordo com o habito alimentar e
caracteristicas anatomicas e fisioldgicas (Kamalam et al., 2017). Os carboidratos sdo boas
fontes de energia, mas ndo sdo essenciais e os peixes podem sintetizar eficientemente a
glicose a partir de precursores ndo carboidratos como o lactato, piruvato e aminoacidos
(NRC, 2011).

As dietas para peixes onivoros, como as tilapias, sdo formuladas com niveis
elevados de ingredientes de origem vegetal, necessitando de estratégias para maximizar
a digestao e absor¢do de nutrientes, como a utilizacdo de enzimas exogenas. As enzimas
sao proteinas globulares, de estrutura tercidria ou quartendria, que atuam como
catalisadores bioldgicos, aumentando a velocidade das reacdes quimicas no organismo.
Sao altamente especificas para os substratos atuam em meio favoravel de temperatura,

pH e umidade (Champe e Harvey, 1989).



As carboidrases incluem todas as enzimas que catalisam e promovem a redugo
do peso molecular dos polimeros de carboidratos. As principais carboidrases sdo as
xilanases e glucanases, as quais representam mais de 80% das carboidrases
comercializadas globalmente, mas, destacam-se também a o-amilase, B-mananase,
galactosidase e pectinase (Castillo e Gatlin III, 2015). As carboidrases hidrolisam os
polimeros de carboidratos para gerar oligossacarideos ou polissacarideos de peso
molecular menor (Adeola e Cowieson, 2011). A adi¢do de carboidrases aumenta a
digestibilidade de nutrientes que produzem energia, como o amido, uma vez que os PNA
reduzem a capacidade de digestdo de nutrientes reduzindo a acessibilidade das enzimas
aos substratos (Adeola e Bedford, 2004).

Fatores como composicdo e processamento da dieta, forma de adi¢ao das
enzimas, idade e espécie afetam a atuacdo das enzimas em animais monogastricos
(Dourado et al., 2014). As tentativas de melhorar a digestibilidade da energia e nutrientes
dos vegetais incluem o uso de tratamentos hidrotermais como a extrusdo, bem como
fermentagdo, para reduzir o conteudo de fatores antinutricionais € aumentar a
concentrac¢do de proteina (Castillo e Gatlin II1, 2015).

Ainda que a extrusdo melhore a digestibilidade da proteina e energia de muitas
plantas, a digestibilidade de muitos ingredientes permanece baixa pela falta ou auséncia
de enzimas necessarias para rompimento da complexa estrutura da parede celular que
encapsula os nutrientes. Assim, as enzimas exogenas estdo sendo utilizadas para
maximizar a disponibilidade dos nutrientes e energia presentes nos graos de cereais e
leguminosas, considerando também as particularidades da espécie e os fatores fisicos e
quimicos aplicados durante o processamento dos alimentos (Glencross et al., 2012).

As enzimas exogenas sdo utilizadas para incluir no trato digestorio dos animais
enzimas que os animais ndo conseguem sintetizar (Brito et al., 2006). As B-glucanases,
xilanases, pentosanas e a-galatosidases influenciam na ingestao e digestao e absor¢ao da
energia e nutrientes (Castillo e Gatlin III, 2015).

As enzimas devem ser resistentes a inativagdo por calor, baixo pH e enzimas
proteoliticas, possuir seguranga toxicoldgica e baixo custo de produgdo. Além disso, ndo
devem interagir com a matriz do alimento (Bedford, 1995). As enzimas exdgenas sao
usadas na elaboracdo de dietas pela adicao direta durante a mistura dos ingredientes, por
incorporacdo pela industria em pré-misturas ou por pulverizagdo apds a extrusdo e
secagem das dietas (Dourado et al., 2014). A enzima liquida para adi¢do “on-fop”, via

pulverizagdo, em agua constitui grande vantagem em dietas extrusadas para organismos
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aquaticos, considerando a garantia da concentracdo residual das enzimas apds o
processamento (Castillo e Gatlin III, 2015).

As enzimas exdgenas adicionadas as dietas visam remover ou hidrolisar fatores
antinutricionais como os PNA, presentes em ingredientes como a cevada, o trigo, a aveia
e o triticale (Pucci et al., 2003). As enzimas comerciais sdo elaboradas para alimentos
com baixa quantidade de PNA como o milho, o sorgo ¢ a soja e alimentos com elevados
teores de PNA como trigo, arroz, cevada e aveia.

O uso de enzimas inadequadas ou em concentragdes excessivas pode causar
perda de material endogeno, por causa da interagdo direta com o trato gastrintestinal,
resultando na diminuicao da capacidade de absor¢do de nutrientes no trato digestério dos
peixes, pela lesdo dos enterdcitos, vilosidades e ou outras estruturas relacionadas a
absorc¢ao de nutrientes (Cowieson et al., 2006). A capacidade dos peixes de utilizar os
nutrientes ingeridos depende da presenca de enzimas em locais apropriados da parede e
ao longo do lumen do trato digestorio (Tengjaroenkul et al., 2000).

As xilanases sdo glicosidases responsaveis, principalmente, pela hidrélise das
ligagdes PB-1,4 presentes no xilano vegetal, que sdo componentes da hemicelulose. A
hemicelulose ¢ formada por varios polimeros, principalmente de xilano. Esses polimeros
sdo formados por residuos de agucares e a sua degradacdo completa necessita da a¢ao de
um complexo de enzimas microbianas especificas para atuar em diferentes ligagdes,
sendo a xilanase a enzima principal na despolimerizagdo do xilano (Coughlan e
Hazlewood, 1993). A producao comercial das xilanases se concentra principalmente nos
fungos Trichoderma sp. € Aspergillus spp. (Kulkarni e Abhay Shendye, 1999).

As glucanases atuam hidrolisando principalmente os -glucanos em polimeros
menores, diminuindo a viscosidade da digesta, permitindo a acdo das enzimas endogenas
e a fermentacdo dos carboidratos pela microbiota, aumentando a digestibilidade dos
nutrientes (Choct, 1997; Cosson et al., 1999). Comercialmente, as glucanases sdo obtidas
a partir de microrganismos geneticamente modificados, incluindo Aspergillus spp.,
Bacillus sp. e Tricoderma sp. (Yin et al., 2000). O uso de B-glucanase aumenta a
digestibilidade das proteinas, lipideos e amido ligados na parede celular das células
(Chesson, 1993). As principais enzimas exdgenas utilizadas em dietas de animais nio

ruminantes sdo descritas na Tabela 2.



Tabela 2. Principais enzimas utilizadas em dietas de animais ndo ruminantes.

Enzima

Modo de acao

Dieta e/ou alimentos

Beneficios esperados

B-glucanase

Xilanases

Amilases

Celulases

Galactosidases

Fitase

Proteases

Lipases

Degradagao de  glucanos a
oligossacarideos

Degrada arabinoxilanos a
produtos de menor peso
molecular e agucares

Degrada o amido a dextrina e
agucares

Degrada celulose a produtos de

menor peso molecular e agucares

Degrada oligossacarideos e
fatores antinutricionais

Degrada as ligacdes do fitato
com ions divalentes (fosforo e a
molécula de inositol)

Degrada proteinas a peptideos e
aminoacidos

Degrada lipideos a acidos graxos
e monoacilglicerol

Dietas a base de aveia, cevada,
trigo e arroz

Dietas a base de aveia, soja,
trigo, milho, cevada e arroz

Dietas ricas em amido

Dietas ricas em fibras, farelo de
trigo e cevada

Oleaginosas e leguminosas

Cereais e oleaginosas

Dietas com oleaginosas

Dietas ricas em 6leos vegetal e
animal

Redugédo da viscosidade
intestinal e melhora a utilizacao
dos nutrientes
Melhora a utilizagao dos
nutrientes e reduz a excre¢ao de
agua

Maximiza a disponibilidade da
glicose

Eleva a disponibilidade de
energia, devido ao
aproveitamento do contetdo

Melhora a disponibilidade de
energia e diminui a viscosidade

Minimiza a inclusdo de fosforo
inorganico na dieta

Eleva a disponibilidade de
aminoacidos e reduz a excregao
de nitrogénio

Melhora a digestibilidade de
gorduras

Adaptado de Thorpe e Beal (2001).
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1.6. Carboidrases em dietas para peixes

A determinagdo da digestibilidade da energia e nutrientes de um alimento ¢
importante para avaliar o potencial de inclusdo em dietas para peixes (Pezzato et al.,
2002). A utilizagcdo de enzimas exdgenas também influencia a digestdo e absor¢do da
energia e nutrientes (Adeoye et al., 2016; Castillo e Gatlin III, 2015; Maas et al., 2018;
Zhou et al., 2013) e, consequentemente, o desempenho produtivo dos peixes (Dimitroglou
et al., 2010; Jiang et al., 2014; Maas et al., 2018; Owusu-Asiedu et al., 2010; Tachibana
et al., 2010).

A inclusdo de carboidrases em dietas de peixes aumenta a retengao de proteinas
e lipidios, além de minimizar a excre¢do de residuos nitrogenados para o meio ambiente
(Kim et al., 2005; Nitrayova et al., 2009; Tachibana et al., 2010). As carboidrases
aumentam os coeficientes de digestibilidade aparente de matéria seca, proteina bruta e
lipideos de dietas a base de ingredientes de origem vegetal (Ogunkoya et al., 2006). Além
disso, as carboidrases auxiliam na utilizagdo da proteina, aumentando o acesso das
proteases digestivas (Tahir et al., 2008). As endo-glucanases reduzem o -efeito
antinutricional dos glucanos, diminuindo a viscosidade da dieta e aumentando a
disponibilidade de polissacarideos e actcares (Bedford e Apajalahti, 2001).

Para maximizar a lucratividade da produg¢do, ¢ muito importante que os valores
de energia dos alimentos sejam estimados com precisdo para formulagdo de dietas de
custo minimo e atendendo a exigéncia energética dos animais (Tavernari et al., 2014). O
aproveitamento dos nutrientes dos ingredientes de origem vegetal pelos peixes ¢ varidvel
conforme o habito alimentar das espécies, fase de vida, forma de processamento, niveis
de inclusdo, utilizagdo de enzimas exdgenas e quantidade de fatores antinutricionais
presentes nesses alimentos (Pezzato et al., 2017).

A adigdo de xilanase em dietas para tilapias do Nilo, melhora a disponibilidade
da energia e dos nutrientes da dieta e aumenta o crescimento (Maas et al., 2018). A
combinacdo de xilanase e amilase também aumenta consumo, melhora a conversao
alimentar e desempenho produtivo de juvenis de tilapias do Nilo (Khalafalla, 2016).

A utilizagdo de enzimas exdgenas que atuam sobre os PNA ¢ uma alternativa
para aumentar a digestibilidade da energia e dos nutrientes, desempenho produtivo dos
peixes e elevar a rentabilidade da criagdo de forma ambientalmente sustentavel. Na
Tabela 3, encontram-se os resultados de pesquisas com enzimas exdgenas em dietas a

base de ingredientes de origem vegetal para peixes.



Tabela 3. Resultados de trabalhos utilizando enzimas exdgenas nas dietas para peixes.

13

Espécie Fase de vida Alimento Enzima Resultado Referéncia
Tilapias do Nilo, . . . Melhora a dlsponlbll}dade da energia
. . Milho, trigo, soja, ) . e dos nutrientes da dieta, melhorando
Oreochromis Juvenil . Fitase e xilanase . (Maas et al., 2018)
g DDGs de trigo, o desempenho de crescimento dos
niloticus .
peixes.
Tilapias do Nilo,
Oreochromis . Soja, milho e . Melhora retencdo de fosforo na Cerozi e Fitzsimmons,
g Juvenil , . Fitase
niloticus glaten de trigo carcaga. 2017)
gﬂggisrj;gﬂo’ Soia. milho e Aumenta a disponibilidade da energia
g Juvenil )3, . Fitase e protease e nutrientes de dieta a base de proteina (Novelli et al., 2017)
niloticus glaten de milho P .
vegetal para tilapias do Nilo.
Tilapias do Nilo, Farinha de peixe, . . Melhora a disponibilidade da energia
. . Fitase, xilanase, protease, . : . :
Oreochromis . farelo de soja, e nutrientes de dietas enriquecida com
g Juvenil B-glucanase, celulase e . (Eleraky et al., 2016)
niloticus farelo de arroz e . proteina vegetal.
. amilase
trigo
Tilapias do Nilo, Farelo de soja, Melhora o desempenho produtivo e
Oreochromis Alevino milho e farelo de Xilanase e amilase consumo de ragdo de juvenis de (Khalafalla, 2016)
niloticus arroz tilapias do Nilo.
Tilapias do Nilo, . Soja e amido de Fitase, protease e Melhora o d@empenhq produtlvo ©
. Juvenil . . modula a microbiota intestinal dos (Adeoye et al., 2016)
Oreochromis milho carboidrase .
g peixes.
niloticus
Carpa. Coprinus Farinha de peixe, A adi¢do de xilanase na dieta melhora
tha, LIp Juvenil trigo e farinha de Xilanase o desempenho de crescimento e (Jiangetal., 2014)

carpio var. Jia

soja

atividades das enzimaticas intestinais.

Continuagao
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Fitase, lipase, xilanase,

Maior ganho de peso e taxa de
protease, B-glucanase, o-

Esturjdo-branco, crescimento especifico e melhorou

Huso Huso Alevino Milho e soja amﬂase, pentosanase, significativamente o indice  de (Ghomi et al., 2012)
hemicelulase, celulase e .
. conversao alimentar.
pectinase

Efeito moderado nos tratamentos de
Truta-arco-iris, Soia. sirassol e Xilanase B-glucanase ¢ girassol e colza, enquanto que a f-
Oncorhynchus Juvenil Ja. & & glucanase e a protease melhoraram a (Dalsgaard et al., 2012)

. colza protease o

mykiss digestibilidade aparente de todos os

nutrientes da dieta com soja.

Aumentam a disponibilidade de
Tilapias do Nilo, Triticale, amido de energia e nutrientes melhorando a
Oreochromis Juvenil milho, albumina e Xilanase e B-glucanase  conversdo alimentar e maximizando o (Tachibana et al., 2010)
niloticus gelatina desempenho produtivo dos peixes.
Tilapias do Nllo, ‘ Milho, farelo de Celulase, protease e Melpqra a dlgestlbl%ldade aparente Qe o
Oreochromis Juvenil . . matéria seca, proteina bruta, energia (Oliveira et al., 2007)

oo soja amilase . 1 ,
niloticus bruta, amido, calcio e fosforo.
Truta-arco-iris, Xilanase, amilase, Efeito positivo sobre os coeficientes
Oncorhynchus Juvenil Farelo de soja celulase, protease e [3- de digestibilidade aparente de MS, (Ogunkoya et al., 2006)
mykiss glucanase PB, lipideo, fosforo e energia.
Rohu, Labeo Milho gelatinizado ~ Amilase, b-glucanases e Aumentq a dlge.s‘Flblhdade energetica
) . N . . e a disponibilidade de glicose, (Kumar et al., 2006)

rohita Juvenil e ndo gelatinizado b-xilanases

galactose e xilose.
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1.7. Histologia intestinal

A avaliagdo de ingredientes alternativos na alimentagdo animal depende,
primeiramente, das respostas de desempenho produtivo dos animais (Bengtson, 1993).
Os efeitos sobre o desempenho produtivo dos peixes estdo relacionados as diferengas
interespecificas, das caracteristicas do trato digestorio e com a capacidade dos peixes de
digerir e assimilar os nutrientes (Honorato e Cruz, 2011). Essas caracteristicas sdo de
grande importancia para o desenvolvimento dos peixes e dependem da estrutura do
epitélio e das vilosidades intestinais, do perfil enzimatico de seu canal alimentar e de sua
capacidade adaptativa (Kuperman e Kuz’Mina, 1994).

A mucosa intestinal de peixes teledsteos possui inumeras projecoes
denominadas vilosidades, sem criptas na base e que possuem células indiferenciadas, que
sofrem sucessivas mitoses para formagao das células epiteliais das micro vilosidades
(Jobling, 1995). As regides das pregas, vilosidades e micro vilosidades aumentam
consideravelmente a superficie de revestimento intestinal e estdo envolvidas nos
processos absortivos devido ao aumento da area efetiva para absor¢dao de nutrientes
(Takashima e Hibiya, 1995). O estudo da morfologia intestinal ¢ de grande relevancia,
pois esta relacionado com as diferentes adaptagdes do trato digestorio em fungao da dieta
ofertada (Domeneghini et al., 2005; Liquori et al., 2007).

Estudos que avaliam a mucosa intestinal dos peixes sdo de grande valia para
fornecer informagdes para area de nutricdo, de forma a possibilitar o atendimento das
exigéncias nutricionais para adequando desempenho produtivo e saude dos peixes (Silva
etal., 2010). A parede do intestino delgado dos peixes geralmente € constituida por quatro
camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa (Genten et al., 2011).

A avaliagdo das vilosidades do intestino de tilapias € importante para explicar os
resultados de digestibilidade e desempenho produtivo em peixes alimentados com dietas
suplementadas com carboidrases. No entanto, ainda ndo existem pesquisas que relatem a
histologia intestinal de tilapias alimentas com dietas contendo alimentos comumente
utilizados na formulacdo de racdes comerciais para tilapias no Brasil com diferentes
niveis e proporgdes de arabinoxilanos e -glucanos suplementadas com xilanase e -
glucanase.

Verifica-se aumento da densidade das micro vilosidades intestinal de tilapias do

Nilo alimentadas com dietas suplementadas com carboidrases (Figura 4). Esses resultados
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estdo relacionados com a utilizagdo dos nutrientes resultando em maior desempenho dos

peixes (Adeoye et al., 2016).
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Figura 3. Densidade de microvilosidades (UA) dos intestinos de tilapias do Nilo

alimentadas com dietas suplementadas com fitase, protease e carboidrases: Adaptado de
Adeoye et al. (2016).

1.8. Microbioma na nutri¢cio de peixes

A avaliacdo dos valores nutricionais dos alimentos alternativos ¢ relevante uma
vez que a industria busca alternativas para substituir de forma parcial ou total os alimentos
tradicionais como a farinha de peixe (Hardy, 2010). Ha grande interesse em caracterizar
a microbiota de espécies de peixes, uma vez que a composicdo da dieta influencia a
microbiota (Bruce et al., 2018).

A microbiota intestinal contribui para a digestdo e pode afetar a nutrigdo, o
crescimento, a reproducdo e a saude dos peixes (Mahdi et al., 2015). Os avangos recentes
na tecnologias de sequenciamento de DNA e andlise de bioinformatica permitem a
realiza¢do de estudos detalhados das comunidades microbianas associadas aos varios
habitats, incluindo a microbiota intestinal de peixes (Mahdi et al., 2015).

As tecnologias de sequenciamento permitem monitorar e quantificar o
microbioma de um grupo de peixes ao longo do tempo em uma regido especifica ou
globalmente em diferentes locais. Entretanto, os métodos que dependem da andlise DNA
gendmico podem nao ser suficientes para caracterizar o efeito da dieta sobre a atividade

de bactérias no intestino (Gatesoupe et al., 2018). Outras técnicas estdo sendo utilizadas
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para estudar a microbioma dos peixes como a transcri¢do reversa de amostras de RNA
antes de analisar o produto de PCR por eletroforese em gel (Navarrete et al., 2012), a
pirosequenciacdo de produtos de RT-PCR (Gatesoupe et al.,, 2016), ressonancia
magnética nuclear (NMR) para analisar as alteracdes metabolicas decorrentes da
composicdo da dieta em vdrias espécies de peixes (Mannina et al., 2008). Essas
abordagens foram implementadas para correlacionar os metabodlitos fecais com a
microbiota intestinal em peixes (Asakura et al., 2014).

A populacdo microbiana de um peixe difere dependendo dos seus hébitos
alimentares e essas populagdes também podem ser influenciadas por ingredientes
dietéticos (Pedrotti et al., 2015). Os carboidratos fermentaveis sdo os componentes da
dieta mais efetivos para favorecer a proliferagao de espécies bacterianas benéficas (Bauer
et al., 2006). Outros fatores que alteram a microbiota intestinal dos peixes sdo os
relacionados com a genética (Navarrete et al., 2012); estresse (Olsen et al., 2002) e fatores
ambientais, como a temperatura (Lea et al., 1997).

A microbiota intestinal exerce fungdes importantes na modulagdo do sistema
imunoldgico, na proliferagdo do epitélio intestinal e na regulagdo do consumo. A
compreensdo dos fatores que influenciam a formacao dessas comunidades microbianas ¢
importante para melhor compreensdo dos efeitos nutricionais, mas ainda requer
investigacdo bdésica para melhores entendimentos da relagdo entre a dieta e os efeitos
sobre a microbiota (Li et al., 2015). A microbiota do trato gastrintestinal dos peixes
influencia a fisiologia e metabolismo dos nutrientes (Bauer et al., 2006).

Compreender os fatores que influenciam a forma¢ao da comunidade microbiana
no trato digestorio do hospedeiro ¢ importante para modular a populagdo microbiana do
intestino e para entender as respostas de desempenho produtivo dos peixes (Wu et al.,
2012). A melhor compreensdo de como a microbiota intestinal interage com a satide dos
peixes também ¢ uma ferramenta para desenvolvimento sustentdvel da aquicultura
(Gatesoupe et al., 2016). Na Tabela 4, encontram-se informagdes dos efeitos da dieta

sobre a microbiota intestinal de diferentes espécies de peixes.



Tabela 4. Efeitos da dieta sobre a microbiota intestinal de diferentes espécies de peixes.
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Espécies

Amostra

Dieta

Principais resultados

Referéncia

Truta arco-iris, Oncorhynchus
mykiss

Truta arco-iris, Oncorhynchus
mykiss

Salméo do Atlantico, Salmo
salar

Robalo, Dicentrarchus labrax

Carpa capim,
Ctenopharyngodon idellus),
Carpa cruciana, Carassius

Massa visceral

Amostras fecais do

intestino

Digesta e mucosa
intestinal

Mucosa intestinal

Conteudo intestinal

Dietas com diferentes niveis
de ingredientes a base de
farinha de peixe e vegetais
(44% de proteina bruta).

Inclusdo de ingredientes
processados a base de farelo
de soja (44% de proteina
bruta).

Substituicdo da farinha de
peixes por alimentos
alternativos (farinha de aves,
farelo de soja e glaten de
trigo, concentrado de proteina
de soja e farinha de aves
farinha de guar e gluten de
trigo).

Dieta a base de farinha e

coprodutos de peixes
(diferentes niveis 42-53% de
proteina bruta)

Ragdo comercial (30% de
proteina bruta).

A atividade relativa de algumas bactérias foi
particularmente influenciada pela dieta, e as
mudangas mais importantes dizem respeito a
algumas Proteobactérias e Firmicutes. A dieta
influenciou a quantidade de bactéria Cetobacterium

sp.
A incorporagdo de proteinas processadas a base de
soja altera a posi¢do da comunidade microbiana

dentro do intestino distal e modula as concentragdes
de lisozima dentro dos tecidos intestinais distais.

A riqueza microbiana foi maior na digesta do que na
mucosa. As comunidades bacterianas associadas a
digesta foram mais afetadas pela dieta do que a
microbiota associada a mucosa. As dietas a base de
leguminosas apresentaram alta abundancia relativa
de bactérias do acido latico, além disso, o estudo
identificou grupos bacterianos associados com
disfunc¢ao intestinal induzida por dieta que podem ser
utilizados como marcadores microbianos do estado
de saude intestinal em peixes.

No robalo, as caracteristicas microbioldgicas do
intestino e as caracteristicas fisiologicas dos
individuos estdo ligadas entre si, interferindo no
perfil nutricional, e resultando em alta variabilidade
entre a microbiota individual.

As comunidades microbianas das trés espécies de
carpas foram dominadas por Fusobacteria,
Firmicutes, Proteobacteria e Bacteroidetes, mas a

(Gatesoupe et
al., 2018)

(Bruce et al,
2018)

(Gajardo et al.,
2017)

(Gatesoupe et
al., 2016)

(Lietal., 2015)

Continuacao



cuvieri ¢ Carpa cabeguda,
Hypophthalmichthys nobilis

Jundia, Rhamdia quelen, e
tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus

Carpa capim,
Ctenopharyngodon idellus

Tilapia  hibrida  vermelha,
Oreochromis mossambicus X
Oreochromis macrochir

Por¢des da regido
proximal, mediana e
distal do intestino

Digesta e mucosa
intestinal

Porgdes das regides
do estomago,
intestino anterior e
intestino posterior

Diferentes tipos de fontes de
carboidratos (42% de proteina
bruta).

Ragdo comercial (32 % de
proteina bruta).

Dieta comercial (44% de
proteina bruta)

abundancia de cada filo foi significativamente
diferente entre as espécies.

Uma Cetobacterium spp. foi detectado em jundias
alimentados com dietas contendo arroz quebrado e
bagaco de mandioca e em tilapia alimentada com
dextrina, arroz quebrado e milho moido. A presenga
dessas espécies bacterianas também foi influenciada
pelas fontes de carboidratos na dieta.

Os resultados mostram que a microbiota intestinal de
peixes abriga muitas bactérias que degradam a
celulose, incluindo sequéncias relacionadas a
Anoxybacillus, Leuconostoc, Clostridium,
Actinomyces e  Citrobacter. As  unidades
taxonOmicas operacionais bacterianas (UTOs) mais
abundantes no conteudo intestinal de Carpa capim
sdo aquelas relacionadas a digestdo de alimentos. A
alimentagdo também exerce influéncia significativa
na composi¢ao da microbiota intestinal.

O nimero médio de bactérias no estdmago foi menor
do que no intestino anterior e posterior, que nao
foram significativamente diferentes. A abundancia
relativa de Vibrio spp. foi negativamente
correlacionado com o de Flavobacterium, que pode
ter refletido a competigdo entre espécies patogénicas
e ndo-patogénicas.
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(Pedrotti et al.,
2015)

(Wuetal., 2012)

(Lea, M et al,,
1997)
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Na microbiota intestinal dos peixes existem varios tipos de bactérias aerdbias,
anaerobias facultativas e anaerobias obrigatorias, que contribuem para o desenvolvimento
do hospedeiro, metabolismo, imunidade e resisténcia as doencgas, essas comunidades
microbianas fornecem uma fonte potencial de diversas enzimas exodgenas e podem
produzir enzimas digestivas extracelulares (Bairagi et al., 2002; Nayak, 2010; Rawls et
al., 2004; Saha et al., 2006). Os peixes possuem uma microbiota intestinal distinta em
comparagdo com o ambiente externo e as bactérias no intestino sdo geralmente aquelas
provenientes do ambiente ou da dieta (Ringo et al., 2006).

Na Figura 4, mostram-se os valores médios de bactérias amiloliticas da por¢do
distal do intestino da tilapia (Oreochromis niloticus) e jundid (Rhamdia quelen) apés 15

dias de alimentacdo com diferentes fontes de carboidratos (Pedrotti et al., 2015).

7,50
50
5,00 -
)
=3
@)
on
2
2,50 -
0,00 -
Arroz quebrado Dextrina Bagaco de Milho moido Farelo de trigo
mandioca
m Tilapia 4,70 5,34 5,34 6,03 4,70
H Jundia 4,91 5,64 3,77 4,94 491

Figura 4. Valores médios de bactérias amiloliticas [log CFU g'] da porcio distal do
intestinal da tilapia, Oreochromis niloticus e jundia, Rhamdia quelen apo6s 15 dias de

alimentagdo com diferentes fontes de carboidratos. Adaptado de: Pedrotti et al. (2015).

A microbiota intestinal também abriga patdgenos bacterianos oportunistas
(Roeselers et al., 2011). A microbiota intestinal pode influenciar a imunidade, o
desenvolvimento e as fungdes do trato gastrintestinal, podendo sofrer influéncia do
ambiente, do tempo que a digesta fica dentro do sistema digestorio e metabolismos
associados com as fases de vida dos peixes (Vatsos, 2017). Além disso, o

desenvolvimento do sistema imunolégico, a produgdo de anticorpos e a resisténcia ao
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estresse dos peixes podem ser impactados pela microbiota, embora mecanismos
especificos ainda exijam caracterizagdo e permanecem desconhecidos (Kelly e Salinas,
2017).

Ainda existem poucas informagdes sobre as associagdes entre a alimentacao de
origem vegetal e as comunidades microbianas no trato digestivo de animais aquaticos
(Bruce et al., 2018; Gajardo et al., 2017; Wu et al., 2012). Assim, fica evidenciado a
importancia de estudos da microbiota intestinal de tilapias do Nilo alimentadas com
alimentos contendo altos teores de PNA e suplementadas com carboidrases, visando
nortear os estudos de nutricdo com intuito de melhorar o valor nutritivo ¢ atender as
exigéncias nutricionais dos peixes com maior retorno economico e foco em dietas mais

sustentaveis ambientalmente.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a associacdo de xilanase e P-glucanase sobre a digestibilidade,
desempenho produtivo, histologia intestinal e microbioma de juvenis de tildpias do Nilo

alimentadas com dietas com baixo e alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos.

2.1. Objetivos Especificos

e Determinar se a celulose ¢ um indicador apropriado para
determinagdo dos coeficientes de digestibilidade aparente da energia
e nutrientes em juvenis de tilapia do Nilo alimentadas com dietas

formuladas com baixo e alto teor de arabinoxilanos e B-glucano;

e Avaliar se a adigdo de xilanase e [-glucanase influenciam os
coeficientes de digestibilidade aparente de energia e nutrientes,
incluindo aminoacidos e minerais, em dietas com baixo e alto teor de

arabinoxilanos e B-glucano;

e Determinar o desempenho produtivo, pardmetros bioquimicos do
sangue e histologia intestinal de tilapias alimentadas com dietas sem

e com adicao de xilanase e B-glucanase apds 90 dias de criagdo;
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e Avaliar o microbioma intestinal de juvenis de tilapias do Nilo
alimentadas com dieta sem e com adi¢ao de xilanase e B-glucanase

apos 90 dias de criagao.



IT - Coeficientes de digestibilidade aparente da energia, proteina, aminoacidos e
minerais em dietas contendo baixo ou alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos
utilizando 6xido de cromo e celulose como indicadores para juvenis de tilapias do

Nilo!

RESUMO: Objetivou-se avaliar os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da
energia e nutrientes para juvenis de tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus, alimentadas
com dietas formuladas com baixo e alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos (AB),
utilizando 6xido de cromo ou celulose. Os peixes (n = 96) foram distribuidos em esquema
fatorial 2 x 2, com duas repeti¢des, sendo dois teor de AB (baixo ou alto) e dois
indicadores de digestibilidade (6xido de cromo ou celulose). Os peixes foram alojados
em oito aquarios de digestibilidade e as fezes foram coletadas pelo sistema modificado
de Guelph, durante 21 dias. Houve interacao entre o teor de AB e indicador sobre os CDA
da matéria seca (P = 0,002), energia bruta (P = 0,006), fibra bruta (P = 0,002), célcio (P
= 0,031) e fosforo (P = 0,044), sendo os melhores resultados obtidos em peixes
alimentados com dieta com baixo teor de AB utilizando 6xido de cromo como indicador.
O teor de AB ndo influenciou o CDA da proteina bruta (P = 0,069) e os peixes
alimentados com a dieta com alto teor de AB apresentaram menor CDA dos lipidios (P =
0,013) e a celulose superestimou os CDA da proteina bruta e lipidios. Foi observado
interacdo do teor de AB e tipo de indicador sobre os CDA aparente da leucina (P =0,001),
isoleucina (P = 0,009), treonina (P = 0,031), valina (P = 0,011), alanina (P = 0,017) e
tirosina (P = 0,038), sendo os melhores CDA obtidos em peixes que consumiram dieta
com baixo teor de AB e utilizando 6xido de cromo como indicador. Nao foi observada
interagdo entre o teor de AB e indicador para arginina (P = 0,164), histidina (P = 0,058),
lisina (P = 0,708) e metionina (P = 0,150) e os maiores CDA foram obtidos em peixes
que consumiram a dieta com baixo teor de AB e a utilizagdo de celulose superestimou os
CDA dos aminodcidos. Conclui-se que a celulose ndo ¢ recomendada como indicador
para determinar os coeficientes de digestibilidade aparente da energia e nutrientes,

independente do teor de arabinoxilanos e B-glucanos em dietas para tildpias do Nilo.

'0S artigos foram elaborado de acordo com as normas da revista “Animal Feed

Science and Technology”; https://www.journals.elsevier.com/animal-feed-science-and

technology, ISSN: 0377-8401, fator de impacto 2,143.
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Palavras-chave: arabinoxilanos, indicadores, Oreochromis niloticus, peixes,

polissacarideos nao amiléceo.

Abreviagcdes: AB, arabinoxylanos e B-glucanos, CDA, coeficientes de digestibilidade

aparente; PNA, polissacarideos nao amilaceos.
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IT - Apparent digestibility coefficients of energy, protein, amino acids and minerals
in diets containing low or high content of arabinoxylans and p-glucans using

chromium oxide and cellulose as markers for Nile tilapia juveniles

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the apparent energy and nutrient
digestibility coefficients (ADC) for Nile tilapia juveniles, Oreochromis niloticus, fed
diets formulated with low and high arabinoxylans and B-glucans content using chromium
oxide or cellulose. The fish (n = 96) were distributed in a 2 x 2 factorial scheme, with two
replicates, two AB contents (low or high) and two digestibility indicators (chromium
oxide or cellulose). The fish were housed in eight digestibility aquaria and feces were
collected by the modified Guelph system for 21 days. There was interaction between AB
content and dry matter (P = 0.002), crude energy (P = 0.006), crude fiber (P = 0.002),
calcium (P = 0.031) and phosphorus, and the best results were obtained in fish fed with
low AB diet using chromium oxide as marker. The AB content did not influence crude
protein ADC (P =0.069) and fish fed with high diet had lower lipid ADC (P =0.013) and
cellulose overestimated crude protein and lipid ADC. It was observed interaction of AB
marker and indicator type on the apparent ADC of leucine (0.001), isoleucine (P = 0.009),
threonine (P = 0.031), valine (P = 0.011), alanine (P = 0.017) and tyrosine (P = 0.038).
The best ADC were obtained in fish that consumed a low AB diet and using chromium
oxide as an marker. No interaction between AB content and marker for arginine (P =
0.164), histidine (P = 0.058), lysine (P = 0.708) and methionine (P = 0.150) and higher
ADC were obtained in fish that consumed diet with low AB content and the cellulose use
overestimated the ADC of the amino acids. It was concluded cellulose is not
recommended as a marker to determine the apparent energy and nutrients digestibility

coefficients, regardless of arabinoxylans and -glucans contents in diets for Nile tilapia.

Key words: arabinoxylan, indicators, Oreochromis niloticus, fish, non-starch

polysaccharides.

Abbreviations: AB, arabinoxylans and B-glucans; ADC, apparent digestibility

coefficients; NSP, non-starch polysaccharides.
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1. Introducio

A determinagdo dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da energia e
nutrientes de um alimento ¢ um dos principais fatores a ser considerado para avaliar o
valor nutritivo de uma dieta, objetivando maior precisdo na formulagcdo de dietas para
peixes. Essas informagdes também sdao importantes para elaboragdo de dietas de minimo
custo e ambientalmente sustentaveis (Castillo e Gatlin III, 2015).

Para melhorar os CDA da energia e nutrientes dos alimentos de origem vegetal, os
tratamentos hidrotérmicos como a extrusdo e a utilizacdo de enzimas exdgenas para
reduzir os efeitos negativos dos fatores antinutricionais e aumentar a disponibilidade dos
nutrientes tém sido amplamente utilizados na elaboragao de dietas para peixes (Castillo e
Gatlin II1, 2015).

Os arabinoxilanos e B-glucanos (AB) sdo os principais polissacarideos ndo amiladceos
(PNA) presentes no milho, soja e trigo (Steenfeldt et al. 1995; Malathi e Devegowda,
2001) esses PNA aumentam a viscosidade da dieta, dificultando a atuagdo das enzimas
digestivas (Classen, 1996) e a digestdo, absorc¢ao e ingestdo dos nutrientes (Zijlstra et al.,
2010) e da energia (Adeoye et al., 2016).

A escolha do indicador pode influenciar na analise do valor nutritivo de um alimento
ou dieta, subestimando ou superestimando os CDA da energia e dos nutrientes. Os
indicadores empregados em estudos para determinacdo dos CDA em animais sio
classificados em externos, se adicionados a dieta, ou como interno, se for de ocorréncia
natural nos alimentos (Owens e Hanson, 1992). Dentre os indicadores externos, o 6xido
de cromo (Cr203) ¢ o mais utilizado na determinagdao dos CDA dos nutrientes, energia e
minerais de alimentos e dietas para tilapias do Nilo, devido a sua inércia quimica no trato
digestorio desses peixes (Bremer Neto et al., 2005). A presenc¢a natural da celulose nos
alimentos de origem vegetal permite a sua utiliza¢do como indicador interno em ensaios
de digestibilidade, utilizando dietas praticas. No entanto, existem poucos trabalhos que
relatam a eficiéncia desse indicador para determinacdo da digestibilidade dos
aminoacidos essenciais e ndo essenciais € dos minerais.

Novos indicadores t€ém sido avaliados para substituir o 6xido de cromo como cinza
insolivel em 4cido, cinza insolivel em detergente acido, fibra em detergente acido (Vidal
et al., 2004), fibra bruta (Krontveit et al., 2014) e matéria organica resistente a hidrélise
(Daetal., 2013). Recentemente, a celulose foi validada como indicador em dietas praticas

para tilapias do Nilo (Pezzato et al., 2017). No entanto, ainda ndo ha estudos que
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demostram o uso da celulose como indicador em ensaios de digestibilidade de dietas com
elevados teores de arabinoxilanos e B-glucanos para determinar os CDA dos aminoacidos
e minerais para tilapias do Nilo. Os resultados dos trabalhos usando indicadores internos
para determinar os CDA ainda sdo contraditorios por causa das variagdes na composicao
quimica das dietas, alimentos utilizados, processamento dos ingredientes, fase de vida e
espécie de peixe utilizado.

A composi¢ao da dieta pode influenciar as estimativas de nutrientes, pois o conteudo
de alguns componentes da parede celular, como as fibras, podem afetar a taxa de
passagem do alimento e consequentemente a taxa de recupera¢ao do marcador (Dourado
et al., 2010). Atualmente, a formulagdo de dietas com alimentos alternativos tem sido
utilizada para reduzir os custos de produgdo. No entanto, ainda sdo poucas as informagoes
sobre os efeitos dos AB sobre os CDA de dietas elaboradas em dietas extrusadas para
tilapias do Nilo.

Alguns alimentos possuem elevados teores de AB, tornando-se necessario estudos
para avaliar indicadores apropriados para determinar os CDA da energia e nutrientes.
Ainda nao ha referéncias de pesquisas elaboradas para avaliar a celulose como indicador
interno em dietas para tilapias do Nilo com diferentes niveis de arabinoxilanos e -
glucanos.

Com a crescente demanda para inclusdo de alimentos de origem vegetal em dietas
comerciais para tildpias, torna-se de grande relevancia a avaliagdo de diferentes
indicadores em dietas que possuem fatores antinutricionais como os arabinoxilanos e j3-
glucanos que alteram a taxa de passagem e de mistura da digesta, com consequente valor
sobre a digestdo e absor¢do dos nutrientes. Assim, a presente pesquisa foi realizada com
o objetivo de avaliar dietas formuladas com baixo ou alto teor de arabinoxilanos e -
glucanos para juvenis de tilapias do Nilo utilizando 6xido de cromo ou celulose como

indicadores dos CDA da energia, proteina, aminoacidos, extrato etéreo e minerais.

2. Material e Métodos
2.1. Local de realizag¢do do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Aquicultura da Universidade Estadual
de Ponta Grossa — UEPG, Ponta Grossa-PR. O presente projeto foi aprovado pelo Comité
de FEtica da Universidade Estadual de Ponta Grossa — UEPG, com Certificado

Experimental no uso de Animais em Pesquisa-CEUA (Protocolo 879/2018).
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2.2. Dietas experimentais

As dietas foram misturadas, moidas e extrusadas no Laboratério de Nutrigdo de
Peixes (AquaNutri, Botucatu, SP, Brasil). A moagem foi realizada em moinho centrifugo
em peneiras de 0,8 mm (Viera MC 680B, Tatui, SP, Brasil) e extrusado em extrusora de
rosca simples com matriz de 3 mm e um furo, trés “facas” com rotacao de 40/min e
temperatura de 105 °C (Exteec EX30, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), obtendo granulos com
diametros de 4 a 5 mm e secas em estufa de ventilag¢ao for¢cada de ar (HexisHX00, Jundiai,
SP, Brasil) 55°C, durante 24 horas.

As dietas experimentais foram formuladas para atender as exigéncias dietéticas de
juvenis de tilapias do Nilo (NRC, 2011) (Tabela 1), com baixo e alto teor de AB,
conforme descrito nas Tabelas 2 e 3. As dietas foram elaboradas com base em valores de
composi¢ao dos alimentos previamente analisadas e confirmadas por analises das dietas

apos extrusdo e secagem dos pellets.
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Tabela 1

Composicao das dietas experimentais (g/kg).

Arabinoxilanos e B-glucanos!

Ingredientes

Baixo Alto
Milho 489,40 0,00
Farinha de trigo integral 0,00 579,00
Farelo de soja 399,00 295,00
Farinha de peixe 80,00 80,00
Amido de milho 0,00 7,90
DL-metionina 2,50 2,70
L-lisina 2,00 5,00
L-treonina 0,00 0,90
L-histidina 2,00 2,70
L-triptofano 0,10 0,00
Fosfato bicalcico 14,20 16,00
Sup. min. e vitaminico? 5,00 5,00
Antioxidante® 0,20 0,20
Antifingico* 1,00 1,00
Sal 3,50 3,50
Cr03 1,10 1,10
Total 1000 1000

Arabinoxilanos e B-glucanos', dieta com baixo ou alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos;
“Misturas de minerais e vitaminas (composi¢do por kg de dieta): vitamina A, 600 UI; vitamina
D3, 1,000 UI; vitamina E, 60 mg; vitamina K3, 12 mg; vitamina B, 24 mg; vitamina B2, 24 mg;
vitamina B, 20 mg; vitamina B12, 24 mg; 4cido f6lico, 6 mg; Pantotenato D-célcio, 60 mg; acido
ascorbico, 240 mg; biotina, 0,24 mg; colina, 325 mg; acido nicotinico, 120 mg; ferro, 50 mg;
sulfato de cobre, 3 mg; sulfato de manganés, 20 mg; sulfato de zinco, 30 mg; iodeto de potassio,
0,1 mg; selénio, 0,1mg; *Antioxidante - Banox ® (Alltech Agroindustrial Ltda, Sdo Paulo, Brasil);
*Antifungico, Mold Zap Aquatica®, composigdo: dipropionato de aménio, 4cido acético, 4cido

sorbico e acido benzoico (Alltech Agroindustrial Ltda, Sdo Paulo, Brasil).
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Tabela 2

Composi¢ao analisada das dietas experimentais (g/kg, base na matéria seca).

Arabinoxilanos e B-glucanos!

Ingredientes

Baixo Alto
Matéria seca 946,60 944,50
Energia bruta (MJ/kg) 18,74 18,75
Proteina bruta 320,20 320,30
Lipidios totais 38,50 37,80
Fibra bruta 37,70 54,13
Fibra em detergente acido 20,00 24,50
Fibra em detergente neutro 40,90 67,40
Cinzas 68,18 68,28
Calcio 12,90 13,80
Fosforo 10,40 11,50
Cr203 10,50 10,80
Celulose 10,30 15,30
Arabinoxilanos 37,36 53,69
B-glucanos 0,49 5,79

Arabinoxilanos e B-glucanos', dieta com baixo ou alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos.
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Tabela 3
Composic¢ao analisada dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais das dietas com baixo

ou alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos (g/kg, base na matéria seca).

Arabinoxilanos e B-glucanos!

Aminoacidos

Baixo Alto
Essenciais
Arg 20,30 19,50
His 9,80 10,10
Ile 12,50 11,60
Leu 25,40 22,00
Lys 19,30 20,20
Met 6,90 6,90
Phe 14,60 14,10
Thr 11,00 11,00
Val 13,10 12,40
Nao essenciais
Ala 16,30 14,10
Asp 28,40 23,30
Cys 4,30 4,00
Glu 50,90 61,00
Gly 16,60 17,00
Pro 18,60 21,80
Ser 15,40 15,40
Tyr 9,30 9,00

Arabinoxilanos e B-glucanos!, dieta com baixo ou alto teor de arabinoxilanos e P-

glucanos.

2.3.  Peixes e condig¢oes experimentais

Foram adquiridos 1000 alevinos de tilapia do Nilo (Aquabel, Rolandia, PR, Brasil),
com peso inicial médio de 1,0 = 0,2 g, distribuidos em tanques-rede de I m* (1 x 1 x 1
m) com tela plastica interna (malha com furos de 4 mm) e alimentados com dieta
comercial micro extrusada (0,4 mm didmetro) com 45% de proteina bruta durante 70 dias,
até atingirem 40 g de peso corporal. Em seguida, 300 peixes foram transferidos para o
Laboratério de Aquicultura da Universidade Estadual de Ponta Grossa e adaptados as
instalagdes e manejo durante sete dias.

Durante o periodo de adaptagdo, foram alimentados com as respectivas dietas
experimentais, quatro vezes por dia e até saciedade aparente. Noventa e seis juvenis de
tilapia do Nilo com peso inicial de 50,0 + 1,2 g foram distribuidos em um delineamento
inteiramente ao acaso em esquema fatorial 2 x 2, sendo dois nivel de AB (baixo ou Alto)

e dois indicadores (6xido de cromo ou celulose), com duas repeti¢cdes. Os peixes foram
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distribuidos em oito gaiolas cilindricas (50 L cada), confeccionados com polivinil (malha
de 1,5 cm entre nds), mantidas em aquario de alimentagao (150 L) cilindrico de fibra de
vidro com aeragdo de forma a manter o oxigénio dissolvido entre 6,0 a 6,5 mg/L e
aquecedor acoplado a termostato para manter a temperatura entre 27,8 a 28 °C. Durante
o dia os peixes foram mantidos nos aquarios de alimentagdo, em que receberam seis
refei¢des diariamente (8h, 10h, 11h, 15h, 16h e as 17h). Apos esse periodo, foram
transferidos para os aquarios de coleta de fezes, ¢ permaneciam até a manha do dia
subsequente.

Para coleta das amostras de fezes, foram utilizados oito aquérios conicos (150 L)
confeccionados em fibra de vidro, com coletor de fezes e mantidos com agua com os
mesmos teores de oxigénio e temperatura dos aquarios de alimentagdo. A oxigenacdo dos
aquarios de coleta e digestibilidade foi realizada por meio de sistema com pedras micro
porosas acopladas a mangueiras de silicone com ar fornecido por meio de compressor de
ar radial de 0,5 CV (JKW002, Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil) mantendo o teor de
oxigénio dissolvido entre 6,0 € 6,5 mg/L. Apos a transferéncia dos peixes para os aquarios
de coleta de fezes, efetuava-se a limpeza dos aquarios de alimentagao e apos a coleta de
fezes realizava-se a limpeza dos aquarios de coleta, com substituicao de toda dgua dos
aquarios (Pezzato et al., 2002).

O periodo de coleta de fezes foi de 21 dias. As fezes coletadas foram secas em estufas
de ventilacao for¢ada de ar (HexisHXO00, Jundiai, SP, Brasil) a 55 °C por 48 horas, moidas
em pistilo e armazenadas a -20 °C, para posteriores analises no laboratério CBO —
(Valinhos, SP, Brasil).

Os parametros de qualidade de agua: oxigénio dissolvido (mg/L) e temperatura (°C)
foram monitorados diariamente com uma sonda multi-pardmetro (YSI® 550A,
Florianopolis, SC, Brasil), semanalmente foram determinados o pH (6,5 £ 0,05) com
pHmetro de bancada (TEC-2, Tecnal®, Piracicaba, SP, Brasil). A aménia toxica (0,001 +
0,000 ppm), nitrito (0,001 = 0,000 ppm) e nitrato (0,001 = 0,000 ppm) foram analisados
com kit (Alfakit®, Florianopolis, SC, Brasil).

2.4. Analises laboratoriais e calculos de digestibilidade

As anadlises de matéria seca (método 934,01), matéria mineral (método 942,05),
nitrogénio (método 981,10), extrato etéreo (método 920,85) e fibra bruta (método 991,43)

das dietas experimentais foram determinadas de acordo com a Association of Official
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Analytical Chemists (AOAC, 1995). A proteina bruta foi calculada pelo percentual de
nitrogénio multiplicado por 6,25.

Os teores de 6xido cromo das dietas e fezes foram determinados de acordo com
Bremer-Neto et al. (2005). A celulose foi estimada conforme metodologia sequencial
descrita previamente (Van Soest et al., 1991). Os valores de arabinoxilanos e -glucanos
foram calculados de acordo com: Englyst (1989) e Huisman et al. (1998). As anélises
foram realizadas na "CBO Analises Laboratoriais" (Campinas, Sao Paulo, Brasil).

Os CDA da energia e nutrientes foram determinados pelo método indireto levando
em consideracdo o teor de Cr203 ou celulose das ragdes e das fezes, de acordo com a

formula de (Austreng, 1978).

CDa = 100 — |100 (2 (%Nf>
o = %I, ) * \ %N,

Em que:

CDa) = Digestibilidade aparente da energia ou nutriente;
Ip= % de 6xido de cromio ou celulose na dieta;

Ir = % de 6xido de cromio ou celulose nas fezes;

Nbp = Energia ou nutrientes na dieta;

Nr = Energia ou nutrientes nas fezes.

2.5. Analises estatisticas

As variaveis consideradas foram analisadas de acordo com o modelo matematico:
Yi = U + D;i + I; + DI + ejr, em que: Yy = observacdo k, nos peixes que receberam a
dieta com baixo teor de AB i e alto teor de AB j; U = média geral; D; = efeito do teor de
AB i; [j = efeito do tipo de indicador j; DI; = efeito da intera¢do do teor de AB i *
indicador j; ejx = erro aleatorio associado a cada observacdo. Foi feito o teste de
normalidade dos dados, utilizando o teste do Shapiro-Wilk, analise de homocedasticidade
(igualdade de variancia) usando o teste de Brown Forsythe, feito a andlise paramétrica
dos dados da ANOVA, em caso de teste F significativo para a interacdo (teor de AB x
indicador), realizou-se o desdobramento do fatorial com comparagdo das médias pelo
teste de Tukey com a = 0,05, utilizando-se os Proc GLM do Statistical Analysis System
(Versao, 9.0).
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3. Resultados
3.1. Digestibilidade da energia e dos nutrientes

Os valores médios dos CDA da matéria seca, proteina bruta, energia bruta, fibra
bruta, lipideos totais, célcio e fosforo estdo representados na Tabela 4. Houve interacao
entre o teor de AB e indicador sobre os CDA da matéria seca (P = 0,002), energia bruta
(P = 0,0006), fibra bruta (P = 0,002), calcio (P = 0,031) e fosforo (P = 0,044), sendo
observado melhores resultados nos peixes que receberam dieta com baixo teor de AB,
utilizando o 6xido de cromo como indicador. Nao houve interagao (P>0,05) entre o teor
de AB e o tipo de indicador para o CDA da proteina bruta (P = 0,899) e lipidios (P =
0,086).

Peixes que receberam dieta com baixo teor de AB, apresentaram melhores resultados
nos CDA da matéria seca (0,884 vs 0,791), energia bruta (0,904 vs 0,822), fibra bruta
(0,383 vs 0,104), lipidios (0,868 vs 0,758), calcio (0,427 vs 0,062) e fosforo (0,548 vs
0,250), quando comparados com os peixes que foram alimentados com alto teor de AB
utilizando o 6xido de cromo como indicador. Observou-se diferenga entre os indicadores,
em que a celulose superestimou os CDA da matéria seca (P = 0,001), proteina bruta (P =
0,001), energia bruta (P = 0,001), fibra bruta (P = 0,001), lipidios (P = 0,002), calcio (P
=0,001) e fosforo (P = 0,001).



Tabela 4
Coeficientes de digestibilidade aparente (g/kg) da matéria seca, energia bruta, proteina bruta, fibra bruta, lipidios,
calcio e fosforo, por juvenis tilapia do Nilo, alimentadas com dietas formuladas com baixo ou alto teor de

arabinoxilanos e B-glucanos, utilizando 6xido de cromo e celulose como indicadores.

Parametros' MS EB PB FB EE Ca P
Baixo’ Cr 03 0,884 0,904 0,961 0,383 0,868 0,427 0,548
Celulose 0,850 0,869 0,960 0,473 0,824 0,379 0,498
Alto® Cr 03 0,791 0,822 0,938 0,104 0,758 0,062 0,250
Celulose 0,943 0,951 0,983 0,456 0,934 0,744 0,795
EPM* 0,003 0,003 0,002 0,039 0,041 0,004 0,011
AB 0,001 0,007 0,069 0,001 0,013 0,004 0,001
Indicador 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001
AB x indicador 0,002 0,006 0,899 0,002 0,086 0,031 0,044

"Parametros, MS, matéria seca, EB, energia bruta, PB, proteina bruta, FB, fibra bruta, EE, extrato etéreo, Ca,
calcio, P, fosforo; Baixo?, dieta com baixo teor de arabinoxilanos e B-glucanos (AB); Alto’; dieta com alto teor

de arabinoxilanos e B-glucanos; EPM* - erro padrio da média.
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Na Tabela 5 estdo representados os desdobramentos das interacdes fonte e indicador para
matéria seca, energia bruta, fibra bruta, calcio e fésforo. Para os CDA de todos os pardmetros,

houve diferencas (P<0,05) entre os indicadores Cr20s e celulose.

Tabela 5

Desdobramento da interagdo para os coeficientes de digestibilidade da matéria seca, energia
bruta, fibra bruta, calcio e fosforo, por juvenis de tilapia do Nilo, alimentadas com dietas
formuladas com baixo ou alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos, utilizando 6xido de cromo

e celulose como indicadores.

Parametros AB Indicadores
Cr203 Celulose
B Baixo 0.867Aa 0.837Ab
Matéria seca Alto 0.867Aa 0,896Bb
) Baixo 0.886Aa 0.863Ab
Energia bruta Alto 0,885Aa 0,910Bb
‘ Baixo 0,428Aa 0,243Ab
Fibra bruta Alto 0,430Aa 0,614Bb
o Baixo 0,403Aa 0,244Ab
Calcio Alto 0,403Aa 0,561Bb
, Baixo 0,523Aa 0.399Ab
Fosforo Alto 0,522Aa 0,646Ab

AB!, dieta formulada com baixo ou alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos. Médias seguidas
de letras maiusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si para o fator ingrediente e

letras minusculas diferentes na mesma linha diferem entre si para o fator indicador (Tukey 5%).

3.2. Digestibilidade dos aminodcidos essenciais e ndo essenciais

Os valores dos CDA dos aminoacidos essenciais € ndo essenciais sao apresentados na
Tabela 6. Observou-se interagdo entre o teor de AB e indicador utilizado nos CDA dos
aminoacidos essenciais da leucina (P = 0,001), isoleucina (P = 0,009), fenilalanina (P = 0,006),
treonina (P = 0,031), valina (P = 0,011). Os melhores CDA foram obtidos nos peixes
alimentados com dieta contendo baixo teor de arabinoxilanos e B-glucanos e 6xido de cromo
como indicador. Nao houve interagdo (P>0,05) para os CDA da arginina, histidina, lisina e

metionina. Houve interagdo nos CDA dos aminodcidos ndo essenciais alanina (P = 0,017) e
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tirosina (P = 0,038). Os melhores CDA foram obtidos nos peixes alimentados com dieta
contendo baixo teor de AB e o 6xido de cromo como indicador. Nao houve interagdo para os
CDA da cistina (P = 0,474), 4cido aspartico (P = 0,107), acido glutamico (P = 0,250), glicina
(P=0,917), prolina (P = 0,147) e serina (P = 0,495)

Observou-se efeito do teor de AB sobre os CDA dos aminoacidos ndo essenciais, alanina
(P = 0,002), 4cido aspartico (P = 0,017) e tirosina (P = 0,003), com os melhores valores em
peixes alimentados com dieta com baixo teor de AB e 6xido de cromo como indicador. Nao
houve efeito para os CDA da cistina (P = 0,128), acido glutdmico (P = 0,160), glicina (P =
0,296) e serina (P = 0,112). Houve efeito (P < 0,05) do indicador nos CDA de todos os
aminodcidos essenciais € ndo essenciais, com os maiores valores nos peixes alimentados com
dieta contendo alto teor de AB e usando a celulose como indicador.

Observou-se efeito do teor de AB sobre os CDA dos aminoacidos essenciais para arginina
(P =0,028), histidina (P = 0,006), leucina (P = 0,001), isoleucina (P = 0,003), metionina (P =
0,002), fenilalanina (P = 0,003), treonina (P = 0,003) e valina (P = 0,009). Nao foram
observados efeitos para os CDA da lisina (P = 0,079). Os melhores valores foram observados
nos peixes alimentados com dieta contendo baixo teor de AB e utilizando o 6xido de cromo
como indicador.

Na Tabela 7 estao representados os desdobramentos das interagdes teor de AB e indicador
para leucina, isoleucina, fenilalanina, treonina, valina, alanina e tirosina. Para os CDA e
indicador para leucina, isoleucina, fenilalanina, treonina, valina, alanina e tirosina houve
diferengas (P < 0,05) entre o teor de AB e indicador, com os maiores obtidos nos peixes

alimentados com a dieta contendo alto teor de AB e utilizando a celulose como indicador.



Tabela 6
Coeficientes de digestibilidade aparente dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais, por juvenis tilapia do Nilo, alimentadas com dietas

formuladas com baixo ou alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos, utilizando 6xido de cromo e celulose como indicadores.

Aminoacidos Baixo! Alto? Valor de P

Cn03 Celulose Cnn0s3 Celulose EPM? AB Indicador AB x indicador
Essenciais
Arg 0,987 0,983 0,976 0,994 0,005 0,028 0,004 0,164
His 0,980 0,976 0,965 0,990 0,002 0,006 0,001 0,058
Leu 0,971 0,965 0,950 0,986 0,003 0,001 0,001 0,001
Ile 0,964 0,960 0,940 0,984 0,002 0,003 0,001 0,009
Lys 0,982 0,980 0,970 0,992 0,001 0,079 0,001 0,708
Met 0,988 0,987 0,980 0,995 0,006 0,002 0,001 0,150
Phe 0,971 0,966 0,950 0,976 0,004 0,003 0,001 0,006
Thr 0,948 0,934 0,917 0,985 0,001 0,003 0,001 0,031
Val 0,960 0,952 0,931 0,981 0,002 0,009 0,001 0,011
Nao essenciais
Ala 0,966 0,953 0,946 0,988 0,009 0,002 0,001 0,017
Cys 0,960 0,953 0,932 0,982 0,006 0,128 0,007 0,474
Asp 0,991 0,988 0,984 0,996 0,003 0,017 0,005 0,107
Glu 0,991 0,992 0,987 0,997 0,002 0,160 0,006 0,250
Gly 0,957 0,955 0,931 0,981 0,003 0,296 0,002 0,917
Pro 0,970 0,970 0,953 0,987 0,021 0,460 0,001 0,147
Ser 0,973 0,969 0,954 0,988 0,001 0,112 0,003 0,495
Tyr 0,971 0,965 0,961 0,986 0,003 0,003 0,001 0,038

Baixo!, dieta com baixo teor de arabinoxilanos e B-glucanos (AB); Alto?; dieta com alto teor de arabinoxilanos e -glucanos; EPM? - erro

padrao da média.



Tabela 7

51

Desdobramento da interacdo para os coeficientes de digestibilidade dos aminoacidos

leucina, isoleucina, fenilalanina, treonina, valina, alanina e tirosina, por juvenis tilapia do

Nilo, alimentadas com dietas contendo baixo e alto teor de arabinoxilanos e -glucanos

utilizando 6xido de cromo e celulose como indicadores.

Parimetros AB! Indicadores
CR,03 Celulose
Leu Baixo 0,968Aa 0,960Aa
Alto 0,969Aa 9,975Ba
Ile Baixo 0,962Aa 0,952Aa
Alto 0,960Aa 0,972Ba
Phe Baixo 0,968Aa 0,960Aa
Alto 0,963Aa 0,971Ba
Thr Baixo 0,941Aa 0,932Aa
Alto 0,951Aa 0,952Ba
Val Baixo 0,951Aa 0,945Aa
Alto 0,956Aa 0,966Ba
Ala Baixo 0,959Aa 0.956Aa
Alto 0,967Aa 0,970Ba
Tyr Baixo 0,968A 0,966Aa
Alto 0,973A 0,975Ba

AB!, dieta formulada com baixo ou alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos. Médias

seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si para o fator

ingrediente e letras minusculas diferentes na mesma linha diferem entre si para o fator

indicador (Tukey 5%).

4. Discussao

4.1. Digestibilidade da energia e dos nutrientes

No presente estudo, peixes alimentados com dieta contendo baixo teor apresentaram

maiores CDA da matéria seca, energia bruta, fibra bruta, extrato etéreo, calcio e fosforo

em relacdo aos peixes que consumiram dieta com alto teor de AB.

Os valores dos CDA da energia e dos nutrientes da dieta com alto teor de AB estao

relacionados com a quantidade de fibra, teor de amido dos cereais, teor de amilose e

amilopectina, e teor de fibra bruta, os AB pioram os CDA devido a influéncia desses
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constituintes sobre a taxa de passagem, viscosidade da digesta, menor atuacdo das
enzimas digestivas, interferindo na absor¢ao dos nutrientes (Madar e Thorne 1987).

Em relagao aos CDA obtidos na dieta baixo teor de AB, os menores CDA da energia
bruta, calcio e fosforo da dieta com alto teor de AB também estdo associados com altos
teores de PNA dessa dieta. O maior contetido de AB presentes no trigo em relagdo ao
milho, atuam negativamente na digestibilidade da energia e a menor disponibilidade de
minerais ja que aumentam a viscosidade da digesta e diminuem a agdo das enzimas
endogenas sobre os substratos e consequentemente a absor¢ao dos nutrientes (Zijlstra et
al., 2010). Os PNA também atuam, prejudicando a saide intestinal e desempenho dos
animais (Castillo e Gatlin III, 2015).

Foram observados valores elevados da utilizacao da fracao fibrosa da dieta com baixo
e alto teor de AB quando o 6xido de cromo foi utilizado como indicador. Zhou et al.
(2013) relataram alteragdes nas espécies de bactérias e densidade da microbiota intestinal
de carpa capim (Ctenopharyngodon idella) alimentadas com dietas suplementadas com
celulase. Os efeitos da adicdo de carboidrases sobre a composicdo da comunidade
bacteriana do intestino ja foram demonstrados em tilapias do Nilo (Pedrotti et al., 2015).
Os resultados do presente trabalho evidenciam a necessidade de estudos para quantificar
a digestibilidade da fibra em tilapias alimentadas com dietas que possuem diferentes
teores de AB com adi¢ao de carboidrases relacionando os resultados com a microbiota
intestinal.

A superestimacgao da fibra bruta com o uso da celulose como indicador pode estar
relacionado com a capacidade da tilapia do Nilo em degradar fragdes da fibra bruta. A
presenca de carboidrases enddgenas pode interferir na recuperacdo do indicador e
consequentemente nos CDA da energia e dos nutrientes. Taniguchi e Takano (2004)
observaram alta atividade de B-galactosidases nas partes anterior e média do intestino de
tilapia do Nilo, com capacidade de degradar varios polissacarideos. A microbiota
intestinal produz enzimas que atuam sobre substratos de dificil digestdo como a celulose
(Smith, 1989). As fontes de carboidratos dietéticos utilizados em dietas para peixes
apresentam variacao na estrutura das paredes celulares que envolve o amido, viscosidade
da digesta e atividade de fermentacao microbiana interferindo nos CDA dos nutrientes
(Bach Knudsen, 2001).

Foram observados melhores resultados de CDA da energia e nutrientes quando o
oxido de cromo foi utilizado como indicador. Comparando-se com dados da literatura, no

presente trabalho foram observados valores superestimados de CDA quando celulose foi
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utilizada como indicador. A utilizagdo de celulose como indicador resultou em valores
superestimados dos CDA da matéria seca, energia bruta, fibra bruta, célcio, fosforo e dos
aminoacidos essenciais € nao essenciais, devido ao teor de arabinoxilanos e -glucanos.
A auséncia de interacdo nos CDA da proteina bruta e extrato etéreo estéd relacionada com

a elevada atuacdo das enzimas endogenas sob esses substratos no intestino.

4.2.  Digestibilidade dos aminodcidos essenciais e ndo essenciais

No presente estudo, os CDA dos aminoacidos essenciais € nao essenciais foram
melhores em peixes que consumiram a dieta com baixo teor de AB, comprovando o efeito
antinutricional desses PNA em dietas para peixes. Esses resultados estdo relacionados
com o menor teor de fibra das dietas, sendo necessario o uso de enzimas exogenas para
maximizar a digestibilidade dos aminoéacidos em peixes alimentados com dietas conteudo
elevados teores de PNA. As tilapias possuem bom aproveitamento dos aminoacidos e
amido e a adi¢do de carboidrases permite hidroélise das fragdes de AB maximizando o
aproveitamento energético e proteico (Oliveira et al., 2007).

O menor teor de AB da dieta permite melhor degradacdo das fragdes de
polissacarideos presentes na parede celular dos ingredientes. Entretanto, na dieta a com
alto teor de AB as enzimas enddgenas nao conseguem degradar completamente esses
PNA que acabam interferindo negativamente na digestibilidade dos aminoacidos e
desempenho dos peixes. A elevada taxa de crescimento dos peixes durante a fase juvenil,
estd diretamente relacionada a deposicdo de tecido muscular, os aminoacidos estdo
relacionados diretamente com crescimento e eficiéncia de utilizacdo da proteina
(aminodcidos) (Castillo e Gatlin III, 2015).

Os resultados do presente estudo demostraram que o tipo de indicador utilizado nos
ensaios de digestibilidade pode influenciar nos resultados dos CDA da energia e
nutrientes. O teor de AB da dieta interfere nos CDA da energia, proteina, aminoacidos e
minerais, evidenciando a importancia de estudos de digestibilidade com o uso de
carboidrases para melhorar os CDA da energia e dos nutrientes de dietas para tilapias do

Nilo.
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5. Conclusao

A celulose nio ¢ recomendada como indicador para determinar os coeficientes de
digestibilidade aparente da energia e nutrientes, independente do teor de arabinoxilanos

e B-glucanos em dietas para tilapias do Nilo.
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I1I - Digestibilidade aparente da energia e nutrientes de dietas contendo baixo e
alto teor de arabinoxilanos e B-glucano com adicio de xilanase e p-glucanase para

juvenis de tilapias do Nilo

RESUMO: Este estudo foi realizado para determinar os coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA) da energia, proteina bruta, aminoacidos, lipidios e minerais de dietas com
baixo ou alto teor de arabinoxilanos e B-glucano (AB), sem ou com xilanase e -glucanase
(XB) para juvenis de tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus. Noventa e seis juvenis de
tilapias do Nilo (60,0 = 1,4 g) foram distribuidos em um delineamento inteiramente ao
acaso em esquema fatorial 2 x 2, com duas repeti¢des, avaliando dois teores de AB (baixo
ou alto) e dois niveis de XB (0 ou 0,2 g/kg). Os peixes foram distribuidos em aquarios de
digestibilidade (150 L) e as fezes foram coletadas pelo sistema modificado de Guelph
durante 21 dias. Houve interacao entre o teor de AB e enzima sobre os CDA da matéria
seca (P =0,007), calcio (P =0,033) e fosforo (P = 0,048) e os maiores CDA foram obtidos
em peixes que consumiram a dieta com baixo teor de AB. Houve efeito (P<0,05) da
adi¢do de XB sobre os CDA da energia e nutrientes. Os maiores CDA da matéria seca,
energia bruta, proteina bruta, fibra bruta e calcio foram observados em peixes alimentados
com dieta com alto teor de AB com XB. Nao foi observada interagdao (P>0,05) entre o
teor de AB ¢ adigdo de XB sobre os CDA dos aminoacidos essenciais € ndo essenciais.
Foi observada diferenga para o teor de AB sobre os CDA da histidina (P = 0,023) e valina
(P = 0,002), em que os maiores resultados foram obtidos nos peixes alimentados com
baixo teor de AB em relacdo aos peixes alimentados com alto teor de AB. Observou-se
efeito da adi¢do de XB no CDA valina (P =0,025) e os melhores CDA foram observados
em peixes alimentados com baixo teor de AB sem adi¢ao de XB. Nao foi observado efeito
da adicao de XB sobre os CDA da arginina (P = 0,377), histidina (P = 0,073), leucina (P
=0,138), isoleucina (P = 0,133), lisina (P = 0,192), metionina (P = 0,816), fenilalanina
(P = 0,130) e treonina (P = 0,133). A adicdo de xilanase e B-glucanase melhora os
coeficientes de digestibilidade aparente da energia e dos nutrientes de dietas formuladas

com alto teor de arabinoxilanos e -glucanos.

Palavras-chave: aminoacidos, enzimas exogenas, glucanase, parede celular,

polissacarideos ndo amilaceos.

Abreviacdes: AB, arabinoxilanos e B-glucanos; CDA, coeficientes de digestibilidade

aparente; PNA, polissacarideos ndo amilaceos; XB, xilanase e -glucanase.
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I1I - Apparent digestibility of energy and nutrients from diets containing low and
high content of arabinoxylans and p-glucan with xylanase and pB-glucanase

addition for Nile tilapia juveniles

ABSTRACT: This study was carried out to determine the apparent digestibility
coefficients (ADC) of energy, crude protein, amino acids, lipids and minerals in diets
with low or high arabinoxylans and B-glucan content, without or with xylanase and f3-
glucanase (XB) for Nile tilapia juveniles, Oreochromis niloticus. Ninety-six Nile tilapia
juveniles (60.0 £ 1.4 g) were distributed in a completely randomized design in a 2 x 2
factorial scheme, with two replicates, evaluating two AB levels (low or high) and two XB
levels (0 or 0.2 g/ kg). The fish were distributed in digestibility aquaria (150 L each) and
the feces were collected by the modified Guelph system for 21 days. There was interaction
between AB content and enzyme on the ADC of dry matter (P = 0.007), calcium (P =
0.033) and phosphorus (P = 0.048), and higher ADC were observed in fish fed with high
AB content with XB. There was XB effect (P < 0.05) on energy and nutrients ADC and
the best ADC values of dry matter, crude energy, crude protein, crude fiber and calcium
were observed in fed wheat-based diets with XB. No interaction (P > 0.05) was observed
between the AB content and XB addition on the ADC of essential and non-essential
amino acids. A difference was observed for AB content on the histidine (P = 0.023) and
valine (P = 0.002) ADC, in which the highest results were obtained in fish fed with low
AB content in relation to high AB content. There was XB addition effect on valine ADC
(P =10.025) and the best ADC were observed in fish fed with low AB content without XB
addition. No XB addition effect was observed for arginine (P = 0,377), histidine (P =
0.073), leucine (P = 0.138), isoleucine (P = 0.133), lysine (P = 0.192), methionine =
0.816), phenylalanine (P = 0.130) and threonine (P = 0.133).The xylanase and [-
glucanase addition improves the apparent energy and nutrients digestibility coefficients

diets formulated with high arabinoxylans and B-glucans content.

Key words: amino acids, exogenous enzymes, glucanase, cell wall, non-starch

polysaccharides.

Abbreviations: AB, arabinoxylans and B-glucans; ADC, coefficients of apparent

digestibility; NSP, non-starch polysaccharides, XB, xylanase and B-glucanase.
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1. Introducao

A soja, o milho e o trigo e os coprodutos tém sido utilizados para elaborar dietas mais
econdOmicas e sustentaveis para tilapias (Vidal et al. 2015, 2017). Entretanto, possuem
polissacarideos nao amilaceos (PNA) que exercem efeitos fisiologicos negativos sobre a
digestdo e absor¢do dos nutrientes, com implicagdes sobre o desempenho produtivo e
saude dos peixes (Zijlstra et al., 2010).

O aumento da viscosidade do quimo no intestino, reduz a atividade das enzimas
digestivas sobre os nutrientes, com particular importancia sobre a diminuicdo da
digestibilidade da gordura pela inativagdo dos sais biliares e aumento na secregdo
pancreatica de enzimas (Classen, 1996), reduzindo o valor energético dos alimentos.
Além disso, os PNA causam aumento da viscosidade intestinal, que consequentemente
resulta em taxa reduzida de digestdo, absor¢do de nutrientes e redu¢do do consumo
(Zijlstra et al., 2010) e comprometem o desempenho dos animais (Conte et al., 2003).

Os arabinoxilanos e B-glucanos de ligagcdo mista sdo os principais componentes das
paredes celulares das plantas e ndo sdo digeridos pelos peixes (Adeoye et al., 2016). Os
arabinoxilanos, que sdo constituidos de arabinoses e xiloses, sdo os principais PNA
presentes no milho. Na soja, os arabinoxilanos constituem 4,21% dos PNA (Malathi e
Devegowda 2001), enquanto o trigo apresenta 83 e 9,8% de PNA, sendo os
arabinoxilanos os seus principais constituintes, compreendendo 50% deste total (Henry,
1987, Steenfeldt et al., 1995).

O uso de enzimas microbianas na alimentacdo animal ¢ a forma mais eficiente para
melhorar o aproveitamento do carboidrato dos cereais e leguminosas ricos em PNA
(Classen, 1996). Enzimas exdgenas como xilanases e B-glucanases sdo capazes de
degradar alguns componentes da parede celular da planta, reduzindo seu peso molecular
(Adeoye et al., 2016) e a viscosidade do intestino (Zijlstra et al. 2010; Bedford e
Cowieson 2012), melhorando os coeficientes digestibilidade aparente (CDA) da energia
e nutrientes (Gomes et al., 2018).

Nos ultimos anos, as enzimas exodgenas foram utilizadas para aumentar a
disponibilidade dos nutrientes de alimentos de origem vegetal em dietas para peixes.
Entretanto, os resultados obtidos ainda sdo inconsistentes (Adeola e Cowieson 2011;
Kumar et al. 2012; Castillo e Gatlin 2015), pelo o nivel de adigdo e teor de PNA na dieta,
principalmente arabinoxilanos e B-glucanos. Com os avangos na nutricdo de tilapias,

torna-se importante a aplicacdo do conceito de “Nutricdo de Precisdo”, havendo
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necessidade de determinagdo dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da
energia e nutrientes, incluindo aminodcidos, para elaborar de dietas comerciais que
atendam as exigéncias nutricionais. Além disso, com a utilizagdo de carboidrases, ha
melhoria do valor nutritivo da dieta, contribuindo para melhorar a resposta econdmica da
criacdo de tildpias de forma ambientalmente sustentavel. Assim, a presente pesquisa foi
realizada com o objetivo de determinar os CDA da energia e nutrientes de dietas com
diferentes teores arabinoxilanos e B-glucanos, com ou sem adi¢ao de xilanase e [3-

glucanase para juvenis de tilapias do Nilo.

2. Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de Aquicultura da Universidade Estadual
de Ponta Grossa — UEPG, Ponta Grossa-PR. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade Estadual de Ponta Grossa — UEPG, com Certificado Experimental para
o uso de Animais em Pesquisa-CEUA, sob o protocolo 879/2018.

2.1.  Dietas experimentais

As dietas foram misturadas, moidas ¢ extrusadas no Laboratorio de Nutricdo de
Peixes (AquaNutri, Botucatu, SP, Brasil). A moagem foi realizada em moinho centrifugo
em peneiras de 0,8 mm (Viera MC 680B), Tatui, SP, Brasil) e extrusadas em extrusora
de rosca simples com matriz de 3 mm com um furo, trés “facas” com rotagao de 40/min
e temperatura de 105°C (Exteec EX30, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), obtendo granulos com
diametros de 4 a Smm e secas em estufa de ventilagao for¢ada de ar (HexisHX00, Jundiai,
SP, Brasil) 55°C, durante 24 horas. As dietas experimentais foram formuladas com base
em alimentos de origem vegetal tendo milho ou trigo como principais fontes de energia,
com diferentes niveis de arabinoxilanos e B-glucanos (Tabela 1) e para atender as
exigeéncias dietéticas de juvenis de tilapias do Nilo (NRC, 2011), conforme descrito nas
Tabelas 2 e 3. As dietas foram elaboradas com base em valores de composicao dos
alimentos previamente analisadas e confirmadas por anélises das dietas apds extrusao e

secagem.



62

Tabela 1
Composicao das dietas experimentais (g/kg).
Ingredientes Baixo' Alto’
0/0,2 0/0,2
Milho 489,40 0,00
Farelo de Soja 399,00 295,00
Farinha de Peixe 80,00 80,00
Farinha de Trigo 0,00 579,00
Amido de Milho 0,00 7,70
DL-Metionina 2,50 2,70
L-Lisina 2,00 5,00
L-Treonina 0,00 0,90
L-Histidina 2,00 2,70
L-Triptofano 0,10 0,00
Fosfato Bicalcico 14,20 16,00
Sup. min. e vitaminico® 5,00 5,00
Antioxidante 0,20 0,20
Antifingico* 1,00 1,00
Natugrain® 0,00 0,20
Sal 3,50 3,50
Cr03 1,10 1,10
Total 1000 1000

'Dieta com baixo teor de AB sem ou com adigio de 0,2 g/kg de xilanase e B-glucanase;
Dieta com alto teor de AB, sem ou com adi¢do de xilanase e B-glucanase; *Misturas de
minerais e vitaminas (composi¢ao por kg de dieta): vitamina A, 600 UI; vitamina D3, 1,000
UI; vitamina E, 60 mg; vitamina K3, 12 mg; vitamina Bi, 24 mg; vitamina B2, 24 mg;
vitamina Be, 20 mg; vitamina B12, 24 mg; 4cido folico, 6 mg; Pantotenato D-célcio, 60
mg; 4cido ascorbico, 240 mg; biotina, 0,24 mg; colina, 325 mg; acido nicotinico, 120 mg;
ferro, 50 mg; sulfato de cobre, 3 mg; sulfato de manganés, 20 mg; sulfato de zinco, 30 mg;
iodeto de potassio, 0,1 mg; selénio, 0,1mg; ‘Antioxidante - Banox ® (Alltech Agroindustrial
Ltda, Sao Paulo, Brasil); *Antifungico, Mold Zap Aquatica®, composi¢do: dipropionato de
amonio, acido acético, acido sorbico e acido benzoico (Alltech Agroindustrial Ltda, Sao
Paulo, Brasil); *Natugrain®, complexo enzimatico constituido por endo-1,4-beta-xilanase

(5600 TXU/g) e endo-1,4-beta-glucanase (2500 TGU/g), fornecida pela empresa BASF.

Foi adicionado na dieta 0,20 g/kg de xilanase e B-glucanase liquida (Natugrain®,
Basf, Ludwigshafen am Rhein, Alemanha), complexo enzimatico constituido por endo-
1,4-beta-xilanase 5600 TXU/g e endo-1,4-beta-glucanase 2500 TGU/g. Preparou-se uma
solugdo “mae” em que se diluiu 10 ml de Natugrain® em 990 ml de 4gua destilada, em

seguida adicionou-se 20 ml da solu¢do made em 300 ml de agua destilada, essa foi
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aspergida on top na dieta de forma parcelada e homogénea. Posteriormente a ragdo foi

seca em estufa com circulagao forcada de ar (HexisHX00) Jundiai, SP, Brasil) a 42°C por

2 horas.
Tabela 2
Composic¢ao analisada das dietas experimentais (g/kg, base na matéria seca).
Nutrientes Baixo' Alto?
0/0,2 0/0,2
Matéria seca 941,40 940,60
Energia bruta (kcal/g) 4503,01 4.491,32
Proteina bruta 314,21 314,20
Lipidios brutos 38,35 37,10
Fibra bruta 33,70 54,13
Cinza 68,00 68,20
Calcio 12,90 13,75
Fosforo 10,50 11,55
Arabinoxilanos 37,36 54,69
B-glucanos 0,49 5,79
Viscosidade (pa. s)° 103/71 155/61
4TXU/0,20 g ND/1131,99 ND/1128,99
STGU/0,20 g ND/512,47 ND/510,97
Oxido de Cromo 10,48 10,79

Dieta com baixo teor de AB sem ou com adi¢do de 0,2 g/kg de xilanase e B-glucanase;
Dieta com alto teor de AB, sem ou com adi¢io de xilanase e B-glucanase; *Viscosidade
(pa.s), viscosidade absoluta das dietas na taxa de cisalhamento de 1 a 23 minutos, com
temperatura de 0 a 100°C. *TXU, unidades de Endo-1,4-beta-xilanase termostavel (5.600
TXU/g) e °TGU, unidades de endo-1,4-beta-glucanase termostavel (2500 TGU/g),
fornecida pela empresa BASF: NDS, atividade enzimatica ndo detectada. Os valores de
arabinoxilanos e B-glucanos foram calculados de acordo com Englyst (1989) e Huisman

et al. (1998).
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Composi¢do analisada de aminoacidos essenciais e ndo essenciais das dietas contendo

baixo ou alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos, com ou sem adi¢do de xilanase e

glucanase (g/kg, base na matéria seca).

L Baixo' Alto?

Aminoacidos
0/02 0/0,2

Essenciais
Arg 20,45 19,50
His 9,90 10,05
Isso 12,75 11,85
Leu 25,60 22,10
Lys 19,50 20,35
Met 6,95 7,10
Phe 14,70 14,15
Thr 11,10 11,05
Val 13,25 12,55
Nao essenciais
Ala 16,45 14,20
Asp 27,60 23,35
Cys 4,65 3,90
Glu 51,20 61,20
Gly 16,75 17,15
Pro 18,80 21,90
Ser 15,45 15,30
Tyr 9,45 9,00

'Dieta com baixo teor de AB sem ou com adi¢do de 0,2 g/kg de xilanase e B-glucanase;

’Dieta com alto teor de AB, sem ou com adi¢do de xilanase e B-glucanase.

2.2. Peixes e condi¢oes experimentais

Foram adquiridos 1000 alevinos de tildpia do Nilo (Aquabel, Rolandia, PR, Brasil),

com peso inicial médio de 1,5 + 0,3 g, distribuidos em tanques-rede de 1 m* (1 x 1 x 1 m)

com tela plastica interna (malha com furos de 4 mm) e alimentados com dieta comercial

micro extrusada (0,4 mm didmetro) com 45% de proteina bruta durante 70 dias, até

atingirem 40 g de peso corporal. Em seguida, 300 juvenis de tilapias foram transferidos

para o Laboratério de Aquicultura da Universidade Estadual de Ponta Grossa e adaptados

as instalacdes e manejo durante quinze dias. Durante o periodo de adaptacdo, foram

alimentados com as respectivas dietas experimentais, quatro vezes por dia e até saciedade

aparente. Noventa e seis juvenis de tildpias do Nilo com peso inicial de (60,0 + 1,4 g),

foram distribuidos em delineamento em esquema fatorial 2 x 2, com duas repetigdes,
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sendo dois teor de AB (baixo ou alto), sem ou com adi¢@o de xilanase e -glucanase (0,2
g/kg).

Os peixes foram distribuidos em oito gaiolas cilindricas (50 L cada), confeccionados
com cloreto de polivinil (malha de 1,5 cm entre nos), mantidas em aquarios de
alimenta¢do (150 L cada) com aeracdo de forma a manter o oxigénio dissolvido entre 6,0
a 6,2 mg/L e aquecedor acoplado a termostato para manter a temperatura entre 27 a 28
°C.

Durante o dia, os peixes foram mantidos nos aquarios de alimentagdo, e receberam
seis refei¢des diariamente (8h, 10h, 11h, 15h, 16h e as 17h). Em seguida, os peixes foram
transferidos para os aquarios de coleta de fezes, onde permaneceram até a manha do dia
subsequente. Para coleta das amostras de fezes, foram utilizados oito aquarios conicos
(150 L cada) confeccionados em fibra de vidro, com coletor de fezes ¢ mantidos com
adgua com os mesmos teores de oxigénio e temperatura dos aquarios de coleta. A
oxigenagdo dos aquarios de coleta e digestibilidade foi realizada por meio de sistema com
pedras micro porosas acopladas a mangueiras de silicone com ar fornecido por meio de
compressor de ar radial de 0,5 CV (JKW002, Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil)
mantendo o teor de oxigé€nio dissolvido entre 6,0 ¢ 6,5 mg/L. Apds a transferéncia dos
peixes para os aquarios de coleta de fezes, efetuava-se a limpeza dos aquarios de
alimentacdo e apos a coleta de fezes realizava-se a limpeza dos aquarios de coleta, com
substitui¢do de toda dgua dos aquarios (Pezzato et al., 2002).

O periodo de coleta de fezes foi de 21 dias. As fezes coletadas foram secas em estufas
de ventilacao for¢ada de ar (HexisHX00) Jundiai, SP, Brasil) a 55°C por 48 horas, moidas
em um moinho de bolas e armazenadas a -20 °C, para posteriores analises laboratoriais
(CBO, Valinhos, SP, Brasil).

Cada aquario possuia sistema de aquecimento e oxigenacdo individual e constante, a
temperatura foi controlada com aquecedor acoplado a um termostato mantendo a
temperatura a 27 + 1°C. Aeracdo consistiu de um sistema com mangueiras de silicone
com pedras micro porosas acoplada a um compressor de ar central de 0,5 CV mantendo
o teor de oxigénio dissolvido entre 6,0 e 6,5 mg/L.

Os parametros de qualidade de 4gua: oxigénio dissolvido (mg/L) e temperatura (°C)
foram monitorados diariamente com uma sonda multi-parametro (YSI® 550A,
Florianopolis, SC, Brasil). Semanalmente, foram determinados o pH (6,5 + 0,05) com

pHmetro de bancada (TEC-2, Tecnal®, Piracicaba, SP, Brasil) e a amdnia toxica (0,001 +



66

0,000 ppm), nitrito (0,001 = 0,000 ppm) e nitrato (0,001 = 0,000 ppm) foram analisados
com kit (Alfakit®, Florianopolis, SC, Brasil).

2.3. Viscosidade das dietas experimentais

As analises de viscosidade absoluta das dietas foram realizadas com registros de
dados comuns de temperatura (50 — 100°C) com uma taxa de aquecimento de 6°C por
minuto, mantendo um platd de 95 °C durante 5 minutos, rota¢ao (160 rpm) e tempo (0 —
23 minutos), e dados variaveis de torque (%), no viscosimetro rotacional Brookfield DV-
IT+ PRO ( Newport Scientific, Narabeen, Australia) de acordo com (Demiate et al., 2005;
Zortéa et al., 2011).

2.4.  Andlises laboratoriais e calculos de digestibilidade

As andlises de matéria seca (método 934,01), matéria mineral (método 942,05),
nitrogénio (método 981,10), sendo a proteina bruta calculada pelo percentual de
nitrogénio multiplicado por 6,25, extrato etéreo (método 920,85) e fibra bruta (método
991,43) das dietas experimentais foram determinadas de acordo com a Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 1995). O teor de 6xido de cromo das dietas e fezes
foram determinados de acordo com (Bremer Neto et al.,, 2005). As analises foram
realizadas na "CBO Analises Laboratoriais" (Campinas, Sdo Paulo, Brasil).

Os calculos dos valores digestiveis dos nutrientes e energia foram calculados pela
relacdo entre a composicao quimica das dietas e os CDA dos nutrientes e energia de cada
dieta. Os CDA da matéria seca, nutrientes, energia, aminodcidos e minerais foram
determinados pelo método indireto usando o 6xido de cromo (Cr203) como indicador,
levando em consideracao o teor de (Cr2O3) da ragdo e das fezes, de acordo com a equagao

estabelecida previamente (Austreng, 1978).

CDap = 100 — |100 (2Em20%0 (%Nf)
tm = %Cr5057 ) \UN,,

Em que:

CDa) = Digestibilidade aparente da energia ou nutriente;
Cr203p = % de 6xido de cromio na dieta;

Cr203¢= % de 6xido de cromio nas fezes;

Nbp = Energia ou nutrientes na dieta;

Nt = Energia ou nutriente nas fezes.
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2.5. Analise estatistica

As variaveis consideradas foram analisadas de acordo com o modelo matematico:
Yix = U + D; + E; + Dgij + eijk, em que: Yijx = observacao k, nos peixes que receberam a
dieta com baixo teor de AB i e alto teor de AB j; U = média geral; D; = efeito do teor de
AB i; E; = efeito do nivel da enzima j; Dg;; = efeito da interagdo teor de AB i x enzima j;
eijk = erro aleatério a cada observacdo. Foi feito o teste de normalidade dos dados,
utilizando o teste do Shapiro-Wilk, andlise de homocedasticidade (igualdade de
variancia) usando o teste de Brown Forsythe, feito a andlise paramétrica dos dados da
ANOVA, em caso de teste F significativo para a interacdo (teor de AB x enzima) foi
realizado desdobramento fatorial com comparagao das médias pelo teste de Tukey com a

= 0,05, de acordo com os Proc GLM do Statistical Analysis System (Versao, 9.0).

3. Resultados

3.1. Digestibilidade da energia e dos nutrientes

Houve interacdo significativa entre o teor de AB e a adi¢@o enzimatica nos CDA da
matéria seca (P = 0,007), calcio (P = 0,003) e fosforo (P = 0,048). A adi¢ao de XB
melhorou os CDA da matéria seca (0,805 vs 0,791), calcio (0,131 vs 0,117) e fésforo
(0,287 vs 0,293) da dieta com alto teor de AB, obtendo-se resultados similares aos peixes
que foram alimentados com dieta com baixo teor de AB sem a adigao de XB (Tabela 4).

Observou-se diferenca entre a dieta formulada com baixo e alto teor de AB para os
CDA da matéria seca (P < 0,001), energia bruta (P = 0,002), proteina bruta (P = 0,048),
fibra bruta (P = 0,007), lipideos totais (P =0,024), célcio (P = 0,003) e fésforo (P =0,001),
em que os maiores CDA foram obtidos em peixes alimentados com dieta com baixo teor
de arabinoxilanos e B-glucanos.

Observou-se diferenca para a adigdo de XB sobre os CDA da matéria seca (P =
0,003), energia bruta (P = 0,011), proteina bruta (P = 0,008), fibra bruta (P = 0,006),
lipideos totais (P = 0,048), calcio (P = 0,006) e fosforo (P = 0,004) em que os melhores
valores foram observados nos peixes alimentados com a dieta contendo alto teor de AB e

com adigao de adigcdo de XB.
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Tabela 4
Coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes, matéria seca, energia bruta, calcio e fésforo, por juvenis de tilapias do Nilo alimentadas,

com dietas contendo baixo ou alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos, com ou sem adicao de xilanase e glucanase.

Parametros! MS EB PB FB EE Ca P
Baixo? 0 0,791 0,822 0,941 0,048 0,807 0,117 0,293
0,2 0,821 0,852 0,938 0,075 0,808 0,112 0,280
Alto? 0 0,778 0,804 0,939 0,206 0,750 0,076 0,243
0,2 0,805 0,834 0,942 0,232 0,799 0,131 0,287
EPM* 0,002 0,002 0,003 0,064 0,110 0,012 0,011
AB <,001 0,002 0,048 0,001 0,024 0,003 0,001
Enzima 0,003 0,011 0,008 0,006 0,048 0,006 0,004
AB x Enzima 0,007 0,183 0,496 0,950 0,591 0,033 0,048

Parametros, MS, Matéria seca, EB, energia bruta, PB, proteina bruta, FB, fibra bruta, EE, extrato etéreo, Ca, calcio, P, fosforo; “Dieta com
baixo teor de arabinoxilanos e B-glucanos (AB), sem ou com adi¢do de 0,2 g/kg de xilanase e B-glucanase; *Dieta com alto teor de

arabinoxilanos e B-glucanos, sem ou com adigdo de xilanase e p-glucanase; *EPM, erro padrio da média.
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Na Tabela 5 estdo representados os desdobramentos das interagdes fonte e enzima
para matéria seca, calcio e fésforo. Com os melhores valores observados nos peixes que

foram alimentados com a dieta com alto teor de AB com a adi¢ao de XB.

Tabela 5
Desdobramento da interagdo para os coeficientes de digestibilidade da matéria seca,
calcio e fosforo, por juvenis de tilapias do Nilo alimentadas, com dietas contendo baixo

ou alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos, com ou sem adi¢ao de xilanase e glucanase.

Xilanase e B-glucanase

Parametros AB!
0 0,2
MS Baixo 0,806Aa 0,799Ab
Alto 0,791Aab 0,798Ab
Ca Baixo 0,114Aa 0,096Ab
Alto 0,103Aa 0,121Bb
P Baixo 0,286Aa 0,268Ab
Alto 0,243Ba 0,263Ab

AB!, dieta formulada com baixo ou alto teor de arabinoxilanos e p-glucanos, sem e com
adi¢do de Xilanase e B-glucanase. Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na
mesma coluna diferem entre si para o fator ingrediente e letras mintsculas diferentes na

mesma linha diferem entre si para o fator enzima (Tukey 5%).

A adicdo de XB na dieta com alto teor de AB aumentou o valor de energia digestivel
em 134 kcal/kg, em relacdo a dieta com alto teor de AB que nao foi adicionada a XB

(3745 vs 3611), conforme o ilustrado na figura 1.
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Figura 1. A - Energia digestivel de dieta com baixo e alto teor de arabinoxilanos e j3-
glucanos; B — Efeito da adigdo de xilanase e B-glucanase (0 ou 0,2 g/kg) nas dietas com
baixo e alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos. Os dados foram comparados pelo teste

de Tukey ao nivel de 0,05 de significancia.

3.2. Digestibilidade dos aminodcidos

Nao foi observada interagdo nos CDA dos aminoacidos essenciais € ndo essenciais
(P>0,05). Foi observada diferenca para o teor de AB sobre os CDA da histidina (P =
0,023) e valina (P = 0,002), em que os maiores resultados foram obtidos nos peixes
alimentados com dieta com baixo teor de AB em relagdo a dieta com alto teor de AB.
Nao observou efeito do teor de AB nos CDA da arginina (P = 0,080), isoleucina (P =
0,126), lisina (P = 0,545), metionina (P = 0,542), fenilalanina isoleucina (P = 0,121) e
treonina isoleucina (P = 0,118). Os CDA dos aminoacidos essenciais € ndo essenciais
estdo apresentados na Tabela 6.

Observou-se efeito da adicdo de XB no CDA valina (P = 0,025) e os melhores CDA
foram observados em peixes alimentados com dieta contendo baixo teor de AB. Nao foi
observado efeito da adi¢do de XB sobre os CDA da arginina (P = 0,377), histidina (P =
0,073), leucina (P = 0,138), isoleucina (P = 0,133), lisina (P = 0,192), metionina (P =
0,816), fenilalanina (P = 0,130) e treonina (P = 0,133).

Verificou-se efeito do teor de AB sobre os CDA dos aminoacidos ndo essenciais
alanina (P = 0,003), acidos aspartico (P =0,039), prolina (P =0,021) e tirosina (P = 0,004),
para a alanina, acido aspartico e tirosina (0,945, 0,986, 0,948 e 0,956 respectivamente) e

os melhores valores de CDA foram obtidos em peixes alimentados com dieta com baixo
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teor de AB. Para prolina (P =0,021) o melhor CDA foi observado nos peixes alimentados
com dieta contendo alto teor de AB. Nao houve efeito da dieta nos CDA da cistina (P =
0,162), acido glutamico (P = 0,286), glicina (P = 0,613) e serina (P = 0,594).
Observou-se efeito da adicdo de XB sobre os CDA da tirosina (P = 0,049), obtendo-
se 0 maior resultado nos peixes alimentados com dieta contendo baixo teor de AB, sem
adi¢ao de XB. Nao houve efeito da adicdo de XB sobre os CDA dos aminoacidos ndo
essenciais alanina (P = 0,883), cistina (P = 0,497), acido aspartico (P = 0,269), acido
glutamico (P = 0,081), glicina (P = 0,864), prolina (P = 0,483) e serina (P = 0,514).



Tabela 6
Coeficientes de digestibilidade aparente dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais por juvenis de tildpias do Nilo

alimentadas, com dietas contendo diferentes fontes de energia, com ou sem adi¢do de xilanase e glucanase .

Aminoaci Baixo? Alto? Valor-P
minoacidos
0 0,2 0 0,2 EPM* AB  Enzima ABx Enzima
Essenciais
Arg 0,979 0,976 0,975 0,978 0,001 0,080 0,377 0,316
His 0,969 0,965 0,964 0,968 0,007 0,023 0,073 0,328
Leu 0,954 0,950 0,949 0,953 0,001 0,024 0,138 0,133
Ile 0,945 0,940 0,940 0,945 0,002 0,126 0,133 0,916
Lys 0,972 0,970 0,971 0,972 0,001 0,545 0,192 0,630
Met 0,978 0,980 0,981 0,979 0,011 0,542 0,816 0,417
Phe 0,955 0,950 0,950 0,955 0,008 0,121 0,130 0,433
Thr 0,919 0,907 0,906 0,918 0,004 0,118 0,133 0,089
Val 0,940 0,931 0,927 0,936 0,009 0,002 0,025 0,500
Nao essenciais
Ala 0,945 0,936 0,928 0,937 0,002 0,003 0,883 0,309
Cys 0,937 0,932 0,930 0,935 0,007 0,162 0,497 0,414
Asp 0,986 0,984 0,982 0,985 0,008 0,039 0,269 0,502
Glu 0,988 0,987 0,989 0,989 0,004 0,286 0,081 0,460
Gly 0,930 0,931 0,933 0,932 0,013 0,613 0,864 0,328
Pro 0,948 0,953 0,951 0,956 0,001 0,021 0,483 0,139
Ser 0,956 0,954 0,955 0,956 0,004 0,594 0,514 0,320
Tyr 0,956 0,950 0,947 0,953 0,008 0,004 0,050 0,635

ICoeficientes de digestibilidade aparente dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais; “Dieta com baixo teor de
arabinoxilanos e B-glucanos (AB), sem ou com adigdo de 0,2 g/kg de xilanase e B-glucanase (XB); *Dieta, com alto

teor de AB, sem ou com adicdo de xilanase e p-glucanase; “EPM, erro padrio médio.
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4. Discussio
4.1. Digestibilidade da energia e dos nutrientes

No presente estudo, o CDA de matéria seca, calcio e foésforo da dieta com alto teor
de AB melhorou com o uso da XB. Esses resultados estdo associados a degradacao da
parede celular do trigo pela XB, reduzindo o peso molecular dos arabinoxilanos e -
glucanos, reduzindo a viscosidade da dieta e aumentando o tempo de digestdo,
melhorando assim o CDA da matéria seca, nutrientes e minerais (Castillo e Gatlin III,
2015; Zijlstra et al., 2010). A reducao na viscosidade da digesta melhor os CDA da
energia e nutrientes (Maas et al., 2018). A maior disponibilidade dos minerais em dietas
para peixes com adi¢do de XB ja foi demonstrada (Ogunkoya et al., 2006; Oliveira et al.,
2007).

A adicao de XB reduziu a viscosidade absoluta da dieta com alto teor de AB de 155
para 61, comprovando a atuagao das enzimas adicionadas sobre os respectivos substratos,
resultando em diminui¢do na viscosidade intestinal. Os efeitos da adi¢cdo de XB ja foi
demonstrado em dietas para suinos (Owusu-Asiedu et al., 2010; Yin et al., 2001), sendo
essa a primeira referéncia sobre os efeitos da inclusdo de XB sobre a redugdo da
viscosidade de dietas para tilapias do Nilo.

A adi¢@o de XB melhora a disponibilidade de P e Ca de dietas a base de trigo porque
a maioria dos minerais no trigo estad associada a fibra dietética, especialmente com os
PNA. A xilanase libera o P e Ca ligados durante os processos de clivagem dos PNA
(Frolich & Asp, 1995). A cerca de 40% do Ca e 30 % do P presentes na parede celular do
trigo estdo presente na parede celular e ndo estdo associados com o fitato. Dessa forma, a
XB atuam sobre os arabinoxilanos e B-glucanos, aumentando a disponibilidade desses
minerais associados com a fibra (Kim et al., 2005). O aumento da disponibilidade do
calcio e fosforo com o uso da XB contribui para melhorar o atendimento das exigéncias
nutricionais dos peixes, minimizar a excre¢do dos minerais para o meio ambiente e para
reduzir a inclusdo de minerais inorganicos em dietas para tilépias.

Os melhores CDA da energia e dos nutrientes foram obtidos em peixes que
receberam a dieta com baixo teor de AB, em virtude da melhor digestdo e disponibilidade
dos nutrientes dessa dieta em relacdo ao observado com as dietas com alto teor de AB.
Entretanto, o uso da XB na dieta com alto teor de AB melhorou a digestibilidade da
energia e dos nutrientes, resultando em dieta nutricionalmente semelhante em relacao a

dieta elaborada com baixo teor de AB. A parede celular dos cereais e leguminosas ¢é
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constituida principalmente por celulose, hemicelulose, arabinoxilanos e uma fragdo
menor de B-glucanos. A XB degradam os respectivos substratos da parede celular,
permitindo a hidratacdo e consequentemente a atuacao das proteases e amilases,
melhorando a digestao da proteina e amido (Sinha et al., 2011).

A adicao de XB nao melhorou os CDA da dieta com baixo teor de AB por causa da
baixa quantidade de arabinoxilanos e B-glucanos para atuagdo das enzimas adicionadas.
O tipo e nivel de PNA presentes nas dietas influenciam os efeitos da atuacao das enzimas
exogenas, principalmente pelas influéncias sobre a viscosidade e taxa de passagem da
digesta (Glencross et al., 2012). Destaca-se no Brasil que a farinha e farelo de trigos sdo
alimentos empregados em dietas para tilapias objetivando melhoria da qualidade fisica
dos pellets e contribuindo para a flutuabilidade dos pellets. Assim, as enzimas avaliadas
no presente estudo podem ser empregadas comercialmente para melhoria do valor
nutritivo de dietas comerciais destinadas para tilapias.

Nesse estudo, a XB foi efetiva somente na dieta com alto teor de AB. A adigao de
xilanase melhora a digestibilidade dos lipideos e amido aumentando a disponibilidade de
energia digestivel, devido a atenuagdo dessa enzima sobre o efeito de viscosidade
provocada pela maior quantidade de arabinoxilanos e B-glucanos presente na dieta com
alto teor de AB (Adeola e Bedford, 2004). A melhoria dos CDA da proteina bruta e
lipideos em dietas com adicdo de XB em dietas para juvenis de tildpias do Nilo
formuladas a base de milho, farelo de soja e farelo de trigo j4 foi comprovada
anteriormente (Guimaraes et al., 2009).

A adi¢do de XB maximiza a digestao da proteina, lipideos e amido ligados a parede
das células (Chesson, 1993), resultando em maior valor de energia digestivel e proteina
digestivel ao animal. Semelhantemente ao observado no presente estudo, o efeito positivo
da adi¢do de xilanase sobre o CDA da matéria seca, proteina bruta, carboidratos e energia
ja foi reportado em tilapias do Nilo (Maas et al., 2018).

Na presente pesquisa, tanto o teor de AB quanto a adi¢do de XB influenciaram a
utilizagdo da fibra bruta dietética. E possivel que a fonte e nivel de fibra tenha alterado a
microbiota intestinal dos peixes. Tal fendmeno j& foi demonstrado anteriormente em
dourada, Sparus aurata, Carpa Jian, Cyprinus carpio var. Jian e Carpa capim,
Ctenopharyngodon idella alimentadas com dietas com adicdo de carboidrases
(Dimitroglou et al., 2010; Jiang et al., 2014; Zhou et al., 2013) e em jundia, Rhamdia
quelen e tilapias do Nilo (Pedrotti et al., 2015).
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A adicdo de carboidrases nas dietas degradam os PNA da parede celular, reduzindo
o comprimento das cadeias e produzindo polimeros e oligdmeros menores. Essa
degradacao diminui o tamanho das particulas e facilita a atuacdo das enzimas sobre os
substratos para a fermentacdo bacteriana, modulando assim a populacdo de
microrganismo no intestino (Bedford & Apajalahti, 2001; Sinha et al., 2011). Assim, a
avaliagdo dos efeitos da microbiota ¢ sua relagdo com a utilizagdo dos nutrientes € uma

nova fronteira em estudos de nutri¢ao de tilapias.

4.2. Digestibilidade dos aminodcidos

No presente estudo, a adicdo de XB melhorou os CDA da proteina e diversos
aminoacidos na dieta com alto teor de AB. O aumento do CDA da fragdo proteica é de
fundamental importancia, uma vez que a proteina esta presente em elevada propor¢ao em
dietas para peixes. As carboidrases aumentam a utilizacdo de aminoacidos, aumentando
a atuagdo da protease digestiva em funcao da redugdo da viscosidade intestinal (Tahir et
al., 2008). Os efeitos positivos da adi¢cdo de XB sobre os CDA da proteina e aminoacidos
do triticale, um hibrido do trigo com centeio ja foram reportados previamente em tildpias
do Nilo (Tachibana et al., 2010). Da mesma forma, ja foi demonstrado que a adi¢do da
xilanase, amilase, celulase, protease e B-glucanase aumentou os CDA da matéria seca,
proteina bruta, aminoacidos também ja foram demonstrados em truta-arco-iris,
Oncorhynchus mykiss (Ogunkoya et al., 2000).

Nesse estudo, a adigdo da dieta contendo alto teor de AB com adi¢ao de XB
aumentou a digestibilidade da proteina e aminodcidos, equiparando aos valores obtidos
com a dieta formulada com baixo teor de AB. Assim, demonstrou-se que as enzimas
foram efetivas para melhorar a utilizagdo de nutrientes potencialmente indisponiveis,
melhorando o valor nutritivo da dieta, indicando que dieta com alto teor de AB com
adicdo de XB pode substituir dieta formulada com baixo teor de AB para juvenis de
tilapias do Nilo.

A utilizagdo XB melhora o valor nutritivo de dietas com alto teor de AB para tilapias
do Nilo, permitindo a utilizagdo de dietas a partir de ingredientes de menor valor
econdmico e nutricional. Além disso, a melhoria do valor nutritivo por meio da adi¢do de
XB pode ser considerada como ferramenta nutricional para reduzir a excrecdo de

poluentes ao ambiente de criagdo de peixes.
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5. Conclusoes

A adi¢ao de xilanase e B-glucanase melhora os coeficientes de digestibilidade
aparente da energia e dos nutrientes de dietas formuladas com alto teor de arabinoxilanos
e B-glucanos. Dieta formulada com alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos com adi¢ao
de xilanase e B-glucanase apresenta valor nutricional equivalente a dieta com baixo teor

de arabinoxilanos e B-glucanos para juvenis de tildpias do Nilo.
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IV - Desempenho produtivo, parametros bioquimicos, histologia intestinal e
microbioma de juvenis de tilapias do Nilo alimentadas com dietas com xilanase e p-

glucanase

RESUMO: O presente estudo teve por objetivo avaliar o desempenho produtivo,
histologia intestinal, parametros bioquimicos e microbioma de juvenis de tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus, apos 90 dias de experimento alimentadas com dietas sem ou com
adicao de xilanase e B-glucanase (XB). Cento e trinta e seis juvenis de tilapia do Nilo (12
+ 1,4 g) foram distribuidos em um delineamento inteiramente ao acaso considerando
dietas sem ou com 0,2 g/kg de XB e quatro repeti¢des de 17 peixes por aquario. Apos 90
dias, peixes alimentados com dieta com XB apresentaram maior peso corporal final (P =
0,011), ganho de peso (P = 0,010), ganho de peso diario (P = 0,010), consumo de ragdo
(P = 0,001), conversao alimentar (P = 0,002), taxa de eficiéncia proteica (P = 0,001),
menor indice hepatossomatico (P = 0,024), indice de gordura visceral (P = 0,004),
comprimento absoluto (P =0,011) e relativo (P = 0,003) do intestino em compara¢ao com
aqueles alimentados com dieta sem adigdo de XB. Peixes alimentados com a dieta com
adi¢do de XB apresentaram-se com maiores niveis plasmaticos de glicose (P = 0,028) e
triglicérides (P = 0,036). Peixes alimentados com a dieta com XB apresentaram intestino
com maior altura, largura dos vilos e espessura do epitélio quando comparados com os
peixes alimentados com dieta sem XB. Na andlise da microbiota intestinal foram
identificados 243 tdxons e os mais abundantes foram os géneros Barnesiella, seguido por
Bacteroides, Alistipes e Faecalibacterium, respectivamente. Foram identificados 25
géneros com abundancia diferente (P < 0,05) entre peixes alimentados com a dieta com e
sem adi¢do de XB. A comparacdo detalhada mostrou aumento significativo dos géneros
Barnesiella, Bacteroides, Ruminococcus torques, Peptoclostridium, Anaerofilum,
Butyricicoccus e Parasutterella nos peixes alimentados com dieta com adi¢ao de xilanase
e B-glucanase. Concluiu-se que a adigao de xilanase e B-glucanase melhora o desempenho
produtivo, aumenta a morfometria intestinal dos vilos intestinais, € modula a microbiota

intestinal de tilapias do Nilo.

Palavras-chave: carboidrases, morfometria intestinal, microbiota, Orecohromis

niloticus, polissacarideos ndo amilaceos.

Abreviacdo: AB, arabinoxilanos e B-glucanos; PNA, polissacarideos ndo amiléceos; XB,

xilanase e B-glucanase.
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IV - Productive performance, biochemical parameters, intestinal histology, and

microbiome of Nile tilapia juveniles fed diets with xylanase and pB-glucanase

ABSTRACT: The present study aimed to evaluate the productive performance, intestinal
histology, biochemical parameters and microbiome of Nile tilapia juvenile, Oreochromis
niloticus, after 90 days of experimentation fed diets with or without xylanase and B-
glucanase (XB) addition. One hundred and thirty-six Nile tilapia juveniles (12 £ 1.4 g)
were distributed in a completely randomized design in diets with or without 0.2 g/ kg of
XB and four replicates of 17 fish per aquaria. After 90 days, fish fed diet with XB showed
higher final body weight (P = 0.011), weight gain (P = 0.010), daily weight gain (P =
0.010), feed intake (P = 0.001), feed conversion P = 0.002), protein efficiency ratio (P =
0.001), lower hepatosomatic index (P = 0.024), visceral fat index (P = 0.004), and
absolute (P = 0.011) and relative (P = 0.003) intestine length compared to those fed diet
without XB. Fish fed with XB presented higher plasma glucose levels (P = 0.028) and
triglycerides (P = 0.036). Fish fed with XB showed intestine with higher height, villi
width and thickness of epithelium compared to fish fed without XB. In the intestinal
microbiota analysis 243 taxa were identified and the most abundant were the genera
Barnesiella, followed by Bacteroides, Alistipes and Faecalibacterium, respectively. 25
genera with different abundance (P < 0.05) were identified among fish fed with and
without XB addition. The detailed comparison showed a significant increase of the genera
Barnesiella, Bacteroides, Ruminococcus torques, Peptoclostridium, Anaerofilum,
Butyricicoccus and Parasutterella in fish fed with xylanase and B-glucanase addition. It
was concluded that xylanase and [-glucanase addition improves the productive
performance, increases the intestinal morphometry of intestinal villi, and beneficially

modulates the intestinal microbiota of Nile tilapia.

Key words: Carbohydrases, intestinal morphometry, microbiota, Orecohromis niloticus,

non-starch polisaccharydes.

Abbreviation: AB, arabinoxylans and B-glucans; NSP, non-starch polysaccharides; XB,

xylanase and B-glucanase.
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1. Introducao

A producdo de tildpias tem aumentado de forma exponencial nos paises em
desenvolvimentos nos ultimos anos (FAO, 2016). O uso de alimentos alternativos de
origem vegetal tem sido recomendado como alternativa sustentavel para reduzir o custo
com a alimentacdo e reduzir a utilizacdo da farinha de peixes originada da pesca extrativa
(NRC, 2011).

O milho, a soja, o trigo e os coprodutos possuem polissacarideos ndo amilaceos
(PNA) que sao fatores antinutricionais que limitam o uso desses alimentos. Os PNA
compreendem varios constituintes como a celulose, hemicelulose, arabinoxilanos, -
glucanos, pectinas entre outros. Os PNA exercem efeitos negativos no desempenho dos
animais, devido a altera¢do na taxa de passagem dos alimentos pelo trato gastrointestinal,
reducdo da digestibilidade, alteracdo dos pardmetros hematologicos e diminui a acdo das
enzimas intestinais (Bedford, 1995) e modificacdo da microbiota intestinal (Sinha et al.,
2011).

Dietas com elevado teor de PNA reduz a largura e densidade das vilosidades dos
peixes (Pedrotti et al., 2015) em consequéncia ao aumento da viscosidade da digesta, que
influencia negativamente a digestdo e absor¢do da energia e dos nutrientes ¢ modifica os
parametros bioquimicos como glicose, lipidios, aminoacidos e minerais (Sinha et al.,
2011). Dietas ricas em PNA aumentam o tempo de permanéncia da digesta no intestino e
podem diminuir a quantidade de oxigénio e favorecem o desenvolvimento indesejavel da
microbiota anaerobica (Choct, 1997). A proliferagdao de alguns organismos anaerdbicos
pode levar a producgdo de toxinas e desconjugacao de sais biliares que sdo essenciais para
a digestdo de gordura (Carre et al., 1995). As carboidrases influenciam na quantidade e
tipo de microbiota intestinal das tilapias do Nilo (Jiang et al., 2014; Zhou et al., 2013).

A utilizag¢do de enzimas microbianas em dietas dos peixes melhora o aproveitamento
dos nutrientes dos alimentos de origem vegetal ricas em PNA (Classen, 1996). A adi¢do
“on-top” de enzima liquida apds o processamento das dietas permitem a garantia da sua
atividade, e ¢ uma grande vantagem, considerando que a extrusdo ¢ um processo
globalmente empregado na elaboracdo de dietas para tildpias. No entanto, ainda ha poucas
informacdes sobre o uso de XB em dietas para tilapias do Nilo considerando o
desempenho produtivo, histologia e microbiota intestinal. Assim, o presente estudo foi

elaborado com o objetivo de avaliar o desempenho produtivo, pardmetros bioquimicos,
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histologia e microbioma intestinal de juvenis de tilapias do Nilo alimentados com dieta

sem e com adi¢do de xilanase e B-glucanase.

2. Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Aquicultura da Universidade Estadual
de Ponta Grossa — UEPG, Ponta Grossa-PR. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade Estadual de Ponta Grossa — UEPG, com Certificado Experimental para
o uso de Animais em Pesquisa (CEUA), sob o protocolo 879/2018.

2.1. Dietas experimentais

As dietas foram misturadas, moidas ¢ extrusadas no Laboratorio de Nutricdo de
Peixes (AquaNutri, Botucatu, SP, Brasil). A moagem foi realizada em moinho centrifugo
em peneiras de 0,8 mm (Viera MC 680B), Tatui, SP, Brasil) e extrusadas em extrusora
de rosca simples com matriz de 3 mm com um furo, trés “facas” com rotagao de 40/min
e temperatura de 105°C (Exteec EX30, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), obtendo granulos com
diametros de 4 a Smm e secas em estufa de ventilagdo for¢ada de ar (HexisHX00, Jundiai,
SP, Brasil) 55°C, durante 24 horas. As dietas experimentais foram formuladas com base
em alimentos de origem vegetal tendo milho ou trigo como principais fontes de energia,
com diferentes niveis de arabinoxilanos e B-glucanos (Tabela 1) e para atender as
exigéncias dietéticas de juvenis de tilapias do Nilo (NRC, 2011), conforme descrito nas

Tabelas 2 e 3.
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Tabela 1

Composicao das dietas experimentais (g/kg).

Xilanase e B-glucanase (g/kg)'

Ingredientes
0,0 0,2

Milho 328,60 328,40
Farelo de soja 200,00 200,00
Farelo de trigo 200,00 200,00
Conc. Prot. Soja 80,00 80,00
Farinha de trigo 80,00 80,00
Farinha de peixe 40,00 40,00
Farinha de sangue 30,00 30,00
Fosfato bicalcico 20,00 20,00
Sup. min. e vitaminico? 5,00 5,00
L-Lisina 5,00 5,00
Sal 3,50 3,50
DL-Metionina 2,70 2,70
L-Histidina 2,00 2,00
Antifingico 1,00 1,00
L-Treonina 0,90 0,90
Antioxidante 0,20 0,20
Natugrain® 0,00 0,20
Oxido de cromo 1,10 1,10
Total 1000 1000

Xilanase e p-glucanase, dieta com alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos sem e com
adicdo de xilanase e glucanase; *Misturas de minerais e vitaminas (composi¢io por kg de
dieta): vitamina A, 600 UI; vitamina D3, 1,000 UI; vitamina E, 60 mg; vitamina K3, 12
mg; vitamina B1, 24 mg; vitamina B2, 24 mg; vitamina Bs, 20 mg; vitamina B12, 24 mg;
acido folico, 6 mg; Pantotenato D-cdlcio, 60 mg; acido ascorbico, 240 mg; biotina, 0,24
mg; colina, 325 mg; &cido nicotinico, 120 mg; ferro, 50 mg; sulfato de cobre, 3 mg;
sulfato de manganés, 20 mg; sulfato de zinco, 30 mg; iodeto de potassio, 0,1 mg; selénio,
0,1mg; *Antioxidante - Banox® (Alltech Agroindustrial Ltda, Sio Paulo, Brasil);
dAntifungico, Mold Zap Aquatica®, composigdo: dipropionato de amonio, 4cido acético,
acido sorbico e acido benzoico (Alltech Agroindustrial Ltda, Sdo Paulo, Brasil);
“Natugrain®, complexo enzimatico constituido por endo-1,4-beta-xilanase (5600 TXU/g)

e endo-1,4-beta-glucanase (2500 TGU/g), fornecida pela empresa BASF.
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As dietas foram elaboradas com base em valores de composicdo dos alimentos
previamente analisadas e confirmadas por anélises das dietas apos extrusao e secagem.
Foi adicionado na dieta 0,20 g/kg de xilanase e B-glucanase liquida (Natugrain®, Basf,
Ludwigshafen am Rhein, Alemanha), complexo enzimatico constituido por endo-1,4-
beta-xilanase 5600 TXU/g e endo-1,4-beta-glucanase 2500 TGU/g. Preparou-se uma
solucdo “mae” em que se diluiu 10 ml de Natugrain® em 990 ml de 4gua destilada, em
seguida adicionou-se 20 ml da solu¢do mae em 300 ml de agua destilada, essa foi
aspergida on fop na dieta de forma parcelada e homogénea. Posteriormente a ragdo foi
seca em estufa com circulagao forcada de ar (HexisHX00) Jundiai, SP, Brasil) a 42°C por

2 horas.

Tabela 2

Composi¢ado analisada das dietas experimentais (g/kg, base na matéria seca).
T

Nutrientes Xilanase e B-glucanase

0 0,2
Matéria seca 951,48 951,60
Proteina bruta 313,60 313,20
Extrato etéreo 38,35 40,30
Fibra bruta 22,70 23,05
Fibra em detergente acido 30,05 29,20
Fibra em detergente neutro 99,65 99,75
Energia bruta (kcal/g) 4200,00 4199,5
Matéria mineral 62,99 62,00
Calcio 10,00 10,15
Fosforo total 10,12 10,40
2TXU/0,20 g ND* 1161,00
STGU/0,20 g ND* 526,78

'Dieta formulada com alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos sem ou com a adigdo de
xilanase e B-glucanase; 2TXU, unidades de Endo-1,4-beta-xilanase termostavel (5.805
TXU/g) e *TGU, unidades de endo-1,4-beta-glucanase termostavel (2,633,9 TGU/g),

fornecida pela empresa BASF: ND*, Atividade enzimética ndo detectada.

2.2.  Peixes e condigoes experimentais

Foram adquiridos 1000 alevinos de tilapia do Nilo (Aquabel, Rolandia, PR, Brasil),
com peso inicial médio de 1,8 + 0,3 g, distribuidos em tanques-rede de 1 m3 (1 x 1 x 1

m) com tela plastica interna (malha com furos de 4 mm) e alimentados com dieta
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comercial micro extrusadas (0,4 mm didmetro) com 45% de proteina bruta durante 20
dias, até atingirem 10 g de peso corporal. Em seguida, os peixes foram transferidos para
o Laboratorio de Aquicultura da Universidade Estadual de Ponta Grossa e adaptados as
instalagdes e manejo durante 7 dias. Durante o periodo de adaptacao, foram alimentados
com as respectivas dietas experimentais, quatro vezes por dia e até saciedade aparente.

Cento e trinta e seis juvenis de tilapia do Nilo com peso inicial de 12,0 + 1,4 g foram
distribuidos em um delineamento inteiramente ao acaso (DIC) com dois tratamentos,
dietas sem e com adicdo de XB (0,2 g/kg) e quatro repeti¢des. Os peixes foram
distribuidos oito aquarios de fibra de vidro (150 L cada), com aeragdo e aquecimento da
agua constante. Os peixes receberam seis refei¢des diariamente (8h, 10h, 11h, 15h, 16h e
as 17h). A oxigenacdo dos aquarios foi realizada por meio de sistema com pedras micro
porosas acopladas a mangueiras de silicone com ar fornecido por meio de compressor de
ar radial de 0,5 CV (JKW002, Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil) mantendo o teor de
oxigénio dissolvido entre 6,0 ¢ 6,5 mg/L. E o aquecimento da dgua dos aquarios foi
realizada com aquecedores acoplados a termostatos mantendo a temperatura a 27 = 1 °C.

Os parametros de qualidade de 4gua como o oxigénio dissolvido (mg/L) e
temperatura (°C) foram monitorados diariamente com uma sonda multi-pardmetro (YSI®
550A, Florianépolis, SC, Brasil), semanalmente foram determinados o pH (6,5 + 0,05)
com pHmetro de bancada (TEC-2, Tecnal®, Piracicaba, SP, Brasil). A amonia (0,001 +
0,000 ppm), nitrito (0,001 + 0,000 ppm) e nitrato (0,001 + 0,000 ppm) foram analisados
com kit (Alfakit®, Florian6polis, SC, Brasil).

2.3. FEnsaio de desempenho

Para determinacdo do desempenho produtivo aos 90 dias no inicio e final do ensaio
de desempenho, apds 24 horas de jejum todos os peixes foram anestesiados com 100
mg/L de ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate (MS-222, Sigma-Aldrich, tricaine
98%, Missouri, USA). Em seguida, foram pesados utilizando uma balanc¢a de precisao de
0,01g (Shimadzu, AUW220, Toledo, PR, Brasil), o desempenho foi determinado de
acordo com as expressdes: Ganho de peso (g) = peso final (g) - peso inicial (g); Ganho
de peso didrio(g) = peso ganho no periodo / quantidade de dias do periodo; Consumo de
racdo = ) da ragdo fornecida durante o experimento; Conversdo alimentar = alimento
fornecido (g) / ganho de peso (g); Taxa de eficiéncia proteica = ganho de peso (g) /
ingestao de proteina (g); Gordura visceral (%) = peso de gordura visceral e somatica (g)

/ peso corporal (g) x100; Indice hepatossomético (%) = peso do figado (g) / peso corporal
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(g) x 100 e Sobrevivéncia (%) = nimero de peixes no final do experimento / numero de

peixes no inicio do experimento x 100.

2.4. Analises bromatologicas

As andlises de matéria seca (método 934,01), matéria mineral (método 942,05),
nitrogénio (método 981,10), proteina bruta (calculada pelo percentual de nitrogénio
multiplicado por 6,25), extrato etéreo (método 920,85) e fibra bruta (método 991,43) das
dietas experimentais e da composicao corporal dos peixes foram determinadas de acordo
com a Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995). As analises foram

realizadas na "CBO Analises Laboratoriais" (Campinas, Sdo Paulo, Brasil).

2.5. Andlises hematologicas

Ao final do experimento, trés peixes de cada unidade experimental foram
anestesiados com 100 mg/L ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate (Sigma-Aldrich,
tricaine 98%, MO, USA). Em seguida, foi coletado sangue 3 ml, por meio de pungdo
caudal com auxilio de seringas (3 ml) e agulhas heparinizadas. Posteriormente, uma
aliquota de sangue foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos para obten¢do de 100 puL.
de plasma. O plasma foi utilizado para realizacdo das analises bioquimicas de aspartato
aminotransferase (mg/dl), alanina aminotransferase (U.I/L), fosfatase alcalina (U.I/L),
colesterol total (mg/dl), proteina total (g/dl), glicose (mg/Dl) e triglicerideos (mg.dL-1).
As andlises foram realizadas por espectrometria em analisador bioquimico
semiautomatico (BIO-2000 IL, Barueri, SP, Brasil), utilizando kits comercial

(BIOTECNICA®, Varginha, MG, Brasil).

2.6. Comprimento absoluto e relativo do intestino

Para determinagao do comprimento do intestino quarenta e oito peixes por tratamento
foram eutanasiados com 100 mg/ L de ethyl 3 aminobenzoate methanesulfonate, em
seguida foi realizada uma incisao na regido ventral dos peixes para retira do intestino. O
comprimento do intestino dos peixes foi mensurado com auxilio de um ictiometro. O
comprimento relativo do intestino foi estabelecido pela relagdo do comprimento do

intestino / comprimento corporal, de acordo com (Ferreira et al., 2014).
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2.7. Andalises histologicas

Para realizacao das analises de histologia intestinal ¢ microbiota intestinal no final
do ensaio experimental, os peixes foram removidos aleatoriamente de cada aquario e
imediatamente eutanasiados com 100 mg/ L de ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate.
Uma amostra do intestino médio (apds 45 cm da parte pildrica do estomago, de trés peixes
de cada aquéario (12 peixes por tratamento), foram coletadas e fixados em solugdo de
Bouin durante oito horas, desidratadas em série ascendente de alcool, diafanizadas em
xilol, embutidos em blocos de parafina (Prophet et al., 1992), para a obtenc¢do de cortes
histologicos de secgdes transversais (5,0 um) e corados com hematoxilina-eosina (HE)
(Dimitroglou et al., 2010).

Para a determinacdo da altura e largura das vilosidades analisou-se 100 vilosidades
aparentemente intactas por peixe. Considerou-se a média de 300 vilosidades como a
altura média das vilosidades para cada unidade experimental, totalizando 1200
vilosidades por tratamento. A determinagdo da altura total das vilosidades correspondeu
a medida do apice das vilosidades até o inicio da camada muscular e a altura das
vilosidades do apice das vilosidades até o término da camada serosa. Foram analisadas
também a largura e espessura do epitélio das vilosidades.

Os cortes histologicos foram examinados sob um microscopio Optico, anexado a uma
camera Olympus (Pro-Series da Media Cybertecnics, Olympus, Japao) para captura de
imagens. A altura de andlise das vilosidades (desde o apice das vilosidades até o inicio da
camada muscular) foram realizadas usando o software Image-Pro Plus (Image Pro Plus -

versdo 5.2- Media Cibernética).

2.8. Microbioma intestinal

O contetdo do intestino de quatro peixes do mesmo aqudrio foi reunido em uma
amostra composta para analise do microbioma intestinal, totalizando quatro repeti¢des
por tratamento. A porc¢do do intestino médio (10 cm) foi removida de cada peixe, e
amostra de aproximadamente 750 mg do conteudo intestinal foi coletado com
micropipeta (100 ml), armazenado em tubo criostato e imediatamente transferido para
freezer -80°C para extracdo de DNA. A extragdo do DNA, sequenciamento e andlise
bioinformatica. Foi empregado o kit comercial “ZR Fecal DNA MiniPrep® da Zymo
Research para extrair o DNA das amostras seguindo-se o protocolo recomendado pelo

fabricante. O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria a 260nm. Para avaliar
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a integridade do DNA extraido, todas as amostras foram corridas por eletroforese em gel
de agarose 1%, coradas com uma solucido de brometo de etideo 1% e visualizadas com
luz ultravioleta.

Foi amplificado um segmento de 250 bases da regido hipervariavel V4 do gene
ribossomal 16S rRNA utilizando-se os primers universais 515F ¢ 806R e as seguintes
condi¢des de PCR: 94°C por 3 min; 18 ciclos de 94°C por 45 seg, 50°C por 30 seg e 68°C
por 60 seg; seguido de 72°C por 10 min. A partir destes amplificados foi construida a
biblioteca metagendmica utilizando-se o kit comercial “Nextera DNA Library
Preparation Kit” da Illumina®. Os amplificados foram reunidos em pools e posteriormente
sequenciados no sequenciador “MiSeq” da Illumina® (Degnan & Ochman, 2012).

As leituras ou “reads” obtidos no sequenciador foram analisadas na plataforma
QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso et al., 2010; Caporaso
et al., 2011), seguindo-se um fluxo de trabalho desde a remogao de sequéncias de baixa
qualidade, remocdo de quimeras e classificagdo taxondmica. As sequéncias foram
classificadas em géneros bacterianos através do reconhecimento de unidades taxondmicas
operacionais (OTUs).

Foi considerada a identidade (>97%) entre as sequéncias quando comparadas contra
uma base de dados. Para comparar as sequéncias foi utilizada a atualizacdo (SILVA 128)
do ano 2017 do banco de dados de sequéncias ribossomais SILVA data-base (Yilmaz et
al., 2013). Para gerar a classificacdo das comunidades bacterianas por identificagcdo de
OTUs, foram utilizadas 56.812 leituras por amostra, com a finalidade de normalizar os
dados e ndo comparar amostras com diferente nimero de leituras, evitando dessa forma
um viés na taxonomia. Um resumo das sequéncias utilizadas na classificacao
taxondmica esta detalhado na (Tabela 3).

Tabela 3

Resumo das sequéncias usadas na classificagdo taxondmica.

Contagem/Resumo da amostra

Numero de amostras 8
Numero de OTUs 6152
Numero de leituras 454496
Numero minimo de leituras por amostra 56812

Numero méximo de leituras por amostra 56812
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2.9.  Analise estatistica

O modelo matematico adotado foi: Y; = p + Ei+ eij em que: Yy, sdo varidveis
dependentes; 1, valor médio comum a todas as observagdes; E;, efeito fixo das dietas com
e sem adicao de xilanase e B-glucanase; eij, erro aleatorio de cada observacao, em caso
de teste F significativo para, foi realizado a comparacao das médias pelo teste de Tukey
com a = 0,05, os dados foram analisados de acordo com os Proc GLM do Statistical
Analysis System (Versao, 9.0).

Os valores foram apresentados com média + erro padrao médio. Foi feito o teste de
normalidade dos dados, utilizando o teste do Shapiro-Wilk, anélise de homocedasticidade
(igualdade de variancia) usando o teste de Brown Forsythe, feito a andlise paramétrica
dos dados da ANOVA.

Para a analise estatistica da microbiota foi aplicado o teste de Welch (P<0,05)
seguido por teste de correcdo de Bonferroni. As andlises foram feitas no programa
estatistico de metagenomica STAMP: statistical analysis of metagenomic profiles (Parks
et al., 2014). Sdo apresentados unicamente resultados estatisticamente diferentes entre
tratamentos. As médias referentes a biodiversidade entre tratamentos foram comparadas
através do numero de unidades taxondmicas operacionais observadas (OTUs) e ao indice
de Chaol pelo teste de Kruskal Wallis (P < 0.05), porque apresentaram distribui¢do ndo
paramétrica pelo teste de Shapiro Wilk.

3. Resultados
3.1. Desempenho produtivo de juvenis de tilapia do Nilo

Para o desempenho produtivo aos 90 dias, houve efeito no peso final (P = 0,011),
ganho de peso (P = 0,010), ganho de peso diario (P = 0,010), consumo de rag¢do (P =
0,029), conversao alimentar (P = 0,002) e taxa de eficiéncia proteica (P = 0,001). Os
melhores resultados foram obtidos em peixes alimentados com dieta com adi¢ao de XB.
O ganho de peso dos peixes que foram alimentados com a dieta com adicao de XB foi
24,11% maior e o consumo de ragdo 17,52% menor que dos peixes alimentados com dieta

sem adi¢cdo de XB. Nao houve efeito na sobrevivéncia (P = 0,356) Tabela 4.
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3.2. Indice hepatossomatico, gordura visceral e comprimento do intestino

Houve efeito no indice hepatossomatico (P = 0,024) e taxa de gordura visceral (P = 0,004)
os maiores valores foram observados nos peixes alimentados com a dieta contendo XB.
Observou-se efeito para o comprimento absoluto do intestino (0,011) e comprimento relativo
do intestino (P =0,003), os menores valores foram obtidos nos peixes alimentados com a dieta

com adi¢do de XB, Tabela 4.

Tabela 4
Desempenho produtivo de juvenis de tilapias do Nilo alimentadas com dietas sem ou com

adicao de xilanase e B-glucanase aos 90 dias de cultivo.

Xilanase e B-glucanase

Parametros EPM? Valor de P
0,0 0,20
Peso inicial (g) 12,09 12,00 0,119 0,694
Peso final (g) 179,41 232,50 0,083 0,011
Consumo de ragao (g) 232,68 191,91 0,097 0,029
Ganho de peso (g) 167,32 220,49 0,112 0,010
Ganho de peso diario (g) 1,86 2,45 0,125 0,010
Conversao alimentar 1,40 0,87 0,064 0,002
Taxa de eficiéncia proteica 2,39 3,73 0,157 0,001
Indice hepatossomatico (%) 1,97 2,55 0,170 0,024
Taxa de gordura visceral (%) 0,62 0,99 0,126 0,004
CAI (cm)' 134,23 108,10 0,094 0,011
CRI? 6,92 5,59 0,154 0,003
Sobrevivéncia (%) 94,12 98,53 0,029 0,356

ICAI: comprimento absoluto do intestino; 2CRI, comprimento relativo do intestino, °EPM,

erro padrdao da média.

3.3, Composigdo corporal

Houve efeito (P = 0,041) na quantidade de proteina bruta na carcaga, o maior valor
foi obtido nos peixes que foram alimentados com a dieta com adicdo de XB. Nao se
observou efeito na umidade (P = 0,120), lipidios (P = 0,518), energia bruta (P = 0,258),
matéria mineral (P = 0,351), célcio (P = 0,283) e fosforo (P = 0,263) corporal (Tabela 5).
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Tabela 5
Composic¢ao corporal (g/’kg com base na matéria seca) de juvenis de tilapias do
Nilo alimentadas com dietas sem ou com adicao de xilanase e B-glucanase, apos

90 dias de experimento.

Xilanase e B-glucanase (g/kg)

Parametros 0 0.20 EPM' Valor de P
Umidade 661,50 688,10 0,087 0,120
Proteina bruta 218,30 240,60 0,067 0,041
Extrato etéreo 93,60 97,90 0,026 0,518
Energia bruta (MJ/kg) 9,04 9,24 0,008 0,258
Matéria mineral 42,70 45,80 0,013 0,351
Calcio 11,80 14,20 0,010 0,283
Fosforo 7,50 8,70 0,005 0,263

'EPM: erro padrio da média.

3.4.  Parametros bioquimicos do sangue

Nos parametros sanguineos houve efeito na glicose (P = 0,028) e triglicerideos (P =
0,036) com os maiores valores em peixes alimentados com a dieta com adi¢do de XB.
Nao houve efeito para alanina aminotransferase (P = 0,523), aspartato aminotransferase
(P = 0,424), fosfatase alcalina (P = 0,300), colesterol (P = 0,207) e proteina total (P =
0,629) (Tabela 6).

Tabela 6
Pardmetros bioquimicos de juvenis de tildpias do Nilo alimentadas com dietas sem ou com

adi¢do de xilanase e B-glucanase, ap6s 90 dias de experimento.

Xilanase e B-glucanase (g/kg)

Parametros '"EPM  Valor de P
0,0 0,2
Alanina aminotransferase (U.I/L) 5,00 5,00 0,001 0,523
Aspartato aminotransferase 18,50 29,00 0,051 0,424
Fosfatase alcalina (U.I/L) 12,00 9,50 0,088 0,300
Colesterol (mg/dl) 75,00 92,00 0,038 0,207
Proteina total (g/dl) 3,35 3,55 0,014 0,629
Glicose (mg/dl) 41,50 61,00 0,016 0,028
Triglicerideos (mg/dl) 221,00 331,00 0,099 0,036

'EPM: erro padrio da média.
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3.5. Histologia intestinal

Na Figura 1, observa-se a altura total das vilosidades (ATV), altura das vilosidades (AV),

largura das vilosidades (LV) e espessura do epitélio das vilosidade (EP).

Figura 1. Parede do intestino médio de juvenis de tilapias do Nilo alimentadas com dietas
sem (A) e com (B) adicdo de xilanase e B-glucanase. Objetiva: 20X. Coloragdo:

Hematoxilina-eosina.

No presente trabalho foi observado efeito (P<0,05) da adicdo de XB na dieta sobre a
morfologia intestinal. A adicdo de XB resultou em maior altura, largura das vilosidades e
maior espessura do epitélio das vilosidades quando comparados com os peixes que receberam
a dieta sem adi¢ao de XB. Nao houve efeito (P = 0,374) da adigao de XB sobre a relagao entre

altura e largura das vilosidades (Tabela 7).

Tabela 7
Histologia intestinal da por¢do média (um) de juvenis de tilapias do Nilo alimentadas com

dietas sem ou com adicdo de xilanase e B-glucanase apos 90 dias de experimento.

Xilanase e B-glucanase

Parametros 0 0.20 EPM? Valor de P
Altura total das vilosidades 125,15 152,79 3,030 0,010
Altura das vilosidades 96,03 119,95 1,050 0,001
Largura das vilosidades 31,28 38,20 0,759 0,001
AV:LV! 3,06 3.07 0,008 0,374
Espessura do epitélio das vilosidades 20,87 25,96 0,583 0,011

'AV:LV: relagdo entre altura e largura das vilosidades, 2EPM, erro padrdo da média.
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3.6. Microbiota intestinal

Foram identificados 243 taxons e os mais abundantes foram os géneros Barnesiella,

seguido por Bacteroides, Alistipes € Faecalibacterium, respectivamente (Figura 2).

Taxons mais abundantes

Alistipes
9%

Faecalibacterium
40/0

Figura 2. Composi¢ao taxondomica das amostras de microbiota juvenis de tilapias

do Nilo alimentadas com dietas sem ou com adi¢ao de xilanase e B-glucanase, ap6s

90 dias de experimento.

Foram identificados 25 géneros com abundancia diferente (P<0,05) entre os peixes
alimentados com a dieta sem e com adigdo de XB (Tabela 8). A comparagdo detalhada
mostrou aumento significativo dos géneros Barnesiella, Bacteroides, Ruminococcus
torques, Peptoclostridium, Anaerofilum, Butyricicoccus e Parasutterella nos peixes
alimentados com dieta com adicdo de xilanase e B-glucanase, quando comparados com
os peixes que foram alimentados com dieta sem adi¢do de xilanase e B-glucanase. Em
peixes alimentados com dieta sem adicdo de xilanase e PB-glucanase foi observado
aumento significativo dos géneros Fuaecalibacterium, Ruminiclostridium 9,
Desulfovibrio, Escherichia-Shigella e Lachnoclostridium quando comparados aos peixes

alimentados com dieta com adicao xilanase e B-glucanase.
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Géneros bacterianos que foram significativamente diferentes em relagdo a abundancia

entre as tilapias alimentadas com dietas sem e com adi¢do de xilanase e -glucanase pelo

teste de Welch (P<0,05).
Géneros Xi)la(;l ase e -glucanas%(zg/kg) Valor de P
Barnesiella 22,435 + 0,833 31,878 £ 0,346 0,003
Bacteroides 16,351 £ 0,735 20,530 +£ 0,578 0,020
Ruminococcus torques 1,963 £ 0,191 4,892 + 0,308 0,002
Peptoclostridium 0,126 + 0,023 2,372 £ 0,058 0,001
Faecalibacterium 8,712 £ 0,495 2,289 + 0,165 0,004
Ruminiclostridium 9 2,556 £ 0,093 2,041 + 0,064 0,024
Desulfovibrio 2,740 £ 0,141 1,977 £ 0,130 0,030
Anaerofilum 0,274 + 0,022 1,287 + 0,068 0,002
Butyricicoccus 0,738 + 0,026 1,167 £ 0,044 0,002
Parasutterella 0,001 + 0,001 1,121 £ 0,053 0,003
Lachnoclostridium 1,365 £ 0,061 0,763 £+ 0,063 0,001
Eisenbergiella 0,883 + 0,063 0,497 + 0,026 0,038
Ruminiclostridium 5 0,737 +£ 0,037 0,379 + 0,039 0,002
Coprococcus 1 0,474 + 0,031 0,215 £ 0,027 0,002
Escherichia-Shigella 2,223 +£0,103 0,117 +0,009 0,003
Eubacterium coprostanoligenes 1,295 £+ 0,035 0,109 + 0,006 0,000
Bilophila 0,132 + 0,003 0,095 £ 0,006 0,022
Roseburia 0,192 +0,013 0,076 = 0,008 0,003
Tyzzerella 0,187 +0,011 0,071 £0,012 0,001
Blautia 0,091 + 0,008 0,034 + 0,009 0,013
Lachnospira 0,084 + 0,008 0,024 + 0,004 0,012
Ruminococcus 1 1,005 £ 0,101 0,009 + 0,004 0,027
Bifidobacterium 0,042 + 0,003 0,007 + 0,001 0,002
Oxalobacter 0,019 + 0,002 0,004 + 0,002 0,005
Streptococcus 0,102 £ 0,012 0,002 + 0,003 0,030

Foi observado claro agrupamento das amostras por tratamento na analise de

componentes principais (PCA),

sugerindo uma diferenciacdo das comunidades

bacterianas como resultado da adicdo de xilanase e B-glucanase. Foi observado que a
comunidade bacteriana dos peixes que foram alimentados com dieta sem adi¢do de
xilanase e B-glucanase ficou mais dispersa quando comparada aos peixes que foram
alimentados com dieta com adicao de xilanase e B-glucanase, e sugere um efeito mais
definido pela acdo da adi¢do das enzimas. Assim, o eixo PC1 (efeito da adi¢do de XB na
dieta) explicaria 94,2% das mudangas nos géneros bacterianos presentes na microbiota

(Figura 3).
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Figura 3. Analise de componentes principais (PCA) dos géneros das comunidades
bacterianas em tilapias alimentadas com dieta sem e com adicdo de xilanase e -
glucanase. A figura foi construida empregando o método de distdncia Bray-Curtis e
representa a distncia filogenética entre amostras, ou seja, um resumo da composi¢ao
bacteriana de cada amostra. Cada ponto representa toda a microbiota de uma amostra.

Pontos distantes tém microbiotas mais diferentes entre si.

Andlises do “core microbiota” mostraram que a composi¢do bacteriana de cada
tratamento ¢ diferente, apresentando OTUs unicas. Os peixes que foram alimentados com
a dieta sem adi¢do de xilanase e B-glucanase apresentaram 1900 OTUs Uunicas, nao
compartilhadas com os peixes que receberam a dieta com adicao xilanase e B-glucanase.
Os peixes que foram alimentados com a dieta com a dicdo de xilanase e B-glucanase
apresentaram 2355 OTUs tnicos. O “core microbiota” (compartilhado entre os grupos)
apresentou 1897 OTUs. No ‘“core microbiota” foram identificados alguns géneros
bacterianos como Barnesiella, Bacteroides, Faecalibacterium e Butyricicoccus entre

outros, (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama de Venn que representa o “core microbiota” e numero de OTUs
unicos de tilapias alimentadas com dieta sem e com adi¢ao de xilanase e B-glucanase.
Nem todos os OTUs puderam ser classificados em géneros, visto que os bancos de dados
disponiveis ndo apresentam a nomenclatura para todos os OTUs encontrados (foram

classificados como “desconhecidos”, portanto).
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4. Discussao

4.1. Desempenho produtivo de juvenis de tilapia do Nilo

Os melhores resultados de desempenho produtivo dos peixes alimentados com dieta
com adicao de XB estdo associados a melhor digestibilidade e absor¢ao dos nutrientes.
As enzimas atuaram degradando os arabinoxilanos e B-glucanos presentes na parece
celular, disponibilizando mais energia e nutrientes para a sintese proteica, resultam em
maior ganho de peso e melhor conversao alimentar. As carboidrases melhoram a
eficiéncia energética, por causa da diminuicao do gasto energético para os processos de
digestao, absorc¢ao e mobilizacao de nutrientes para corpo. Dietas com alto teor de PNA,
com adi¢do de xilanase, melhora a digestibilidade dos nutrientes ¢ o desempenho
produtivo de tilapias do Nilo (Maas et al., 2018).

As carboidrases atuam hidrolisando os polimeros de carboidratos, gerando oligo ou
polissacarideos de peso molecular menor (Adeola e Cowiesonf, 2011). Dessa forma, a
adi¢do de XB em dietas com elevado teor de PNA aumenta a digestibilidade dos
nutrientes que produzem energia, como o amido e a gordura. Os PNA aumentam a
viscosidade intestinal reduzindo a acessibilidade das enzimas aos substratos,
minimizando a capacidade de digestdo e absor¢do dos nutrientes (Adeola e Bedford,
2004). Essa atuagdo enzimatica permite que os peixes utilizem os nutrientes de forma
mais eficiente, resultando em melhor conversdo alimentar e maior ganho de peso.

A degradagao dos PNA presentes na parede celular promove a liberag@o de nutrientes
e / ou melhoram o acesso de enzimas (enddgenas e / ou exdgenas) aos nutrientes da dieta.
A adicao B-glucanase ou protease em dietas a base de trigo melhorou a degradacao dos
PNA e reduz a viscosidade aumentando a disponibilidade de macronutrientes em dietas
para truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Dalsgaard et al., 2012, 2016). Os efeitos das
carboidrases sobre o desempenho produtivo foram demostrado anteriormente em tilapias
do Nilo (Castillo e Gatlin III, 2015; Maas et al., 2018; Pedrotti et al., 2015).

Os arabinoxilanos e [-glucanos presentes no farelo de trigo interferem na
disponibilidade de aminoacidos (Silva et al., 2000). A XB aumentam a disponibilidade
de energia e nutrientes de dietas que contenham arabinoxilanos e B-glucanos (Tachibana
et al., 2010) melhorando a conversdo alimentar € maximizando o desempenho produtivo
dos peixes.

Os peixes alimentados com dieta com adi¢do de XB apresentaram maior taxa de

gordura visceral e indice hepatossomatico. Esses resultados estdo associado a adi¢ao de
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XB que atuaram sobre os PNA disponibilizando elevada quantidade de energia digestivel,
resultando em deposicao de gordura visceral e aumentando o tamanho do figado dos
peixes, assim como observado previamente por outros autores (Martino et al., 2002;
Mohanta et al., 2009).

No presente estudo, peixes alimentados com dietas com adi¢ao de XB apresentaram
com menor comprimento absoluto e relativo do intestino. Esse fato deve-se, a maior
digestibilidade e disponibilidade dos nutrientes da dieta que contribuem para ao aumento
das vilosidades intestinais. Os peixes possuem a capacidade de modificar a estrutura e as
propriedades absortivas do seu sistema digestorio em resposta a mudanca da dieta (Rotta,

2003).

4.2. Composigdo corporal

No presente estudo, a adicdo de XB aumentou a retengdo de proteina corporal dos
peixes. A XB atuaram aumentando o acesso das proteases endogenas sob a proteina da
dieta, disponibilizando maior quantidade de nutrientes para sintese proteica. As
carboidrases melhoram a utilizacao da proteina, devido, a maximizagdo do acesso das
proteases digestivas sob os substratos (Tahir et al., 2008). A adi¢do XB na dieta melhora
a digestibilidade da proteina e dos aminodcidos aumentado a deposi¢ao de tecido

muscular.

4.3.  Parametros bioquimicos do sangue

No presente estudo, o nivel de glicose e triglicerideos foram menores em peixes
alimentados com dieta sem adi¢do de XB. Os PNA influenciam na quantidade de glicose
plasmatica, devido a menor digestdo e absor¢do dos carboidratos e gordura (Sinha et al.,
2011). Geralmente, em animais ndo ruminantes alimentados com dietas com maior teor
de PNA ocorre menor taxa de esvaziamento gastrico, reduzida digestdo dos carboidratos
e atraso na sintese e absor¢do de glicose (Bach Knudsen, 2001). O aumento da
viscosidade promovida pelos PNA afeta negativamente a emulsificagdo das gorduras e
minimiza a lipolise (Pasquier et al., 1996). A baixa emulsificacdo das gorduras em dietas
com alto teor de PNA formam complexos com os sais biliares impedindo a adequada
digestao e absor¢ao dos lipideos (Ebiharam e Schneeman, 1989).

Os baixos niveis de glicose e triglicerideos dos peixes alimentados com a dieta sem
adicao de XB corroboram com os de Kumar et al. (2011). O maior teor de glicose e

triglicerideos dos peixes alimentados com dietas com adi¢do de XB indica maior reserva
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endogena de energia (glicogénio hepatico). A mobilizagdo desse glicogénio para as
atividades metabdlicas de crescimento culmina em aumento da glicemia. Em situagdes
de excesso de glicose a mesma ¢ convertida em acidos graxos e glicerol, aumentando a

deposicao de triglicerideos (Ren et al., 2011).

4.4. Histologia intestinal

Nesta pesquisa, a adicdo de XB na dieta aumentou a altura e largura das vilosidades
dos peixes. O maior desenvolvimento das vilosidades nos peixes alimentados com a dieta
com XB estd associado com a redug¢dao da viscosidade da digesta e com a maior
disponibilidade de energia e nutrientes. Os PNA interferem no desenvolvimento da
morfometria intestinal e consequentemente o ganho de peso e conversao alimentar dos
peixes.

O consumo de uma dieta rica em PNA altera a fisiologia intestinal e anatomia por
sua capacidade de aumentar as viscosidades da digesta. As taxas de proliferacdo das
células das criptas, a migragao celular ao longo do eixo cripta-vilosidade e a morte celular
do vértice viloso via apoptose e descamagao celular controlam o processo dindmico de
renovagdo celular do intestino delgado (Sinha et al., 2011). A presenca de alta
viscosidade da digesta no limen pode aumentar a taxa de perdas de células das
vilosidades, levando a atrofia das vilosidades (Montagne et al., 2003).

A adigado de fitase na dieta de tilapias, Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus
aumenta o tamanho e a densidade das vilosidades intestinais (Hu et al., 2016).
Afsharmanesh et al. (2013) avaliaram o efeito da adicdo de xilanase e B-glucanase em
dietas a base de trigo e cevada para frangos e verificaram que os animais alimentados
com as dietas suplementadas apresentaram-se com maior altura e largura das vilosidades,
atrelando esses resultados com a melhor utilizacdo da ragdo, melhora da microflora

benéfica e reducdo das bactérias prejudiciais do intestino.

4.5. Microbioma intestinal

Essa ¢ a primeira pesquisa realizada para avaliar o efeito da adi¢do de xilanase e [3-
glucanase em dieta para juvenis de tildpias do Nilo sobre a microbiota intestinal. Os
resultados do presente estudo sugerem que a microbiota intestinal de tilapias foi modulada
com a inclusao de xilanase e B-glucanase na dieta. A adi¢ao de XB aumentou a quantidade
bactérias do género Barnesiella, Bacteroides, Ruminococcus torques, Peptoclostridium,

Anaerofilum, Butyricicoccus e Parasutterella dos peixes que foram alimentados com a
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dieta com adicdo de XB, mostrando que a atuacdo das enzimas sobre os substratos
também modifica a microbiota intestinal, podendo reduzir ou aumentar a quantidade de
algumas bactérias.

Os resultados deste estudo mostraram que a microbiota intestinal dos animais foi
dominada pelo género bacteriano Barnesiella, Trabalhos preliminares em peixes
relataram enriquecimento deste género. Ray et al. (2017) analisaram o microbioma
intestinal da tilapia do Nilo, Oreochromis Niloticus L. alimentadas com dietas
suplementadas com Previda® e saponinas, observaram a presenca de trés filos em todas
as amostras: Fusobacteria, Bacteroidetes e Proteobacteria. Fusobacteria foi o filo
predominante em todas as amostras, representando mais de 80% das OTUs. Dentro da
Fusobacteria, o género predominante foi Cetobacterium com mais de 76% das
sequéncias atribuidas a essa espécie. Barnesiella foi o segundo género mais comum com
mais de 6% das sequéncias totais.

Os resultados do presente estudo corroboram com os de Adeoye et al. (2016) que
relataram que a inclusdo de enzimas exdgenas (fitase, protease e carboidrases) na dieta
de tilapias alterou a composicao da comunidade bacteriana no intestino dos peixes em
contraste com os peixes que foram alimentados com a dieta controle. A microbiota
intestinal influencia a resisténcia a doengas, o desenvolvimento e a sobrevivéncia (Denev
etal., 2009). O tamanho da populagdo e composicao da microbiota intestinal altera a taxa
de digestao e absor¢ao de nutrientes pelo hospedeiro (Ray et al., 2012).

Diferentes ingredientes dietéticos, alimentos e aditivos alimentares exercem efeitos
sobre a comunidade microbiana do intestino dos peixes (Ringe et al., 2016). Jiang et al.
(2014) avaliaram os efeitos da adi¢do de xilanase em dietas enriquecidas com proteina
vegetal sobre a microflora intestinal de carpa juvenil (Cyprinus carpio var. Jian) e
mostraram que a xilanase pode influenciar no equilibrio da microflora intestinal,
promovendo o crescimento de Lactobacilos e deprimindo o crescimento de E. coli e

Aeromonas.
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5. Conclusoes

A adicdo de xilanase e B-glucanase melhora o desempenho produtivo, morfometria

intestinal e modula a microbiota intestinal de tildpias do Nilo.
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V - CONSIDERACOES FINAIS

O uso de alimentos alternativos € importante para a elaboragdo de dietas praticas para
os peixes. A realizagdo de estudos para avaliar os coeficientes de digestibilidade aparente
desses ingredientes, principalmente dos aminoacidos que estio relacionados diretamente
com a sintese proteica e desempenho produtivo dos peixes ¢ de suma importancia para a
elaboracdo de dietas que atendam de forma precisa as exigéncias nutricionais dos peixes
e que sejam ambientalmente sustentaveis.

Atualmente, com o intuito de maximizar a digestibilidade da energia e dos nutrientes
dos alimentos alternativos, as enzimas exogenas liquidas sugiram como ferramenta
inovadora nessa area, com alto nivel de garantia da concentracdo enzimadtica apos o
processamento da rag¢do, sendo de grande importdncia para melhorar os indices
produtivos e para garantir a criacao sustentavel de organismos aquaticos.

No presente estudo demonstrou-se que os arabinoxilanos e -glucanos influenciam
negativamente a utilizagdo da energia e nutrientes em dietas de juvenis de tilapias do Nilo.
A celulose ndo ¢ um bom indicador por superestimar os coeficientes de digetibilidade
aparente da energia e dos nutrientes de dietas com altos teores de arabinoxilanos e -
glucanos. Evidenciou-se ainda a eficiéncia da xilanase e B-glucanase para melhorar a
digestibilidade e disponibilidade da energia e dos nutrientes de dietas formuladas com
alto teor de arabinoxilanos e B-glucanos. Nessa pesquisa, a adigdo de 0,20 g/kg de xilanase
e B-glucanase reduziu o consumo de ra¢ao em 17,52%, melhorando de forma expressiva
a conversao alimentar dos peixes € maximizando o ganho de peso em 24,11%. A adig¢ao
de xilanase e B-glucanase promove alteragdes na morfologia e microbiota intestinal de

juvenis de tilapia do Nilo.
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A utilizagdo de enzimas exdgenas como a xilanase e f-glucanase tem surgido como
uma técnica inovadora que permite melhorar o valor nutritivo de dietas formuladas com
alimentos de origem vegetal que possuem alto teor de polissacarideos ndo amilaceos,
principalmente arabinoxilanos e B-glucanos que se fazem presentes em quantidade
significativa na parede celular de alimentos como o milho, soja e trigo. Os polissacarideos
ndo amildceos exercem efeitos negativos sobre a digestibilidade da energia e nutrientes,
e no desempenho produtivo dos peixes.

Com base nesse contexto, a adicdo XB em dietas elaboradas com alto teor de
polissacarideos ndo amildceos ¢ primordial para alcangar bons indices produtivos,
entretanto, ainda é necessario a realizagao de estudos com outros alimentos alternativos
para validar o efeito da adi¢do de carboidrases sobre esses alimentos. E de grande valia
estudos futuros com diferentes niveis de adi¢do de XB para avaliacao dos custos de
produgdo e determinagdo dos niveis de excrecdo dos nutrientes para o meio aquatico. A
utilizagdo de carboidrases liquidas em dietas a base de alimentos alternativos para tilapias
surge como ferramenta inovadora para melhorar o desempenho produtivos dos peixes de
forma sustentavel e de menor custo de producgao.

Os estudos de microbiota intestinal dos peixes ¢ uma tecnologia inovadora que
possibilita melhor entendimento sobre a digestibilidade dos nutrientes e desempenho
produtivo dos peixes, ¢ de suma importancia a realizagdo de estudos futuros que visem
caracterizar a microbiota intestinal dos peixes nas diferentes fases de vida, sistema de
criacdo e alimentados com diferentes tipos de dieta e elucidar os efeitos da microbiota

sobre os parametros fisioldgicos, sanitarios € nutricionais.



