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RESUMO

Foram realizados dois experimentos com o objetivo de avaliar a adi¢cdo de nova geracao
de fitase sobre o coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) da energia, proteina,
lipidios totais aminoacidos e minerais (Experimento 1) e desempenho produtivo, retencao
de minerais e pardmetros sanguineos de juvenis de tilapias do Nilo (Experimento I1). No
0 experimento |, foi elaborada dieta controle, contendo alimentos vegetais com 320,33
0/kg de proteina bruta (PB), 19,50 MJ/kg de energia bruta (EB), 8,70 g/kg de célcio (Ca)
e 7,73 g/kg de fosforo (P). A fitase liquida foi adicionada ap6s a extrusdo das dietas nos
niveis de 0 (controle), 500, 1000 e 1500 unidades de fitase ativa (FTU/kg), utilizando
Oxido de cromo como indicador. Juvenis de tilapias do Nilo (n = 96, peso corporal inicial
36,0 + 1,33 g) foram distribuidos em oito aquérios de digestibilidade em um delineamento
inteiramente ao acaso com quatro tratamentos e duas repeticdes as fezes foram coletadas
durante 21 dias. Os peixes que receberam as dietas com adic¢éo de 1000 e 1500 FTU/kg
apresentaram maior CDA da matéria seca (MS) (P = 0,004), EB (P = 0,005) e PB (P =
0,002) em relacdo aos peixes alimentados com a dieta controle e com 500 FTU/kg. O
CDA do extrato etéreo ndo foi influenciado pelas dietas (P = 0,107). Peixes alimentados
com as dietas contendo 1000 e1500 FTU/kg apresentaram maior CDA do Ca (0,001); P
(P < 0,001); Fe (P = 0,037), cobre (Cu) (P = 0,016), magnésio (Mg) (P = 0,001) e
manganés (Mn) (P = 0,008) em relacéo aos peixes alimentados com a dieta sem adigao
da enzima. Peixes alimentados com dietas contendo 1000 e 1500 FTU/kg apresentaram
maiores CDA da leucina (P = 0,019), lisina (P = 0,003) e serina (P = 0,014) em relagéo
aos peixes que consumiram a dieta sem a adi¢do da enzima. A adi¢éo de fitase no nivel
de 1000 FTU/Kg foi eficaz para melhorar o CDA da energia e nutrientes. No experimento
I, foi realizado ensaio de crescimento com o objetivo de avaliar a substituicdo de fosfato
bicalcico (FB) em dietas pela adicdo de nova geracdo de fitase (1000 FTU/kg) para

juvenis de tildpias do Nilo. Foram elaboradas cinco dietas extrusadas com
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aproximadamente 19,54 MJ/kg de EB e 326,44 g/kg de PB, com 30 g/kg de FB e sem
adicdo de fitase (controle positivo, FB30), sem adicdo de FB e de fitase (controle
negativo, FBO), sem FB e com adi¢cdo de 1000 FTU/kg (FBO + F), com a incluséo de 10
0/kg de FB e 1000 FTU/kg (FB10 + F) e dieta com 20 g/kg de FB e 1000 FTU/kg (FB20
+ F). Juvenis de tilapias do Nilo (n = 240, peso corporal inicial 12,03 + 0,14g) foram
distribuidos em 20 aquérios em um delineamento inteiramente ao acaso com cinco
tratamentos e quatro repeticdes, durante 56 dias. Peixes que receberam as dietas com
FB30, FB10 + F e FB20 + F apresentaram maior (P < 0,05) peso final, ganho de peso,
consumo e taxa de eficiéncia proteica em relagdo aos que consumiram a dieta FBO e FBO
+ F. Peixes alimentados com as dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F apresentaram menores
valores de (P < 0,05) gordura visceral, energia corporal e gordura corporal em relacao aos
peixes alimentados com as dietas FBO e FBO + F. Foi observada maior mortalidade (P <
0,05), aumento no nivel de colesterol, triglicerideos e atividade da enzima fosfatase
alcalina no plasma dos peixes alimentados com a dieta FBO e FBO + F em relagéo aos
peixes que receberam as dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F. As menores concentracdes
de Ca e P plasmaticos (P < 0,05) e Ca, P, Mg e Mn nas vértebras foram observadas nos
peixes que receberam as dietas FBO, quando comparados com os peixes alimentados com
as dietas FB10 + F e FB20 + F. N&o foi observado efeito (P > 0,05) dos tratamentos sobre
a conversdao alimentar, indice hepatossomatico, atividade da enzima aspartato
aminotransferase no plasma, teores de ferro (Fe) e zinco (Zn) nas vértebras, umidade e
proteina bruta corporal. Concluiu-se que a adi¢cdo de 1000 FTU/kg é adequada para
otimizar os CDA e que o FB pode ser reduzido em 67% com inclusdo de 1000 FTU/kg e
20 g/kg de FB em dietas elaboradas com alimentos de origem vegetal para juvenis de

tilapias do Nilo.

Palavras—chave: aminoécidos, fosfatase alcalina, fosforo, nutrigdo, retencéo de minerais
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ABSTRACT

Two experiments were carried out to evaluate the phytase addition to the apparent
digestibility coefficient (ADC) of energy, protein, total amino acid, lipids and minerals
(Experiment 1) and productive performance, mineral retention and blood parameters of
Nile tilapia juveniles (Experiment Il). In the experiment 1, a control diet was elaborated,
containing vegetal foods with 320.33 g/kg of crude protein (CP), 19.50 MJ/kg of crude
energy (GE), 8.70 g/kg of calcium (Ca) and 7.73 g/kg of phosphorus (P). Liquid phytase
was added after diets extrusion at the levels of 0 (control), 500, 1000 and 1500 units of
active phytase (FTU/kg), using chromium oxide as indicator. Nile tilapia juveniles (n =
96, initial body weight 36.0 + 1.33 g) were distributed in eight digestibility aquaria in a
completely randomized design with four treatments and two replicates. The faeces were
collected for 21 days. Fish that received diets with addition of 1000 and 1500 FTU/kg
had higher ADC of dry matter (DM) (P = 0.004), GE (P = 0.005) and CP (P = 0.002)
when compared to fish fed with control diet and 500 FTU/kg. The ADC of the ethereal
extract was not influenced by diets (P = 0.107). Fish fed diets containing 1000 and 1500
FTU/kg showed higher Ca (P = 0.001); P (P < 0.001); Fe (P = 0.037), copper (Cu) (P =
0.016), magnesium (Mg) (P = 0.001) and manganese (Mn) (P = 0.008) ADC when
compared to fish fed with the diet without enzyme addition. Fish fed diets containing
1000 and 1500 FTU/kg showed higher ADC of leucine (P = 0.019), lysine (P = 0.003)
and serine (P = 0.014) in relation to fish that consumed the diet without the enzyme
addition. Phytase addition at the 1000 FTU/kg level was effective in enhancing the energy
and nutrient ADC. In the experiment Il, a growth assay was carried out to evaluate the
dicalcium phosphate (DP) replacement in diets by the addition of new generation of

phytase (1000 FTU/kg) for Nile tilapia juveniles. Five extruded diets with approximately
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19.54 MJ/kg of GE and 326.44 g/kg of CP were prepared, with 30 g/kg DP and without
phytase addition (positive control, DP30), without DP addition and (DPO + F), with the
addition of 10 g/kg DP and 1000 FTU/kg (DP10 + F) and a diet with 20 g/kg DP and
1000 FTU/kg (DP20 + F). Nile tilapia juveniles (n = 240, initial body weight 12.03 £
0.14g) were distributed in 20 aquariums in a completely randomized design with five
treatments and four replicates for 56 days. Fish fed diets with DP30, DP10 + F and DP20
+ F showed higher (P < 0.05) final weight, weight gain, consumption and protein
efficiency ratio than those consuming the diet DPO and DPO + F. Fish fed diets DP30,
DP10 + F and DP20 + F presented lower values (P < 0.05) of visceral fat, body energy
and body fat in relation to fish fed with the DPO and DPO + F diets. There was higher
mortality index as well as an increase (P < 0.05) in the cholesterol, triglycerides and
plasma alkaline phosphatase enzyme activity levels of fish fed the diet DPO and DPO + F
in relation to the fish that received the DP30, DP10 + F and DP20 diets. The lowest
amount of plasmatic calcium and phosphorus (P < 0.05) and Ca, P, Mg and Mn in the
vertebrae were observed in fish that received the DPO diets when compared to the fish fed
the DP10 + F and DP20 + F diets. No effect (P > 0.05) of treatments on feed conversion,
hepatosomatic index, plasmatic aspartate aminotransferase enzyme activity, iron (Fe) and
zinc (Zn) contents in the vertebrae, moisture and crude body protein was observed. It was
concluded that the addition of 1000 FTU/kg is adequate to optimize ADC and that DP
can be reduced by 67% with inclusion of 1000 FTU/kg and 20 g/kg DP in diets made

from plant based ingredients for Nile tilapia juveniles.

Key words: alkaline phosphatase, digestibility, mineral retention, nutrition, phosphorus.



| - INTRODUCAO GERAL

A aquicultura cresceu de forma acelerada nos Gltimos anos, com incremento na
producdo de tilapias. De acordo com a Associagdo Brasileira da Piscicultura (Peixe BR)
0 Brasil é 0 4° produtor mundial de tilapias, com producdo de 357 mil toneladas em 2017,
mais de 51% da producdo total da piscicultura nacional. Com o avanc¢o na producdo, tem-
se buscado a incluséo de dietas que visem melhorar o desempenho animal e reduzir os
impactos no ambiente de cultivo.

Assim, a producdo de alimentos de forma sustentavel tem sido exigida pelos
consumidores de diversos paises. Os alimentos de origem vegetal sdo avaliados para
elaborar dietas comerciais para peixes, considerando 0s aspectos nutricionais e a redugéo
das cargas de nutrientes excretados pelos animais (Adeoye et al., 2016). No entanto, 0s
alimentos vegetais utilizados em substituicdo parcial ou total das fontes proteicas de
origem animal possuem fatores antinutricionais como o fitato, principal forma de
armazenamento do fésforo, este mineral encontra-se complexado a molécula de fitato,
ndo disponivel para animais monogastricos (NRC, 1993).

Na nutricdo animal o fésforo desempenha diversas func@es como transferéncia e
armazenamento de energia, faz parte de diversos processos bioquimicos sendo um
mineral de elevada importancia para diversos processos metabdlicos (Nelson e Cox,
2014), na indisponibilidade desse mineral nas dietas é acrescentado fosfato bicalcico para
suprir a exigéncia dos animais (Ahmed, 2014). O fosfato bicalcico de origem sedimentar
e ignea tem sido utilizado na producéo de suplementos alimentares como fonte de fosforo

para animais domésticos e domésticos nas Ultimas décadas (Behaviour, 1990).



O fitato (hexafosfato de mio-inositol) é a principal forma de armazenamento de
fosforo em sementes e graos (Kumar et al., 2010). Esse composto possui estrutura
polianidnica que pode formar complexos com cations divalentes como, calcio (Ca), cobre
(Cu), ferro (Fe), fésforo (P), magnésio (Mg), manganés (Mn), zinco (Zn), proteinas e
aminoacidos, tornando-os indisponiveis para a absorcao (Harland e Morris, 1995). Assim,
o fitato ndo absorvido é excretado no ambiente de criacéo, resultando em poluicéo, pelo
crescimento excessivo de algas (Papatryphon et al., 1999). Como alternativa para
utilizacéo do fosforo complexado como fitato, tem sido incluida nas dietas a enzima fitase
que proporciona a hidrolise desse composto, liberando o fosforo para absorgéo.

A adicdo de fitase aumenta a disponibilidade do fésforo e permite a reducéo da
incluséo de fontes inorganicas em dietas para animais monogastricos (Verlhac-Trichet et
al., 2014). Os efeitos negativos do fitato sdo neutralizados pela enzima que hidrolisa a
molécula de fitato em penta-, tetra-, tri-, di- e mono-fosfato de mioinositol (Mitchell et
al., 1997). A inclusdo de fitase as dietas proporciona melhora nos coeficientes de
digestibilidade aparente do fosforo (Hussain et al., 2016; Kemigabo et al., 2018; Nwanna
e Liebert, 2016). Além disso, aumenta a disponibilidade de outros minerais (Cheng e
Hardy, 2002; Debnath et al., 2005a; Hussain et al., 2015) com efeitos positivos sobre a
digestibilidade da energia (Hussain et al., 2016; Maas et al., 2018), proteina bruta (Cao et
al., 2008; Liebert e Portz, 2005) e aminoacidos (Nwanna e Liebert, 2016; Riche et al.,
2002). Consequentemente, aumenta o ganho de peso (Nie et al., 2017; von Danwitz et al.,
2016) e a eficiéncia alimentar (Liu et al., 2012; Tudkaew et al., 2008).

As fitases utilizadas na nutricdo animal tém reducdo na atividade em variacGes de
pH e temperatura, as fitases acidas mostram desfosforilagcdo maxima do fitato em pH 5,0
e atividade reduzida em temperaturas acima de 60°C (Kumar et al., 2011). Assim, o pH
6timo e a maior termoestabilidade determinam a eficiéncia da atuacdo da enzima
(Cowieson et al., 2011). Para atividade 6tima uma fitase que deve estar ativa no intestino
delgado requer uma estabilidade suficientemente alta sob as condigfes de pH no
estbmago e no intestino, assim como alta resisténcia a atividades proteoliticas,
principalmente de pepsina no estomago e proteases pancreaticas no intestino delgado
(Gontia-Mishra e Tiwari, 2013). Os resultados da adi¢cdo da enzima as dietas variam de
acordo com a origem e o0s ingredientes utilizados nas dietas, podendo haver
indisponibilidade da atuagdo em variagdes de pH e temperatura (Cao et al., 2008). Nos

ultimos anos, novas geracdes de enzimas foram desenvolvidas para aumentar a



disponibilidade de nutrientes. Com o objetivo de se obter produtos mais eficientes, a
BASF langou no mercado no ano de 2016 a nova fitase Natuphos® E. Essa enzima possuli
maior estabilidade térmica, além de garantir rapida liberacdo de nutrientes ligados ao
fitato. As fontes das enzimas utilizadas variam e sua atividade depende da temperatura e
pH. As formas de inclus&o as dietas podem reduzir sua atividade e, assim, tem-se utilizado
enzimas na forma liquida, apds o processamento, para evitar desnaturacdo e garantir

melhores resultados.

A adicdo da fitase é tema de varios estudos com diversas espécies, dentre elas, a
tilapia do Nilo. Essa espécie apresenta elevada importancia na aquicultura em todo o
mundo (Martins et al., 2004), destaca-se por apresentar caracteristicas desejaveis como
facilidade de manejo, alimentam-se da base da cadeia trofica, resistentes as doencas, as
variacdes climaticas, carne com boas caracteristicas organolépticas como auséncia de
espinhos intramusculares em forma de “Y”, e bom rendimento de filé (Martins et al.,
2004).

Ainda que diversas pesquisas tenham sido avaliadas com a utilizacdo de fitase
para tilapias do Nilo (Hassaan et al., 2013; Nwannaa e Olusola, 2014), ndo existem
informacBes da utilizacdo da nova geracdo de fitase na forma liquida, sobre a
disponibilidade dos aminoacidos em dietas isentas de alimentos de origem animal, sem a
inclusdo de fontes inorganicas de fosforo.

Desta forma, é importante a continuidade de pesquisas para avaliar o potencial
das novas enzimas disponiveis no mercado para viabilizar a adicdo das mesmas em dietas
comerciais para tilapias. Destaca-se que o processo de extrusao € rotineiro na elaboracédo
de dietas para tilapias e a adicdo pOs-extrusdo e secagem via “coating” viabiliza a
aplicacdo da enzima de forma comercial com elevado valor residual de atividade
enzimatica. Portanto, pela necessidade de entender os efeitos da nova fitase em dietas
para peixes, € importante experimentos com a adi¢do da nova enzima a fim de comprovar

sua eficiéncia.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1  Fésforo na nutricdo animal

Os minerais séo constituintes de diversos tecidos e estdo presentes em quantidades
variadas de acordo com sua fungdo no organismo animal. O calcio e fosforo constituem
a maior parte do conteudo mineral nos ossos (Nelson e Cox, 2014). O fosforo faz parte
de vérios processos bioquimicos como geracdo, transferéncia de energia e
armazenamento de compostos fosforilados como ATP (trifosfato de adenosina) (Moore
et al., 2015). Esta envolvido em diversas funcdes de crescimento e diferenciacéo celular,
é um dos componentes dos acidos nucleicos, DNA (&cido desoxirribonucleico) e RNA
(&cido ribonucleico), auxilia na manutencdo do equilibrio &cido basico, representa
importante funcdo no metabolismo de carboidratos, lipidios e aminoacidos (Lall, 2002).
Portanto, a deficiéncia de fosforo pode ocasionar declinio no crescimento, maior retencao
de gordura corporal, menor mineralizacdo nos 0ssos, deformidades operculares e

esqueléticas (Fjelldal et al., 2012).

A capacidade dos peixes em absorver fosforo do ambiente de cultivo é reduzida,
pela baixa concentracdo desse mineral em agua doce (Boyd, 1979). Assim, para suprir
suas exigéncias, precisam adquirir esse elemento por meio da dieta. No entanto, nos
ingredientes de origem vegetal, o fésforo encontra-se complexado a molécula de fitato,
indisponivel, por causa da auséncia de secre¢do enddgena da enzima fitase pela mucosa
intestinal (Kumar et al., 2012). Isso pode comprometer a demanda de fésforo quando
utilizado somente ingredientes de fontes vegetais as dietas. Em caso de deficiéncias, 0s

peixes mobilizam as reservas contidas nos ossos (Fjelldal et al., 2012).

Em juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) a deficiéncia de fésforo por
cinco semanas provocou anorexia, letargia e crescimento reduzido. Em casos de anorexia,
a reducéo da ingestdo dos nutrientes essenciais somados ao aumento da gordura corporal,
podem tornar 0s peixes mais susceptiveis a doencas (Sugiura et al., 2004). Reducao no
apetite, maior teor de gordura corporal, coloragdo escura dos peixes, crescimento
reduzido e baixa mineralizacdo ¢ssea foram sintomas encontrados em juvenis de perca
prateada (Bidyanu bidyanus) alimentadas com dietas deficientes em fosforo (Yang et al.,
2006). Em “peixe branco” (Coregonus lavaretus), quando submetidos a deficiéncia de



fésforo houve baixa concentracdo de fosfato plasmatico, reducdo da mineralizagdo dssea
e crescimento reduzido (Vielma et al., 2002).

A exigéncia dietética de fosforo varia de acordo com a idade do animal, o estagio
de desenvolvimento, taxa de crescimento e fatores externos (Sugiura et al., 2004). Sua
deficiéncia também interfere no metabolismo intermediério, prejudicando a transferéncia
de energia (Nelson e Cox, 2014), reduzindo a utilizacdo dos carboidratos, proteinas,
lipidios e consequentemente, afetando o crescimento (Rodehutscord et al., 2000). O
excesso ou fracdo ndo absorvida da dieta é excretada no ambiente, 0 que proporciona
aumento das concentragcbes de compostos fosfatados que acarreta eutrofizagdo do
ambiente aquatico (Jahan et al., 2002) resultando em desequilibrio no balango do oxigénio

dissolvido na agua, que pode provocar mortalidade de peixes (Baruah et al., 2004).

A adicdo de fitase em dietas com a finalidade de disponibilizar o fésforo presente
nos ingredientes de origem vegetal € uma alternativa para reduzir a suplementacdo de
fontes inorganicas desse mineral (Cao et al., 2008). Além disso, é possivel reduzir a

excrecdo de fésforo pelos peixes e contribuir para a sustentabilidade no sistema produtivo.

1.2 Fitato

O fitato refere-se ao sal misto de acido fitico (hexafosfato de mio-inositol, 1P6),
de formula molecular CsH18024Ps. E um composto formado naturalmente durante a
maturacdo da semente sendo a forma primaria de armazenamento de fosforo durante a
germinacao (Selle e Ravindran, 2007). Na Figura 1 é apresentada a formula estrutural do
acido fitico.

Figura 1. Férmula estrutural do acido fitico (Haefner et al., 2005)



O fitato isolado a partir de plantas faz parte do grupo dos fosfatos orgéanicos que
€ uma mistura de sal de célcio e magnésio do &cido inositol hexafosférico (Baruah et al.,
2007). No processo de amadurecimento, as sementes de cereais e leguminosas acumulam
quantidades consideraveis de fitato (Honke et al., 1998). Assim, a maioria dessas
sementes e seus coprodutos contém 1-2% de fitato que representam cerca de 60-82% de
seu fosforo total (Ravindran et al., 1994). No milho, cerca de 90% do fitato € encontrado
no géermen, no trigo e arroz, apresenta-se em maior quantidade nas camadas externas do
pericarpo e aleurona (O’Dell et al., 1972). O contetdo de fitato varia de acordo com as
espécies vegetais, entre os alimentos mais utilizados em dietas para peixes como o farelo
de soja, farinha de colza e gergelim, a quantidade de fitato é a cerca de 1,0-1,5; 5,0-7,5¢€

2,4% respectivamente (Francis et al., 2001).

Para animais monogastricos, os ingredientes de origem vegetal apresentam
fosforo com baixa disponibilidade pela auséncia da enzima fitase enddgena, necessaria
para catalisar a hidrdlise do fitato (Kumar et al., 2011). Além da baixa disponibilidade de
fésforo, o fitato pode formar quelatos com outros compostos, reduzindo a disponibilidade
desses nutrientes (Kumar et al., 2012). Este fato ocorre por causa de sua estrutura
polianidnica que permite interacdo com minerais catidnicos, tendo maior suscetibilidade
os divalentes tais como o Zn, Cu, Ca, Fe Mg e Mn. O fitato pode também formar quelatos
com proteinas e aminoacidos, essa interacdo é dependente do pH, podendo haver
formacéo de complexos binarios proteina e fitato e complexos ternarios proteina, mineral
e fitato, resultando em reducéo no desempenho animal, (Liu et al., 2005), a formacéo de

complexos é apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Possiveis interacGes do fitato com minerais catiénicos (Kornegay, 2001).



A formagdo de um complexo ocorre quando um ion metélico combina com um
doador de elétrons. Quando o doador de elétrons (fitato) possui dois ou mais grupos de
doadores (fosfatos) para que forme um ou mais anéis, ha entdo a formacéo de estruturas
denominadas quelatos (McMurry e Fay, 2003). Durante a formacao dos quelatos ocorre
deslocamento de um ou mais prétons acidos do agente quelante por um ion metalico,

aumentando o H* livre e reduzindo o pH (Greiner, 2010).

A formacédo de quelatos como proteina-fitato ocorre no estbmago de animais
monogastricos (Kies et al., 2006), esses complexos podem, além de afetar a estrutura
proteica, reduzir a digestibilidade da proteina (Morales et al., 2011). As reacfes sao
dependentes do pH do meio, da solubilidade do fitato, do ponto isoelétrico da proteina e
da sua estrutura terciaria ou quaternaria (Kumar et al., 2011). Assim, a formacdo dos
complexos pode reduzir o desempenho dos animais pela reducdo da digestdo desses
nutrientes.

A complexidade do fitato nos ingredientes vegetais e suas propriedades funcionais
dependem de sua estrutura. Varios fatores afetam sua disponibilidade, como genética,
condigdes de irrigacédo, variacdes ambientais e tipos de solo (Nwanna e Olusola, 2014).
Portanto, o efeito do fitato no desempenho dos peixes depende de algumas condices, tais
como, quantidade presente na dieta e espécie em estudo, resultando em diversos efeitos
fisioldgicos que podem refletir de forma negativa o desempenho dos animais. Na Tabela
1 sdo apresentados a quantidade de fitato presente em alguns ingredientes de origem

vegetal.



Tabela 1

Quantidade de fosforo total e fitico em alimentos de origem vegetal (base da matéria
seca).

Alimento P total (g/kQg) P fitico (g/kg)
Milho 2,50 1,70
Glaten de milho 5,00 4,20
Farelo de arroz 17,51 15,83
Arroz 1,20 0,80
Arroz quebrado 0,85 0,40
Farelo de trigo 10,96 8,36
Trigo 3,08 2,20
Sorgo 2,92 2,41
Cevada 2,73 1,86
Aveia 2,43 2,10
Farelo de girassol 9,05 7,48
Farelo de amendoim 6,00 4,60
Farelo de coco 4,30 2,40
Semente de algoddo 6,05 4,25
Farelo de algodao 11,36 9,11
Farelo de girassol 9,05 7,48
Farelo de canola 8,76 6,69
Soja grado 6,66 4,53

Adaptado por Selle et al., (2003).

1.3 Fitase

A fitase (mio-inositol-hexaquifosfato fosfohidrolase) € uma fosfatase que
catalisa a hidrélise do fitato, formando inositol e fosfatos, disponibilizando o fésforo para
ser absorvido (Konietzny e Greiner, 2002). O estudo da fitase teve inicio com Warden e
Schaible (1962) que pesquisaram a aplicacdo da enzima em dietas para frangos de corte
(Greiner e Konietzny, 2010).

As fitases podem ser endogenas presentes no intestino delgado e intestino grosso
de animais e as fitases presentes nos vegetais e microrganismos (Kumar et al., 2012). A
atividade da enzima ¢ influenciada pelo pH e temperatura. Para sua atividade 6tima as
fitases devem ser resistentes a temperatura, apresentar alta capacidade de degradacédo do
fitato e elevada atividade em ampla faixa de pH (Greiner e Konietzny, 2010).

As principais fontes da enzima séo 0s microrganismos, estes podem manter sua

atividade em altas temperaturas e variacdes no pH (Haefner et al., 2005). As fitases



nativas provenientes dos vegetais perdem sua atividade com pequenas variagdes durante
o tratamento térmico, tendo pouca aplicacdo na nutricdo animal (Greiner e Konietzny,
2010). Dependendo da origem da enzima, a hidrdlise do fitato pode variar de 35 a 80°C
(Greiner et al., 2002). Atualmente, as fitases mais utilizadas sdo derivadas de fungos

(Aspergillus niger, Peniophora lycii) ou bactérias (Escherichia coli) (Kumar et al., 2012).

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) e a
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), as fitases podem ser
classificadas em duas categorias como: 3 fitases (EC 3.1.3.8), conhecida como mio-
inositol hexaquifosfato-3-fosfohidrolases que hidrolisam o fitato na posi¢do C1 ou C3 do
carbono no anel de inositol, encontradas geralmente em bactérias e fungos e 6 fitases (EC
3.1.3.26) que promove a desfosforilacdo do &cido fitico no carbono C6 (Selle e Ravindran,
2007).

Quanto a forma estrutural e catalitica as fitases podem ser classificadas de acordo
com o pH ideal, como &cidas (pH 2,5 — 6,0) e alcalinas (pH 6,0 - 8,0). Séo subdivididas
em trés classes: fosfatases acidas de histidina (HFA), fitase B-hélice (FBA) e fosfatase
acido “purple” (FAP) (Mullaney e Ullah, 2003), sendo a mais conhecida as fosfatases
acidas. No processo de hidrolise da fitase sobre o acido fitico, ocorre uma série de reacoes
de desfosforilagdo, gerando ésteres de fosfato de mio-inositol inferiores (IP6=
IP5=1P4=1P3=IP2=1P1) e a producdo do mio-inositol livre juntamente com a cadeia
de ésteres fosforicos inferiores (pentafosfato de inositol para monofosfato) (Greiner e
Konietzny, 2010). Os intermediérios formados sdo liberados das enzimas e servem como
substratos para hidrdlise adicional (Lei, 2003). As fosfatases de histidina, independente
da origem, fangica ou bacteriana, geralmente liberam cinco dos seis residuos de fosfato
da molécula de fitato, sendo o produto final de degradacdo identificado como fosfato de

mio-inositol (Greiner et al., 2002).

A atividade da fitase varia de acordo com a espécie animal atuando no estbmago
e na parte superior do intestino delgado em suinos, em aves a atividade da fitase ocorre
na parte superior do trato digestorio e em peixes a fitase atua no estbmago (Israr et al.,
2017). A adicdo da fitase tem mostrado melhoria na utilizacdo do fosfato a partir do fitato
e reducdo na excrecdo desse mineral no ambiente (Greiner e Konietzny, 2006). Sua
atividade pode ser expressa como FYT, FTU, PU ou U, todos tendo o mesmo significado
(Kumar et al., 2012). De acordo com Engelen et al. (1994), 1 FTU ¢ a quantidade de
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fosforo inorganico liberado (umol) no periodo de um minuto de reagdo numa solucio de

fitato de s6dio na concentracdo de 5,1 mmol L-1 em pH 5,5 e temperatura de 37 °C.

Para a elaboracdo de enzimas que atuem de forma efetiva na nutricdo animal, os
principais fatores a serem considerados sdo a resisténcia as faixas de pH, temperatura
ideal de atividade e resisténcia as proteases (Chen et al., 2015). Em trabalhos com
diferentes interagdes entre fitato e proteina utilizando fitase fungica (Peniophora lycii) e
bacteriana (Escherichia coli) em diferentes condi¢des de digestdo pH (2,0; 3,0 € 4,0) e
temperatura (6 e 16°C) em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), a atividade da fitase
fangica apresentou pH 6timo a 5,5 e a fitase bacteriana mostrou dois picos 2,5 e 4,5. Esses
fatores podem alterar a atividade da fitase, afetando a solubilidade do fitato (Morales et
al., 2011).

Com o objetivo de obter enzima com maior estabilidade ao pH estomacal e
resistente a alta temperatura durante o processamento, foi desenvolvida e apresentada pela
BASF (Corporation, Ludwigshafen, Germany), no ano de 2016 a Natuphos® E, em forma
de pd, liquida e granulada. A enzima foi desenvolvida a partir de trés fontes bacterianas,
obtendo-se uma geracdo hibrida que foi inserida em uma cepa de fungo filamentoso
Aspergillus niger. Na figura 3 é apresentado o modelo da engenharia genética na nova

fitase

geragao hibrica +

Bactéria A m \ engenharia de enzima
Bactéria C m ki DNA hibrido

Figura 3. Engenharia genética da fitase hibrida Natuphos® E (BASF, 2016)

O maior interesse na elaboracdo da nova fitase é a obtencdo de um produto que
tenha maior estabilidade a variagdes de pH no trato digestorio e temperatura durante a
extrusdo. Além disso, foi desenvolvida para que seja eficiente na liberacéo de fosforo, de

modo a aumentar o desempenho do animal, além de minimizar os impactos negativos
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causados pela excregdo de fésforo pelos animais de interesse na producéo animal (BASF,
2016). Com o objetivo de mostrar os efeitos positivos da adigdo da nova fitase em dietas
para peixes é necessario estudos que comprovem sua eficacia, sendo este o objetivo do

presente estudo.

1.4 Fitase em dietas para peixes

A utilizacdo de enzimas exdgenas na nutricdo pode melhorar a viabilidade para
0 uso de ingredientes de origem vegetal na alimentacdo de peixes. O farelo de soja ja é
amplamente utilizado, por apresentar alto teor proteico e consideravel balanco em
aminoéacidos (Gatlin et al., 2007). Assim, é considerado substituto parcial ou total de
fontes de proteina de origem animal. No entanto, apesar de viavel, o uso de ingredientes
vegetais em dietas para peixes tornam-se limitados devido aos fatores antinutricionais que

indisponibilizam a utilizacdo da energia e nutrientes (Francis et al., 2001).

A adicéo de fitase tem mostrado resultados positivos, proporcionando aumento
na disponibilidade do fosforo, melhora no crescimento e aumento na retencéo corporal de
minerais (Li e Robinson, 1997). Os efeitos da adi¢éo de fitase variam de acordo com o
nivel, fonte do mineral na dieta (Greiner e Konietzny, 2010), espécie de peixe e forma de
aplicacdo da enzima, resultando em diversos niveis de recomendacéo, variando de 300 a
4000 FTU/Kkg (Tabela 2).

A eficicia da fitase microbiana esta relacionada direta ou indiretamente por
fatores como espécie, niveis, formas de inclusdo e fonte da enzima (Kumar et al, 2010).
Uma ampla variedade da enzima foi caracterizada com o objetivo de obter maior
estabilidade, resisténcia a altas temperaturas e pH (Cao et al., 2007). Assim, com 0
objetivo de melhorar a utilizacdo de nutrientes € importante avaliar a adi¢do de fitase

considerando as particularidades de cada espécie de peixe.

1.5 Efeitos da fitase na digestibilidade de nutrientes

Nas Ultimas décadas a utilizacdo de fitase na aquicultura tem proporcionado
melhora no desempenho de crescimento (Portz e Liebert, 2004; Cao et al., 2008; Olusola,
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2014), aumento na biodisponibilidade de minerais (Cheng e Hardy, 2002; Nwanna et al.,
2007), além de ser fundamental para reducéo dos excessos de fosforo despejados no meio
ambiente (Kumar et al., 2012).

A capacidade de quelacdo do fitato é reduzida atraves da acdo da fitase, 0s
complexos formados com cétions divalentes podem aumentar a quelagcdo com minerais
tracos tais como o zinco, formando coprecipitados que indisponibilizam o zinco para 0s
animais (Baruah et al., 2004). Assim, o fitato reduz a disponibilidade de diversos

nutrientes através da formacao de complexos insoltveis (Cao et al., 2007).

A adic¢do da fitase em dietas a base de ingredientes de origem vegetal foi relatada
para melhorar a digestibilidade da proteina. Esses achados foram mostrados por Portz et
al., (2004) com a adicdo de 1000 e 2000 FTU/kg em dietas para tilapia do Nilo. Nesse
estudo a adicdo da enzima melhorou os coeficientes de digestibilidade da energia,
proteina e fosforo. Cao et al., (2008) mostraram que dietas pré-tratadas com fitase
aumentaram a digestibilidade de fésforo em dietas para tilapia do Nilo. Resultados
semelhantes também foram relatados por Hussain et al., (2016) em trabalhos em que a
digestibilidade aparente da proteina bruta, gordura e energia bruta em dietas a base de
farelo de canola foi significativamente melhorada pela adi¢do enzimatica em dietas para
carpa rohu (Labeo rohita).

O aumento na digestibilidade de nutrientes, pela adicdo de fitase as dietas foram
relatados em diversos estudos como em salmdo do Atlantico (Salmo salar) (Carter e
Sajjadi, 2011); tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Hassaan et al., 2013); truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) (Yigit et al., 2016); pregado (Psetta maxima) (von Danwitz
et al., 2016) e carpa rohu (Bano e Afzal, 2017). O aumento na digestibilidade dos
nutrientes ocorre devido a prévia hidrélise do fitato, evitando assim a formacdo de
guelatos com minerais catidnicos, disponibilizando esses minerais para absorcdo (Cao et
al., 2008), resultando em melhora no desempenho dos animais, e reducdo na excregéo de

fosforo e nitrogénio no ambiente de cultivo.

1.6 Parametros bioquimicos

As informages sobre os pardmetros bioquimicos séo fatores importantes para a

compreensdo das atividades enzimaticas dos peixes e as alteragcdes que podem ocorrer
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quando a fitase é adicionada na dieta. Na avaliagdo do status de salde dos animais de
producéo destacam-se a atividade de trés enzimas, a fostatase alcalina (ALP), aspartato

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT).

A enzima ALP é uma glicoproteina plasmatica ligada a membrana que hidrolisa
0s monoesteres do acido ortofosforico, pirofosfato, diésteres de fosfato em meio alcalino
(Vieira, 1999). E amplamente distribuida nos sistemas bioldgicos, estad presente na
membrana celular, nas células do 0sso, intestino e rins desempenhando diversas funcdes,
tais como processamento de metabolitos, transporte, secrecdo e mineralizacdo 0ssea
(Szabo e Ferrier, 2014).

Nos vertebrados, a ALP tem sido associada principalmente a mineralizacéo
esquelética (Donachy et al., 1990). No figado, é considerada um biomarcador da
membrana plasmatica, principalmente para o canaliculo biliar, sendo induzida com
facilidade por grande nimero de estimulos (Donachy et al., 1990). Também é responsavel
pelo aumento das concentracdes de fosfato inorganico (Pi) e age como uma proteina de
ligacio ao calcio atuando como uma bomba de Ca?* nas membranas celulares, ou
indiretamente, atuando na mineralizacdo como regulador da divisdo e diferenciacdo
celular (Racicot et al., 1975).

Altos niveis de ALP no osso e cartilagem foram associados com a possivel
relacdo da enzima a mineralizacdo 6ssea por meio da hidrdlise de fosfatos organicos para
liberar fosfato inorganico livre nos locais de mineralizacdo (Donachy et al., 1990). Assim
a ALP é utilizada como indicador do desenvolvimento 6sseo e quantidades excessivas no
plasma podem estar associadas a hipofosfatemia (Sakamoto e Yone, 1980). O aumento
na disponibilidade de fésforo em dietas com ingredientes de origem vegetal pode alterar
a quantidade da enzima. Devido a importancia da ALP no metabolismo do fésforo, a
quantificacdo dessa enzima é um fator que deve ser destacado quando hé inclusdo da

fitase nas dietas.

As transaminases (aminotransferase) ALT e AST sdo pertencentes a um grupo
de enzimas com fungdes importantes no metabolismo de proteinas e aminoacidos,
consideradas transaminases mais importantes no diagnéstico de alteracbes metabdlicas
(Coles, 1993). Além da degradacdo de aminoacidos, como abrangem a formacdo do
piruvato ou &cidos carboxilicos, atuam como ligantes entre o metabolismo de

aminoéacidos e carboidratos, entrando para o ciclo de Krebs. Sdo encontradas no figado e
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musculo esquelético, medida por meio do plasma sanguineos ndo hemolisados (Nelson e
Cox, 2014).

Grandes quantidades de AST no sangue podem sugerir danos as células
hepaticas. Em peixes, o intervalo normal de transaminases ndo pode ser estabelecido pela
escassez de trabalhos relacionados com a resposta da enzima em animais recebendo dietas
com fitase (Kumar, 2011). As alteracGes na atividade das transaminases podem ser
observadas devido a quantidades excessivas de fitato na dieta. O efeito antinutritivo desse
composto pode deprimir a transaminacdo afetando o metabolismo nos nutrientes nos
peixes (Kumar, 2011). A principal funcéo do sistema digestivo dos animais compreende
a aquisicdo dos alimentos, seguida pela assimilacdo dos nutrientes vitais através dos
processos digestivos em que enzimas sao secretadas no trato gastrointestinal, com a
funcdo de hidrolisar os polimeros presentes nos alimentos, em monémeros para assim

serem absorvidos (Bakke et al., 2010).

Os exames bioguimicos avaliam os componentes do sangue como colesterol que
é precursor de horménios e vitaminas necessarias para o adequado funcionamento do
organismo (Caula et al., 2008), triglicerideos principal forma de armazenamento de
gordura no tecido animal, a concentracdo de proteinas totais é utilizada como indice
basico para a saude e estado nutricional em peixes (Kumar et al., 2010). Assim é
importante avaliar os parametros bioquimicos, pois estes sdo utilizados como indicadores

do estado fisioldgico e as condi¢des de saude dos peixes (Higuchi et al., 2011).

Portanto, a presente revisdo teve por objetivo mostrar os aspectos relacionados
a importancia do fosforo, os efeitos causados pelo fitato que podem afetar o desempenho
desses animais quando alimentados com dietas contendo ingredientes de origem vegetal
e os beneficios da adicdo de fitase em dietas para peixes. A compreensdo desses
parametros mostra a importancia do estudo da fitase para melhorar a producao de peixes,

e reducdo no impacto causado pela excrecdo de fosforo no ambiente de cultivo.
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2.0BJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos da adi¢do da nova geracgdo de fitase na forma liquida em dietas

elaboradas com alimentos de origem vegetal para juvenis de tilapias do Nilo.

2.1 Objetivos Especificos

e Determinar os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, energia
bruta, proteina bruta, extrato etéreo e cinzas de tilapias alimentadas com dietas
contendo nova geracgéo de fitase;

e Verificar a disponibilidade de minerais e aminoécidos com nova geracao de fitase
liquida para juvenis de tilapias do Nilo;

e Avaliar o desempenho produtivo, retencdo corporal de minerais e parametros
bioquimicos em tilapias do Nilo alimentadas com dietas elaboradas com alimentos
de origem vegetal reduzidas em fosfato bicélcico e adicdo da nova geracdo de

fitase liquida.



Il — Coeficientes de digestibilidade aparente da energia e nutrientes em dietas
elaboradas com alimentos vegetais e adi¢cdo de nova geracao de fitase liquida para

juvenis de tilapias do Nilo

RESUMO: O objetivo do trabalho foi determinar os efeitos da adi¢do de fitase liquida
sobre os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da energia bruta (EB), proteina
bruta (PB) disponibilidade dos aminoacidos (AA) e minerais. Foi elaborada dieta basal
com alimentos de origem vegetal com 320,33 g/kg de proteina bruta (PB), 19,50 MJ/kg
de energia bruta (EB), 8,70 g/kg de célcio (Ca) e 7,73 g/kg de fosforo (P) total. A partir
da dieta basal, foram elaboradas mais trés dietas, com 500, 1000 e 1500 unidades de fitase
ativa (FTU/kg). Juvenis de tilapia do Nilo (n = 96, peso corporal inicial 36,0 £ 1,33()
foram distribuidos em oito aquarios de digestibilidade de 250 L cada. O delineamento
utilizado foi inteiramente ao acaso com quatro tratamentos e duas repeticdes. As fezes
foram coletadas pelo método modificado de Guelp, utilizando o éxido de cromo Il como
indicador. Peixes alimentados com dietas com adicdo de 1000 e 1500 FTU/Kkg
apresentaram maiores CDA, da matéria seca (MS) (P = 0,004), EB (P = 0,005) e PB (P =
0,002) em relacdo aos peixes alimentados com a dieta sem adi¢do da enzima e com 500
FTU/kg. Peixes alimentados com dieta com adi¢do de 1000 e 1500 FTU/kg apresentaram
maior CDA do Ca (P =0,001), P (P <0,001), ferro (Fe) (P = 0,037), magnésio (P = 0,001)
e manganés (Mn) (P = 0,008) em relacdo aos peixes alimentados com a dieta sem fitase
e com 500 FTU/kg. Peixes alimentados com dietas com adi¢do de 1000 e 1500 FTU/kg
apresentaram maiores CDA da leucina (P = 0,019), lisina (P = 0,003) e serina (P = 0,014)
em relacdo aos peixes que consumiram a dieta sem fitase. O CDA dos demais AA néo
foram influenciados pelos niveis de fitase avaliados. A adicéo de fitase no nivel de 1000
FTU/kg melhorou o CDA da energia e nutrientes em dietas com ingredientes de origem

vegetal para juvenis de tilapias do Nilo.

Palavras-chave: aquicultura, aminoacidos, enzima, fitato, nutricdo, valor nutritivo.
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Abreviacbes: CDA, coeficiente de digestibilidade aparente; EB, energia bruta; PB,
proteina bruta; AA, aminodcidos; Ca, célcio; P, fosforo; MS, matéria seca; Cu, cobre; Fe,
ferro; Mn, manganés; Mg, magnésio; Zn, zinco; MM, matéria mineral; EE, extrato etéreo;
FB, fibra bruta.
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11 - Coefficients of apparent digestibility of energy and nutrients in diets made with
plant foods and addition of new generation of liquid phytase for Nile tilapia

juveniles

ABSTRACT: The objective of this work was to determine the addition effects of liquid
phytase on the apparent digestibility coefficients (ADC) of crude energy (GE), crude
protein (CP) and amino acids (AA) and minerals availability. Basal diet was prepared
with foods of vegetable origin with 320.33 g/kg of crude protein (CP), 19.50 MJ/kg of
crude energy (GE), 8.70 g/kg of calcium (Ca) and 7.73 g/kg of total phosphorus (P). From
the basal diet, three diets were elaborated, with 500, 1000 and 1500 units of active phytase
(FTU/kg). Nile tilapia juveniles (n = 96, initial body weight 36.0 + 1.33g) were distributed
in eight digestibility aquaria of 250 L each. The design was completely randomized with
four treatments and two replicates. The faeces were collected by the modified Guelp
method, using chromium oxide as indicator. Fish fed diets with 1000 and 1500 FTU/kg
addition showed higher dry matter (DM) (P=0.004), GE (P = 0.005) and CP (P = 0.002)
ADC when compared to fish fed with the diet without enzyme addition and 500 FTU/Kg.
Fish fed diets with 1000 and 1500 FTU/kg had higher ADC of Ca (P = 0.01), P (P =
0.001), iron (Fe) (P = 0.037), magnesium (P = 0.001) and manganese (Mn) (P = 0.008)
when compared with fish fed the diet without phytase and 500 FTU/kg. Fish fed diets
with addition of 1000 and 1500 FTU/kg showed higher ADC levels of leucine (P = 0.019),
lysine (P = 0.003) and serine (P = 0.014) compared to fish consuming the diet without
phytase. The ADC of the remaining AAs were not influenced by the phytase levels
evaluated. Phytase addition at the 1000 FTU/kg level improved ADC of energy and

nutrients in diets with plant-based ingredients for Nile tilapia juveniles.

Key words: aquaculture, amino acids, enzyme, nutrition, nutritional value, phytate.

Abbreviations: ADC, apparent digestibility coefficient; GE, gross energy; CP, crude
protein; AA, amino acids; Ca, calcium; P, phosphorus; DM, dry matter; Cu, copper; Fe;
iron; Mn, manganese; Mg, magnesium; Zn, zinc; MM, mineral matter; EE, ethereal

extract; CF, crude fiber.
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1. Introdugéo

A utilizacdo de ingredientes vegetais em dietas para peixes tem aumentado a busca
por alternativas que garantam o bom aproveitamento destes nutrientes. Entretanto, alguns
ingredientes se encontram indisponivel por causa da presenca de fatores antinutricionais
(Kumar et al., 2011). Como alternativa, tem-se utilizado nas racdes a adi¢do de fitase,

com o objetivo de disponibilizar fésforo indisponivel nesses ingredientes.

Os cereais, legumes e coprodutos sdo fontes sustentaveis de energia e proteinas em
dietas para organismos aquaticos em substituicdo a farinha de peixe (Gatlin et al., 2007).
No entanto, apresentam fatores antinutricionais como o fitato, a principal forma de
armazenamento do fésforo em alimentos vegetais (Francis et al., 2001). O fitato
(hexafosfato de mio-inositol) € uma molécula polianidnica que se pode ligar a cétions
divalentes como célcio (Ca), fésforo (P), magnésio (Mg), manganés (Mn), ferro (Fe),
cobre (Cu) e zinco (Zn), formando complexos insoltveis (Kumar et al., 2011). Como
consequéncia, pode haver reducdo na digestibilidade de nutrientes, reducdo no

crescimento e aumento na excrecao de fosforo (Baruah et al., 2004).

Os efeitos negativos do fitato podem ser reduzidos pela incluséo da enzima fitase,
uma fosfatase que catalisa a hidrdlise do fitato em inositol e fosfato inorganico, reduzindo
assim a necessidade de adicdo de fontes inorganicas desse mineral (Kumar et al., 2011).
Um dos problemas associados com a utilizacdo da enzima refere-se a reducédo na atividade
da enzima em temperaturas elevadas e variagdes no pH (Cao et al., 2007).

A atividade da fitase é dependente das caracteristicas do trato digestorio do peixe,
principalmente o pH, além do tratamento térmico durante o processamento das dietas,
considerando o baixo pH estomacal de tilapias do Nilo (Getachew, 1989). Assim foi
elaborada uma nova geracéo de fitase desenvolvida a partir de trés fontes bacterianas,
obtendo uma geracdo hibrida que foi inserida em uma cepa de fungo filamentoso
Aspergillus niger com o objetivo de obter uma enzima mais resistente as varia¢oes de pH

e com maior termoestabilidade.

Dietas para peixes com adigéo de fitase tém sido utilizadas com objetivo de melhorar
a biodisponibilidade e a utilizacdo de nutrientes devido a prévia hidrélise do fitato,

disponibilizando esses nutrientes para absor¢do (Cao et al., 2007). Além disso, melhor
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uso de nutrientes resulta em menor descarga de fosforo no ambiente, reduzindo a poluicéo
aquatica (Baruah et al., 2004).

As dietas contendo ingredientes vegetais com adicdo de fitase tém sido relatadas para
melhorar a utilizacdo de fosforo em diversas espécies, como em carpa comum (Cyprinus
carpio) (Nwanna e Schwarz, 2007), tilapia do Nilo (Hassaan et al., 2013), truta arco-iris
(Yigit et al., 2016) e carpa rohu (Hussain et al., 2016) e outros minerais (Nwanna e
Schwarz, 2008), energia (Liebert e Portz, 2005; Portz e Liebert, 2004), proteina (Sardar,
2007) e aminoacidos (Nwanna e Olusola, 2014; Riche, Trottier, Ku, e Garling, 2002) com
aumento no ganho de peso (Nie et al., 2017; von Danwitz et al., 2016) e a eficiéncia
alimentar (Liu et al.,, 2012; Tudkaew et al., 2008), proporcionando melhora no

desempenho dos animais.

A utilizacdo de novas geracdes de fitase mais resistentes a acidez estomacal e elevada
temperatura durante o processamento pode resultar em melhorias nos coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA) da energia e nutrientes, principalmente do fésforo, com
consequente melhora no desempenho produtivo dos peixes. No entanto, ndo ha trabalhos
avaliando a nova fitase mais resistente as variacdes de pH estomacal e variagdes na

temperatura.

Assim com os resultados positivos com a adicdo de fitase, novas pesquisas estdo
surgindo e geracdes de novos produtos que visem a melhora no desempenho dos animais
de forma sustentavel. O objetivo do trabalho foi avaliar dietas com diferentes niveis de
adicdo de uma nova geracdo de fitase liquida em dietas elaboradas com ingredientes
vegetais para juvenis de tilapias do Nilo por meio de ensaio de digestibilidade.

2. Material e métodos

Os procedimentos experimentais foram previamente submetidos e aprovados para
execucdo pelo Comité de Conduta Etica para Uso de Animais em Experimentacdo da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocolo N° 6352/2017).



28

2.1 Dietas

Foi elaborada uma dieta basal, exclusivamente, com alimentos de origem vegetal
(Tabela 1) contendo 320,33 g/kg de PB, 19,50 MJ/kg de EB, 7,73 g/kg de P total e 8,70
g/kg de Ca. A partir dessa dieta basal, foram elaboradas trés dietas contendo 500, 1000 e
1500 FTU/kg. O 6xido de cromo foi utilizado como indicador (0,1% da dieta) para a
determinacéo dos coeficientes de digestibilidade aparente (Neto et al., 2003)

Tabela 1

Composicdo dos ingredientes das dietas experimentais ofertadas a juvenis de tilapias do
Nilo (g/kg).

Ingredientes Dietas

Farelo de soja 330,00
Farinha de trigo 173,00
Farelo de trigo 150,00
Milho 136,00
Farelo de arroz 100,00
Glaten de milho 80,00
Calcario 15,00
Supl. Min. Vit.! 5,00
L-lisina 4,00
Sal 3,50
DL-metionina 2,50
Cr203 1,00

Niveis de fitase
0 500 1000 1500

'Suplemento mineral e vitaminico: Composicdo (IU ou mg kg'da dieta): vitamina A
(palmitato de retinol), 1.200.000 Ul; vitamina D3 (colecalciferol), 200000 Ul; vitamina
E (DL-a-tocoferol), 12000 mg; vitamina K3 (menadiona), 2400 mg; vitamina B1 (tiamina
HCI), 4800 mg; vitamina B2 (riboflavina), 4800 mg; vitamina B6 (piridoxina HCI), 4000
mg; vitamina B12 (cianocobalamina), 4,8 mg; acido folico, 1200 mg; Pantotenato de D-
calcio. 12000 mg; vitamina C (&cido ascérbico), 48000 mg; D-biotina, 48 mg; cloreto de
colina, 65000 mg; niacina, 24000 mg; sulfato ferroso (FeSOa4. H20, 7H,0), 10000 mg;
sulfato de cobre (CuSQg4, 7H.0), 600 mg; sulfato de manganés (MnSOa. H>O), 4000 mg;
sulfato de zinco (ZnS04.7H20), 6000 mg; sulfato de cobalto (C0oS04.4H20), 2 mg;
Selenito de sddio (Na2SeOs), 20 mg.

As dietas foram elaboradas com base em anélise prévia da composicéo dos alimentos
e confirmadas por meio de analises laboratoriais. A atividade da enzima fitase foi
confirmada por meio de analise laboratorial apés aplicagdo da enzima nas dietas (Tabela
2).
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Tabela 2
Composicdo quimica analisada das dietas experimentais (g/kg), com base na matéria seca.

Parametros Dietas

Matéria seca 939,83
Energia bruta (MJ/kg) 14,43
Proteina bruta 320,33
Lipidios 51,80
Fibra bruta 46,80
Cinzas 57,60
Calcio 8,70
Cobre 0,02
Ferro 0,34
Fésforo 7,73
Magnésio 3,50
Manganés 0,12

Aminoacidos essenciais

Arginina 19,80
Fenilalanina 15,80
Histidina 8,00

Isoleucina 13,30
Leucina 29,80
Lisina 18,00
Metionina 7,00

Treonina 11,00
Triptofano 3,00

Valina 15,00

Amino&cidos ndo essenciais

Acido aspartico 26,00
Acido glutamico 60,80
Alanina 16,80
Cistina 5,80
Glicina 13,00
Prolina 19,80
Serina 16,30
Tirosina 10,50

Atividade enzimética
ND? 430 1050 1570

1 Natuphos E 10,000 FTU/g (BASF Corporation, Ludwigshafen, Germany).
’ND: ndo detectada.
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Foi utilizada fitase microbiana (Natuphos® E-10,000 FTU/kg™l), produzida a partir
da combinagdo de trés fontes bacterianas, formando uma geracdo hibrida que foi entéo
inserida na cepa de Aspergillus niger. Antes da adi¢do da enzima, a atividade da fitase foi
confirmada em laboratorio da CBO — Valinhos SP, Brasil, seguindo metodologia descrita

por Engelen et al., (2001) por HPLC e espectrofotometria de absor¢do atdmica.

As dietas foram misturadas, moidas e extrusadas no AquaNutri (Botucatu, SP,
Brasil). A moagem foi realizada em moinho centrifugo com peneiras com furos de 0,7
mm (Vieira MC 680 B, Tatui, SP, Brasil) a extrusdo foi realizada em extrusor de rosca
simples com matriz com furo de 1,00 mm (Exteec EX30, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), de
forma a obter pellets com 2,5 mm de didmetro. As dietas foram secas em estufa de
ventilacao forcada de ar (HexisHXO00, Jundiai, SP, Brasil) a 55°C durante 24 horas. Ap0s

secagem e resfriamento, foi adicionada a fitase.

A adicdo da fitase ocorreu por meio de aspersao. Foi elaborada solu¢do com 10 ml
de fitase em 990 ml de &gua destilada. Em seguida, foram retirados 11,4; 22,7 e 34,1 ml
da solucédo e adicionados em 300 ml de 4gua destilada e aspergidas on top para obtengédo
de racdes com 500, 1000 e 1500 FTU/kg respectivamente. Em seguida as racdes foram
secas em estufa com circulagdo forcada de ar (HexisHXO00, Jundiai, SP, Brasil) a 42°C
por 2 horas.

2.2. Analises quimicas

Foram realizadas as analises de MS (método 934,01), MM (método 942,05),
nitrogénio (método 981,10), a PB (calculada pelo percentual de nitrogénio multiplicado
por 6,25) o EE (método 920,85) e FB (método 991,43) das dietas experimentais de acordo
com métodos padronizados pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
1995).

2.3. Peixes e manejo

O ensaio de digestibilidade foi conduzido pelo periodo de 21 dias. Foram adquiridos
200 juvenis de tilapias do Nilo com peso inicial médio de 30,0 £ 1,05g, revertidos
sexualmente para machos oriundos da piscicultura Aquabel (Rolandia, PR, Brasil). Esses

animais permaneceram pelo periodo de sete dias nos aquéarios de alimentacdo para
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adaptacao as condicGes experimentais. Apos o periodo de adaptacdo, 96 juvenis com peso
meédio de 36,0 + 1,33g foram distribuidos em oito aquérios de alimenta¢do com formato
circular, volume total de 150 litros e oito aquarios de formato conico para coleta de fezes
por gravidade com capacidade de 200 litros, confeccionados em fibra de vidro. Os peixes
foram distribuidos em gaiolas com telas de PVVC com capacidade de 50 litros (12 peixes
por gaiola) com malha de 3 cm utilizadas com a funcao de tanque rede. Todos 0s aquarios
foram dotados de aeracdo individual constante e termostato para controle da temperatura,

seguindo a metodologia descrita por Pezzato et al. (2002).

A temperatura da agua e o oxigénio dissolvidos foram aferidos diariamente com
medidor de oxigénio e temperatura portatil (YSI F-1055, Blumenau, SC, Brasil), o pH foi
determinado semanalmente por meio de pHmetro de bancada (TEC — 2, Piracicaba, SP,
Brasil), aménia, nitrito, nitrato foram determinados semanalmente por meio de kit
(ALFAKIT, Florianopolis, SC, Brasil). Os valores foram mantidos em 27,34 £+ 0,51°C;
5,85 + 0,51mg/L; 0,02 = 0,01mg/L; 0,06 £ 0,02mg/L; 0,02 £ 0,01 e 6,94 = 0,79 para
temperatura, oxigénio dissolvido, nitrato, nitrito e pH respectivamente, mantendo os

limites de conforto térmico para tilapias segundo Boyd e Lichtkoppler (1979).

O coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) foi determinado pelo método
indireto, utilizando 6xido de cromo como indicador. Os peixes permaneceram nos
aquarios de alimentacdo das 8 as 17 horas, e recebiam a alimentacéo as 11, 14 e 16 horas.
As 17 horas, os peixes foram transferidos para os aquarios de coleta de fezes até a manha
do dia seguinte, momento em que foi realizado a coleta das fezes. Os aquérios de
alimentacdo foram sifonados diariamente, apds a transferéncia dos peixes para 0s

aquarios de coleta (Pezzato et al., 2002).

As fezes coletadas foram secas em estufa com circulacdo forcada a 55°C por 48 horas
e trituradas com auxilio de gral e pistilo no Laboratério de Nutricdo Animal, do
Departamento de Zootecnia, em Ponta Grossa, PR. Em seguida foram encaminhadas para
CBO — Valinhos para anélises da composi¢do quimica.

2.4 Digestibilidade

Os nutrientes das dietas foram calculados segundo o método padrdo (Maynard e
Loosli, 1969):
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Em que:

CDa(n = Coeficiente de digestibilidade aparente da energia ou nutriente;
Cr2034= % de O0xido de cromo na dieta;

Cr203t = % de 6xido de cromo nas fezes;

Ng = Nutrientes na dieta;

N+ = Nutriente nas fezes.

2.5 Andlise Estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso (DIC), composto por quatro
tratamentos e duas repeti¢cdes. O modelo estatistico para DIC foi: yij = 4 + t; + ej; em que
Yi; = efeito do tratamento i na repeticdo j, 1 = média geral das variaveis, t; = efeito do
tratamento i, ej; = erro aleatdrio associado a cada observacao ij. Para analise dos dados,
estes foram submetidos a verificacdo de normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov
e Liliefors e verificacdo de homogeneidade pelo teste de Levene. Quando essas duas
exigéncias foram atendidas, os resultados foram submetidos a ANOVA (P < 0,05). Em
caso de diferencas, os dados foram comparados pelo teste de Tukey com um nivel de
significancia de 5%. Utilizou-se o programa estatistico Statistical Analysis System — SAS

(versdo 9.0). Os resultados sdo apresentados como média e erro padrdo médio (EPM).

3. Resultados

3.1 Ensaio de digestibilidade

Na Tabela 3 séo apresentados os resultados do CDA da matéria seca, energia bruta,
proteina bruta, extrato etéreo, célcio, fosforo, ferro; cobre, magnésio e manganés em
peixes alimentados com dietas sem e com diferentes niveis de fitase. Os peixes que
consumiram dietas com 1000 e 1500 FTU/kg apresentaram maior CDA da MS (P =
0,004), EB (P =0,005) e PB (P =0,002), quando comparadas aos peixes alimentados com
as dietas sem adicdo de fitase e com 500 FTU/kg. N&o foi observado efeito (P = 0,107)

dos tratamentos avaliados sobre o CDA do EE.
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Peixes alimentados com dietas com adi¢do de 1000 e 1500 FTU/kg apresentaram
maior CDA do Ca (P = 0,001), P (P < 0,001), Cu (P = 0,016), Mn (P =0,008) e Mg (P =
0,001) em relacdo aos peixes alimentados com a dieta sem a adicdo da enzima. Peixes
que receberam as dietas com os niveis de 500, 1000 e 1500 FTU/kg apresentaram maiores
concentragdes de Fe (P = 0,037) quando comparados aos peixes alimentados com dieta

sem enzima.

A adicdo de 1000 FTU/kg aumentou os valores de energia digestivel em 160, 13;
174,47; 50,19 kcal em relacdo aos peixes que receberam as dietas com 0, 500 e 1500
FTU/kg respectivamente. A proteina digestivel foi maior nos peixes alimentados com as
dietas com 1000 FTU/kg em comparacao aos que receberam as dietas sem adigéo de fitase
e com 500 e 1500 FTU/kg (0,13; 1,84 e 1,63 %) respectivamente.

Tabela 3
Coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca, energia bruta e nutrientes pela

tilapia do Nilo, alimentadas com dietas contendo diferentes niveis da nova geracao de

fitase liquida.
Parametros® Niveis de fitase FTU/kg

0 (Controle) 500 1000 1500 EPM? Valor-P
MS 0,738° 0,745° 0,789? 0,7822 0,008 0,004
EB 0,746° 0,742° 0,7922 0,7772 0,008 0,005
PB 0,916° 0,914° 0,9312 0,930? 0,003 0,002
EE 0,909 0,870 0,922 0,908 0,024 0,107
Ca 0,049¢ 0,264° 0,4322 0,4432 0,067 0,001
P 0,116° 0,379° 0,5402 0,6072 0,050 < 0,001
Fe 0,787° 0,812% 0,812% 0,8322 0,008 0,037
Cu 0,480P 0,506" 0,5132 0,585% 0,032 0,016
Mn 0,373° 0,437 0,511% 0,5572 0,071 0,008
Mg 0,591¢ 0,692° 0,747 0,778? 0,019 0,001

3 | etras diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (P <

0,05).

1 MS: matéria seca; EB: energia bruta; PB: proteina bruta; EE; extrato etéreo; Ca: calcio; P:

fosforo; Fe: ferro; Mn: manganés e Mg: magnésio
2EPM: erro padrdo médio.

3.2 Coeficiente de digestibilidade aparente dos aminoacidos

Peixes alimentados com as dietas contendo 1000 e 1500 FTU/kg apresentaram maior

CDA da leucina (P = 0,019) e lisina (P = 0,003) em relacdo aos peixes que consumiram as
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dietas controle e com 500 FTU/kg. No entanto, 0 CDA desses AA néo diferiu entre os peixes
que consumiram dietas com 1000 e 1500 FTU/Kkg. Peixes alimentados com a dieta sem fitase
apresentaram menor CDA do AA ndo essencial serina (P = 0,014) em relacdo aos que
consumiram as dietas com adicdo de 1500 FTU/kg. Por outro lado, os CDA ndo variaram
entre os peixes que consumiram as dietas com 500, 1000 e 1500 FTU/kg. Os CDA dos demais
AA néo foram influenciados pelos tratamentos avaliados (Tabela 4).

Tabela 4
Coeficiente de digestibilidade aparente de aminoacidos essenciais e ndo essenciais por
juvenis de tilapia do Nilo, alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de fitase,

durante 56 dias.

Parametros Niveis de fitase FTU/kg
0 (Controle) 500 1000 1500 EPM! Valor - P

Aminoacidos Essenciais

Arginina 0,974 0,974 0,976 0,976 0,032 0,371
Fenilalanina 0,947 0,946 0,952 0,952 0,034 0,079
Histidina 0,946 0,949 0,950 0,954 0,168 0,396
Isoleucina 93,87 93,84 94,14 9451 0,043 0,092
Leucina 0,940° 0,942 0,946®®  0,948? 0,021 0,019
Lisina 0,959°  0,960° 0,966  0,9662 0,008 0,003
Metionina 0,975 0,976 0,978 0,980 0,057 0,383
Treonina 0,913 0,919 0,919 0,924 0,080 0,080
Triptofano 0,954 0,942 0,958 0,948 0,557 0,303
Valina 0,927 0,927 0,932 0,932 0,055 0,804
Aminoacidos ndo essenciais
Acido aspartico 0,977 0,979 0,981 0,978 0,019 0,146
Acido glutamico 0,978 0,980 0,982 0,981 0,009 0,052
Alanina 0,916 0,924 0,926 0,927 0,128 0,115
Cistina 0,964 0,967 0,970 0,968 0,083 0,349
Glicina 0,882 0,899 0,907 0,908 0,516 0,066
Prolina 0,939 0,946 0,949 0,950 0,125 0,106
Serina 0,937°  0,941* 10,9478  0,9472 0,031 0,014
Tirosina 0,954 0,950 0,955 0,952 0,206 0,769

ab | etras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P < 0,05)
LEPM: erro padrdo médio

4. Discussao

4.1. Ensaio de Digestibilidade
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O presente estudo confirma que a digestibilidade dos nutrientes com a adicéo
de fitase em dietas contendo ingredientes exclusivamente vegetais melhora o coeficiente
de digestibilidade aparente. A prévia hidrolise do acido fitico por meio da adicao da fitase
reduz a ocorréncia de complexos que indisponibilizam minerais, assim ha aumento no
coeficiente de digestibilidade desses nutrientes (Kumar et al., 2011). A maior
disponibilidade dos minerais em juvenis de til&pias do Nilo alimentadas com dietas com
adicdo de fitase ja foi demonstrada anteriormente (Nwanna e Olusola, 2014), sendo
relatado para essa mesma espécie que a adicdo de 1000 FTU/kg de fitase foi adequada
para disponibilizar os minerais Ca, Mg, P, Fe, Zn, Mn (Hassaan et al.,2013).

Os efeitos positivos da adi¢do da fitase foram confirmados por Verlhac-Trichet et
al. (2014), que relataram melhora no CDA do P em truta arco-iris e tilapias do Nilo
alimentadas com dietas contendo 2000 FTU/kg. Com os resultados do presente estudo a
melhora no coeficiente de digestibilidade da energia e nutrientes mostrou que a nova
fitase é eficiente em hidrolisar a molécula de fitato e liberar P para absor¢do, reduzindo

assim a formacéo de quelatos.

A adicdo de enzima em dietas contendo ingredientes vegetais € importante ndo
somente para melhorar o desempenho dos animais como para reduzir o impacto ambiental
pela elevada excregdo de P (Greiner e Konietzny, 2006). Assim a adi¢do de fitase as
dietas, contribui de forma sustentavel para a reducdo nas reservas nao renovaveis de P
inorganico como também para minimizar os impactos causados pela excrecdo de

compostos fosfatados no ambiente de cultivo (Selle et al., 2012).

A ligacéo do fitato com minerais formam complexos insolUveis no intestino delgado
superior, local de maior absorcao de nutrientes, reduzindo assim a absorcao de elementos
essenciais ao desenvolvimento animal (Kumar et al., 2012). Em concordancia com o
observado no presente estudo, resultados positivos da adicdo de 1000 FTU/kg de fitase
para maior disponibilidade dos minerais Ca e P foram relatados em carpa comum,

(Nwanna e Schwarz, 2007) e carpa rohu (Bano e Afzal, 2017).

No presente estudo a melhora na digestibilidade da proteina comprova que a adigdo
da fitase proporciona rompimento do complexo formado entre proteina e fitato (Kumar
et al., 2012) e disponibiliza alguns aminoacidos para absor¢do. Os complexos binarios
(proteina-fitato) podem ocorrer no estdbmago de animais monogastricos, em que ha
precipitacdo de proteinas em pH &cido, e pode afetar a digestibilidade da proteina

(Morales et al., 2011). A maior digestibilidade da proteina em tilapias do Nilo alimentadas
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com 1000 e 2000 FTU/kg foram confirmadas anteriormente (Portz e Liebert., 2004). O
efeito positivo da fitase sobre 0 CDA da proteina também foi reportado em outras espécies

como em carpa rohu (Hussain et al., 2016) e truta arco-iris (Vandenberg et al., 2012).

4.2 Digestibilidade de aminoacidos

A adicéo de fitase no presente estudo melhorou o CDA dos AA essenciais leucina,
lisina e do AA néo essencial serina. A base primaria das propriedades antinutricionais do
fitato é sua alta capacidade quelante, devido a sua estrutura polianiénica (Angel et al.,
2002).

No estdmago, o fitato pode ligar-se aos AA béasicos como arginina, histidina e lisina
(Cheryan e Rackis, 1980). Em pH alcalino ha formac&o de complexos ternarios proteina-
fitato-mineral que podem impedir a digestao de proteinas e absor¢cdo de AA no intestino
delgado (Selle et al., 2012). Além do pH, as interacBes entre proteina e fitato dependem

das suas concentragdes relativas.

Quando a proteina estd acima de seu ponto isoelétrico, apresenta uma carga negativa
liquida, e a ligagdo multifuncional de cations como o Ca, parece estar envolvida na
formacdo de complexos fitato proteina (Sarwar et al., 2005). Outro mecanismo indireto
de inibicdo de fitato ocorre sobre a atividade das enzimas digestivas. Estudos in vitro tem
sido realizados para melhor entendimento das interacbes complexas entre fitato, enzimas
digestivas e outras proteinas presentes na solucao (Li et al., 1993). Assim, a fitase pode
aumentar a disponibilidade de proteina e AA pela prévia hidrolise do fitato, e impede a
formagdo de complexos binérios e ternarios, disponibilizando os nutrientes necessarios

para adequado desempenho (Riche et al., 2001).

No presente experimento, a fitase foi eficaz em romper o complexo fitato, que
resultou em aumento na disponibilidade de trés AA. Resultados diferentes foram
relatados por Riche et al., (2001) que ndo encontraram efeito no CDA dos AA em dietas
contendo farelo de soja pré tratados com fitase, neste trabalho a fitase utilizada continha
5000 FTU/kg, proveniente de Aspergillus niger. O que mostra a eficiéncia na nova fitase
em aumentar a digestibilidade da proteina quando comparada aos trabalhos utilizando
fitase originaria de fungo ou bactéria. A nova fitase € uma geracao hibrida proveniente de

trés fontes bacterianas e inseridas na cepa de um fungo, elaborada com o objetivo de ser
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mais resistente a variagdes no pH e maior termoestabilidade, além de liberar fosforo

ligado ao fitato age também disponibilizando outros nutrientes.

A adicéo da nova fitase mostrou-se eficaz em aumentar o CDA dos nutrientes, e pode
estar relacionado a maior estabilidade da enzima a variagées no pH, aumentando assim
os efeitos positivos, quando comparada as fitases anteriores. Assim, a inclusdo da fitase
em dietas para animais monogastricos € importante para degradar o fitato e atenuar seus
efeitos negativos de forma direta sobre a hidrdlise dos nutrientes ou indireta pela reducéo

dos efeitos negativos do fitato sobre as enzimas digestivas.

No presente estudo a adicdo de 1000 FTU/kg melhorou o coeficiente de
digestibilidade da energia, proteina e calcio e fosforo em relacdo aos que receberam dietas
sem a adicdo da enzima 160,13 kcal, 0,13%, 88,66% e 80,89% respectivamente. A fitase
foi eficiente para aumentar o valor nutritivo, podendo ser utilizada como ferramenta para
melhoria do desempenho produtivo pela maior biodisponibilidade da energia, proteina e
minerais. Ainda, reduzir a inclusdo de fonte inorganica de Ca e P com consequente

impacto na extracao de reservas naturais desses minerais.

5. Conclustes

A adicdo de fitase em dietas com ingredientes de origem vegetal no nivel de 1000
FTU/kg foi eficaz para melhorar o CDA do Ca, P, Cu, Fe, Mn e Mg, aumentando o valor

energético e proteico.
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111 - Reducéo do fosfato bicalcico em dietas com adi¢do da nova geracao de fitase
liquida para juvenis de tilapias do Nilo com base no desempenho produtivo,

retencdo de minerais e parametros sanguineos *

RESUMO: Objetivou-se avaliar a reducao de fosfato bicalcico (FB) em dietas elaboradas
com alimentos de origem vegetal com adicdo de nova geracdo de fitase sobre o
desempenho produtivo, retencdo mineral corporal e nas veértebras e parametros
sanguineos de juvenis de tilapias do Nilo. Foram elaboradas cinco dietas extrusadas com
aproximadamente 19,54 MJ/kg de energia bruta (EB) e 326,44 g de proteina bruta (PB),
com 30 g/kg de fosfato bicalcico e sem adicao de fitase (controle positivo, FB30), sem
adicdo de FB e de fitase (controle negativo, FB0), sem adi¢do de FB e com 1000 unidades
de fitase ativa (FTU/kg) (FBO + F), 10 g/kg de FB e 1000 FTU/kg (FB10 + F) e dieta com
20 g/kg de FB e 1000 FTU/kg (FB20 + F). Juvenis de tilapias do Nilo (n = 240, peso
corporal inicial 12,03 £ 0,14g) foram distribuidos em 20 aquarios em um delineamento
inteiramente ao acaso com cinco tratamentos e quatro repeticdes, durante oito semanas.
Peixes alimentados com as dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F apresentaram maior ganho
de peso (P =0,001), consumo (P = 0,001) e taxa de eficiéncia proteica (P = 0,002), menor
conteudo de gordura visceral (P = 0,005), energia corporal (P =0,007) e gordura corporal
(P = 0,013) em relacdo aos peixes alimentados com as dietas FBO e FBO + F. Foram
observadas maiores mortalidades (P = 0,011) e maiores concentragdes de colesterol (P =
0,022) triglicerideos (P = 0,048) e maior atividade da enzima fosfatase alcalina (P =
0,001) no plasma de peixes alimentados com a dieta FBO em relacdo aos peixes dos
alimentados com as dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F. Peixes alimentados com a dieta
FBO apresentaram menores concentra¢@es de Ca (P = 0,001) e P (P = 0,021) plasmatico
e menores teores de Ca (P < 0,002), P (P <0,002), Mg (P < 0,001) e Mn (P < 0,005) nas
vértebras em relacdo aos peixes que receberam as dietas FB10 + F e FB20 + F. N&o foram
observados efeitos (P > 0,985) das dietas sobre a conversdo alimentar, indice

hepatossomatico (P = 0,648), atividade da enzima aspartato aminotransferase no

1*De acordo com normas da Revista Animal Feed Science and Technology, ISSN: 0377-
8401, https://lwww.journals.elsevier.com/animal-feed-science-and-technology,  Cite
Score: 2,30 e Fator de Impacto: 2,143
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plasma, teores de Fe e Zn nas vértebras, umidade e proteina bruta corporal. Concluiu-se
que o FB pode ser reduzido até 67% em dietas elaboradas com alimentos de origem

vegetal e com adicdo de 1000 FTU/kg para juvenis de tilapias do Nilo.

Palavras-chave: aquicultura, enzima, fosfatase alcalina, fosforo, nutricéo.

Abreviacdes: FB, fosfato bicélcico; EB, energia bruta; PB, proteina bruta; Ca, célcio; P,
fosforo; Mg, magnésio; Mn, manganés; Fe, ferro; Zn, zinco; MS, matéria seca; MM,
matéria mineral; EE, extrato etéreo; ALT, alanina aminotransferase; ALP, fosfatase

alcalina; AST, aspartato aminotransferase.
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I11 - Reduction of dicalcium phosphate in diets with the addition of the new
generation of liquid phytase for Nile tilapia juveniles based on productive

performance, mineral retention and blood parameters

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the dicalcium phosphate (DP)
reduction in diets made with plant origin ingredients with addition of new generation of
phytase on the productive performance, body mineral retention and in the vertebrae and
blood parameters of Nile tilapia juveniles. Five extruded diets with approximately 19.54
MJ/kg of gross energy (GE) and 326.44 g of crude protein (CP) were prepared with 30
g/kg of dicalcium phosphate and no addition of phytase (positive control, FB30) (FBO +
F), 10 g/kg DP and 1000 FTU/kg (DPO + F), with no DP addition and with 1000 FTU/kg
(DPO + F) + F and diet with 20 g/kg DP and 1000 FTU/kg (DP20 + F). Nile tilapia
juveniles (n = 240, initial body weight 12.03 £ 0.14 g) were distributed in 20 aquaria in a
completely randomized design with five treatments and four replicates for eight weeks.
Fish fed with the DP30, DP10 + F and DP20 + F diets presented greater weight gain (P =
0.001), consumption (P = 0.001) and protein efficiency ratio (P = 0.002), lower visceral
fat content (P = 0.005), body energy (P = 0.007) and body fat (P = 0.013) were observed
in relation to fish fed the DPO and DPO + F diets. Higher mortalities (P = 0.011) and
higher cholesterol concentrations were observed (P = 0.022), (P = 0.048) and higher
activity of the alkaline phosphatase enzyme in the plasma (P = 0.001) were observed for
fish fed the DPO diet in relation to the fish fed with the DP30, DP10 + F and DP20 + F.
diets. Fish fed with diet with addition of 1000 and 1500 FTU/kg presented higher CDA
of Ca (P = 0.01), P (P < 0.01), Fe (P = 0.037), Mg (P = 0.001) and Mn (P = 0.008) in
relation to the fish that received diet without phytase and 500 FTU/kg. No effects (P =
0.985) of the diets on feed conversion, hepatosomatic index (P = 0.648), plasma aspartate
aminotransferase enzyme activity, Fe and Zn levels in the vertebrae, moisture and crude
body protein were observed. It was concluded that the DP can be reduced up to 67% in
diets made from plant based ingredients and with addition of 1000 FTU/kg for Nile tilapia

juveniles.

Key words: aquaculture, alkaline phosphatase, enzyme, nutrition, phosphorus.
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Abbreviations: DP, dicalcium phosphate; GE, gross energy; CP, crude protein; Ca,
calcium; P, phosphorus; Mg, magnesium; Mn, manganese; Fe; iron; Zn, zinc; MS, dry
matter; MM, mineral matter; EE, ethereal extract; ALT, alanine aminotransferase; ALP,

alkaline phosphatase; AST, aspartate aminotransferase.
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1. Introdugéo

Com o incremento da aquicultura aumentou a busca por inovac@es que melhorem e
viabilizem a producéo, reduzindo os impactos causados no ambiente de cultivo. Com a
utilizacdo dos ingredientes vegetais, tem-se utilizado a enzima fitase como alternativa
para 0s animais obterem o fosforo presente nesses ingredientes e que se encontra
indisponivel para animais monogastricos devido a auséncia de fitase endégena (Baruah
et al., 2007). O uso da fitase reduz a inclusdo de fosfato bicalcico nas dietas e
consequentemente reducdo na excre¢do de fosforo no ambiente de cultivo (Cowieson et
al., 2011).

O fosforo presente nos vegetais encontra-se como fitato, forma que afeta
negativamente a utilizacdo da energia e nutrientes e, consequentemente o desempenho e
salde dos peixes (Kumar et al., 2012). Ainda que 0 processamento por agquecimento e
fermentacdo possam aumentar a disponibilidade do fésforo dos alimentos de origem
vegetal, a adicdo de fitase tem sido 0 método mais pratico e eficiente para liberar o fosforo
do fitato (Hung et al., 2015).

Foi demonstrado em diversos estudos que a adicdo de fitase melhora a
disponibilidade da energia (Hussain et al., 2016; Maas et al., 2018), proteina (Cao et al.,
2008; Liebert e Portz, 2005), aminoacidos (Nwanna e Liebert, 2016) e outros minerais
(Cheng e Hardy, 2002; Debnath et al., 2005; Hussain et al., 2015). A adicdo da fitase
fangica ou bacteriana, pode apresentar resultados nao satisfatérios pelas variagcdes no pH
e temperatura que provocam a reducdo na atividade da enzima (Hung et al., 2015).

Com os avancos na area da biotecnologia, tém-se buscado inovacdes para melhoria
na producéo de fitase, surgindo no mercado novas geracdes de enzimas mais resistentes
a acidez estomacal e ao processamento térmico (Lemos e Tacon, 2016). As tilapias
possuem pH estomacal acido (Greiner e Konietzny, 2010) e uma fitase mais resistente a
acidez pode permitir maior eficiéncia. A fitase liquida é adicionada ap0s 0s processos de
moagem, extrusdo e secagem e permite maior seguranca da atividade da enzima

adicionada.

Ainda faltam informacdes sobre as novas geracOes de fitase liquida em dietas
extrusadas para tilapias do Nilo considerando a possibilidade de reduzir fonte inorganica
de Ca e fosforo. O fosfato bicélcico é a principal fonte inorganica desses minerais e esta

presente em elevadas proporcoes em dietas elaboradas exclusivamente com alimentos de
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origem vegetal. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a possibilidade de reduzir a
inclusdo de fosfato bicalcico (FB) por meio da adi¢do de nova geracdo de fitase em dietas
elaboradas exclusivamente com alimentos de origem vegetal, com base no desempenho

produtivo, retencdo de minerais e parametros sanguineos.

2. Material e métodos

Os procedimentos experimentais foram previamente submetidos e aprovados para
execucdo pelo Comité de Conduta Etica sobre o Uso de Animais em Experimentagio da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocolo N°6352/2017).

2.1 Dietas

Foram elaboradas cinco dietas extrusadas com aproximadamente 19,54 MJ/kg de EB
e 326,44 g/kg de PB, contendo exclusivamente alimentos de origem vegetal, com incluséo
de 30 g/kg de fosfato bicélcico e sem adicdo de fitase (controle positivo, FB30), sem
adicdo de FB e de fitase (controle negativo, FBO), sem FB e com 1000 unidade de fitase
ativa (FTU/kg) (FBO + F), com 10 g/kg de FB e 1000 FTU/kg (FB10 + F) e 20 g/kg de
FB e 1000 FTU/kg (FB20 + F). Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia (8, 11,

14 e 16 horas) até saciedade aparente (Tabela 1).
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Tabela 1

Composicdo das dietas experimentais (g/kg) para juvenis de tilapias do Nilo pelo periodo de
56 dias.

Ingredientes Dietas!

FB30 FBO FBO+F FB10+F FB20+F
Farelo de trigo 230,00 230,00 230,00 230,00 230,00
Farinha de trico 208.50 208.50 208.50 208.50 208.50
Farelo de soia 200.00 200.00 200.00 200.00 200.00
Farelo de arroz 180.00 180.00 180.00 180.00 180.00
Gluten de milho 80.00 80.00 80.00 80.00 80.00
Conc. soia 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00
Fos. Bicalcico 30.00 0.00 0.00 10.00 20.00
Calcério 0.00 20.00 20.00 13.50 7.00
Inerte 0.00 10.00 10.00 6.50 3.00
L-lisina 6.10 6.10 6.10 6.10 6.10
Supl. Min.vit.? 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Sal 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50
DL-metionina 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50
L-treonina 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20
L-histidina 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Antifunaico 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
L-arainina 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
L-trintofano 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Antioxidante 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Composicéo analisada®
MS 948,50 946.50 950.70 947.60 945,90
EB (MJ/ka) 19.60 19.76 19.51 19.51 19.48
PB 327.50 327.60 327.60 326.10 323.40
EE 61.80 64.30 64.40 61.80 63.20
FB 47.40 48.50 48.30 48.90 49.20
Ca 8.60 8.80 8.80 8.70 8.60
P 16.20 9.30 9.30 12.10 14,70
MM 77.80 63.46 63.30 66.96 70.46
Fitase (FTU/KkQ) ND* ND 1100,00 1070,00 1110,00

!Dietas - FB30, dieta com 30 g/kg de fosfato bicalcico; FBO, dieta sem fosfato bicalcico;
FBO+F, dieta sem fosfato bicélcico e adicdo de 1000 FTU/kg; FB10 + F, dieta com 10 g/kg
de fosfato bicalcico e adicdo de 1000 FTU/kg e FB20 + F, dieta com 20 g/kg de FB com 1000
FTU/kg.

2 Suplemento mineral e vitaminico: Composicdo (IU ou mg/kg da dieta): vitamina A
(palmitato de retinol), 1,200.000 Ul; vitamina D3 (colecalciferol), 200000 Ul; vitamina E (DL-
a-tocoferol), 12000 mg; vitamina K3 (menadiona), 2400 mg; vitamina B1 (tiamina HCI), 4800
mg; vitamina Bo,(riboflavina), 4800 mg; vitamina Be (piridoxina HCI), 4000 mg; vitamina
B12 (cianocobalamina), 4,8 mg; acido folico, 1200 mg; Pantotenato de D-célcio, 12000 mg;
vitamina C (acido ascorbico), 48000 mg; D-biotina, 48 mg; cloreto de colina, 65000 mg;
niacina, 24 000 mg; sulfato ferroso (FeSO4, H20, 7H20), 10000 mg; sulfato de cobre (CuSOa.
7H20), 600 mg; sulfato de manganés (MnSO., H20), 4000 mg; sulfato de zinco
(ZnS04.7H20), 6000 mg; sulfato de cobalto (CoS04.4H.0), 2 mg; Selenito de sodio
(Naz2Se0s3), 20 mg.

3MS, matéria seca; EB, energia bruta; P, proteina bruta; EE, extrato etéreo; FB, fibra bruta;
Ca, célcio, P, fésforo e MM, matéria mineral.
“ND: ndo detectada.
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Foi utilizada fitase microbiana (Natuphos® E-10.000 FTU/kg) produzida a partir da
combinacdo de trés fontes bacterianas, formando uma geracéo hibrida que foi entéo inserida
na cepa do fungo Aspergillus niger. Antes da incluséo da enzima, a atividade da fitase foi
confirmada por meio de andlise laboratorial, seguindo metodologia descrita por Engelen et
al. (2001) por HPLC e espectrofotometria de absorcdo atdbmica no laboratério CBO
(Valinhos SP, Brasil).

As dietas foram misturadas, moidas e extrusadas no Laboratorio AquaNutri (Botucatu,
SP, Brasil). A moagem foi realizada em moinho centrifugo com peneiras com furos de 0,7
mm (Vieira MC 680 B, Tatui, SP, Brasil) e a extrusdo foi realizada em extrusor de rosca
simples (Exteec EX30, Ribeiréo Preto, SP, Brasil) com matriz de 0,8 mm de didmetro e secas
em estufa de ventilacdo forcada de ar (HexisHXO00, Jundiai, SP, Brasil) a 55°C, durante 24

horas. Apo6s, secagem e resfriamento, a fitase liquida foi adicionada as dietas por aspersao.

Para asperséo da enzima foi elaborada solugdo mée com 10 ml de Natuphos® E e 990
ml de 4gua destilada. Em seguida, foi retirado aliquota de 10 ml da solugdo mée e adicionada
em 300 ml de &gua destilada para cada kg de dieta, resultando em dietas com 1000 FTU/kg.
A solucdo foi aspergida on top nas dietas, parcelada em duas aplicagcdes por meio de aspersor
manual. Apds cada aplicacdo, as dietas foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar
(HexisHX00, Jundiai, SP, Brasil) a 42°C por 2 horas.

2.2 Peixes e manejo

Foram adquiridos 1000 alevinos masculinizados de tilapias do Nilo com peso médio de
1,05 £ 0,02 g, da piscicultura Aquabel (Rolandia, PR, Brasil). Os peixes permaneceram pelo
periodo de 20 dias em tanque com volume util de 1000L, mantidos sob temperatura
controlada (27 = 0,20°C) e aeracdo constante de forma a manter os niveis de oxigénio entre
6,00 a 6,50 mg/L. Os peixes foram alimentados com dieta comercial microextrusada (0,4
mm de diametro) com 45 g/kg de PB, seis vezes por dia, com consumo voluntario até
atingirem peso corporal médio de 12 g. Em seguida, 240 peixes com peso médio de 12,03 +
0,14 g foram distribuidos aleatoriamente em 20 caixas de polietileno com volume util de 70
litros em sistema de recirculacdo, proporcionando taxa de entrada de agua de 1,94 L/min em

cada aquario.
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O sistema de recirculagdo era composto por caixa de decantacao, filtro bioldgico e filtro
UV, com aeracdo por meio de soprador de 0,5 CV e sistema de aquecimento na caixa
decantacgdo, de forma a manter o oxigénio dissolvido de 6,00 £ 0,20 mg/L, com termostato
regulado para manter a temperatura de 27 + 0,5°C. Os valores médios de amonia, nitrato,
nitrito e pH da agua dos tanques foram analisados semanalmente e mantidos em 0,003 + 0,01
mg/L, 0,003 £ 0,01 mg/L, 0,006 £ 0,01 mg/L e 7,00 + 0,23 respectivamente.

Diariamente, os aquarios foram sifonados de forma a renovar 33,3% da 4gua do tanque.
Para renovacdo da agua, foram mantidos quatro caixas de 250 L, com valores de
temperaturas e oxigénio dissolvido iguais aos da agua dos aquarios experimentais. Todos as
fontes inorganicas de minerais foram retiradas do sistema de recirculagdo. A temperatura da
agua e o oxigénio dissolvido foram aferidos diariamente com medidor de oxigénio e
temperatura portatil (YSI F-1055, Blumenau, SC, Brasil), o pH foi determinado
semanalmente por meio de pHmetro de bancada (TEC — 2, Piracicaba, SP, Brasil), amonia,
nitrito, nitrato foram determinados semanalmente por meio de spectrokit (ALFAKIT,

Florianopolis, SC, Brasil).

Antes do inicio do experimento, 0s peixes permaneceram por sete dias para adaptacédo
as condi¢Bes experimentais. Ao término do ensaio de crescimento, todos os peixes foram
anestesiados com 100 mg/L de ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate (MS222, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA).

Os resultados de desempenho foram analisados de acordo com as seguintes equacoes:
Ganho de peso (g) = peso final (g) - peso inicial (g), Consumo (g) = consumo total/nimero
de peixes; Taxa de eficiéncia proteica = ganho de peso (g)/proteina consumida (g);
Conversao alimentar = consumo (g)/ganho de peso (g), indice hepatossomatico (%) = 100 x
peso do figado (g)/peso corporal (g); Gordura visceral (%) = 100 x peso da gordura visceral
e somatica (g)/peso corporal (g); Sobrevivéncia (%) = 100 x numero de peixes no final do

experimento/nimero de peixes no inicio do experimento.

2.3 Coleta de sangue

Para a coleta de sangue, foram utilizados trés peixes de cada unidade experimental.

Todos os peixes foram mantidos em um periodo de 12 horas em jejum. O sangue foi coletado
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por punc¢do do vaso caudal com o auxilio de seringas de 1 ml com agulhas heparinizadas
(0,60 x 25mm). Ap0s a coleta, o sangue foi centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos para

separacdo do plasma e em seguida armazenado a -20°C para posterior analises.

2.4 Coleta de vértebras

Para andlise de minerais nas vértebras foram utilizados oito peixes de cada unidade
experimental. Os peixes foram submetidos & coc¢do em forno de micro-ondas por 3 minutos
e lavados com agua deionizada para remogéo do tecido residual. Posteriormente, as amostras
foram secas em estufa a 105°C por 24 horas, armazenadas com respectivas identificacdes
para posterior analises. Apos, foram desengorduradas, permanecendo durante 24 horas em
solucdo éter de petroleo a temperatura ambiente, desidratadas ao ar durante 12 horas, secas
em estufa a 105°C durante duas horas, moidas em moinho bola e armazenadas em freezer a

-20°C até anélises laboratoriais.

2.5 Analises quimicas

Foram realizadas as analises de matéria seca (MS) (método 934,01), MM (método
942,05) e nitrogénio (método 981,10). A PB foi calculada pelo percentual de nitrogénio
multiplicado por 6,25. O extrato etéreo (EE) (método 920,85) das dietas e corporal dos
peixes e fibra bruta (método 991,43) das dietas foram determinados de acordo com
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995).

As analises plasmaticas de alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP),
aspartato aminotransferase (AST), Ca, P, colesterol, glicose, proteina total e triglicerideos,
foram realizadas por espectrofotometria em analisador bioquimico semiautomético (BIO-
2000 IL, Barueri, SP, Brasil), utilizando kits comercial (BIOTECNICA®, Varginha, MG,
Brasil). Para andlise de retencdo de Ca, P, Fe, Mg, Mn e Zn nas vértebras, estas foram

encaminhadas para o laboratorio CBO — Valinhos — SP.
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2.6 Andlise Estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso, composto por cinco tratamentos e
quatro repeticbes. A repeticdo foi utilizada como unidade experimental. Para analise dos
dados, estes foram submetidos a verificacdo de normalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e Liliefors e verificacdo de homogeneidade pelo teste de Levene. Quando essas
duas exigéncias foram atendidas, os resultados foram submetidos 8 ANOVA (P < 0,05), em
caso de efeito, os dados foram comparados pelo teste de Tukey com um nivel de significancia
de 5%. Utilizou-se o programa estatistico Statistical Analysis System — SAS (versdo 9.0). Os

resultados sdo apresentados como média e erro padrdo médio (EPM).

3. Resultados

3.1 Ensaio de crescimento

Peixes que receberam as dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F obtiveram maior, peso final
(P =0,001), ganho de peso (P =0,001), consumo (P = 0,001) e taxa de eficiéncia proteica (P
= 0,002) quando comparados aos que receberam as dietas FBO + F e FBO respectivamente.
No entanto, ndo foram observados efeitos na conversdo alimentar (P = 0,985) e indice
hepatossomatico (P = 0,648).

A menor porcentagem de gordura visceral (P = 0,005) foi encontrada nos peixes
alimentados com a dieta FB30, FB10 + F e FB20 + F em relacdo aos que receberam as dietas
FBO e FBO + F que apresentaram maior porcentagem de gordura visceral. Foi observado
maior taxa de mortalidade (P = 0,011) nos peixes alimentados com a dieta FBO e FBO + F
guando comparados aos que receberam as dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F (Tabela 3). Os
peixes que receberam as dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F apresentaram melhores
resultados de crescimento quando comparados aos peixes que receberam as dietas FBO e
FBO + FTU (Figura 1).
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Desempenho produtivo de juvenis de tilapias do Nilo alimentadas com dietas sem e com

substituicdo parcial de fosfato bicalcico pela nova geracéo de fitase liquida®.

Parametros? Dietas®
FB30 FBO FBO+F  FB10+F FB20+F  EPM*  Valor-P

PF (9) 84,968  44,38° 71,29° 88,372 89,652 3,970 0,001
GP (g) 73,058 33,75° 59,22° 76,06° 77,712 3,954 0,001
CR (g) 81,81  38,79° 64,65" 84,112 82,222 4,052 0,001
TEP 3,182 2,19¢ 2,85° 3,212 3,342 0,020 0,002
CA 1,11 1,14 1,09 1,10 1,06 0,028 0,985
IHS (%) 2,59 2,57 2,73 2,50 2,37 0,110 0,648
GV (%) 1,22° 1,612 1,682 1,27° 1,11° 0,044 0,005
Sob 100,000  89,58" 95,83  100,00° 100,007 1,307 0,011

1 Os dados sdo valores médios de 4 repeticdes contendo 12 tilapias do Nilo por unidade

experimental

2 PF, peso final; GP, ganho de peso; CR, consumo; CA: conversdo alimentar; TEP, taxa de

eficiéncia proteica; IHS, indice hepatossomatico; GV, gordura visceral e Sob, Sobrevivéncia.
3 FB30, dieta com 30 g/kg de fosfato bicélcico; FBO, dieta sem fosfato bicalcico; FBO + F,
dieta sem fosfato bicélcico e adi¢do de 1000 FTU/kg; FB10 + F, dieta com 10 g/kg de fosfato
bicalcico e com 1000 FTU/kg e FB20 + F, dieta com 20 g/kg de fosfato bicalcico e adi¢do de
1000 FTU/kg.

*Erro padrdo médio.

3.2 Parametros bioquimicos

Foi observado maior concentracdo plasmatica de colesterol (P = 0,022), triglicerideos
(P = 0,048) e proteina plasmatica (P = 0,001) em peixes alimentados com a dieta FBO em
relacdo aos peixes dos demais tratamentos. Peixes alimentados com as dietas FB10 + F e
FB20 + F apresentaram maiores concentracdes de P plasmatico (P = 0,021) em relacdo aos
peixes que consumiram a dieta FB0O. No entanto, ndo foram observadas diferencas no nivel
de P plasmatico em peixes alimentados com as dietas FB30, FBO + F, FB10 + F e FB20 +
F. A concentracdo de Ca foi maior nos peixes alimentados com as dietas FB10 + F e FB20
+ F, quando comparados aos demais tratamentos. N&o foi observado efeito (P = 0,746) dos
tratamentos sobre a atividade da enzima aspartato aminotransferase. A atividade da enzima
fosfatase alcalina foi maior (P = 0,048) em peixes que receberam a dieta FB0, mas ndo diferiu
entre os demais tratamentos avaliados. A atividade da enzima alanina aminotransferase foi
menor (P = 0,001) em peixes alimentados com as dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F em

relagdo ao observado no plasma de peixes que consumiram a dieta FB0. No entanto, ndo foi
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observado diferenca na atividade dessa enzima em peixes que consumiram as dietas FBO e

FBO + F (Tabela 4).

Tabela 3

Pardmetros bioquimicos de tilapias do Nilo alimentadas com dietas sem e com substitui¢do

parcial de fosfato bicalcico pela nova geragdo de fitase liquida.*

Parametros? Dietas®
FB30 FBO FBO+F FB10+F FB20+F EPM  Valor-P

ALT (UIY) 38,50° 56,502 35,50° 37,00° 35,00° 2,750 0,048
ALP (UI}) 24,00° 3150° 2550  14,50° 11,00° 5,367 0,001
AST (UIY) 92,00 114,00 66,50 79,00 121,00 13,69 0,746
Colesterol (mg/dl) 75,00° 97,000  81,00°  80,00°  80,50° 1,301 0,022
Calcio (%) 11,00°  11,10° 11,00° 12,002 12,002 0,338 0,001
Fosforo (%) 7,70% 4,80P 6,25% 8,85% 9,252 1,257 0,021
Proteina total (mg/dl) 3,50 4,052 3,50° 2,95° 2,90° 0,140 0,001
Triglicerideos (mg/dL) 114,00° 184,80°  102,50°  112,50°  116,00° 3,090 0,048

10s dados sdo valores médios de 4 repeticdes contendo 12 tilapias do Nilo por unidade experimental
a.b | etras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P < 0,05).
2ALT, alanina aminotransferase; ALP, fosfatase alcalina e AST, aspartato aminotransferase
3FB30, dieta com 30 g/kg de fosfato bicalcico; FBO, dieta sem fosfato bicéalcico; FBO + F, dieta sem
fosfato bicalcico e com adi¢do de 1000 FTU/kg; FB10 + F, dieta com 10 g/kg de fosfato bicélcico
e adicdo de 1000 FTU/kg e FB20 + F, dieta com 20 g/kg de fosfato bicalcico e 1000 FTU/Kg;

4 Erro padrdo médio.

3.3 Composicéo corporal

Né&o foi observado efeito dos tratamentos sobre a umidade (P = 0,134) e PB corporal (P

=0,248). A composicdo corporal de minerais (P = 0,001) foi maior nos peixes que receberam

dieta FB20 + F quando comparadas aos que receberam as dietas FBO e FBO + F. Foram

observados maiores teores de Ca (P =0,004) e P (P = 0,004) corporal nos peixes alimentados

com as dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F em relagdo ao observado nos peixes alimentados

com a dieta FBO. Foi observado maior deposicao corporal de EB (P = 0,007) e extrato etéreo

(P = 0,013) em peixes que receberam a dieta FBO em relagdo ao observado nos peixes que

consumiram as dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F (Tabela 5).
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3.6 Concentracdo de minerais nas vértebras

Peixes alimentados com as dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F apresentaram maiores
concentragdes de Ca (P = 0,002) e P (P = 0,002) em relagéo aos peixes alimentados com
a dieta FBO. N&o foram observadas diferencas (P > 0,05) na concentragédo de Fe e Zn nas
vértebras. Foram observadas maiores concentracdes de Mg (P = 0,001) nos peixes que
receberam as dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F, quando comparados aos que receberam
a dieta FB0. A concentracdo de Mn foi maior (P = 0,005) nos peixes que receberam a
dieta FB30, mas ndo significativamente diferente dos peixes que receberam a dieta FB10
+ F (Tabela 5).



Tabela 4

Composicéo corporal e concentracao de minerais nas vertebras de tilapias do Nilo alimentadas com dietas sem e com

substituicdo parcial de fosfato bicalcico pela nova geracéo de fitase liquida.®

Parametros? Dietas®

FB30 FBO FBO+F FB10+F FB20+F EPM*  Valor-P
Composicao Corporal (g/kq)
UM 699,7 686,3 691,1 708,9 723,9 0,436 0,134
PB 158,7 157,7 159,5 154,5 1448 0,218 0,248
EE 70,5P 90,62 87,82 71,0 64,4° 0,183 0,013
EB (MJ/kg) 23,73° 26,002 26,112 23,85° 23,52° 0,097 0,007
MM 37,0 27,2¢ 30,9¢ 35,6° 42,0 0,039 0,001
Ca 10,5% 6,70¢ 8,20 10,4% 11,02 0,022 0,004
P 6,502 4,50° 5,30% 6,302 6,502 0,011 0,004
Minerais nas vértebras
Ca (g/kg) 13,282 11,62° 12,472 13,372 13,222 0,188 0,002
P (g/kg) 6,882 5,58° 6,412 7,092 7,172 0,164 0,002
Fe (mg/kg) 20,21 21,27 25,78 22,71 20,45 0,911 0,296
Mg (g/kg) 0,222 0,16° 0,19% 0,232 0,252 0,008 0,001
Mn (mg/kg) 27,28° 15,56° 15,74° 22,20% 23,45P 1,341 0,005
Zn (mg/kg) 93,20 87,57 85,66 88,65 94,33 1,132 0,460

1 Os dados sdo valores médios de 4 repeticdes contendo 12 tilapias do Nilo por unidade experimental

2UM, umidade; PB, proteina bruta; EE, extrato etéreo; EB, energia bruta; MM, matéria mineral; Ca, célcio; P, fosforo;
Fe, ferro; Mg, magneésio; Mn, manganés; Zn, zinco.
3 Dietas - FB30, dieta com 30 g/kg de fosfato bicélcico; FBO, dieta sem fosfato bicélcico; FBO+F, dieta sem fosfato
bicélcico e adi¢do de 1000 FTU/kg; FB10+F, dieta com 10 g/kg de fosfato bicalcico e adi¢do de 1000 FTU/kg e FB20+F,
dieta com 20 g/kg de fosfato bicalcico e 1000 FTU/kg.

*EPM' Erro padrdo médio.

a.b | etras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P < 0,05).
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4. Discussao

4.1. Ensaio de crescimento

Os peixes que receberam dietas com substituicdo de fosfato bicalcico nos niveis de
10 e 20 g/kg na dieta obtiveram resultados positivos para peso final, ganho de peso,
consumo de ragéo e taxa de eficiéncia proteica, e evidencia o efeito positivo da atuagédo
da fitase em hidrolisar o fitato, resultando em melhora no desempenho dos peixes.

A taxa de eficiéncia proteica foi menor nos peixes que receberam as dietas FBO e
FBO + F, divergindo da gordura visceral que aumentou nesses tratamentos. Alta relacdo
energia/proteina (E/P) da dieta, isto é, pouca proteina para muita energia, resulta na
diminuicdo do consumo voluntario de alimento, resultando em menor ingestdo de

proteina e aumento de deposicdo de gordura visceral (Page e Andrews, 1973).

Com o aumento no aproveitamento dos nutrientes com a adi¢éo de fitase as dietas,
confirma-se a possibilidade de reduzir em 67% a inclusdo de FB em dietas elaboradas
com alimentos de origem vegetal e com adicdo de fitase. Abo Norag et al. (2018)
observaram a possibilidade de reduzir a inclusdo de fosfato bicélcico em 50% com a
adicdo de 1000 FTU/kg em dietas para tilapias do Nilo. O aumento no desempenho dos
peixes esta relacionado aos efeitos da fitase sobre a disponibilidade de outros nutrientes

como os aminoacidos (Riche et al., 2001) e minerais catiénicos (Hassaan et al., 2013).

No presente estudo, o baixo ganho de peso e piora na eficiéncia de utilizacdo da
proteina dietética observados nos peixes alimentados com as dietas FBO e FBO + F estdo
relacionados com a deficiéncia de P para as atividades metabdlicas de mantenca e
producdo. Assim, a adicdo de fitase em dietas sem P ndo foi suficiente para atender as
exigéncias de P nos peixes alimentados com a dieta FBO + F. O fésforo desempenha papel
importante no metabolismo celular, estreitamente relacionado ao ATP, sendo importante
como doador de fosfato para muitas reacdes metabolicas (Amanzadeh e Reilly, 2006) que
sdo dependentes da disponibilidade do P dietético. A sintese proteica depende da
disponibilidade de aminoacidos e de energia para catalisar essas reacdes, sendo um
processo de alta demanda energética (Shariatmadari e Forbes, 1993) e altamente
dependente da disponibilidade de P (Hettleman et al., 1983).
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Resultados positivos com a adicdo de fitase também foram comprovados com
panga (Pangasianodon hypophthalmus) em que a adigéo de 750 e 1500 FTU/kg foram
adequadas para aumentar o ganho de peso e taxa de eficiéncia proteica, semelhante aos
peixes que receberam dietas com a inclusdo de 15 g/kg de FB (Hung et al., 2015). Um
dos principais antinutrientes presente nos ingredientes vegetais é o acido fitico, que reduz
o crescimento dos peixes, tornando necesséria a suplementacao de P inorgénico as dietas
(Cowieson et al., 2011). A adicdo de fitase inibe os efeitos negativos do acido fitico,
melhorando a disponibilidade de P e o desempenho dos animais (Cao et al., 2007).
Portanto, a melhora no desempenho dos peixes que receberam dietas com adicéo de fitase
também esta relacionada a maior disponibilidade de minerais e aminoécidos (Cao et al.,
2008; Hussain et al., 2016; Nwanna e Olusola, 2014).

No presente estudo, peixes que receberam dietas FB30, FB10 + F e FB20 + F,
apresentaram menor indice de gordura visceral e menor deposi¢do de gordura corporal
em relagéo aos que receberam a dieta FBO. A deficiencia de P prejudica a digestibilidade
de lipidios, carboidratos e consequentemente a disponibiliade de energia, por causa da
reducdo na oxidacdo de acidos graxos com consequente reducdo na glicogénese
(Sakamoto e Yone, 1978). A deficiéncia de P influencia no metabolismo intermediario,
exercendo importante funcdo na transferéncia de energia quimica no organismo por meio
do trifosfato de adenosina (Nelson e Cox, 2014). A inibicdo da fosforilacdo oxidativa
resulta em acumulo de gordura corporal (Lall, 2002) e aumento de gordura em peixes
alimentados com dietas deficientes em P (Eya e Love, 1997; Roy e Lall, 2003; Yang et
al., 2006).

Os peixes que receberam as dietas FBO e FBO + F apresentaram redu¢do no consumo,
comportamento agressivo e maior mortalidade. A deficiéncia de minerais pode causar
deformidades esqueléticas, mortalidade, reducdo do crescimento e baixa utilizacdo dos
nutrientes pelos animais ocasionando em aumento na mortalidade (Sakamoto e Yone,
1978). Os peixes com deficiéncia de fosforo no presente estudo, buscavam suprir suas
necessidades tentando obter esse mineral nas escamas de outros peixes, e levou ao
aumento de brigas, fato evidenciado pela auséncia de escamas nos peixes que foram

encontrados mortos.

Resultados semelhantes foram relatados por Portz et al., (2004) que observaram
aumento na mortalidade de tilapias do Nilo alimentadas com dietas deficientes em P, os

autores relataram que os peixes alimentados com dietas deficientes em P apresentaram
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comportamento agressivo. Abo Norag et al., (2018), também observaram menor taxa de
sobrevivéncia em tilapias do Nilo alimentadas com dietas deficientes em P. Os sinais de
deficiéncia de P foram relatados pela reducdo no consumo, aumento no conteddo de

gordura corporal, no figado e reducdo na mineralizacdo 6ssea (Yang et al., 2006).

4.2 Parametros bioquimicos

A analise dos parametros sanguineos é importante para avaliar o estado nutricional e
de saude dos peixes (Higuchi et al., 2011). No presente estudo, a concentracdo de AST
ndo foi influenciada pelos diferentes tratamentos. As varia¢fes nas concentragdes de AST
pode ser menor especifica do que a ALT, porém mantém-se em niveis basais por mais
tempo, sdo menos hepato-especificas (Thrall et al., 2015). Resultados semelhantes foram
relatados por Hassaan et al. (2013), em que a adi¢do de 1000 FTU/kg nédo alterou as
concentracdes da enzima AST no plasma de tilapias do Nilo. Transaminases como a ALT
e AST apresentam importantes fungdes no metabolismo de aminoacidos e proteinas e so
importantes no diagndstico de alteracfes metabdlicas (Leandro et al., 2015).

A enzima ALT é encontrada em grande concentracdo no citoplasma de hepatocitos e
alteracdes como lesdes ou necrose celular podem levar ao aumento da atividade sérica
dessa enzima (Montanha e Pimpéo, 2012). No presente estudo, 0S peixes que receberam
dietas sem fosfato e fitase apresentaram maiores concentragdes de ALT no plasma. O
aumento da atividade da ALT indica dano tecidual, por causa das perturbacdes nos
processos fisioldgicos que podem estar relacionados ao estresse (Zikic et al., 2001) e
estado nutricional provocado pela maior deposicdo de gordura corporal, resultando em
maior deposicao de gordura no figado.

A atividade da enzima ALP aumentou em peixes que receberam a dieta deficiente
em P (FBO) em relag&o ao observado nos peixes alimentados com dietas contendo FB e
adicdo de fitase. A ALP desempenha importante funcdo na mineralizagdo 0ssea e 0
aumento plasmatico da sua concentracdo esta relacionado a disturbio dsseo, que pode
ocorrer pela deficiéncia de Ca e/ou P ou pela alteracdo dietética da relacdo entre esses
minerais (Bernet et al., 2001). Em concordancia com o observado no presente estudo, em
“red sea bream”, Pagrus major, a elevada concentracdo de ALP plasmatica foi associada

a hipofosfatemia (Sakamoto e Yone, 1980), sendo a enzima mais responsiva aos niveis
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de P (Kumar, 2011). O aumento da ALP no plasma também foi relatado por Yang et al.
(2006), em “silver perch”, Bidyanus bidyanus alimentados com dietas deficientes em P.
Shearer e Hardy (1987) relataram aumento na atividade da enzima ALP no plasma de
truta arco-iris alimentadas com dietas deficientes em P, quando comparadas com as que

receberam quantidades adequadas de P na dieta.

A mineralizagcdo 6ssea é um processo bioldgico complexo e alto nivel de ALP esta
relacionado com a atuacao da enzima nos locais de mineralizacdo 6ssea e cartilagem, por
meio da hidrolise de fosfato organico para liberar fosfato inorganico em locais de
mineralizacdo resultando em maior crescimento (Donachy et al., 1990). Com a reducao
do P na dieta ha reducdo no crescimento. Bodansky (1938) descreveu o conceito da
reatividade especifica controlada para a reabsorcéo 0ssea traduzida pela velocidade em
gue 0s minerais sdo retirados e, em seguida novamente depositados nos 0ssos. Assim, a

concentracdo ALP no soro foi descrita como uma resposta dessa reatividade especifica.

Altos niveis de ALP tém sido associados aos disturbios hipofosfatémicos, sugerindo
que a expressdo de ALP nos osteoblastos é regulada pelos niveis de P, o sistema de
regulacao poderia aumentar a sintese de ALP em resposta a niveis reduzidos de P (Orimo
e Shimada, 2008; Yoshiko et al., 2007), fato que justifica 0 aumento da ALP no plasma
dos peixes do presente estudo que foram alimentados com dietas sem FB.

Os niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos foram influenciados pelos
diferentes tratamentos no presente estudo, com maiores concentracfes em peixes que
consumiram a dieta sem suplementacdo de FB e fitase. Tal resposta esta relacionada com
a importancia do P sobre o metabolismo energético e deposicdo corporal de lipidios e
consequentemente nos valores plasmaticos de triglicerideos e colesterol em peixes

alimentados com dietas deficientes em P.

No presente trabalho, peixes que consumiram a dieta sem FB e com adicdo de fitase
apresentaram maior deposi¢cdo de gordura visceral e maior teor de gordura corporal,
semelhantemente ao observado em trutas arco-iris e carpa, Carassius auratus grandoculis
alimentas com dietas deficientes em P (Sugiura et al., 2011). Os valores elevados de
colesterol, triglicerideos e proteina total nos peixes que receberam as dietas sem FB e sem
adicdo de fitase, refletiram nos valores elevados de ALP e proteinas totais no sangue

nesses tratamentos.
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A hipofosfatemia prejudica a fosforilacdo oxidativa pela baixa concentracdo de P
citoplasmatico e hipoxia celular causado pela baixa concentragdo de 2,3-difosfoglicerato
nos eritrocitos (Knochel 2000). Além disso, baixa concentracdo de P intracelular
prejudica a fosforilacdo do gliceraldeido 3-fosfato levando ao seu acimulo e declinio de
1,3-difosfoglicerato e 2,3-difosfoglicerato, prejudicando a utilizacdo de glicose e a sintese
de ATP na glicolise (DeFronzo e Lang, 1980). Assim, na deficiéncia de P, a sintese de
ATP é comprometida tanto no nivel do substrato quanto nas fosforilacGes oxidativas e a
fracdo lipidica da dieta ndo pode ser metabolizada de forma eficiente e se acumulara no
corpo (Sugiuraetal., 2011). O nivel de proteina total aumentou nos peixes que receberam
dietas isentas de fosfato e fitase e estd relacionado a deficiéncia de fosforo nesse
tratamento. A concentracdo de proteina total no sangue é usada como indice basico para

a saude e estado nutricional em peixes (Kumar et al., 2010).

No presente estudo, o aumento nos niveis plasmaticos de P nos peixes alimentados
com dietas contendo FB e com adi¢do de fitase confirmou a eficicia da nova enzima em
disponibilizar P do &cido fitico, assemelhando-se ao resultado previamente relatado em
tilapias do Nilo alimentadas com dietas deficientes em P com adicdo fitase (Hassan et
al., 2013; Abo Norag et al., 2018). O aumento na concentracdo de minerais no sangue de
peixes alimentados com dietas adicionada fitase foi evidenciado em outros trabalhos
como em bagre-africano, Clarias gariepinus (Akpoilih et al., 2016) e kinguio, Carassius
auratus (Nie et al., 2017).

4.3 Concentracao de minerais nas vertebras e composi¢ao corporal

No presente estudo, a adi¢cdo de fitase nas dietas com 10 e 20 g/kg de FB resultou em
maior concentracdo de Ca, P, Mg e Mn nas vértebras em relacdo aos peixes que
consumiram a dieta sem FB e sem fitase. Resultados semelhantes foram relatados por
Hassaan et al. (2013), em que a adi¢do de 1000 FTU/kg aumentou a retencdo de P nas
vertebras e a composicao corporal de minerais em tilapias do Nilo. Maior retencdo dos
minerais Ca, P e Mg nas vértebras e aumento corporal de minerais também foi relatada
por Portz e Liebert (2004) em tilapias do Nilo alimentadas com dietas contendo somente

ingredientes de origem vegetal e adi¢cdo de 1000 FTU/kg.

A hidrolise do acido fitico pela fitase aumenta as concentracdes de P e minerais

catioénicos como o Ca, Fe, Cu, Mg, Mn e Zn, levando maior conteddo de minerais no
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corpo dos peixes (Cao et al., 2007). Os 0ssos representam o principal reservatério de P
(Lall, 2002) e alteragdes na mineralizacdo 0ssea € principal sinal de deficiéncia de P,
tendo em vista que a concentracdo de P nas vértebras é responsiva ao consumo de P na
dieta (Helland et al., 2005; Mai et al., 2006). A deficiéncia de P induz a mobilizacéo de
P das vértebras e a transferéncia para os tecidos moles e processos metabolicos
(Baeverfjord et al., 1998). Assim, o P armazenado nas vértebras € uma importante fonte

de reserva desse mineral (Portz e Liebert, 2004).

A fitase pode ser utilizada como ferramenta nutricional para reduzir a incluséo de
FB em dietas para tilapias do Nilo reduzindo os impactos ambientais pela melhoria na
utilizacdo do P e outros nutrientes. O processamento em cada etapa varia de acordo com
as caracteristicas da dieta e equipamentos utilizados, dificultando padronizar um valor
residual de enzimas adicionadas antes dessas etapas. Assim, a adicdo de fitase liquida
permite maior garantia residual da atividade da enzima, uma vez que € adicionada apos
etapas de processamento térmico durante moagem, extrusdo e secagem. Destaca-se no
presente estudo que a adicdo de fitase possibilitou a reducdo de 67% de FB, constituindo-
se em importante alternativa para melhorar o valor nutritivo pelos efeitos adicionais sobre
a disponibilidade da energia e de outros nutrientes aléem do P. Assim, a fitase é uma
alternativa a ser considerada na criacao de tilapias, que demandam dietas que contribuam
para maior sustentabilidade ambiental para manter globalmente a atual taxa de

crescimento da atividade.

5. Conclusdo

O fosfato bicéalcico pode ser reduzido até 67% em dieta para juvenis de tilapias do
Nilo contendo exclusivamente alimentos de origem vegetal e com adi¢cdo da nova fitase
no nivel de 1000 FTU/kg, sem afetar o desempenho produtivo dos animais, retencao de

minerais e parametros sanguineos.
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IV — CONSIDERACOES FINAIS

Os ingredientes de origem vegetal em dietas para peixes sdo considerados uma
fonte econémica alternativa. Porém, a inclusdo desses ingredientes deve ser utilizada com
atencdo, pois a presenca de fatores antinutricionais como o acido fitico pode reduzir o

desempenho dos animais.

Entre as alternativas para a reducéo de fatores antinutricionais tem-se utilizado a
adicdo de fitase. Varios estudos tém mostrado resultados satisfatorios quanto ao aumento
no desempenho dos animais e reducao na contaminacgdo da dgua e do solo. No entanto, a
atividade da enzima pode ser alterada pela baixa estabilidade e variagdes no pH no trato

gastrointestinal dos animais.

A fitase liquida possui vantagem da maior garantia do teor residual da enzima
adicionada, considerando os efeitos negativos do processamento das dietas durante a
moagem, extrusdo e secagem. Apesar da utilizacdo de geracbes de enzimas mais
resistentes ao processamento térmico, destaca-se que pode haver grande variacdo na
temperatura durante o processamento resultante de fatores como ingredientes utilizados,

grau de moagem, tipos de equipamentos utilizados e tamanho do granulo do extrusado.

A nova fitase pode ser utilizada como ferramenta para aumentar a disponibilidade
do fésforo e minerais catidnicos e também proporcionar melhorias nos valores da energia
e nutrientes, com aumento da digestibilidade da proteina e disponibilidade dos
aminoacidos. Assim, uma vez conhecendo-se as exigéncias nutricionais, é possivel

considerar a maior disponibilidade da energia e nutrientes.

A fitase também pode ser considerada para reduzir a excrecao de nutrientes no
meio aquatico, principalmente nitrogénio e fosforo, considerando a maior disponibilidade
da proteina e maior disponibilidade do fosforo. O nitrogénio e o fésforo sdo nutrientes

potencialmente poluentes, que contribuem para o desenvolvimento excessivo de algas,
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podendo ocorrer a reducdo da sua qualidade. Além disso, pode ocorrer a producdo de

algas que podem resultar em “off-flavor” do filé, reduzindo seu valor comercial.

O fosfato bicalcico € a principal fonte inorganica de célcio e fosforo em dietas
para tilapias. A reducéo de sua inclusdo € benéfica, considerando que a fitase aumenta a
disponibilidade da energia e diversos nutrientes, contribuindo para melhoria do

desempenho e reducdo na emissdo de nutrientes ao ambiente aquético.
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Figura 1. Efeito da adicdo de fitase no nivel de 1000 FTU/kg e reducédo na
inclusdo de fosfato bicalcico (FB) em dietas para juvenis de tilapias do
Nilo. Dietas com 30 g/kg de FB; 20 g/kg de FB + 1000 FTU/Kkg, 10 g/kg
de FB + 1000 FTU/kg, FBO + 1000 FTU/kg e FBO.
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