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RESUMO

Este estudo foi realizado para avaliar os efeitasirtlusdo de grdos secos de
destiladores com soltuveis (DDGS) de milho em dietggerimentais suplementadas
com xilanasdd-glicanase (XB) sobre o desempenho, digestibilidadarametros
bioquimicos e atividade enzimatica digestiva de ey de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus Os peixes (n=192; peso corporal inicial de 749,07 Q)
foram distribuidos em esquema fatorial 2x2comppstoduas fontes de proteina, farelo
de soja (FS) e graos secos de destiladores comesI(DDGS) de milho, ambos
suplementados ou n&o com 0,2 g'kda preparacdo XB, contendo média de 1120 TXU
kg' de xilanase endo-1,@-dieta e 500 TGU K{ de dieta de endo-1@glicanase.
Observou-se interacdo significativa entre DDGS langisel-glucanase (XB) para a
ingestdo de alimento dos peixes, sendo mais elevaslaietas com DDGS mais XB.
Os peixes alimentados com dietas contendo DDGSilde tiveram peso corporal final
e ganho de peso significativamente maiores do gugexxes alimentados com dietas
contendo FS. Os coeficientes de digestibilidade ndérientes e energia foram
significativamente afetados pela interacdo entré&sBle milho e XB. A inclusédo de
DDGS de milho em dietas baseadas em FS diminuiigestibilidade de energia e
nutrientes. No entanto, com a adicdo do complexovgtico XB, observou-se aumento
significativo no consumo de dietas pelos peixeso N@i observada interacao
significativa entre DDGS e XB nos parametros biogods do sangue. No entanto, o
XB aumentou o0s niveis de colesterol e glicose pdgisws. Ndo foram observadas
interagdes entre DDGS e XB na atividade de enziigestivas e o XB aumentou a

atividade de amilase e lipase digestivas. Condeilgue as dietas contendo DDGS
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suplementadas com XB melhoraram a digestibilidaglertergia e nutrientes e, assim,

melhoraram o desempenho produtivo de juvenis @gigido-Nilo.

Palavras-chavealimentoalternativo, carboidras@seochromis niloticus

polissacarideos ndo amilaceos, proteina vegetal.
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ABSTRACT

This study was carried out to evaluate the inclusffects of corn soluble distillers dried
grains (DDGS) in experimental diets supplementetth wylanasg-glucanase (XB) on the
performance, digestibility, biochemical parametansl digestive enzymatic activity of Nile
tilapia (Oreochromis niloticusjuveniles. Fish (n=192; initial body weight of4®.+ 0.07 g)
were distributed in a 2x2 factorial scheme compaxesvo sources of protein, soybean meal
(FS) and corn DDGS, both with or without 0.2 g Bgof the XB preparation, containing an
average of 1120 TXU kg of endo-1,48-diet xylanase and 500 TGU Kyof endo-1 diet, 4-
B-glucanase. A significant interaction between DD&%#l xylanas@tglucanase (XB) was
observed for fish food intake, being higher in sligtith DDGS plus XB. Fish fed diets
containing corn DDGS had significantly higher firmddy weight and weight gain than fish
fed diets containing FS. Nutrient and energy digdsgy coefficients were significantly
affected by the interaction between corn DDGS aBd IK¥clusion of corn DDGS in FS-based
diets decreased energy and nutrient digestibildpwever, with XB enzyme complex
addition, a significant increase in diet consumptloy fish was observed. No significant
interaction was observed between DDGS and XB oadblochemical parameters. However,
XB increased plasma cholesterol and glucose leslsinteractions were observed between
DDGS and XB on digestive enzyme activity and XBr@ased digestive amylase and lipase
activity. It was concluded that diets containing ®® supplemented with XB improved the
energy and nutrients digestibility as well as thedpctive performance of juvenile Nile

tilapia.

Keywords:alternative  food, carbohydrases,Oreochromis niloticus non-starch

polysaccharides, vegetable protein.
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INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento da aquiculintensiva, houve aumento da
demanda por alimentos proteicos alternativos quegposer adicionados as dietas atendendo
as necessidades nutricionais dos animais e a talstetade da atividade (FAO, 2022). As
fontes de proteina vegetal tornaram-se a prinéigpaie alternativa de farinha de peixe por sua
ampla disponibilidade, baixo preco e curta cadeiaahversao alimentar (Arriaga-Hernandez
et al, 2021). No entanto, a presenca de fatores antimunais, desequilibrio de aminoacidos,
falta de alguns elementos minerais e baixa digkdtile limitam a substituicdo da farinha de
peixe por fontes proteicas vegetais (Hedat, 2020).

O grédo seco de destilaria com soluveis (DDGS) écoproduto a base de milho da
producao de etanol via fermentacéo, destilacacagsen que € realizada por combinacao de
varias enzimas e leveduras (Yateal, 2021), que possuem altos teores de nutrierfibsae
(Buenavistat al, 2021). Na aquicultura, dietas com DDGS de milBm sendo estudadas
desde a década de 1980 (Lovell, 1980). Ja foi covaplo o potencial do uso do DDGS de
milho como fonte de proteina vegetal nas dietaa gasersas espécies com importancia para
a aquicultura como bagre do canhdtaluruspunctatus(Li et al, 2011), tilapia-do-Nilo
Oreochromis niloticus (Suprayudet al,2015),robalo Dicentrarchuslabrax (Magalhaest
al.,2015), pacBiaractusmesopotamic(@liveira et al, 2020) e camardo
Litopenaeusvannam&ayet al, 2020).

Em sua composicdo, o DDGSde milho possui alto deopolissacarideos ndoamilaceos
(PNA),(Maaset al, 2020b). Devido a estrutura especifica (contdigdgdesp-glicosidicas),
dietas ricas em PNA, possuem baixo valor nutripaoa tilapias, que ndo possuem enzimas
digestivas para degradar os PNA (Betal, 2021; Jiangt al, 2022).

A tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticusé um peixe de aguas quentes nativas de regides
tropicais e subtropicais, possui caracteristicabate desempenho, amplo habito alimentar,
forte fecundidade e resisténcia a doencas, o quaeguado para producdo intensiva (&in
al., 2017). Nos ultimos anos, mais e mais ingredgentgetais foram adicionados a dieta
comercial desta espécie, levando ao rapido aunntBNA na dieta.Assim, uma atencao
crescente tem sido dada aos efeitos dos PNAnas diata tilapias (Jiargg al, 2022; Liuet
al., 2022). No entanto, nenhum estudo sistematicoefglizado para examinar os efeitos do
uso de DDGS de milho associado com carboidrasesaadgpara permitir neutralizar ou

minimizar os efeitos negativos dos PNA sobre omesaho dos peixes.
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As enzimas exdgenas sao utilizadas para reduzglioinar os fatores antinutricionais e
aumentar o valor nutricional dos alimentos por meé# transformagédo de componentes
complexos em compostos absorviveis, melhoranddizagéo de nutrientes e diminuindo a
excrecdo dos nutrientes pelos peixes no ambientiéo (Bt al, 2021). H4 enzimas no
comércio que podem ser adicionadas nasdietas m@raruminantes que degradam o0s
componentes da parede celular, aumentando a absoecadisponibilidade dos
nutrientes.(Kamalamet al, 2017). Entre as enzimas exodgenas que degradéibraa a
xilanase e @-glucanases sdo amplamente usadas, uma vez queoaiainos eB-glucanos
sdo mais predominantes em dietas com altos te@efgbias (CastilloeGatlin, 2015).No
entanto, pesquisas obtiveram dados inconsisteabes ® efeito dessas enzimas na melhoria
de utilizac&do de nutrientes e desempenho dos p@ixadeet al, 2004; Webstet al, 2016).

A adicdo das carboidrases exdgenas possuem poteasiadietasricas em PNA para
tilapia-do-Nilo. Seu uso pode viabilizar a utiliZacde alimentos ricos em fibra, como por
exemplo o DDGS de milho. No entanto, existem pounfmmacdes sobre os efeitos da
suplementacao de xylanas@-gluccanase (XB) com DDGS de milhoem dietas foruhasga
para tilapia-do-Nilo.Para aumentar a producdo dgepeconsiderando a sustentabilidade
econdmica e ambiental, a inclusdo de carboidraseslienentos de baixo valor agregado,
como por exemplo o DDGS de milho, deve ser avalal@ garantir o desempenho e a
saude.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 DDGS de milho na nutricdo de organismos aquabs

O grao seco de destilaria com solavel (DDGS)de ondllo coproduto da fermentacéo do
grao de milho feito por enzimas e leveduras nayyéd de etanol (Jones al, 2022). A
composicdo dos nutrientes pode variar de acordo &oarigem do grdo e métodos de
fermentacdo e secagem (etual, 2011). Considerado alimento alternativo em digiara
animais aquaticos (Ragt al, 2022). A Tabela 1 demonstra a composicdo quimésse

alimento palatavel, de baixo custo de producaoatdedisponibilidade.

Tabela 1Dados da composicdo nutricional de gréos secosedBladtia com sollveis de
milho publicados nos anos de 2020 e 2022 por difeseautores (base na matéria natural)

Composicao quimica (g/kg) (Oliveira et al., 2020)  Ray et al., 2022)
Matéria seca 929 910
Proteina bruta 336 280
Energia bruta (kcal/kg) 4995 -
Lipideos 40 100

Fibra bruta - 110
Cinzas 20 52
Fosforo 2 9

O DDGS de milho é importante fonte de proteinagioa fésforo considerado alimento
promissor na industria de dietas para animais ampsatBuenavistaet al, 2021). Na
aquicultura, o uso do DDGS de milho vem sendo esloidlesde a década de 1980 (Lovell,
1980). Estudos recentes tém reafirmado o potemt@aDDGS em dietas para diversas
espécies com importancia na aquicultura, como bdgreanal IctaluruspunctatugLi et al,
2011), truta arco-irisQncorhynchusmykig®verlandet al, 2013; Welkeet al, 2014), tilapia-
do-Nilo, Oreochromis niloticus (Suprayudet al, 2015; Suelst al, 2022), pacu,
Piaractusmesopotamicus (Oliveira et al, 2020), bagre listrado,
Pangasianodonhypophthalm(llamet al, 2020),carpa comu@yprinuscarpi¢Révéset al,
2020) e bagre europ@ilurusglanigSandoret al, 2021). Além disso, alguns pesquisadores
estudaram a digestibilidade do DDGSde milho paraamardo branco do Pacifico,
LiponeausvannamegiLemoset al, 2009; Rayet al, 2020), corvinaArgyrosomusregiug
robalo, Dicentrarchuslabrax(Magalhdesetal., 2015), mostrando o potencial do DDGS de
milho como fonte de proteina vegetal que pode gulist farelo de soja e a farinha de peixe

nas dietas de uma variedade de espécies aquaticas.
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No entanto, o DDGS de milho pode ser fonte efieiedd proteina, principalmente para
espécies onivoras, como a tilapia-do-Nilo, querdameniveis mais elevados de fibra na dieta
(Oliva-Teleset al, 2015), minimizando as limitacbes do uso DDGSvdopelo seu alto
teor de fibra (Malvandi al., 2022).

O DDGS de milho é boa fonte de fosforo disponivehtisfaz as necessidades de varias
espécies de peixes que variam entre 0,3-1,0% (I12B1,). Outro beneficio do uso do DDGS
de milho na aquicultura deve-se a baixa excrecatsiero no meio ambiente por causa
doalto teor de fosforo digestivel, que pode setieago pela alta biodisponibilidade (Sandor
et al, 2021). Os processos de fermentacdo e aquecinzemjpe o DDGS de milho é
submetido podem ter resultado no aumento da hsdrélas moléculas de fitato, que ndo séo
digeriveis para os animais aquaticos (Réseak, 2020). O sucesso da inclusdo de DDGS em
dietas para peixes, bem como a eficiéncia de agdia de nutrientes pelos peixes, dependera
da fonte e composi¢céo do DDGS de milho utilizadivéda et al, 2020).

1.2 Enzimas exdgenas na nutricdo de peixes

As enzimas, consideradas catalisadores biologsds,proteinas capazes de acelerar a
velocidade das reacfes quimicas, essenciais paoanofuncionamento celular de todos os
seres vivos (Ravindran, 2013). O modo de acéo die eazima é diferente e interdependente,
em combinacgdo com formulagdes de dietas deve akzado de forma racional e cuidadosa
para alcancar o maximo de efeitos positivos, atoiatigbta ou indiretamente nos nutrientes,
tendo efeitos principais sobre o substrato ao sgidirigem (Zhengt al,, 2020).

Além disso, a atividade catalitica das enzimas fluenciada pela temperatura, pH,
especificidade do substrato, entre outros; portaadoenzimas utilizadas como aditivos no
processamento nas dietas devem ser resistentedoapeastaveis e capazes de preservar sua
atividade no sistema digestivo do animal (VelazeDezlLucio et al, 2021). O objetivo da
adicdo de enzimas na alimentacdo animal & mell@osdiciéncia alimentar, o desempenho
animal e consequentemente reduzir o custo da aiag@m (Bedford, 2018).

As enzimas séo geralmente classificadas de acamioocsubstrato sobre o qual atuam;
comercialmente, na nutricdo animal, sdo divididos teés categorias de acordo com sua
finalidade, aqueles direcionados aos carboidrdilma$ e amido), proteinas e fitatos (Gjha
al., 2019). As celulases atuam nos polissacaridaosetlilose e quebram a fibra e a alfa-
amilase atua no amido e melhora sua digestibilidadgquanto a beta-glucanase atua nos

polissacarideos ndo amilaceos (PNA) e decompdeara #\s proteases atuam na proteina e
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melhoram sua digestibilidade. As fitases atuam itadof e liberam o fosforo do fitato,
aumentando sua digestibilidade. (Imetal, 2016).

As carboidrases incluem amilase, B-glucanases daBases, celulase e pectinase que
catalisam a reducdo no peso de carboidratos patioserque sdo amplamente utilizados
naindustria alimenticia. Diferentes tipos de cattases apresentam diferentes funcgdes,
enquanto mais de 80% da enzima global de carbo&ldd mercado é composto por duas
enzimas principais, xilanaseieglucanase (Zhergg al., 2020).

Embora os animais tenham enzimas endogenas era®Inaldigestdo (Ojbaal, 2019),
0S peixes ndo possuem enzimas que degradam PNA, Bghucanases @-xilanases que
permitem a digestdo das longas cadeias de polisdaca presentes em ingredientes a base de
plantas, ricos em PNA (Mass al, 2020). A suplementacdo enziméatica tem sidozatia
como alternativa para aumentar 0 uso de ingredienégetais nas dietas para animais
aquaticos (Signet al, 2016), aumentando a biodisponibilidade de motieie e minerais,
além de ajudar a eliminar alguns fatores antinomais (Veldzquez-De Luciet al, 2021),
Tabela 2.
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Tabela 2 Estudos de diferentes autores realizados namastianos com a adicdo de enzimas exdgenas em dib@se de ingredientes de
origem vegetal sobre a digestibilidade de nutrgrdesempenho e salde em varias espécies de peixes.

Fase de

Espécie vida Fonte vegetal Enzima Resultados Autores (ano)
Graos de , Melhorou o coeficiente de digestibilidade .,
: o Xilanase e . o Diogenes
Pregado $copht Juvenil  destilaria secos aparente de proteinas, lipidios e aumentou a
: S glucanase - : . : etal. (2018)
halmusmaximys com solaveis atividade das enzimas digestivas.
Tilapia-do- : Melhorou o desempenho, enzimas digestivas,
. . . Farinha de : : . : AN Hassaaet al
Nilo(Oreochromis Alevino . Xilanase digestibilidade de nutrientes, morfometria histadég
- girassol . . . (2020)
niloticus) de figado e intestino.
Til4pia-do- Juvenil Farelo de soia Xilanase e Otimizou a digestibilidade, aumentou a energia  Brito et al
Nilo(Oreochromis ) glucanase digestivel e reteve os teores de nitrogénio. (2021)
niloticus)
Tilapia-do- , Graqs Secos Fitase e As enzimas melhoraram a digestibilidade de Maas
. : Juvenil de destilaria de : ) .
Nilo(Oreochromis trido xilanase todos os nutrientes e o desempenho dos peixes. etal (2021)
niloticus) g
Til4pia-do- Juvenil Farelo de soia Xilanase e As enzimas melhoraram a digestibilidade de Nakamura
Nilo(Oreochromis ) glucanase todos os nutrientes. etal (2022)
niloticus)
Esturjao , . Mistura Maior utilizagéo de alimentos, digestibilidade de Shekarabi et
I Juvenil Farelo de soja L ; > .
siberiano enzimatica nutrientes e estado de saude do animal. al. (2022)
(Acipenserbaer)i
o : - Xilanase e A suplementacgéo das enzimas pode ajudar no Tawfiket al
Tilapia-do- Juvenil Polpa citrica , e
glucanase desempenho e saude dos animais. (2022)

Nilo(Oreochromis




niloticus)
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As xilanases séo glicosidases responsaveis, painogmte, pela hidrolise das ligacges
1,4 presentes no xilano vegetal, que sdo compae@ehemicelulose. A hemicelulose é
formada por varios polimeros, principalmente danal Esses polimeros sdo formados por
residuos de acucares e a sua degradacdo comptetssitee da acdo de um complexo de
enzimas microbianas especificas para atuar enedifes ligacbes, sendo a xilanase a enzima
principal na despolimerizagdo do xilano (CoughlanHazlewood, 1993). A producgao
comercial das xilanases se concentra, principaknerds fungosTrichoderma sp e
Aspergillus spp(Kulkarni e AbhayShendye, 1999).

As glucanases atuam hidrolisando, principalmentp-glsicanos em polimeros menores,
diminuindo a viscosidade da digesta, permitindo cdoadas enzimas enddgenas e a
fermentacdo dos carboidratos pela microbiota, atando a digestibilidade dos nutrientes
(Choct, 1997; Cossen al, 1999). Comercialmente, as glucanases sdo obdidaetir de
microrganismos geneticamente modificados, incluinlspergillus spp., Bacillus sp.
efTricoderma sp (Yin et al, 2000). O uso d@-glucanase aumenta a digestibilidade das
proteinas, lipideos e amido ligados a parede cadascélulas (Chesson, 1993).

Ha desafios de aplicar enzimas exdgenas em dietaa peixes, ja que sua
adicdodependera da espécie, do tipo de enzimageados ingredientes da dieta (Hasshan
al., 2019). Além disso, pesquisas sdo necessariascpafirmar como as enzimas exégenas
(especialmente as carboidrases) modulam a miceobidéstinal e se essas modulagbes
contribuem para melhorar o desempenho do hospeidgeneset al, 2018).E necessaria
investigacdo sobre o efeito das enzimas na disjhidiaille de aminoacidos, modos de acéo
enzimaticos especificos, incluindo interacdes comineas enddgenas durante a digestao, os
efeitos das enzimas nos substratos alvo, a consigté previsibilidade dos efeitos das doses
de enzimas e os efeitos da qualidade dos ingrediemat previsibilidade da resposta (Magas
al., 2021). Para sua aplicacdo, deve-se garantiduecatalisador seja capaz de resistir a
extrusdo e granulacdo do processamento das die¢ms, como a alteragbes no trato
gastrointestinal (Zhermg al, 2020).

1.3Relacédo dos grédos secos de destilaria com soléw#e milho com a atividade das
enzimas digestivas em animais aquaticos

Enzimas digestivas podem ajudar a compreenderlizagio de DDGS como fonte
alternativa de proteina em dietas para animaisti@qea(Rayet al, 2022). Alteracbes na
atividade das enzimas digestivas afetam a absacdmestdo do alimento em animais

aquaticos (Lemieust al,1999).
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As enzimas digestivas estdo linearmente correladias com o desempenho e salde dos
animais.Em estudos com a atividade das enzimastiige, Magalhaest al, (2015), ndo
observaram diferenca significativa nas atividades dnzimas digestivas em robalo
(Dicentrarchuslabrax e em corvina Argyrosomusregiysquando o DDGS de milho foi
incluido nas dietas.No entanto,Oliveied al, (2021) observaram que juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamig@limentados com niveis crescentes de DDGS deonfdh 100,
200, 300 e 400 g/kg) substituindo o farelo de sofarinha de milho nas dietas por 100 dias,
nao tiveram diferenca significativa da atividadepdatease total entre as por¢des do intestino
para todos os tratamentos, exceto para os peixesrahdos com 300g/kg de DDGS na dieta
gue apresentaram maior atividade da proteasenotaitestino anterior do que no médio, o
que era esperado pelos os autores, uma vez queiasas digestivas sdo produzidas pelo
pancreas, liberadas na primeira porcao do intesktinpeixe e, portanto diminuem ao longo
do trato intestinal. Também notaram que as atiedade lipase, amilase, quimotripsina e
tripsina, diminuiram a medida que o nivel de DD@SJieta aumentou. Embora as atividades
de tripsina e quimotripsina sejam responsaveis gilédade de protease total, ela também
inclui outras atividades de proteases alcalinasoccarboxipeptidases e di- e tri-peptidases.

O efeito dos gréos secos de destilaria sobre alati® das enzimas digestivas pode ser
dependente da fonte do ingrediente ou da tecnoldgigrocessamento (Magalhsisal,
2015). Além disso, o efeito negativo do DDGS sa@begividade das enzimas digestivas pode
estar relacionado a presenca de PNA. O aumentsdasidade da digesta e do teor de agua
no intestino, como resultado do aumento da inget#dNA sollvel, reduzira a atividade das
enzimas digestivas, reduzindo seu contato com gtrab, prejudicando o transporte de
nutrientes e secrec¢des digestivas, reduzindo sthdelade (Pederseet al, 2014). O efeito
negativo da PNA no processo digestivo e na digédalde dos ingredientes da dieta tem sido
relatado por variedade de espécies de peixes, catwdo do AtlanticoSalmonsalar
(Refstieet al, 1999), bagre africanGlariasgariepinus(Leenhouwerst al, 2007), truta arco-
iris Oncorhynchusmykis¢Glencrosst al, 2012, Welkest al, 2014) e tilapia-do-Nilo
Oreochromis niloticugHaidaret al, 2016; Britoet al, 2021).

1.4Efeito dos polissacarideos ndo amilaceos (PNA)a nmatividade das enzimas
digestivas em tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticus)

A atividade enzimética digestiva é indicador impoté que pode efetivamente refletir a
capacidade dos peixes de digerir e absorver ntesefdiangt al, 2022). A melhora da

atividade das enzimas digestivas ajuda a melhodigestdo e absor¢cédo dos nutrientes da
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dieta pelos peixes (Dergf al, 2021). A pepsina completa a hidrdlise inicigbacial das
proteinas no estdmago, seguida pela acdo combiteatigpsina e quimotripsina no intestino
para completar a quebra do hidrolisado de pepsima (Weng, 2006). Entre eles, a tripsina
decompde 50-60% da proteina na dieta (Gadgahi 1984).

Atualmente, fontes de proteina vegetal tornarama-ggrincipal fonte alternativa para
substituir a farinha de peixe por sua ampla didpbaade, baixo preco e curta cadeia de
conversao alimentar (Arriaga-Hernandeal, 2021). Porém, baixa palatabilidade, presenca
de fatores antinutricionais, desequilibriode amamb@s, falta de alguns elementos minerais
ebaixa digestibilidadelimitam a utilizacao eficiente fontes de proteinas derivadas de plantas
na alimentacdo aquatica(Hodgaal., 2020).

Os polissacarideos ndao amilaceos (PNA) sdo osipaisccomponentes das paredes
celulares das plantas, referidos como fibras aliaves (Knudsen, 2001). Sdo compostos de
multiplos monossacarideos e acido glucurénico bggabr ligacdes glicosidicas especificas,
classificados em  celulose(polissacarideo  complexd)emicelulose(dividida em
arabinoxilanosp-glucanos e mananos) e pectina (unidades de acigalBcturénicos)(Sinha
et al, 2011).Além disso, os PNA sao classificados aedaccom a solubilidade em soluveis
(PNAs) (como pectina, mananos, arabinoxilanfi-glucana) e celulose insoluvel (PNAI)
(Zzhang e Wang, 2012), Figura 1.
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Polissacarideos néo-
amilaceos (PNAs)

Celulose Polimeros ndo Polissacarideos
celuloliticos pécticos
Insoltvel em agua, alcalino Arabinoxilanos Ac. Poligalactrunicos que
ou acido diluido B L podem ser substituidos por
-glucanos de ligagdes arabinanos, galactanos e
mistas arabinogalactanos.
Mananos, galactanos
Xiloglucanos e frutanos
Parcialmente soliveis Parcialmente soluveis
em agua em agua

Figura 1:Classificacdo dos Polissacarideos ndo amilaceos8)(Rilaptado de Lorena Sall
de Sousa, 2017).

Geralmente, os ingredientes vegetais contém migseIPNAs e NAI em proporcao que
varia de acordo com o tipo e estagio de maturidadegraos, portanto, a quantidade e o
de PNAdiferem entre os ingredientes vege (Jiangt al, 2022).PNAs sédo considerados
carboidratos nao digeriveis no intestino de pepelafalta de enzimas que degradPNAsS,
comocelulase, xilanase f}-glucanase (Sinle al, 2011)Recentemente, estudos mostra
gue os PNAs nas dieté&m efeito consideravel sobre os peixes, senddett®®positivos ol
negativos produzidode acordo com tipo e a quantidade (Dergj al., 2021,Jiancet al,
2022).

A digestibilidade e utilizacdo dos nutrientes dejg, principalmente da atividade d
enzimas digestivas intestinais nos peixes. Os PB&#® viscosos e aderem as enzi
digestivas aumentando a viscosidade do quimo, diminuindatagdades das enzim
digestivas (Liuetal, 2022). Essa viscosidade diminui a taxa de difud@ substratos
enzimas digestivas e impede suas interacfes nafisigpela mucosa intestinal, levando
comprometimento da digestédo e da absorcédo de nasieAlém disso, viscosidadedadige

interferena microflora intestinal e nas funcdéemligjicas do intestir (Yanget al, 2019).
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Jianget al (2022) observaram que PNAs afetam negativamed&sempenho e a saude
da tilapia, e a suplementacdo com PNAi pode melhosaefeitos negativos produzidos
pelosPNAs. Os efeitos negativos dosPNAs podem wercipalmente pela presenca de
arabinoxilanos e mananos, nfieglucano e pectina.Portanto, pode-se considerar ague
alteragbes nas atividades das enzimas digestivasadas por diferentes PNAs na dieta
podem estar relacionadas as propriedades fisicampgonentes.

1.5 Relacdo dos parametros bioquimicosdo plasma garineocom o estado
nutricional e imunologico dos animais aquaticos aiientados com dietas contendo
DDGS

O estado nutricional e 0 bem-estar dos animaistagsgodem ser avaliadosatravés dos
parametros bioquimicos no plasma sanguineo (Aftaah, 2020).A composicado bioquimica
do plasma sanguineo depende da espécie, habitensimsexo, idade, estado nutricional e
circunstancias ambientais ao qual estdo inseri@dmdoret al, 2021). Asubstituicdo da
farinha de peixe por fonte de proteina alternato@ano o DDGS de milho,pode afetar o
metabolismo e a saulde, se adicionados nas dietaguantidades que ndo atendam as
exigéncias nutricionais do animal.

Por isso, é essencial verificar o estado de saddepdixes e camardes apos terem sido
alimentados com fonte alternativa de proteina (Ragl, 2022). Indicadores de estresse e
indices metabdlicos s&o encontrados, principalmeategemolinfa dos camardes e sangue dos
peixes (de JesusBecerra-Doratmal, 2014). Dentre os parametros bioquimicos,proseina
totais(PT), glicose (GLI), triglicerideos (TGC), lesterol (CT), fosfatase alcalina (ALP),
alanina transaminase (ALT) e dentre as atividad@soxadantes, incluindo capacidade
antioxidante total (CAT) e superoxido dismutase @pOdesempenham papel essencial e
ajudam a compreender o sistema imunolégico dosepeixamardes (Swat al, 2015). Um
aumento nos metabdlitos séricos, incluindo ALPdaja melhorar o sistema imunolégico de
animais aquaticos (Gyanhal, 2020).Também € importante para avaliar o nieefasfato,
que é atribuido ao fésforo digestivel disponivedspnte no DDGS em comparacdo com
outros ingredientes vegetais (Réwdsal., 2020).

Alguns dos constituintes contidos no DDGS inclueéiulas de levedura (Bottger
eSudekum,2018). Existem aproximadamente 3,9% ddaséltle levedura na biomassa de
DDGS;no entanto, o teor de proteina da leveduraesepta até 5,3% da proteina total

doDDGS (Ingledew, 1999). Alguns dos componentesiaiomais encontrados na levedura
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que ajudar a melhorar o sistema imunoldgico de aisiraquaticos incluem proteings,
glucanos ecomplexo vitaminico B (Oliva-Teles, 2012)

Parametros bioquimicos e atividades antioxidanbeglaisma sanguineo, incluindo ALP e
SOD, aumentam nos animais aquaticos quando alid@nieom dietascontendisglucanas,
leveduras entre outros, e esses constituintes pst&entes no DDGS (Oliva-Teles, 2012). No
entanto, a composic¢ao nutricional do DDGS é dep@rdin grao utilizado em sua producdao.
Por exemplo, o conteddo d@-glucano encontrado no DDGS de trigo (1,76%)é
aproximadamente trés vezes maior do que o DDGS ith® r0,57%). As funcdes @e
glucano encontradas em levedura na forma purificadacomo subproduto de levedura, ou
levedura viva, podem estimular as respostas imegnesimentar a resisténcia a doencas
emanimais (Ragt al, 2022).

E necessario estudos sobre os efeitos do DDGS istmnas de salde de peixes e
camardes. Isso ajudara os nutricionistas a comgeears impactos do DDGS na saude dos
peixes e a beneficiar os aquicultores para conteegeantidade ideal de DDGS que pode ser
incluida na alimentacéo para melhorar o desemperhsaudedos animais.O DDGS de milho
em dietas para peixes teve efeitos significativas salude dos peixes, incluindo a
imunoglobulina  séricatotal e titulos de anticorpoem bagres de canal
Ictaluruspunctatud.imet al, 2009). O estudo anterior observou ainda maisist@ncia a
doencaquando os peixes alimentados com DDGS de omilbram infectados
comEdwardsiellaictaluricomparados com os peixes alimentados com a deteote (Limet
al., 2009). Este resultado mostra que o DDGS tentoefmsitivo na salude dos peixes e
também pode aumentar a resisténcia a doencas qummhaddos em dietas para peixes.

Outros autores propuseram que 0 aumento da resast@n doenca no bagre do
canal(ctaluruspunctatugspode ser por causa da levedura de cervej@-giucana e
nucleotideos encontrados em DDGS(&tnal, 2009). Diégenext al (2018) relataram que
juvenis de pregadosS¢ophthalmusmaximysalimentados com diferentes niveis de DDGS
nas dietas, ndo tiveramdiferencas significativaémpatros bioguimicos no plasma sanguineo
para proteinas totais, triglicerideos, albuminaogiénio e glicose. O mesmo foi observado
por Li et al, (2011), quando bagres de canhitajuruspunctatus foram alimentados
comdietas contendo varios niveis de DDGS de trigme a taxa de sobrevivéncia nao foi
afetada mesmo quando os peixes foram desafiad&opeptococcus iniaeOs autores
também perceberam que 30% do DDGS de trigo incluidodieta de tilapias sem

suplementacao de lisina poderia ajudar o sisternaoiigico dos peixes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a suplementacdo com complexo enzimaticangte e-glucanases (XB) emdietas
vegetais contendo farelo de soja ou graos secasstilada com solaveis (DDGS) de milho

para juvenis de tilapia-do-Nilo.

3.2 Especificos

* Avaliar o desempenho produtivo e composicao cotm@guvenis de tilapia-do-Nilo
alimentados com dietas vegetais contendo fareleogie e grédos secos de destilaria
com soluveis (DDGS) de milho suplementadas ou m#o ¢ complexo enzimético

xilanase é8-glucanases;

» Auvaliar as respostas dos parametros bioquimicoglasma sanguineo de juvenis de
tilapia-do-Nilo alimentados com dietas vegetaistendo farelo de soja e graos secos
de destilaria com sollveis (DDGS) de milhosupleméat ou ndo com o complexo

enziméatico xilanase @glucanases;

« Avaliar as atividades das enzimas digestivas endmerotease, amilase e lipase de
juvenis de tilapia-do-Nilo alimentados com dietagetais contendo farelo de soja e
graos secos de destilaria com soluveis (DDGS) dlgorsuplementadas ou ndo com o

complexo enzimatico XB;

» Determinar os coeficientes de digestibilidade aptarda matéria seca, energia bruta,
proteina bruta, extrato etéreo e cinzas de juv@mislapia-do-Nilo alimentados com
dietas vegetais contendo farelo de soja e grédosssde destilaria com soluveis
(DDGS) de milho suplementadas ou ndo com o compémaimatico xilanase B-

glucanases.
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Melhorando o desempenho produtivo e digestibilidadde juvenis de
tilapia-do-Nilo através da suplementacédo de xilanasmaisp-glucanase

sobre dietas com graos secos de destilaria com s@is de milho

Resumo

Este estudo teve como objetivo determinar o effatgsuplementacéo com xilanasg-e
glucanase (XB) sobre o desempenho zootécnico, pamdsnsanguineos, atividade de
enzimas digestivas e coeficientes de digestibiedagarente (CDA) em juvenis de
tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticusalimentados com graos secos de destilaria com
soluveis (DDGS) de dietas contendo milho. Foi zaitio um planejamento fatorial 2x2,
com dois niveis de suplementagdo de DDGS,dietalde@®S (controle) ou com 185 g
kg * de DDGS de milho, ndo suplementadaou suplementad&cd g kg'XB. Cada
dieta foi testada usando quatro réplicas de 12epetada. Os peixes (n= 192; 7,49 +
0,07 g) foram alimentados a méo seis vezes aotéliaparente saciedade durante oito
semanas. Os peixes alimentados com dietas conBID&S apresentarammaior ganho
de peso, eficiéncia de retencdo de energia, CDAligadios totais e atividade das
enzimas digestiva amilase e lipase em relagéo lansrdados com a dieta controle.
Peixes alimentados com dietas com adicdo de XBseptaram maior eficiéncia
alimentar (+12,7%), eficiéncia de retencdo de eadngl2,5%), lipidios totais corporal
(+6,5%), colesterol plasmatico (+5,7%), atividadeahzima lipase (+18,0%) e CDA
dos lipidios (+8,8%) em relacdo aos alimentades deetas ndo suplementadas com
XB. XB em dietas com DDGS promoveu aumento dostede energia digestivel (ED)
e proteina digestivel (PD) em 2,1 MJ kgle dieta e 13,5 g ki de dieta,
respectivamente, em relacao aos valores encontesxdgmeixes alimentados com dietas

sem DDGS e sem XB. Notavelmente, XB diminuiu a asstade fecal (—30,3%) em
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peixes alimentados com dieta comDDGS. A analiseateponentes principais (PCA)
identificou que a viscosidade foi correlacionadgateamente a atividade das enzimas
digestivas protease e amilase, enquanto aativididelipase foi correlacionada
positivamente com a eficiéncia alimentar, enquaataatividade da protease foi
correlacionada correlacionou positivamente comringale peso dos peixes. Concluiu-
se que XB p reduz a viscosidade e consequenteraementa a digestibilidade de
nutrientes, promovendo melhoria no desempenho fpivadde juvenis de tilapia-do-

Nilo.

Palavras -chave:energia digestivel, coproduto etanol, carboideasgena,

polissacarideos ndo amilaceos, digestibilidadeutigentes Oreochromis niloticus.

Abreviaturas:

CDA, coeficientes de digestibilidade aparente; DD@30s secode destilariaom
soluveis; DE, energia digestivel; DP, proteina stiyel; PNA, polissacarideos néo

amilaceos; PCA, andlise de componentes principaisxilanase maig-glucanase.
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1. Introducéo

Uma expansdao no uso de cereais, leguminosas e dcopsoesta apoiando a
sustentabilidade a longo prazo da industria dacatjura (Chatvijitkuét al, 2016;
Jannathullat al, 2019). A medida que a indUstria do etanol comtia se expandir, 0s
graos secos de destilaria com soluveis (DDGS) dhonemergiram como matéria-
prima competitiva reduzida para racdes em racOemtiaqs (Tacoet al, 2022)
Notavelmente,os grdos secos destilaria com soluveis (DDGS) de milho, um
coproduto ndo fermentavel da industria do etanoméngrediente alimentar promissor
na aquicultura, pois contém altas concentracoemitteentes essenciais, exceto o amido
(Jaworsket al, 2015). No entanto, a incluséo de DDGS na aliagu aquatica é
limitada por varios fatores antinutricionais, pautarmente os componentes da fibra
dietética na parede celular (Retyal, 2022). Notavelmente, o milho DDGS contém 3 a
3,5 vezes mais polissacarideos ndo amilaceos (RAlApcao de fibra do que o gréo de
milho (NuezOrtin e Yu, 2009), composto principalteerle arabinoxilano e beta-
glucanos (KE Bach Knudsen, 1997; Englyst, 1989)udiss anteriores mostraram
consistentemente que PNA em graos secos de destitem soltveis (DDGS) de milho
prejudicam significativamente a digestdo e a al@sodg nutrientes em tilapia-do-Nilo,
Oreochromis niloticugdaidaret al.,, 2016; Sinhat al, 2011).

Verificou-se que altos niveis de PNA aumentam eogglade do quimo e diminuem
a atividade das enzimas digestivas em peixes (&tadlir 2020; Magalhaest al, 2016;
Tu-Traret al, 2020), bem como aumentam a fracdo nédo digerndpeaixes (Jascha |.
Leenhouwerst al, 2007; J | Leenhouwestal, 2007; Refstiet al, 1999). No entanto,
0 uso de carboidratos pode mitigar esses efeitosrsas e reduzir o impacto de
alimentos ricos em fibras na alimentacdo aquatiastfllo and Gatlin, 2015; Zheay

al., 2020). Sabe-se que nenhuma pesquisa estudoigitzss eombinados de XB no
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desempenho produtivo, atividade de enzimas digestidigestibilidade e respostas
bioguimicas em tildpia-do-Niloalimentadas com dietantendo DDGS.

Enzimas de carboidrase exdégenas desempenham pagial co aumento do valor
nutricional de racfes aquaticas ricas em PNA (Gétoah 2019). A combinagéo de
xilanase ep-glucanase (XB) demonstrou efetivamente quebraicamponentes da
parede celular da planta em racgbes ricas em PNAziedo seu peso molecular e
aumentando a energia e a digestibilidade dos ntesgena tilapia-do-Nilo(Dalsgaaetl
al., 2012; Hassaa al, 2019; Kamalanet al, 2017). Estudos recentes documentaram
os efeitos positivos da xilanase exdégena (Hasdaaln, €019; Maas et al., 2020, 2018;
Wallaceetal., 2016)e da combinagéo de XB em dietas ricas igm érfarelo de soja em
tilapia-do-Nilo(Brito et al, 2021; Maast al, 2021; Tachibaret d., 2010). Pesquisas
anteriores também identificaram melhorias na modial dos peixes devido a xilanase
na carpa JianCyprinuscarpivar. Jian(Jiangt al, 2014), e xilanase (A. A. Adeose
al., 2016; A AAdeoyet al, 2016)e uma mistura de XB em tilapia-do-Niloalirteelas
com dietas a base de farelo de trigo e soja (Btitl, 2021). No entanto, os efeitos do
XB liquido em dietas contendo DDGS na histologidestinal em tilapia-do-
Nilopermanecem pouco compreendidos

Melhorar os beneficios econémicos e o fornecimentégiso de nutrientes € crucial
na industria da tilapia. Portanto, a suplementag@ocarboidratos exdgenos, como
mistura de xilanase e beta-glucanase (XB), poderser estratégia bem-sucedida para
aliviar os efeitos adversos da PNAem dietas coatdDdGS fornecidas a tilapia-do-
Nilo. No entanto, o mecanismo subjacente dos afeitoXB na viscosidade da digesta
e seu impacto na digestibilidade e no desempenhpradutivo ndo sédo totalmente
compreendidos. Neste estudo serédo investigadosfeit®seda mistura de xilanase

exdégena e beta-glucanase (XB) no desempenho prodytarametros bioquimicos
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plasmaticos, atividade de enzimas digestivas estiigikdade em juvenis de tilapia-do-

Nilo alimentados com dietas contendo DDGS. A hipété que a suplementacdo de XB
aumentara o valor nutritivo das dietas contendo BD& melhorard o desempenho
produtivo dos peixes. Essas descobertas fornecerf@omacdes valiosas para a
industria de tilapia na otimizacdo de formulacdesatdes e na melhoria da eficiéncia

da producéo de tilapia.
2. Material e métodos
2.1 Declaracéo de Etica

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ansriilvestres e Aquicultura da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Ponta Gr&$saBrasil). O protocolo do
experimento foi aprovado pela Comissdo de Cuidados)so de Animais da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Alvara nui@2808/2019). Os peixes foram
anestesiados com MS-222 (Sigma-Aldrich) a 200 m§ $4gua, seguindo o método
padragsmith et al., 1999). Os procedimentos de eutanasia foram realizadcscdelo
com o meétodo de duas etapas descrito pela Amerigaterinary Medical
AssociationavMA, 2020)usando a primeira etapa com MS-222 a 800 fhgelagua e a

segunda etapa com percussao perfurante.
2.2 Desenho experimental e tratamentos

O total de 192tilapia-do-Nilomasculinizadas com 7 semanas de idade foram
distribuidas aleatoriamente em quatro tratamemtda um com quatro repeti¢coes (12
peixes por repeticdo) em um planejamento fatonx&. © delineamento incluiu dois
niveis de inclusdo de DDGS na dieta: sem (contmleom (1859 kg'dietd, néo

suplementad¢-XB) ou suplementadp+-XB) com 0,2g kg*dedietala mistura XB.
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2.3 Dietas experimentais

A formulagéo da dieta envolveu a analise dos valdeecomposicdo dos alimentos e
sua confirmacdo ap0s os processos de extrusdoagesec O nivel de inclusdo de
DDGS (187,5 g kddieta) foi determinado com base no valor médio mdirmizar o
desempenho produtivo (200 g ldjeta) e eficiéncia alimentar (170 g dieta) de
tilapia-do-Nilo(Schaeffer et al., 201,0onsiderando também o nivel minimo de amido
de 280 g kgpara otimizar a flutuabilidade do pell@tannadhascet al, 2011) e
garantindo dietas isoenergéticas e isoproteicas gi@nder as exigéncias dietéticas da
tilapia-do-Nilo(NRC, 2011)resultando em 185 g Kge DDGS na dieta. Os macro e
micro ingredientes da racdo foram misturados e aso@n moinho centrifugo (Viera
MC 680B, Tatui, SP, Brasil) com peneira de furo®@mm de didmetro. A extrusdo
foi realizada em extrusora de rosca simples (ExE2€80, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
com furo na matriz de 2,5 mm de diametro, trésd$a@ 40 rotacées/min e temperatura
final da matriz de 92°C, produzindo pellets de3ram de diametro.

Todas as dietas foram secas em estufa de ventifaggada (HexisHX00, Jundiai,
SP, Brasil) a 55°C por 24 horas. PosteriormengQja preparacdo XB (Natugrain®
TS L, contendo 5.600 TXU g de endo-1,4-xilanase e 2.500 TGU @ de 1,4p-
glucanase; Basf, Ludwigshafen amRhein , Alemantiajifuido em 298,8 mL de agua
deionizada e pulverizado sobre cada quilogramaieta gara fornecer 1.120 kde
dieta de endo-1,8-xilanase e 500 TGU Kigle dieta de 1,8--glucanase. Em seguida,
as racoes foram secas em estufa de circulacaadéodm ar (HexisHX00, Jundiai, SP,
Brasil) a 55°C por 2 horas para obtencéo de igeml de umidade de 7%. O mesmo
procedimento foi realizado em dietas ndo suplendastaom XB, mas sem incluir XB

na agua deionizada.
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A analise laboratorial confirmou que a dieta cdetea dieta contendo DDGS com
XB apresentaram niveis enzimaticos de 1122 TXUkd. d$-xilanase e 512 TGU/kg
de 1,4B-glucanase e 1126 TXU/kg de 134«ilanase e 511 TGU/kg de 1p4glucanase,
respectivamente. A dose selecionada da preparaginé&ica exogena foi estabelecida
com base em valores previamente publicados em Habsoatério parailapia-do-
Nilo(Brito et al, 2021) O conteudo total deNA, arabinoxilano §-glucanos das dietas
foi estimado usando valores previamente determmad@artir de ingredientes da

racaqBach Knudsen, 2014; Pedersaral, 2014} apresentados na Tabela 1.
2.4 Peixes e condi¢cOes experimentais

Juvenis machos de tilapia-do-Nilo(cepa GIFT, n 8Qt(eso corporal de 3,0 + 0,15
g) foram obtidos de uma fazenda comercial locdlldeia (S3 Fish Farm, Registro, SP,
Brasil). Esses peixes foram induzidos a serem sik@mente machos por choque de
temperatura durante o estagio larval-fingerling. @sixes foram inicialmente
aclimatados por trés semanas em tanque circul@ [(p@om temperatura e oxigénio
dissolvido fixados em 28°C e 6,5 mg'L, respectivamente. Ap6s a aclimatacdo, os
peixes foram alimentados manualmente com racaorcahextrusada (Supra, 1,0 mm
@: Alisul Alimentos, Maring4, PR, Brasil) contend60 g kg -* de proteina bruta 12
vezes ao dia até aparente saciedade. Finalmendeqamiwstra de peixes (n = 192; 7,49 +
0,07 g; média + DP) foi pesada e distribuida akéttente em aquarios plasticos de
16-70 L com densidade de 200 peixes m(12 peixes por aquario). Estes aquéarios
foram equipados com sistema de aquicultura dectéairéo (1,2 L mi‘n por aquario),
incluindo um decantador para remover solidos, utnofimecanico com bio-bolas,
aquecedor (3000 W) e um sistema central de des#xdguor luz ultravioleta (55°C).

O sistema de aeracdo consistiu de um sopradorifogotrde 0,5 HP (Suplesca,

Toledo, PR, Brasil) acoplado a um tubo de siliconmm uma pedra porosa em cada
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unidade experimental. Cada aquario foi sifonadoiatizente as 07h45 e 17h30 para
renovar 20% do volume de agua para remover mineraigros metabdlitos dos peixes.
A temperatura foi fixada em 28 + 0,5°C e o oxigégissolvido foi mantido em 6,2 +
0,2 mg L™ durante todo o experimento. Os dados de temperaiiradual do aquario

e oxigénio dissolvido foram monitorados diariamemando um medidor de qualidade
de agua multiparametro YSI (YSI Incorporated, OlEbA). O fotoperiodo natural de
laboratorio foi de 12:12.

A qualidade da 4gua durante todo o estudo foi mmda semanalmente e foi: pH
(6,5 a 6,8), amonia total e nitrito (0,05 a 0,08 Ing'), nitrato (60 a 100 mg [*) e
alcalinidade (80 a 100 mg/ EU). O parametro de @Héterminado por um medidor de
pH digital TEC-2, Piracicaba, SP, Brasil). O pH ealaalinidade da agua foram
corrigidos diariamente com &cido ortofosférico (®ggAldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil)
e/ou carbonato de célcio (Sygma Aldrich, Sdo P&sRy, Brasil). Por fim, analises de
amonia, nitrito e nitrato foram realizadas com kitenerciais (Alfakit, Floriandpolis,

SC, Brasil).
2.5 Coleta de amostras

Apés a aclimatacado, e antes do ensaio experim@ttaeixes foram sacrificados e
amostrados aleatoriamente para analise iniciabdgosi¢céo corporal total. Ao final da
alimentacgé&o, os peixes foram mantidos em jejungdnoras, anestesiados, contados e
pesados. Posteriormente, cinco peixes de cadaiadoiim amostrados aleatoriamente
e eutanasiados para andlise da composicao centtelrn@do o corpo. As amostras de
pescado foram imediatamente moidas em um moedotadee, secas em estufa
ventilada a 55°C (Tecnal, TE-394/1-MP, Piracical#®,, Brasil) por 24 horas e

armazenadas a -20°C até o laboratério analise.idkdimente, trés peixes de cada
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unidade experimental foram coletados aleatoriamensmestesiados para analise de
parametros sanguineos.

As amostras de sangue foram coletadas reunindootdis| de 2 mL de uma veia
caudal usando uma seringa de 1 mL e agulha (0&mm) para analise bioquimica.
As amostras de sangue foram centrifugadas (350010 gnin, 4°C), e o plasma foi
pipetado e armazenado a -80°C até a analise. OsiaBegeixes foram usados para
analise de parametros sanguineos para determifratiae hepatossomatico, gordura
visceral, comprimento relativo do intestino e atade de enzimas digestivas. Apos a
remocédo do figado e da gordura visceral em gednusse todo o intestino e mediu-se
o0 comprimento do intestino. O intestino foi ent@wtado longitudinalmente, lavado
com solucdo salina padrdo para remover o0 conteatiestinal remanescente e

armazenado a -80°C até a determinacgdo da ativatkslenzimas digestivas.

2.6 Composicdo quimica

A andlise dos ingredientes das ragfes, dietases fezrealizada para matéria seca,
proteina bruta e matéria mineral (AOAC, 2007). Aleme de lipidios brutos seguiu o
método gravimétrico usando cloroférmio/metanol ¢Ret al, 1957). A analise da fibra
bruta seguiu o método padrdo (AOAC, 1990). A aeals matéria seca foi determinada
pela secagem em estufa de todas as amostras a #0E@e a noite. A analise da
proteina bruta (N x 6,25) foi determinada em aparehicro Kjeldahl (Tecnal, MA-
036, Piracicaba, SP, Brasil). A andlise da fibratdrfoi realizada por digestdo com
solucado de acido sulfarico, seguida de solucaadtéxido de sddio, e completada pela
combustéo total da matéria organica a 600°C pardsh

O teor de matéria mineral foi determinado pela maeile uma amostra em mufla a
550°C por 6 horas (Tecnal, 2000B, Belo Horizont&;,MBrasil). A energia bruta das

dietas e fezes foi determinada usando um calornuEtirbomba adiabatica (Parr6400;
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Parrinstruments Co., Moline, IL, EUA), usando &cidenzoico como padrdao de
calibracdo. Os ensaios de atividade enzimaticataiat foram analisados nas dietas

extrusadas coletadas e enviadas ao laboratériapatse (CBO, Valinhos, SP, Brasil).

A atividade da xilanase (endo 1,4-xilanase) foetdainada usando xilana de espelta
de aveia a 1% em tampéao de acetato de sodio 0,6&1MpH 5,3 como substrato. Em
seguida, 1 mL da diluicdo da enzima foi incubadm domL da solucéo de substrato a
50°C por 60 minutos. A analise dos agucares redsitimi realizada adicionando 3 mL
do reagente &acido 3,5-dinitrosalicilico, fervendmr p5 minutos e medindo
imediatamente a absorbancia a 540 nm(Inborr e1293). A atividade df-glucanase
dietética (endo-1,4-glucanase) foi obtida peladulige 1 mL de tampé&o PC a 0,75 g de
cevada. O sobrenadante foi entdo recuperado pardifizar a atividade dg-glucanase
usando um kit de ensaio comercial flglucanase (Megazyme, Irlanda), seguindo o
protocolo do fabricante. A atividade da unidadeosildnase (TXU) foi especificada
como a quantidade de enzima que liberou 5 pmokdeaa redutor, medido como um
equivalente de xilase, por minuto de uma solucétecmo 1 g de arabinoxilana por 100

mL a pH 3,5 e 40°C (Bavarestaal.,, 2020).
2.7 Variaveis de desempenho

O desempenho produtivo foi avaliado da seguint@d&iGanho de peso corporal, %
= [(peso final (g) — peso inicial (g))/(peso inici@))] x 100 ; Consumo relativo de
racdo, % do peso corporal por dia (PCdig= [consumo de racéo seca (g)/peso médio
do peixe (g)/dias alimentados] x 100 ; Raz&o deéefcia alimentar = ganho de peso
(g)/racdo seca consumida (g); Eficiéncia de rerd@ energia (%) = [retencdo de
energia corporal (MJ)/ingestdo de energia (MJ)] 00;1Eficiéncia de retencdo de

proteina (%) = [retencdo de proteina corporal rfg¥¥stdo de proteina (g)] x 100;
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237 Comprimento relativo do intestino = comprimentatato intestino (cm)/comprimento
238 total do corpo (cm); indice hepatossomatico (%)esp do figado (g)/peso corporal
239 (g)] x 100; Razao de gordura visceral (%) = [pesogdrdura visceral (g)/peso de
240 gordura corporal (g)] x 100; Sobrevivéncia (%) =rtrero final de peixes/nimero

241 inicial de peixes) x 100.

242 2.8 Parametros bioquimicos no plasma sanguineo

243 Os parametros sanguineos foram avaliados por espmttia com analisador
244 bioquimico semiautomatico (BIO-2000 IL, Barueri, ,SBrasil) e kits comerciais
245 (BIOTECNICA®, Varginha, MG, Brasil) para determigacdo teor de proteina total
246 (Cat. 90.019. 00), triglicerideos (Cat. 90.022.0flesterol total (Cat. 90.021.00) e
247 glicose (Cat. 90.017.00). Da mesma forma, a aftiedadas enzimas alanina
248 transaminase (Cat. 90.013.00) e aspartato amirsferase (Cat. 90.014.00) foram
249 determinadas usando os mesmos kits comerciais.

250

251 2.9Atividade das enzimas digestivas

252 A atividade das enzimas digestivas @lamilase, protease alcalina e lipase foi
253 avaliada usando métodos previamente estabeleditasi€t al, 2017). A atividade
254 da protease alcalina foi analisada usando Azocaq@#b) em Tris-HCI, pH = 7,5
255 como substrato. A atividade enzimética foi expressao 1umol de n-nitrofenol
256 liberado por mg de proteina por minuto. A atividadpecifica da lipase foi avaliada
257 usando nitrofenilmiristato como substrato. Cadaaeng0,5 mL) continha p-
258 nitrofenilmiristato 0,53 mM, 2-metoxi etanol 0,23vmcolato de sodio 5 mM e Tris—
259 HCI 0,25 M (pH = 9,0). ApGs o tempo de incubacaalBemin a 30°C, a reacao foi
260 finalizada com a adi¢cdo de 0,7 mL de acetona/namep(5:2, v/v). Apds agitacédo

261 vigorosa, a amostra foi centrifugada a 6080g pani@, e a densidade Optica da
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solucdo aquosa foi registrada a 405 nm. A atividadBmatica foi expressa como 1
umol de n-nitrofenol liberado por mg de proteina pdamuto.

A atividade dac-amilase foi determinada por método previamentabe$tcido,
utilizando amido como substrato (Bernfeld, 195%simidamente, o extrato bruto da
enzima foi incubado com solu¢édo de amido (1% piAvampao fosfato de sodio 0,02
M contendo NaCl 0,006 M (pH = 6,9) por 4 min a 25%:n seguida, 0,5 mL de
solucdo de &cido dinitrosalicilico (DNS) (1% p/gi fadicionado ao coquetel de
reacdo, fervido por 5 min e resfriado a temperatumaiente. A densidade 6ptica foi
medida apdés a adicdo de 5 mL de &gua destiladasturmifinal, e a atividade
especifica dar-amilase foi expressa comonol de maltose produzida por mg de

proteina por minuto a 25°C.

2.10Coleta e andlises de amostras para digestauila

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDéAgdergia bruta e dos nutrientes
foram medidos utilizando o Oxido cromico §Og como marcador inerte externo
(Guimarédeset al, 2008). Ap6s um ensaio de alimentacdo de 1 n¥fezes foram
coletadas diariamente de cada aquario pela mashd &é o ultimo dia antes do final
do ensaio experimental. A coleta foi realizadamero de sifao manual da matéria fecal
e coagem em rede com malha de 1 mm, utilizando wmea lanterna portatil para
evitar a movimentacao excessiva dos peixes. As fiexam entdo centrifugadas a 3.500
g por 10 minutos em temperatura ambiente, a agboeesadante foi descartada e o
sedimento solido foi seco em estufa ventilada £€5%5r 24 horas. As fezes secas foram
moidas até um po fino (0,5 mm de didmetro) usamdanwinho Willye de laboratorio

(Tecnal R-TE 648, Piracicaba, SP, Brasil) e armadas a 5°C até analise laboratorial.
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Os CDAs foram calculados pela seguinte express@aA € 1 - [(Cd/Cf) x
(Nf/Nd)], em que CDA ¢ o coeficiente de digestitalde aparente; Cd é a concentracédo
de 6xido de cromo na dieta; Cf é a concentracaixit® de cromo nas fezes kg'de
matéria seca); Nf é a concentracdo de nutrientenengia nas fezes {(gj‘ou MJkg
'MS): Nd é a concentracéo de nutriente ou energidieta (gkg” ou MJkg*'MS de
matéria seca). (Forster, 1999; NRC, 2011). CDA=[{Cd/Cf) x (Nf/Nd), eCDA é o
coeficiente de digestibilidade aparente; Cd € @eoimacao de 6xido de cromo na dieta;
Cf é a concentracdo de 6xido de cromo nas fezdgjtde matéria seca); Nf é a
concentracdo de nutriente ou energia nas fezekglpu MJ/kg MS); Nd é a
concentracéo de nutriente ou energia na diekajtgu MJkg*'MS de matéria seca). Os
teores de energia digestivel DE (DE) e proteineedligel (DP) da dieta foram

calculados como o produto dos CDAs de energia lerptateina bruta das dietas.

2.11 Andlise de viscosidade fecal

A analise de viscosidade seguiu um método previtarestabelecido com pequenas
modificagcbes (Jascha |. Leenhouvetral, 2007). O procedimento consistiu em
misturar 1 g de amostras de fezes moidas com 2erdgda destilada, incubar a 28°C
por 30 min e medir a viscosidade do sobrenadante apntrifugacdo por 10 min a
10.000 g. E importante observar que o viscosinfetrajustado para 28°C para refletir
com precisao a temperatura corporal da tilapia-to-N

A viscosidade fecal foi determinada usando um Biatde Expansdo Reométrica
Avancado (Brookfield Digital Viscometer, Modelo DIV- Versdao 2.0,
BrookfieldEngineeringLaboratories Inc., StoughtdA, EUA) com um Rebmetro
controlado por tensdo a uma taxa de cisalhamenfy2dea 750 . Em seguida, uma

amostra de 1 mL do sobrenadante da digesta foausadiscosimetro, e as medi¢cdes
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de fluxo de cisalhamento permanente foram feitasds uma geometria cilindrica
concéntrica e um rotor DIN conico com diametro @en8n. A viscosidade absoluta foi
expressa em centipoise (cP) usando a taxa deansaitio de 750 - Os dados foram
plotados como log (taxa de cisalhamento) versus(\{sgosidade absoluta) para dar
uma linha reta, esta linha foi extrapolada para¥5quando a viscosidade mensuravel

nado incluiu 750 s¥(Steenfeldt, 2001).
2.12Andlise estatistica

Todos os dados foram analisados quanto & normeligeld teste de Kolmogorov-
Smirnov e homogeneidade pelo teste de Levene. URAQVAA de duas vias (arranjo
fatorial) foi usada para analisar os dados, indins principais efeitos da incluséo de
fonte de proteina e suplementacéo de xilanaseghatanase (XB) e sua interacdo. As
médias foram comparadas usando o teste de comparagdltiplas de Tukey para
efeitos interativos que diferiram significativamerd o testé¢ para os dados de efeito
principal, com DDGS e a auséncia de XB como grup@scontrole. Os dados de
mortandade de peixes foram transformados em vatigesrco-seno antes da andlise
estatistica. Os resultados sdo apresentados camédia + erro padrdo agrupado da
média (SEM), e as diferencas significativas foraetedninadas em P < 0,050. A
analise multivariada foi empregada para conduznaise de componentes principais
(PCA), e o grafico de carregamento foi utilizadwapeerificar a correlacdo entre as
variaveis individuais dos dois primeiros autovasofeC 1 e 2). A analise dos dados foi
realizada usando o software estatistico Minitalsa®rl9 (Minitab, Inc., StateCollege,

PA, EUA).
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3. Resultados

3 .1. Desempenho produtivo

A Tabela 2 apresenta os resultados do desempephé&caao de juvenis de tilapia-
do-Niloalimentados com as dietas experimentais.imsracbes entre DDGS e XB
foram significativas para consumo de ragdo e intliepatossoméatico, com peixes
alimentados com a dieta sem DDGS e com XB exibmdgor consumo relativo de
racdo e menor indice hepatossomatico em compartagécaqueles alimentados com
outras dietas (P < 0,05). Com base no efeito patcDDGS promoveu maior peso
corporal final (+14,0%), ganho de peso corporalb(#%) e comprimento relativo do
intestino (+10,7%), mas reduziu a eficiéncia demefio de energia ( -14,6 %) (P <
0,05). No entanto, a taxa de eficiéncia alimentarediciéncia de retencdo de proteina
nao foram afetadas pela inclusdo de DDGS (P > 0@&n base no efeito principal do
XB, maior peso corporal final (+9,8%), taxa de iécia alimentar (+12,9%),
eficiéncia de retencdo de energia (+13,7%), efté#&de retencdo de proteina (+13,1%)
e comprimento relativo do intestino (+6,7%) forabservados em peixes alimentados

com a dieta com XB em compara¢dao com aqueles selensentacédo de XB (P < 0,05).
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No entanto, o peso corporal final e o peso corpm@b foram afetados pela
suplementacdo de XB (P = 0,118). A proporgcao delugar visceral ndo foi afetada
pelos tratamentos dietéticos (P > 0,05). Nenhumdatidade de peixes foi registrada

durante o experimento de alimentagéo.

3.2 Composigéao corporal

A composicdo analisada de todo o corpo é apresemtadTabela 3. Nao foram
observadas interagOes significativas entre DDGSBepaAra a composi¢céo de todo o
corpo (P > 0,05). Com relacéo ao efeito princigpDIDGS, 0s peixes alimentados com
a dieta controle apresentaram maior teor de pmtdiuta de corpo inteiro em
comparacao com aqueles alimentados com a dieteramtDDGS (P = 0,006). No
entanto, os teores de matéria mineral e lipidiagoBrdo corpo inteiro ndo foram
afetados pela principal fonte de proteina (P >)0,B5 termos do efeito principal de
XB, os peixes alimentados com dietas contendo X@sgmtaram maiores teores de
lipidios brutos e matéria mineral em comparacéo agoeles alimentados com dietas
sem suplementagdo de XB (P < 0,05). No entantepo de proteina bruta de corpo
inteiro ndo foi afetado pela inclusdo de XB (P #28). Os tratamentos dietéticos nao

afetaram o teor de umidade corporal total dos pgRe> 0,05).

3.3 Parametros bioquimicos do plasma sanguineo

Os efeitos dos tratamentos dietéticos sobre osmedrds sanguineos sao
apresentados na Tabela 4. Nenhuma interacdo ebi&SDe XB foi observada para
todos os parametros analisados (P > 0,05). Padieito principal, a inclusdo de DDGS
ndo afetou as varidveis analisadas (P > 0,05).détag&o ao efeito principal de XB, 0s

peixes alimentados com dietas suplementadas com déBionstraram niveis
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plasmaticos de glicose e colesterol mais altos w apueles alimentados com suas
contrapartes nao suplementadas (P = 0,026). Par lawlo, a proteina total plasmatica,
o conteudo de triglicerideos e a atividade dasnemzifosfatase alcalina e alanina

aminotransferase ndo foram afetados pelos tratamdigtéticos (P > 0,05).

3.4 Atividade das enzimas digestivas

A atividade das enzimas digestivas de juvenisldpiéi-do-Niloalimentados com as
dietas experimentais € apresentada na Tabela 5.hbide interacdes significativas
entre a fonte de proteina e XB para a atividadeedasnas digestivas protease e lipase
(P >0,05). Para o efeito principal do DDGS, ndoveoefeitos da inclusdo do DDGS na
atividade das enzimas digestivas protease e lilase 0,05). No entanto, 0s peixes
alimentados com dietas suplementadas com XB apezaean maior atividade das
enzimas protease (+53,2%) e lipase (+18,0%) doagueles alimentados com suas
contrapartes ndo suplementadas (P < 0,05). A atleiddas enzimas amilase nao foi

afetada pelos tratamentos dietéticos (P > 0,05).

3.5 Digestibilidade, energia digestivel da dieteoatetdo de proteina digestivel

Conforme mostrado nalabela 6 foram observados efeitos de interagao
significativos entre a fonte de proteina e a suptgatdo de XB para oCDA de todos 0s
parametros analisados (P < 0,05), exceto paradgpftutos (P = 0,419). Um efeito de
interacdo revelou que os peixes oferecidos umaa dientendo DDGS sem XB
revelaram menor CDA de energia bruta, amido, pratefuta e matéria mineral do que
agueles alimentados com outras dietas (P <0,08mAlisso, independentemente da
inclusdo de DDGS, XB promoveu maior CDA de GE de @limentado com sua

contraparte ndo suplementada. Para o efeito pahaip CDA de lipidios brutos foi
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menor em peixes que receberam dietas sem DDGS @l@aqueles alimentados com
dieta controle (P = 0,024), enquanto seu CDA fdiamelmente maior em peixes
alimentados com dietas suplementadas com XB emast@tcom aqueles alimentados
com dieta sem Suplementacéo XB (P <0,06Duve interacdo entre DDGS e XB, e
peixes alimentados com dieta contendo DDGS ap@sentmaior teor de DE do que
agqueles alimentados com outras dietas, enquankegalimentados com dieta com
DDGS sem XB apresentaram menor DE do que aqueteserdahdos com outras dietas
(P < 0,05). Curiosamente, XB em dietas adiciona@ga®DGS promoveu conteudo de
DP semelhante em dietas de peixes alimentados mtanantrole sem XB, enquanto a
suplementacé@o de XB em dieta contendo DDGS aumentamtetido de DP em 13,51
g kg - ! na dieta em relacéo ao observado na dieta com D&BSsuplementacdo de

XB (Figura 1).

3.6 Viscosidade fecal

Houve a interacdo entre DDGS e XB e o0s peixes alad®s com dieta adicionada
de DDGS apresentaram fezes com maior viscosidadpiel@queles alimentados com
outras dietas (P < 0,05). Além disso, a viscosidadal foi reduzida em 0,34 cP e 0,61
cP em peixes alimentados com dieta controle e dmta DDGS, respectivamente, em
relacdo a contraparte ndo suplementada comEkRI@a 2).

A andlise PC de ganho de peso corporal, taxa d€mfia alimentar, atividade de
enzimas digestivas e viscosidade fecal € mostradao cgrafico de carregamento
(Figura 3).0 grafico revelou dois agrupamentos: um primegsupamento incluiu
ganho de peso corporal, taxa de eficiéncia alimenttividade das enzimas digestivas
amilase, protease e lipase que foi afetado pel@,”RG segundo agrupamento incluiu a

viscosidade fecal que foi afetada pelo PC 2. Vargadentro do primeiro cluster foram
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positivamente correlacionados. Os dois cluste@nfiotorrelacionados negativamente e
o angulo entre os dois clusters excedeli@@0a eficiéncia alimentar, atividade das
enzimas protease e amilase e ganho de peso cofdotavelmente, a taxa de eficiéncia
alimentar foi relacionada positivamente com a d#de da enzima lipase, enquanto o
ganho de peso corporal foi relacionado positivamem@m a atividade das enzimas

protease e amilase.

4. Discussao

Neste estudo, a inclusdo de DDGS na dieta levoauacento no ganho de peso
corporal dos peixes. Além disso, verificou-se qUBDEGS aumentou significativamente
0 consumo de ragdo de juvenis tdépia-do-Nilo Os achados indicam que o DDGS
pode aumentar o ganho de peso aumentando a pladiaddédidas dietas, em vez de
favorecer a digestdo e absorcdo de nutrientespioaf evidenciado pela atividade
semelhante de enzimas digestivas, digestibilidad@awdrientes e eficiéncia alimentar
em peixes alimentados com dietas sem suplemenfoDd&S. Esta bem estabelecido
gue a inclusdo de DDGS aumenta a palatabilidadersequentemente, o consumo de
racdo em tilapia-do-Nilo alimentadas com dietasaselbde vegetaidimet al, 2007)
Enquanto isso, trabalhos anteriores indicaram qu&®RGS de milho contém
destiladores de alta palatabilidade para peixes ocam peixe-gato do canal,
Ictaluruspunctatu@Robinson e Li, 2008)Por outro lado, foi relatado que o DDGS nao
influenciou o consumo de racdo em tilapia-do-(8lwelbyet al, 2008; Tran-Ngoet al,

2019) Uma possivel razdo é que o processo de produgddadol DDGS de milho
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pode afetar os niveis de destilagdo umida que perteaapds a destilacdo do etanol
(Kim et al, 2008). No entanto, o efeito do DDGS de milh@aktabilidade da dieta e
subsequente consumo de ragéo na tilapia-do-Nilngreece amplamente desconhecido.

Este estudo identificou que o XB melhorou o ganb@eso corporal e a eficiéncia
alimentar, enquanto reduziu a viscosidade fecalpgdses. O mecanismo pelo qual o
XB melhora a digestibilidade dos nutrientes é atdb principalmente a eficacia na
reducdo da viscosidade da digedalsgaardt al, 2016) Em apoio a esta hipotese
envolvendo a mesma preparacdo exogena de carlosidrgti utilizada, um estudo
inicial conduzidono laboratério Fish Nutritioratestou a eficacia da XB na reducéo da
viscosidade da dieta em dieta a base de fareloigte ¢ soja fornecida a tilapia-do-
Nilo(Brito et al, 2021) A maior atividade de amilase, protease e lipa&gpiida por
aumento deCDA de energia bruta, proteina bruta e relacédo ddidpibrutos corrobora
a hipétese de que a suplementagcdo de XB atenuiites eantinutricionais de ragdes
aguaticas a base de plantas no presente estudant®orestes resultados podem
explicar o aumento da eficiéncia de retencdo degene proteina alinhada com o
aumento da energia digestivel da dieta e dos telmgwoteina digestivel em peixes
alimentados com dietas contendo XB aqui. Consisteante, estudo anterior relatou
que a tilapia-do-Nilo alimentada com dietas suplaiadas com XB exibiu maior
atividade de protease digestiva e principalmentendama lipas€Hassaaet al, 2019)
de acordo com a pesquisa anterior em corvina amam@aimichthyscrocealimentada
com dieta suplementada com xilanaseg@iwed., 2020)

Neste estudo, peixes alimentados com dietas camt€Bdexibiram maior atividade
da enzima lipase digestiva e subsequentemente 1@&iAr de lipidios brutos do que
aqueles alimentados com dietas ndo suplementadas<Bp de acordo com o estudo

anterior em truta arco-ir@ncorhynchusmyki@®alsgaarét al, 2012),robalo japonés,
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479 Lateolabraxjaponicudduang et al, 2020)e tilapia-do-NildHassaaet al,
480 2019)alimentadas com dietas a base de plantas gplengentacdo de XB. Um estudo
481 recenteindicou que oPNAaumentou a perda fecal de acidos biliares e, pottan
482 diminuiu a digestibilidade dos lipidios brutos emitda arco-iris(Staessegt al, 2020)
483 Embora o XB exbégeno possa prevenir a perda defdskd, o mecanismo subjacente
484 néo é totalmente compreendido na tildpia-do-Nilo.

485 Neste estudo, o CDA de minerais foi maior em peiai®entados com dietas
486 suplementadas com XB do que naqueles alimentadosdoetas ndo suplementadas
487 com XB. Este resultado é consistente com o0s obtidesn morj
488 Cirrhinusmrigalaalimentados a base de plantas suplementados coenasés
489 (Nadeeret al, 2022) Estudos anteriores atestam a hipbétese de qirNApode
490 diminuir a utilizagcdo de minerais no salmao do &iléo, Salmo salafKraugeruet al.,
491 2007) bagre listradoPangasionodonhypophthaln{iisi-Traret al, 2020% tilapia-do-
492 Nilo(Brito et al, 2021) Os mecanismos pelos quais XB melhor@@A de minerais
493 foram atribuidos a capacidade de degrd&téA insoluvel e liberar os minerais ligados
494 (Perssonet al, 1991) Notavelmente, aproximadamente 40% do calcio e 3o
495 fosforo nos cereais estdo associados a paredearcfuplich and Asp, 1985)Por
496 exemplo, foi demonstrado que a truta arco-(Bmlsgaardt al, 2012¢ o robalo
497 europeu, Dicentrarchuslabragiviagalhdeset al, 2018)dits suplementados com XB
498 exibiram incremento na utilizacdo de fésfof@oletivamente, esses achados podem
499 justificar o aumento ddCDA de minerais, resultando em maior conteddo mineral
500 corporal total em peixes alimentados com dietatesigntadas com XB neste estudo.
501 No geral, este resultado se alinha com a questd@iveea competicdo entre racdes e
502 producdo de peixes seguindo as demandas por raegesais(Tacoret al, 2022)

503 Portanto, este estudo atestou a hipotese de qu®@SDpoderia ser aplicavel na
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producdo de racdes aquaticas em escala ind(Raiaét al, 2022) Além disso, os

resultados do presente estudo confirmam o potedeiatilanase exdgena (XB) para
aumentar o valor nutritivo de dietas a base det@$anontendo milho DDGS para
fornecimento preciso de nutrientes em racoes &eidil Em ultima analise, o uso de XB
exdgeno pode representar uma abordagem indusdralingutralizar os efeitos adversos
dos alimentos ricos em PNA, melhorando os benafigioonémicos por meio de

principios sustentaveis de cultivo de tilapia.
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Tabela 1:Ingredientes e composicdo analisada das dietasimentais.

Ingredientes (¢xg'com base nas ID dasdietas
dietas)

Controle Controle+XB DDGS DDGS+XB
Farelo de sofa 470,0 470,0 326,5 326,5
Farinha de trigd 328,3 328,3 281.1 281.1
Farelo de trigd 150,0 150,0 150,0 150,0
DDGS de Milhd 0,0 0,0 187,5 187,5
Fosfatobicéalcicd 27,0 27,0 27,0 27,0
Oleo de soja 10,0 10,0 10,0 10,0
Cloreto de sodib 3.5 3.5 3.5 3.5
DL-metionind 2.8 2.8 3.1 3.1
L-lisina® 1.4 1.4 4.8 4.8
L-triptofand’ 0,0 0,0 0,7 0,7
Antifingico’® 1,0 1,0 1 1,0
Mistura de minerais e vitaminas 5,0 5,0 5,0 5,0
Oxido de cromo (Marcadof) 1,0 1,0 1,0 1,0
Mistura de xilanase g - glucanasg 0,0 0,2 0,0 0,2
Composicéo (Base na matéria seca)
Matéria seca 937.2 937,9 932,5 932.0
Amido 300,2 300,4 280,8 280,3
Energia bruta (Mkg™) 17.3 17.3 18.7 18.6
Proteina bruta 319,9 319,8 318.2 318,4
Extrato etéreo 31.4 31.3 41.4 41.1
Fibra bruta 38.4 37,8 51.4 51,9
Matéria mineral 8,0 8.1 8.2 8,0
Fosforo total 9,0 9.2 8.9 8.9
Endo 1,48-xilanase (TXUkg™) ND *2 1130 ND 1130
Endo 1,48-glucanase (TGWg™) ND *2 510 ND 514
Polissacarideos ndo amilaceds 190,4 190,4 215.3 215.3
Arabinoxilanos™® 79,0 79,0 99,5 99,5
R-glucanos™ 6.9 6.9 6.4 6.4

! Dieta sem (Controle) ou com gréos secosde deatitarn soltveis (DDGS)de milhon&o

suplementados (-) ou suplementados (+) com 0,2 fdeydieta de mistura de xilanage e
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- glucanase (XB), continham1130 TXU Kgle dieta de 1,8-xilanase e 515 TGU kgde
dieta deff-glucanase analisados.

*2Em caso de interacdes significativas (P < 0,05)eeo$ efeitos principais: Diferentes
letras mailsculas sobrescritas indicam diferenggsifisativas (P < 0,05) entre os
tratamentos pelo teste de Tukey.

2 Alisul Alimentos (Maring4, PR, Brasil).

3Inpasa, Sinop, MT, Brasil.

*Sarfos, ltumbiara, Goias, GO, Brasil.

®>Cocamar, Maring4, PR, Brasil.

® Jasmim, Curitiba, PR, SP, Brasil.

"Sygma-Aldrich Brasil Ltda, 99,5%, Sdo Paulo, SRysBr

8 Divis&o de Nutricdo Animal da Ajinomoto, Sdo PaB®, Brasil.

® Propionato de célcio (ProfifACP, Perstorp, S&o Paulo, SP, Brasil).

19 Mistura personalizada de vitaminas e minerais fid@por kg de dieta: Vitamina A
(acetato de retinol), 6.000 UI; vitamina,dcolecalciferol), 1.000 Ul; vitamina E (acetato
de DL-u-tocoferol), 60 mg; vitamina K(Na-bisulfato de menadiona), 12 mwifamina
B, (tiamina HCI), 24 mg; vitaminaBriboflavina), 24 mg; vitamina gpiridoxina HCI), 20
mg; vitamina B, (cianocobalamina), 0,05 mg; acido félico, 6 mg; &ywtenato de calcio,
60 mg; acido ascorbico (polifosfato de ascorbig) mg; d-biotina, 0,24 mg; cloreto de
colina, 325 mg; niacina, 120 mg; sulfato ferrosegB,.H , O.7H, O), 50 mg; sulfato de
cobre (CuSQ@Q7H;0 ), 3mg; sulfato de manganés (Mn3HO), 20mg; sulfato de zinco
(ZnSQ,.7H, O), 30 mg; iodeto de potassio (Kl), 0,4 mg, sulfdocobalto (CoSEAH,0)
0,25 mg; selenito de sédio (N&eQ), 0,1 mg.?Antifingico, Mold Zap Aquativa®,
composicao: dipropionato de amodnio, acido acétamdo sorbico e acido benzoico
(Alltech Agroindustrial Ltda, S&o Paulo, Brasil).

1 Mistura liquida de endo-1@xilanase (5.805 TXU ¢ %) e endo-1,4-glucanase
(2.633,9 TGU g*) (Natugrain® TS, BASF, Corporation, Ludwigshaf@temanha).

12N3o detectado.

13 Estimado a partir da composicdo dos ingredientssdiletas (Bach Knudsen, 2014;
Pedersen et al., 2014).
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Tratamento$ PI PF GP CAR EA ERE TEP CRI HSI IVS
Controle 7.43 56,95 666,26 305 0,83 34.14 42,42 6,78 3,48 0,36
Controle +XB 7.52 62.10 726,19 2% 0,89 37,56 45,54 7.07 3,17 0,42
DDGS 7.52 64,47 757,59 353 0,74 28.19 37.29 7.34 362 0,550
DDGS+XB 7.47 71.22 853.10 3,03 0,88 33.16 44,65 7.63 3,41 0,61
EPM 0,016 1.811 24.247 0,060 0,021 1.025 0,149 1.154 ,0700 0,042
Efeito principal

Dietas

Controle 7.47 59,53 696,23 2,98 0,86 35,88 43,98 6.78 3.32 0,39
DDGS 7,50 67,84 805,34 3.2¢ 0,81 30,63 40,97 7,48 3.21 0,56
XB

- 7.48 60,71 711,92 3.29 0,79° 31.1F 39,88 6.89 3.25 0,43
+ 7,50 66,66 769,65 2,97 0,89 35,36  45.09 7.35a 3.29 0,51
P - Valor

Dietas 0,528 0,032 0,037 <0,001 0,234 0,008 0,191 ,000 0,441 0,085
XB 0,575 0,108 0,118 <0,001 0,029 0,025 0,033 0,024 0,763 0,369
DDGS x XB 0,083 0,819 0,702 0,014 0,447 0,633 0,994 0,349 0,027 0,815

Nota: PI, peso corporal inicial (g); PF, peso coapéinal (g); GP, ganho de peso corporal (%); CABRsumo alimentar relativo (% de ganho
de peso corporal did); EA, indice de eficiéncia alimentar; ERE, efid&nde retencédo de energia (%); TEP, eficiéncieetitncdo de proteina

(%); CRI, comprimento relativo do intestino; HSidice hepatossomatico (%); IVS, taxa de gordureevas (%).
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1 Os valores s&do médias de quatro tanques replicadad 2 peixes.

%Dieta sem (Controle) ou com grdos secos de déatdam soltveis ( DDGS)de milhon&do suplementadosusuplementados (+) com 0,2 g kg
kg de dieta de mistura de xilanasp-glucanase (XB), continham 1130 TXUKkge 1,4p-xilanase e 515 TGU kg de B-glucanase analisados

nas dietas.

*2 Em caso de interacbes significativas (P < 0,05)eens efeitos principais: Diferentes letras mailasisobrescritas indicam diferencas
significativas (P < 0,05) entre os tratamentos pette de Tukey.

ABEm caso de interacbes ndo significativas (P > (e@fk os efeitos principais: Letras mailsculasesabitas diferentes indicam diferencas
significativas (P < 0,05) para graos secos deldaatcom soluveis de milhopelo teste -

aPEm caso de interacdes ndo significativas (P > 0ebfe os efeitos principais: Diferentes letras(rsulas sobrescritas indicam diferencas
significativas (P < 0,05) para xilanas@ eglucanasesuplementacéo por teste -
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Tabela 3: Composicao corporal de juvenis de tilapia-do-Millmentados com as dietas
experimentais.

Tratamentos UM PB EE MM
Controle 725.43 156.27 58.42 34.09
Controle+XB 720.71 155.78 64.12 35.07
DDGS 733.75 145.70 62.88 32.09
DDGS+XB 727.87 148.14 65.09 35.86
EPM? 2.239 1.526 0.878 0.537
Efeito Principal

Dietas

Controle 723.07 156.02 61.27 34.58
DDGS 730.81 146.92 63.99 33.80
XB

- 729.59 150.98 60.65 33.09

+ 724.29 151.96 64.80 35.28
P-Valor

Dietas 0.140 0.006 0.120 0.223
XB 0.300 0.726 0.032 0.016
DDGS x XB 0.907 0.599 0.304 0.089

Nota: UM, umidade (g/kg); PB, proteina bruta (g/KglE, extrato etéreo (g/kg); MM,
matéria mineral (g/kg).

! Os valores sdo médias de quatro tanques replicamod 2 peixes.

’Dietas sem (Controle) ou com gréos secos de distiam sollveis (DDGS) de milho
ndo suplementadas (=) ou suplementadas (+) corg RZ* do complexoenzimatico
xilanase e3-glucanase (XB), continham 1130 TXU Kgle 1,4f-xilanase e 515 TGU
kg * dep-glucanaseanalisadosnas dietas.

3 EPM, erro padrdo da média.

2 %Em caso de interacbes nao significativas (P > A&k os efeitos principais: Letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam difeaengignificativas (P < 0,05) para

suplementacao enzimatica pelo tedte -
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Tabela 4: Parametros sanguineos de juvenis de tilapia-do-dlimentados com as
dietas experimentafs.

Tratamentos PT GLI TGC COL ALP ALT
Controle—XB 2.63 4761 19195 7561  20.73  21.69
Controle+XB 2.49 51.16  190.14 79.85 16.44  24.88
DDGS-XB 2.41 4522  193.33 76.47 18.66  23.00
DDGS+XB 2.45 50.00 195.53 79.62 16.29  24.88
EPM 8.417 0.857 1.019  2.269

Efeito Principal

DDGS

Controle 2.57 49.71 190.08 78.36 18.58 21.98
DDGS 2.43 47.61  194.43  78.04 17.47  23.94
XB

-XB 2.50 46.4% 19264 76.04 1969 2235
+XB 2.47 50.09 191.87 80.37 16.36  23.57
P—Valor

DDDG 0239 0137 0840 0.854 0.642 0.733
XB 0.804 0.005 0971  0.026 0.177  0.832
DDGS x XB 0257 0.834 0890 0501 0.685  0.909

Nota: PT, proteina total (mg mt); GLI, glicose (mg dL); TGC, triglicerideos (mg
dL™); COL, colesterol (mg dL¥); ALP, fosfatase alcalina (Ul db); ALT, alanina
aminotransferase (Ul df).

! Os valores sdo médias de quatro tanques replicamod 2 peixes.

%Dietas sem (Controle) ou com gréos secos de distiiam sol(veis (DDGS) de milho
ndo suplementadas (-) ou suplementadas (+) corg RgZ' do complexoenzimatico
xilanase e3-glucanase (XB), continham 1130 TXU Kgle 1,4B-xilanase e 515 TGU
kg ! dep-glucanaseanalisadosnas dietas.

3 EPM, erro padrdo da média.

aPEm caso de interacdes néo significativas (P >)@06e os efeitos principais: Letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam difeergignificativas (P < 0,05) para

suplementacao enzimatica pelo tedte -
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Tabela 5: Atividade de enzimas digestivas (Unidade de atdedaor miligrama de
proteina) de juvenis de tilapia-do-Nilo alimentadom as dietas experimentais.

Tratamentos Amilase Protease Lipase
Controle—XB 8.32 1.01 2.94
Controle+XB 8.71 1.31 3.26
DDGS—XB 8.99 1.20 2.74
DDGS+XB 9.41 1.90 3.22
EPM’ 0.223 0.126 0.101
Efeito Principal

DDGS

Controle 8.59 1.26 3.21
DDGS 9.20 1.55 2.98
XB

- 8.66 1.1% 2.84

+ 9.13 1.76 3.35
P—Valor

DDDG 0.196 0.175 0.159
XB 0.309 0.012 0.007
DDGS x XB 0.914 0.593 0.870

Nota: Amilase e lipase como unidade por miligram@ tdcido; Protease como
microgramas de tirosina por minuto por grama digltec

! Os valores sdo médias de quatro tanques replicamod 2 peixes.

%Dietas sem (Controle) ou com gréos secos de distiiam sol(veis (DDGS) de milho
ndo suplementadas (-) ou suplementadas (+) corg 2" do complexoenzimatico
xilanase e3-glucanase (XB), continham 1130 TXU Kgle 1,4B-xilanase e 515 TGU
kg * dep-glucanaseanalisadosnas dietas.

3 EPM, erro padrdo da média.

3P Em caso de interacbes nao significativas (P >)@&0&e os efeitos principais: Letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam difeergignificativas (P < 0,05) para

suplementacao enzimatica pelo tedte -
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Tabela 6: Coeficientes de digestibilidade aparente (CDA; ®edergia e nutrientes de
juvenis de tilapia-do-Nilo alimentados com as dietaperimentaib.

Tratamentos EB AD PB EE MM
Controle—XB 82.38 97.98 93.53 83.46  62.55
Controle+XB 84.63 98.03 94.24 91.51 66.18"
DDGS-XB 70.15 95.7% 89.5¢ 86.18 54.52
DDGS+XB 81.43 97.14 93.76 93.14 69.70
EPM 2.410 0.355 1.121 1.716  2.161
Efeito Principal

DDGS

Controle 83.50 98.01 93.89 87749 64.36
DDGS 75.79 96.44 91.67 8966 62.11
XB

-XB 76.26 96.86 91.56 84.82 58.53
+XB 83.03 97.59 94.00 92.32 67.93
P-valor

DDDG <0.001 <0.001 0.001 0.024  0.084
XB <0.001 0.006 <0.001  <0.001 0.001
DDGS x XB <0.001 0.008 0.001 0.419  0.004

Nota: EB, energia bruta; AD, amido, PB, proteinatdor EE, extrato etéreo, MM,
matéria mineral.

! Os valores sdo médias de quatro tanques replicamod 2 peixes.

%Dietas sem (Controle) ou com gréos secos de distiiam sol(veis (DDGS) de milho
ndo suplementadas (-) ou suplementadas (+) corg 2" do complexoenzimatico
xilanase e3-glucanase (XB), continham 1130 TXU Kgle 1,4B-xilanase e 515 TGU
kg' deB-glucanaseanalisadosnas dietas.

3 EPM, erro padrdo da média.

A B Em caso de interacdes ndo significativas (P >)0ebire os efeitos principais:
diferentes letras maiusculas sobrescritas indicdereticas significativas (P < 0,05)
para graos secos de destilaria com soluveis dempélo teste t.

aPEm caso de interagdes néo significativas (P >)@06e os efeitos principais: Letras
minusculas sobrescritas diferentes indicam difeaengignificativas (P < 0,05) para
suplementacao de xilanas@-glucanase pelo teste.-
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*Z Em caso de interac8es significativas (P < 0,05eers efeitos principais: Diferentes
letras mailsculas sobrescritas indicam diferenggfisativas (P < 0,05) entre os
tratamentos pelo teste de Tukey.
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Figura 2: Imagens conboxplotsdos principais efeitos de interacdo das dietas sem

(Controle) ou com grados de destilaria com soluvddDGS) de milho, nao

suplementados (-XB) ou suplementados (+XB) comgOkg) * de xilanase mai$ -
glucanase (B) para fornecer 1120 TXU kde 1,4-xilanase e 500 TGU kgde B-

glucanase nas dietas, nos teores de energia sgd&D; A) e proteina digestivel (PD;

B) em dietas a base de vegetais fornecidas a pidentilapia-do-Nilo por oito semanas.

Pontos pretos e numeros no lado direito bosplotsmostram os valores médios de

quatro réplicas; oboxplotsmostram os quatrtis inferior, mediano e superidgier®ncas

significativas (P < 0,05) entre as dietas s&o detnadas por letras diferentes. Os dados

foram analisados por ANOVA de uma via e teste H8O akey.
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Figura 3:Imagem comboxplotsdos efeitos de interacdo das dietas sem (Contoole)
com graos de destilaria com sollveis (DDGS) de anilho suplementados (XB-) ou
suplementados (XB+) com0,2 g ki de xilanase mai$ -glucanasepara fornecer
1120TXU kg * de 1,4p-xilanase e 500 TGU kg de B-glucanase de dietas, na
viscosidade fecal de juvenis de tilapia-do-Nilomedntados com dietas a base de
vegetais por oito semanas. Pontos pretos e numerokdo direito dosboxplots
mostram os valores médios de quatro réplicagjoaplotsmostram os quartis inferior,
mediano e superior. Diferencas significativas (P 0905) entre as dietas sao
demonstradas por letras diferentes. Os dados faratisados por ANOVA de uma via
e teste HSD de Tukey.
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Figura 4: Gréafico de carregamento da analise de compongnmiesipais (CP)
mostrando correlacdes entre ganho de peso corg@@), indice de eficiéncia
alimentar (EA), atividade das enzimas digestivasilam® protease e lipase, e
viscosidade fecal dos dois primeiros autovalorésl(B PC2) de juvenis de tilapia-do-
Nilo alimentados com dieta sem (Controle) ou coogrde destilaria com soluveis
(DDGS) de milho ndo suplementados ou suplementzaiosxilanase maip -glucanase
a 0,2 g kg'dieta (B) para fornecer 1120 TXU Kigle 1,4p-xilanase e 500 TGU kg

'dieta deB-glucanase por oito semanas.



