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Avaliacdo do uso da fitase em dietas a base de fontes vegetais na
alimentacéo do pacu (Piaractus mesopotamicus)

Resumo geral

Recentemente a utilizacdo de ingredientes de origem vegetal na formulacéo de rac6es para
peixes tem recebido grande atencdo. Porém estas dietas séo ricas em fdsforo fitico, uma forma
nédo absorvida pelos peixes que se complexa com nutrientes essenciais impedindo a absorcéo
destes. Desta forma o objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de absor¢do e deposicao
corporal de fosforo pelos peixes utilizando a enzima fitase em duas formas de inclusdo para
pacu, bem como avaliar a influencia da extrusdo na atividade da enzima. O experimento teve
duracéo de 75 dias, utilizando um sistema com 30 unidades experimentais, com volume de
atil de 300 litros, em recirculacdo fechada com filtragem biolégica e mecanica. Foram
testados 6 tratamentos com 5 repeticdes, tratamento 1 (sem adicdo de fosfato), 2 (com fosfato
inorganico), 3 (adicéo de fitase granulada 1500 UFA.kg™), 4 (Adicdo de fitase granulada 3000
UFAkg™), 5 (adicdo de fitase liquida 1500 UFA.kg™) e 6 (adicdo de fitase liquida 3000
UFA.kg™). Foram analisados, ganho de peso, converséo alimentar aparente, taxa de eficiéncia
proteica, taxa de crescimento especifico, sobrevivéncia, retencdo de fésforo (racdo, 0ssos,
sangue) e analise da atividade enzimatica para avaliacdo da influéncia do processamento. Os
resultados obtidos no experimento foram submetidos a analise de variancia ANOVA e teste
estatistico de Tukey ao nivel de significancia de 5%. Ao final do estudo foram observadas
diferencas estatisticas (p<0,05) entre os tratamentos para todos os parametros avaliados. O
desempenho zootécnico melhorou nas dietas contendo fosforo inorganico (T1) seguido da
dieta contendo 1500 UFA.kg™de fitase liquida (T5). O fésforo plasmatico e fésforo nas
vértebras apresentaram os melhores resultados nas dietas contendo 1500 UFA.kg™de fitase
liquida (T5) e na dieta contendo fosforo inorganico (T1) respectivamente. O processamento
afetou de forma negativa a atividade da enzima. A suplementacdo com fitase liquida em dietas
para pacu melhoraram o desempenho zootécnico da espécie, além de apresentarem melhores
resultados de fosforo no plasma sanguineo. A fitase liquida apresentou os melhores resultados
guando comparada com a enzima na forma granulada, utilizando a extrusdo como forma de
processamento.

Palavras-chave: aquicultura, nutricdo, hematologia, fosforo.



Evaluation of the use of phytase in plant sources based diets on the feeding

of pacu (Piaractus mesopotamicus)
Abstract

Recently the use of plant-based ingredients in the formulation of fish feed have a very
importance. However those diets are rich in phytic phosphorus, a non absorbed form by the
fish that chelates essential nutrients avoiding their absorption. Thus the aim of this study was
to evaluate the absorption and body deposition of phosphorus by the fish using the enzyme
phytase in two forms of inclusion for pacu fish. The experiment lasted 75 days, using a
system with 30 experimental units, with useful volume of 300 liters, closed recirculation with
biological and mechanical filtration. Six treatments were tested in 5 replications: treatment 1
(without addition of phosphate); 2 (with inorganic phosphate); 3 (addition of phytase
granulate 1500 FTU); 4 (Adding phytase granulate 3000 FTU), 5 (addition of liquid phytase
1500 FTU) and 6 (addition of liquid phytase 3000 FTU). Weight gain, feed conversion,
protein efficiency ratio, specific growth rate, survival and phosphorus (feed, bones, blood
plasma) were analyzed. The results obtained in the experiment were analyzed by ANOVA
variance analysis and Tukey statistical test at a significance level of 5%. At the end of this
experiment, statistical differences were observed (p <0.05) amongs treatments for all
parameters. Growth performance fared better in the diets containing inorganic phosphorus
(T1) followed the diet containing 1500 UFA/kg of liquid phytase (T5). Results showed better
values for plasma phosphorus and phosphorus in the vertebrae in the diets containing 1500
UFA/Kkg of liquid phytase and inorganic phosphorus, T5 and T1 respectively. In conclusion,
supplementation with liquid phytase in diets for pacu improved the growth performance of the
species, in addition to presenting the highest values of phosphorus in the blood plasma. The
liquid phytase showed the best results when compared with the enzyme in granulated form

using extrusion as a method of processing.

Keywords: aquaculture, nutrition, hematology, and phosphorus.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em 2013, as previsdes do consumo de pescados no mundo aproximam-se a 20 kg per
capita ao ano, com producéo estimada de mais de 160 milhdes de toneladas. Essa tendéncia
de crescimento vem sendo observada e, atualmente, quase metade da producgéo de pescado
tem sua origem na aquicultura, ja que existe um evidente declinio da pesca extrativista (FAO,
2013). Assim, 0 aumento do consumo per capita de pescado sera cada vez mais dependente
da disponibilidade dos produtos da aquicultura e sua capacidade de suprir as necessidades do
mercado consumidor (ROCHA et al., 2013).

Intensificar uma criagdo para suprir um aumento na demanda do mercado, implica
aumentar a quantidade de biomassa de animais por area, a custa do fornecimento constante de
um alimento nutricionalmente adequado (ARRUDA, 2004). Uma vez que tal suprimento de
alimento perfaz 30 a 70% do total dos custos operacionais da aquicultura intensiva
(KAUSHIK, 1989), a alimentagdo torna-se o fator unitario mais importante para o
gerenciamento das cria¢cbes modernas.

Segundo Takahashi (2005) da producdo total de peixes criados no mundo, 88% €
composta por peixes de habitos onivoros ou herbivoros, que consomem, anualmente, 73 mil
toneladas de farinha de peixe na composi¢éo de suas racoes.

As fontes proteicas de origem animal (farinha de peixe) normalmente sao
ingredientes caros, além de serem considerados mais ofensivos ao meio aquatico, pois liberam
uma quantidade maior de nutrientes (GABER, 2006), por isso Varios nutricionistas tém
realizado estudos com o propoésito de utilizar fontes de origem vegetal (mais baratas, mais
abundantes e com menor potencial poluidor) como substituto parcial ou total aquelas de
origem animal (WEBSTER et al., 1997; EL-SAYED, 1999).

A substituicdo das fontes proteicas de origem animal por fontes proteicas de origem
vegetal para espécies onivoras ou herbivoras pode diminuir consideravelmente o impacto
ambiental causado pela excrecdo de nutrientes.

Com o incentivo a producdo de biodiesel no Brasil, grande quantidade de
subprodutos vegetais vem sendo gerado, principalmente farelos vegetais obtidos apds a
extracdo do 6leo (PARENTE, 2003). O aumento da disponibilidade destes subprodutos
(farelos), em geral, com alto valor proteico e com baixo custo, tem servindo de incentivo a

busca de alternativas as farinhas de origem animal em dietas para peixes.



1.1 Utilizacéo de fontes proteicas de origem vegetal

A nutricdo é uma ferramenta de extrema importancia para a aquicultura, devido ao
fato de contribuir para o crescimento e manutencdo da salde dos peixes, além de gerar
conhecimento sobre as exigéncias nutricionais, a formulacdo de dietas balanceadas, sendo
estes os pilares para a o desenvolvimento de dietas completas (NRC, 2011). A importancia de
estudos visando a substituicdo da farinha de peixe por fontes alternativas de menor custo na
aquicultura vem sendo destacada por diversos autores (FABREGAT et al., 2011; FREITAS et
al., 2011; LIMA et al., 2012).

As proteinas vegetais se caracterizam por sua alta solubilidade na agua e deficiéncia
em alguns aminoacidos (metionina e cistina), baixo custo de proteina (relacdo volume de
proteina por unidade de custo), boa fonte de proteina e energia. Neste caso a deficiéncia de
um ingrediente pode ser complementada com outras fontes proteicas de origem animal ou
vegetal com diferencas no perfil de aminoéacidos (DAVIS e MILES, 2001).

O farelo de soja (Glycine max) ¢é a principal fonte proteica de origem vegetal, pela
sua disponibilidade e pelo elevado valor nutritivo (EL- SAYED, 1998; PARENTE, 2003). O
Brasil ocupa hoje uma posi¢do estratégica na producdo de soja, visto que o Pais é o segundo
maior produtor da oleaginosa do mundo (MAPA, 2014). Dentre as fontes proteicas de origem
vegetal, a soja, é considerada a nivel global como a op¢do com maior potencial para substituir
a farinha de peixe na formulacéo das racdes comerciais, mesmo que apresente deficiéncia de
alguns aminoéacidos sulfurados (POPMA e LOVSHIM, 1996).

Este alimento é uma fonte barata de proteina e aminoacidos essenciais para peixes de
cativeiro, pois, dentre as demais fontes proteicas vegetais € o que apresenta melhor perfil
aminoacidico, contendo os dez aminoacidos esséncias em quantidades proximas as fontes
proteicas de origem animal (Pastore et al., 2013).

O farelo de soja vem sendo utilizado com éxito na substituicdo total ou parcial da
farinha de peixe para a curimbata (Prochilodus lineatus), (FABREGAT et al., 2011), tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) (LIEBERT e PORTZ, 2005; LIMA et al., 2012;) sua incluséo
pode variar de 1 a 45%, pois niveis superiores podem prejudicar o processo de extrusao, por
conta da baixa quantidade de amido presente no farelo de soja (PASTORE et al., 2013), por
conta disso, o farelo de milho (Zea mays), rico em amido, esta sendo aproveitado em uso

combinado com o farelo de soja para facilitar o processo de extrusao.
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O farelo de milho apresenta baixo nivel proteico, e pouca fibra, é rico em vitaminas
B e E, é conhecido por ndo apresentar ou apresentar poucos fatores anti-nuticionais (pode
variar de acordo com a producdo do mesmo), entretanto é deficiente em Lisina (NRC, 2011).

A utilizacdo de fontes vegetais em dietas para peixes podem resultar em efeitos
diversos em funcdo do contetdo de fatores anti-nuticionais, principalmente pelo tipo de
processamento utilizado em sua obtengcdo, bem como, no seu armazenamento e

processamento final.

1.1.1 Fatores antinutricionais

A avaliagdo do valor nutricional de um alimento depende principalmente de seus
nutrientes e da sua disponibilidade biolégica. Depende, também, da presenca e de niveis de
substancias toxicas e/ou anti-nuticionais, as quais podem alterar essa composicao ou tornar
indisponiveis esses nutrientes (PEZZATO, 1995). Estes podem provocar efeitos fisiologicos
danosos ou diminuir a absorgéo de nutrientes (SILVA e SILVA, 2000).

O termo antinutricional implica em substancia com capacidade de alterar as
possibilidades de aproveitamento dos nutrientes contidos nos alimentos (CHUBB,1982). Os
fatores antinutricionais tornam indisponiveis os nutrientes de um alimento ou parte desses,
diminuem a sua digestibilidade ou metabolismo e/ou reagem de forma antagonica, afetando,
portanto, sua a eficiéncia nutritiva. Além desses prejuizos, podem ainda alterar a fisiologia do
animal, diminuir o apetite e o desempenho produtivo e, em alguns casos, ser fatal quando
utilizado por longo periodo (FERNANDES, 2010).

Os fatores antinutricionais podem ser amplamente divididos em quatro grupos: a)
Fatores que agem na utilizacdo e digestdo da proteina, como os inibidores de proteases,
taninos e lectinas; b) Fatores que agem na utilizagcdo dos minerais dos quais inclui os fitatos,
0s pigmentos do gossipol, oxalatos e glicosilatos; ¢) Antivitaminas; d) Substancias mistas,
como as micotoxinas, mimosina, cianogénicos, nitrato, alcaldides, agentes
fotossensibilizantes, fitoestrogénios e saponina((FRANCIS et al., 2001; MIURA et al., 2001).

Sédo varios os fatores anti-nuticionais presentes nos produtos e subprodutos de origem
vegetal e estes podem diferir significativamente na sua forma de acdo, sendo que o potencial
desses efeitos depende da espécie animal. Destaca-se também, a habilidade desses anti-
nuticionais em resistir parcialmente ao processo termico, empregado normalmente no
processamento de ragfes (MAKKAR, 1997).
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Fosforo fitico ou fitato é a designacdo dada ao fosforo que faz parte da molécula do
acido fitico, conhecido cientificamente como hexafosfato de inositol ou mio-inositol, podendo
compor até 81,0% do conteddo de fosforo presente nos vegetais (RICHE e BROWN, 1996).
Segundo Kornegay (1999) o fitato esta presente em todos os vegetais e, de modo geral,
contem alta quantidade de fosforo (28,2%), com grande capacidade de quelacdo com outros
minerais e proteinas, o que Ihe confere denominag&o de antinutriente (LIU et al., 1998).

Os monogastricos em geral ndo conseguem aproveitar ou aproveitam pouco o fosforo
fitico devido a falta de enzimas intestinais para hidrolise do fitato durante a digestdo
(JACKSON e LI, 1996). Portanto, a maior parte do fitato-P acaba sendo excretado na agua
podendo causar poluicdo na forma de eutrofizacdo (LIEBERT e PORTZ, 2005). Além disso, a
absorcédo e a biodisponibilidade de minerais indispensaveis, como calcio, zinco, magnésio e
de ferro, também podem ser afetados negativamente por formacao de quelatos insolGveis com
fitato (PAPATRYPHON et al., 1999) . O fitato também pode se combinar com proteina e
vitaminas, formando complexos insoluveis reduzindo sua eficiéncia de utilizagdo, atividade, e
digestibilidade (LIU et al., 1998; SUGIURA et al., 2001).

Segundo Riche & Brown (1996) a porcentagem de fosforo na forma de fitato em
alguns ingredientes seriam de 59,3% para o farelo de amendoim; 63,1% para o farelo de
algodao; 81,7% para o farelo de soja; 51,9% para o gliten de milho e 56,3% para a canola. O
fitato presente nesses alimentos, além de se apresentar na forma de fosfato ndo disponivel
para 0s animais monogastricos, forma em pH neutro, grande variedade de sais insolUveis com
cations di e trivalentes (KORNEGAY, 1999).

Fosforo e nitrogénio sdo os principais nutrientes responsaveis pela eutrofizacdo da
agua. Por isso, na formulacdo de dietas de baixa poluicdo, os niveis de proteina, fésforo e
minerais, a relacdo entre proteina e energia da dieta e a digestibilidade dos alimentos devem
ser cuidadosamente avaliados. Consequentemente, qualquer melhora na qualidade da dieta e
no manejo alimentar, deve ser considerado importante para reducdo do nivel de poluicéo
proveniente da atividade da piscicultura intensiva (KAUSHIK, 1992, CHO et al., 1994).

Uma alternativa que vem sendo estudada € a utilizacdo da enzima fitase em dietas
para peixes. Alternativa esta que ja se mostrou eficiente para 0os demais monogastricos (aves e
suinos), tanto na melhora do desempenho zootécnico quanto na diminuicdo da excrecdo de
nutrientes pelos mesmos, consequentemente melhorando a absor¢do de nutrientes nestes

animais e diminuindo a excrecao de nutrientes.
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1.2 A enzima fitase e sua utilizacdo em dietas para peixes

A fitase € um aditivo que hidrolisa as moléculas de fitatos para promover a liberagédo
do fdsforo inorganico, ligado aos ingredientes de origem vegetal, utilizados na alimentacao
animal. Utilizando-se a fitase como aditivo na alimentacdo animal, diminui-se a exigéncia de
suplementacédo de fosforo inorgéanico e, consequentemente, diminui a excrecdo de fosforo nas
fezes. Desta forma, o animal e o ambiente sdo beneficiados.

A primeira fitase comercial derivada de Aspergillus niger com a capacidade de
hidrolisar fitato e reduzir a excrecdo de fosforo, foi introduzido no mercado em 1991(SELLE,
2006). Natuphos® foi a primeira fitase disponivel comercialmente em 1991, a partir de uma
estirpe de A. niger geneticamente modificado. Desde entdo, atividade de fitase é definida
como unidades de fitase ativa (UFA), onde uma UFA ¢é definida como a quantidade de enzima
que libera 1 micromol de P-inorganico por minuto a partir de fitato de sodio 0,0015 mol.™ em
pH 5,5, e 37° C (SIMONS et al., 1990).

Depois de meados dos anos 1990, mais e mais estudos sobre os efeitos da fitase
suplementar sobre a utilizacdo de nutrientes ou o crescimento de peixes foram iniciados em
espécies aquicolas comuns, tais como truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), carpa comum
(Cyprinus carpio L.), bagre do canal (Ictalurus punctatus), tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) (FORSTERS et al., 1999; SCHAFER e KOPPE, 1995; LI et al., 1997;
ROBINSON et al., 2002 LIEBERT e PORTZ, 2005).

Vaérios produtos de fitase microbiana sdo comercialmente disponiveis, sendo que a
fitase pode ser incluida em alimentos para peixes nas formas de po, granulado em racfes
peletizadas ou na forma liquida através de sua inclusdo pds-extrusdo, evitando assim
problemas de termo-estabilidade por exposi¢do a altas temperaturas durante o processamento.

O excesso de calor deve ser evitado durante a fabricacdo das ragdes (VIELMA,
RUOHONEN e PEISKER 2002). A temperatura durante o processamento dos alimentos
frequentemente é superior a 65° C, podendo desativar a atividade da fitase dentro de uma
variacdo de pH 2,5-5,5, a fitase microbiana pode ganhar étima atividade. A enzima mostra
diferente eficiéncia em peixes de diferentes espécies em virtude da variagdo morfo-fisiologica
de seus tratos digestivos (CAO et al., 2007).

Estudos demonstram que a adigéo de fitase nas ra¢Ges tem o potencial de melhorar: o
valor nutritivo dos alimentos, como por exemplo, a digestibilidade de nutrientes e energia,

conversdo alimentar e também o crescimento, além de reduzir a descarga de fésforo e outros
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minerais no ambiente (SCHAFER e KOPPE, 1995; FURUYA et al., 2001; ZHU et al., 2015;
DERSJANT- Lletal., 2015).

Schéfer e Koppe (1995) em estudo com a carpa comum (Cyprinus carpio), utilizando
dois niveis de fitase 500 e 1000 UFA.kg™?, em dieta a base de farelo de soja, concluiram que
ambos os niveis reduziram a excrecao de fosforo fecal. Entretanto, ndo constataram diferencas
em relacdo ao ganho de peso, digestibilidade da proteina, extrato etéreo e energia. Furuya et
al. (2001) determinaram que a recomendacdo de utilizacdo de fitase esteja entre 500 e 1500
UFAkg'de racdo, melhorando a disponibilidade de calcio e fésforo, crescimento,
mineralizacdo Ossea e digestibilidade proteica para a tilapia-do-Nilo. Resultados semelhantes
foram demonstrados para a mesma espécie por Portz et al. (2003), Portz e Liebert (2004;
2005) utilizando-se 1000 UFA.kg™ de racdo, que obtiveram resultados de desempenho e
utilizacdo mineral semelhante a da dieta baseada em fontes vegetais e suplementada com
fésforo inorgénico.

Goncalves et al. (2007) avaliaram o efeito da enzima fitase (0, 1000 e 2000 UFA kg
1) na disponibilidade aparente do P do milho, milho extrusado, gliten de milho, farelos de
trigo, de arroz e sorgo, soja extrusada, soja, girassol, e algodao utilizando uma ragéo a base de
albumina e gelatina, empregando juvenis de tilapia do Nilo com peso médio de 100,0 g. Estes
autores concluiram que a fitase aumenta a disponibilidade do P dos alimentos e que a
suplementacéo de até 2000 UFA. kg™ ndo aumentou a disponibilidade aparente do fésforo do
farelo de algodao e do farelo de trigo.

Bock et al. (2007) avaliaram a acdo da fitase no desempenho, incorporacdo e
excrecdo de fésforo para tilapia do Nilo. Para tanto, por 82 dias foram comparadas ra¢fes em
que o controle foi suplementado com fésforo e os demais tratamentos com fitase (1000, 1500
e 2000 UFA .kg™). Os resultados demonstraram que o uso da enzima nas racdes pode reduzir o
nivel de inclusdo de fésforo inorganico na dieta, diminuindo assim o impacto ambiental
provocado por area de producéo.

O fitato pode complexar com outros minerais reduzindo assim suas
biodisponibilidades. Com a acdo da fitase o fitato é hidrolisado aumentando assim a
concentracdo de sais minerais como 0 magnésio, calcio, manganés e zinco nos tecidos
(VIELMA et al. 2002). Bagres do canal alimentados com suplemento de fitase tiveram
concentragfes mais elevadas de cinzas, célcio, fosforo e manganés no tecido 0sseo das
vertebras do que em peixes alimentados com uma dieta controle (YAN; REIGH e XU, 2002).

Suplemento de fitase em dietas com truta arco-iris melhorou o coeficiente de

digestibilidade aparente dos minerais, exceto para cobre e ferro (CHENG, 2004). Outros
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resultados semelhantes foram relatados aumentando a disponibilidade de minerais e
melhorando sua retencdo em carpa comum (SCHAFER et al., 1995), salmonideos
(STOREBAKKEN et al., 2000), e tilapia do Nilo (LIEBERT e PORTZ, 2005).

Porém em alguns casos, somente a suplementacdo de fitase ndo é suficiente para
suprir as necessidades dos peixes, assim a formulacdo de uma dieta com um bom balango de
minerais é de grande importancia para a que haja melhoria no desempenho. De acordo com
Satoh et al. (1987), o aumento na disponibilidade do fosforo da dieta proporcionado pela
adicdo de fitase, ndo é acompanhado pela disponibilidade do zinco, o que diminui a
disponibilidade deste ultimo mineral, causando prejuizos ao desempenho.

Segundo Porn-Ngam et al. (1993), a medida que a relacdo célcio:fésforo da dieta
aumenta de 1:1 (base em valores de célcio e fosforo total), houve melhora nos efeitos
inibitdrios do célcio e fosforo sobre a absorcdo do zinco. Ainda, quando ha excesso de célcio
(alta relagdo calcio:fosforo), esse mineral pode se ligar ao fésforo fitico que, por sua vez, liga-
se ao zinco. Por outro lado, quando a relacdo célcio:fosforo é baixa, ou seja, quando ha
excesso de fosforo, ocorre queda na absor¢édo de célcio e do zinco.

Muitas questdes relacionadas ao fitato e modo de acdo da fitase em dietas para peixes
permanecem sem respostas. A atividade da fitase é largamente dependente de muitos fatores,
a exemplo do pH e temperatura adequada durante o processamento. Dado que 0s peixes sdo
monogastricos ou agastricos, os efeitos da fitase sobre o crescimento e utilizacdo de nutrientes
varia de espécie a espécie (LIEBERT e PORTZ, 2005).

Atualmente, as pesquisas sdo focadas principalmente sobre os efeitos de fitase em
diferentes fases de crescimento dos peixes, 0 estudo de dose-resposta, o0s tipos especificos de
fitase para cada espécie, e as formas mais eficientes de suplementacdo (DEBNATH et al.,
2005). Ademais, estd bem documentado que o uso de fitase na racdo pode aumentar a
biodisponibilidade de P e nitrogénio e, portanto, menos P é descarregado no ambiente
aquatico (RODEHUTSCORD e PFEFFER, 1995). Por isso, o uso da fitase € considerada
pelos nutricionistas uma importante alternativa para se alcancgar o patamar sustentavel para as

producgdes aquicolas.

1.3 Pacu (Piaractus mesopotamicus)

Dentre as espeécies nativas migradoras com potencial zootécnico, podemos destacar o
pacu, pertencente a superordem Ostariophysi, que inclui os peixes de maior valor comercial

na pesca e na piscicultura brasileira. Integra a ordem Characiformes, um grupo dominante
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entre os principais grupos de peixes de agua doce da América do Sul, a qual esta amplamente
distribuida na regido neotropical e apresenta o maior nimero de familias. A subfamilia
Myleinae inclui esta espécie e € representada por peixes herbivoros, preferencialmente
frugivoros. Dentre os géneros, destaca-se 0 Piaractus e a espécie Piaractus mesopotamcius
foco deste estudo (URBINATI et al., 2010).

A espécie é originaria da bacia do Prata (GODOY, 1975) e estad distribuida da
Argentina até a regido centro-oeste do Brasil. Segundo dados do Ministério da Pesca e
Aquicultura (2010), esta é a quarta espécie de peixe mais produzida e consumida no Brasil
atingindo em 2009 a producdo anual de 18,171 toneladas, ficando atrds somente da tilapia, da
carpa e do tambaqui (Colossoma macropomum). A importancia da producdo de pacu no pais
deve-se as suas caracteristicas zootécnicas, tais como rusticidade sob condic¢do de criacgéo,
aceite de racdo tanto extrusada quanto peletizada, altas taxas de crescimento, desova anual,
carne de boa qualidade e grande aceitacdo no mercado nacional (JOMORI et al., 2005). A
espécie apresenta habito alimentar onivoro, ocorrendo alteracdes alimentares de acordo com
as variacOes do ambiente e periodos de migragdes reprodutivas (URBINATI et al., 2010).

Entre as espécies nativas, o pacu (P. mesopotamicus) destaca-se para o cultivo em
tanques-rede pela facil adaptacdo ao cultivo e pela baixa exigéncia de proteina
(FERNANDES et al., 2000; SIGNOR et al., 2010) e caracteriza-se por habito alimentar
onivoro, rapido crescimento, carne de excelente qualidade e boa aceitacdo pelos consumidores
(JOMORI et al. 2003). A espécie apresenta facilidade na aceitacdo de dietas artificiais, bem
como na substituicdo de fontes proteicas de origem animal, por fontes de origem vegetal por
conta de seu habito alimentar, sendo que o farelo de soja é a fonte mais utilizada. Para suprir a
exigéncia de fosforo da espécie, existe a necessidade de uma suplementacdo com fosfato
inorganico em racGes totalmente com ingredientes de origem vegetal.

Segundo Signor et al. (2011) 0,40% de fosforo total em dietas baseadas em farelo de
soja, para juvenis de pacu se fazem necessarias para suprir a exigéncia da espécie. Entretanto
a utilizacdo da enzima fitase melhora a absorcdo do fdsforo, j4& presente nos farelos e nédo
disponiveis para os peixes, aumentando a biodisponibilidade do nutriente e diminuindo as
excrecBes do mesmo para 0 meio aquético. Embora existam pesquisas que descrevem 0 UsO
da enzima fitase para espécies tropicais, a utilizagcdo de dietas a base de subprodutos vegetais
suplementada com esta enzima ainda ndo foi bem elucidada a respeito da absorcdo e
utilizacdo dos nutrientes para espécies nativas com importancia comercial para a aquicultura

nacional.
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CAPITULO I - Avaliagéo do uso da fitase em dietas a base de fontes vegetais na alimentacio
do pacu (Piaractus mesopotamicus)
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1. INTRODUCAO

Na ultima década a aquicultura foi considerada o segmento da producdo animal que
mais cresceu no mundo cerca de 390% (CARVALHO e CHAMMAS, 2010). No Brasil essa
situacdo ndo é diferente, com a enorme disponibilidade de agua de boa qualidade, grande
diversidade de espécies com potencial produtivo e de alto valor comercial, o pais € apontado
como grande promessa do setor produtivo mundial.

Considerando a diversidade das espécies de peixes e consequente diferenciacédo
morfofisioldgica e comportamental, a nutricdo de peixes apresenta-se como uma grande area
de estudos, onde ndo cabem generalizacGes, sendo cada caso merecedor de atencao especifica
(OLIVEIRA, 2005).

O pacu (Piaractus mesopotamicus) (Holmberg, 1887) € um peixe da familia
Characidae, largamente distribuido em territorio brasileiro, sendo originalmente encontrado
na Bacia do Prata e no Pantanal (BORGHETTI e CANZI, 1993; PAI et al., 2000). E
considerado um peixe onivoro, com forte tendéncia a herbivoro, alimentando-se de frutos,
detritos organicos, crustaceos, moluscos e pequenos peixes. As condi¢cdes ideais para seu
desenvolvimento sdo agua de pH ligeiramente &cido e temperatura em torno de 26°C. Seu
corpo apresenta forma de disco, com escamas pequenas e numerosas e possui dentes
molariformes que podem quebrar pequenos frutos fibrosos e duros.

O pacu se tornou uma espécie estratégica e sua criacdo comercial vem crescendo
devido ao sabor de sua carne, o0 baixo custo de manutencdo, a resisténcia a patdgenos, a baixa
exigéncia quanto a qualidade da &gua, pela alta adaptabilidade ao cultivo em tanques e
viveiros além de ser uma das espécies mais apreciadas na pesca esportiva (ABIMORAD e
CARNEIRO, 2004; JOMORI et al., 2008). Bem como a maioria das espécies de peixes
nativas apresentam pesquisas escassas ou recentes, sendo que um dos principais enfoques que
a espécie tem recebido ultimamente séo as pesquisas com relacéo a sua exigéncia nutricional.

Atualmente, um dos principais desafios para a nutricdo de peixes é identificar
alternativas economicamente viaveis e ecologicamente menos agressivas para substituir a
farinha de peixe, principal ingrediente utilizado como fonte proteica nas dietas utilizadas na
piscicultura (GATLIN Il et al., 2007). As fontes proteicas de origem animal ainda sdo a base
da formulacdo de muitas dietas para peixes, por apresentarem alto nivel protéico, composicao
de aminoéacidos equilibrada e pouco ou nenhum fator antinutricional (EL-SAYED, 1999).

Como forma de substituir os ingredientes de origem animal, vérias fontes de farinhas

e farelos de origem vegetal tém sido avaliados para inclusdo em dietas para organismos
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aquaticos. A composicdo destes ingredientes € constante, seu preco € reduzido e a
disponibilidade é maior quando comparados as farinhas de origem animal, comumente
utilizadas na formulacdo de dietas, entretanto a presenca de compostos tdxicos ou inibidores
de crescimento como fatores anti-nutricionais tém limitado a inclusdo destes produtos em
racbes (GATLIN 11 et al., 2007). Um ponto negativo para o uso de fontes vegetais, é que
estas muitas vezes ndo apresentam um bom perfil aminoacidico, necessitando assim de
complementacédo destes por meio de aminoacidos sintéticos.

Da mesma forma em racdes com origem vegetal para peixes cerca de 0,25 a 0,60%
da concentracdo total de fosforo é apresentada na forma do complexo de fosforo fitico,
proveniente das paredes celulares das sementes de cereais e grdos de leguminosas comumente
utilizadas na composicdo das dietas. Peixes, assim como animais monogastricos, Sao
incapazes de aproveitar esta porcdo de fosforo fitico, ja que este se apresenta complexado e
indisponivel para absorgdo no trato gastrointestinal. Além disso, esta forma de fosforo possui
alto potencial de quelagéo, formando assim ampla variedade de sais insolliveis com célcio,
magnésio, cobre, zinco, ferro e proteinas reduzindo, consideravelmente, a biodisponibilidade
destes nutrientes para absorcdo dos peixes, afetando assim o desempenho zootécnico da
espécie (CAO et al., 2007).

Fosforo e nitrogénio sdo os principais nutrientes responsaveis pela eutrofizagdo da
agua. Por isso, na formulacdo de dietas de baixa poluicdo, os niveis de proteina e fosforo, a
relacdo proteina/energia da dieta e a digestibilidade dos alimentos devem ser cuidadosamente
avaliados. Consequentemente, qualquer melhora na qualidade da dieta e no manejo alimentar,
deve ser considerado importante para reducdo do nivel de poluicdo proveniente das
pisciculturas intensivas (KAUSHIK, 1992, CHO et al., 1994).

A ocorréncia de complexos proteina/aminoacido-fitato ou mineral/proteina-fitato
reduzem a utilizacdo de proteinas pelo peixe que se tornam mais resistentes a digestdo
proteolitica (pepsina e tripsina) no trato gastrintestinal. Assim, a molécula de fitato tem
influéncia negativa sobre a digestdo de proteinas, aminoécidos e energia na racao.

A fitase ndo é estavel ao calor, devem ser evitadas altas temperaturas durante a
fabricacdo das dietas (VIELMA, RUOHONEN e PEISKER 2002). A temperatura durante o
processamento de alimentos frequentemente é superior a 65°C, temperatura esta que desativa
a atividade da enzima (CAO et al., 2007).

Em estudos realizados por Portz et al. (2003) com til&pias-do-Nilo, a adi¢do de fitase

microbiana as ragdes reduziu em 30 a 60% a excre¢do de fésforo pelas fezes e melhorou
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significativamente os coeficientes de digestibilidade da proteina, retencdo proteica na carcaga
e concentracdes de fosforo plasmatico e dsseo.

Os efeitos positivos da suplementacdo de fitase sobre o crescimento, eficiéncia
alimentar, retencdo de minerais na carcaca e digestibilidade da proteina e disponibilidade dos
minerais foram demonstrados em trabalhos realizados com a truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) (RODEHUTSCORD e PFEFFER, 1995; LANARI et al., 1998; VIELMA et al., 1998
e FORSTER et al., 1999), bagre do canal (Ictalurus punctatus) (JACKSON et al., 1996),
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (FURUYA et al., 2001; LIEBERT e PORTZ, 2005;
RACHMAWATI e SAMIDJAN, 2014), tambaqui (Colossoma macropomum) (MENDONCA
et al. 2012) e pacu (Piaractus mesopotamicus) (FURUYA et al., 2008).

Com base no exposto, faz-se necessario investigar o efeito da suplementacdo por
fitase liquida e granulada, em dietas extrusadas para o pacu, compostas por ingredientes de

origem vegetal.

2. OBJETIVO

O presente estudo avaliou o efeito da fitase microbiana na forma liquida e granulada
em dietas extrusadas na alimentacdo e sua influéncia na capacidade de absorcéo de nutrientes
de fontes de origem vegetal para o pacu (P. mesopotamicus).

Para alcancar este objetivo, os parametros experimentais adotados foram o
desempenho zootécnico, o acumulo de fésforo no plasma sanguineo e vértebras, eficiéncia
alimentar, deposicdo e utilizacdo de fosforo, e a absor¢do mineral aparente, utilizando dietas

extrusadas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Acondicionamento e manejo dos peixes

O presente estudo foi conduzido no Laboratorio de Nutricdo de Peixes da
Universidade Federal do Parana - Setor Palotina, entre os meses de dezembro a marco de
2014, tendo duracéo total de 75 dias.
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Foram utilizados 450 juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) com peso inicial
meédio de 1,93 + 0,25 g e comprimento total inicial médio de 5,11 + 0,26 cm. Os peixes foram
distribuidos em um delineamento experimental inteiramente casualizado contando com seis
tratamentos e cinco repeticdes, utilizando como unidade experimental, 30 caixas de
polietileno com volume atil de 300 litros, em um sistema de recirculacdo com filtragem
mecanica e bioldgica, aeracdo constante e fotoperiodo natural, totalizando assim 15 peixes por

unidade experimental.
3.2 Parametros de qualidade de 4gua

A temperatura foi mensurada duas vezes ao dia por meio de um termémetro digital
(INCOTERM® modelo 6132). O oxigénio era aferido diariamente por meio de um oximetro
(ALFAKIT® modelo AT 170). O pH foi determinado semanalmente através de um medidor
de pH digital portatil (ALFAKIT® modelo AT 315). Os tanques foram sifonados de acordo
com a necessidade e as andlises de amdnia, nitrito, ortofosfato, alcalinidade e dureza foram
realizadas semanalmente seguindo metodologias descritas respectivamente por APHA (1980)
e Boyd (1982).

3.3 Preparo e composicdo das dietas

As dietas foram constituidas a base de farelo de milho e soja (Tabela 1) formuladas
com o auxilio do programa WinFumi 4 da empresa HYBRIMIN® de modo a conter
diferentes niveis de fitase (Natuphos® — BASF), granulada e liquida na seguinte ordem: T,
Controle negativo (sem fosfato inorganico), T, Controle positivo (com fosfato inorganico), Ts
- (1500 UFA.kg™) granulada, T - (3000 UFA.kg™) granulada, Ts - (1500 UFA.kg™) liquida e
Ts - (3000 UFA .kg™) liquida (Tabela 2).

A dieta experimental basal utilizada nesse estudo foi formulada isoenergética com
3.200 kcal.kg™ de energia digestivel e isoprotéica com 26% de proteina bruta.

Os ingredientes foram homogeneizados por meio de um misturador experimental
(G.PANIZ® modelo BP 12C) com capacidade de 8 kg.h™, a mistura foi processada em
extrusora experimental (EXTEEC®) com capacidade de producdo para 15 kg.h™, utilizando
matriz de 3,0 mm, com sistema de aquecimento desligado e o sistema de refrigeragcdo do
canh&o ligado, monitorando a temperatura do processo. A extrusao foi realizada no Grupo de
Estudo de Manejo da Aquicultura - UNIOESTE - Toledo. Posteriormente, a secagem foi

realizada em estufa de recirculacdo a temperatura de 55°C por um periodo de 24 horas. Em
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seguida foram retiradas, resfriadas a temperatura ambiente, identificadas e acondicionadas em
refrigerador a 4°C.

Tabela 1. Ingredientes e niveis nutricionais analisados nas ragdes testadas. Valores expressos
em 100% da matéria original.

Dietas experimentais”

Ingredientes

T1 T2 T3 T4 T5 T6
Farelo de milho 46,6 46,6 46,6 46,6 46,6 46,6
Farelo de soja 46,6 46,6 46,6 46,6 46,6 46,6
Oleo de soja 2 2 2 2 2 2
Metionina 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Premix®" 1 1 1 1 1 1
CaCOs; 1 1 1 1 1 1
NaCl 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Cr,0s 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Amido de milho 2 0 1,97 1,95 1,99 1,97
Fitase 0 0 0,03 0,05 0,01 0,03
NaH,PO, 0 2 0 0 0 0
Composicdo das dietas experimentais®
Proteina Bruta 27,30 26,52 26,67 26,02 26,42 26,32
Extrato etéreo 4,16 4,18 4,28 4,61 4,6 4,61
Umidade 7,97 9,48 8,05 8,93 8,32 7,97
Matéria Mineral 5,77 6,25 6,47 4,94 54 5,47
Célcio 0,59 0,55 0,58 0,6 0,54 0,55
Fosforo total 0,42 0,75 0,43 0,39 0,41 0,39

"T1 Controle negativo (sem fosfato inorganico), T2 Controle positivo (com fosfato inorganico), T3 (1500
UFAkg™) granulada, T4 - (3000 UFA.kg™) granulada, T5 - (1500 UFA.kg™) liquida e T6 - (3000 UFA.kg™)
liquida.

! Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.750.000UI; Vit. D3, 375.000UI; Vit. E, 20.000UI; Vit.
K3, 500mg; Vit. B1, 2.000mg; Vit. B2, 2.500mg; Vit. B6, 2.500mg; Vit. B12, 5.000mg; Ac. Félico, 625mg;
Pantotenato Ca, 7.500mg; Vit. C, 37.500mg; Biotina, 50mg; Inositol, 12.500mg; Niacina, 8.750mg; Colina,
100.000mg; Co, 50mg; Cu, 1.250mg; Fe, 15.000mg; I, 100mg; Mn, 3.750mg; Se, 75mg; Zn, 17.500mg.
Composicdo quimica analisada das dietas.

A fitase (Natuphos® — BASF) incorporada apresentava concentragio de 5000 UFA.g"
! para fitase granulada e 10000 UFA.mL™ para fitase liquida. A forma granulada foi
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adicionada na mistura dos ingredientes na proporcdo de (1500 UFA.kg™) e (3000 UFA.kg™).
A adicéo da fitase liquida foi realizada ap0s a extrusdo e secagem dos granulos, diluida em 4
mL de agua por quilograma de racdo e adicionada por aspersdo por bomba manual de acordo
com Silva et al. (2007) na proporcéo de (1500 UFA.kg™) e (3000 UFA.kg™).

O arragoamento foi realizado em duas refei¢bes diarias as 8:30 e &s 17:30 horas
sendo este ministrado ad libitum.

As dietas foram submetidas a analises bromatoldgicas para determinacdo da matéria
seca, matéria mineral, extrato etéreo e proteina bruta e analisadas quanto a atividade da
enzima. As analises de atividade enzimatica da fitase na racdo foram realizadas segundo
metodologia descrita por Engelen et al. (1994) por HPLC, as analises foram realizadas no
laboratdrio de qualidade dos alimentos (LQA) da Universidade Estadual do Oeste do Parana —
UNIOESTE.

3.4 Andlise de desempenho zootécnico

No inicio e no final do experimento os peixes foram pesados para determinacdo do
ganho de peso (GP), conversdo alimentar aparente (CAA), taxa de eficiéncia proteica (TEP) e

sobrevivéncia (S). Para obtencdo desses indices foram utilizadas as seguintes férmulas.

GP = PF —PI
Onde:
GP = Ganho de peso (g);
Pf = Peso final (g);
Pi = Peso inicial (g).
GFP
TEP = 100 x(PBc)

Onde:
TEP (%) = Taxa de eficiéncia proteica;
PBc = Quantidade de proteina consumida.

(Ln Pf)-(Ln Pi)
* PER

TCE = 100

Onde:
TCE (%) = Taxa de crescimento especifico;
PER = Periodo experimental.

Ln = logaritmo neperiano
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Para a biometria final os animais foram anestesiados com Eugenol® (solucéo de 6leo
de cravo) na dose de 60 mg.L™. Posteriormente 5 peixes de cada tratamento foram separados
para analise da composicdo quimica da carcaca, seguindo metodologia em AOAC (2000).

Foram realizadas analises de proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e matéria mineral (MM).
3.5 Andlise do plasma sanguineo

Apo6s a pesagem final os peixes foram encaminhados para coleta de sangue,
utilizando seringas de 1 ml com agulhas heparinizadas de 0,60 x 25mm. Foram coletados 500
ul de sangue por puncdo do vaso caudal em triplicata totalizando 15 peixes por dieta. Apds a
coleta, o sangue foi centrifugado sob refrigeracdo a 13000 rpm durante 10 minutos para
separagdo do plasma, armazenado a -20°C. A analise de fésforo plasmatico foi realizada por
espectrofotometria em um analisador bioquimico automatico modelo (MINDRAY BS120)
utilizando um kit comercial de fésforo UV (BIOTECNICA®).

3.6 Analise de fosforo

A andlise de retencdo de fosforo nas vértebras foi realizada em triplicata totalizando 15
peixes por tratamento. Os peixes foram sacrificados e em seguida submetidos a coccdo em
forno de micro-ondas, onde foi retirada cuidadosamente a coluna vertebral e em seguida estas
foram lavadas com &gua deionizada para remocdo de tecido residual.

Para concentracdes de fdsforo em peixes, as vertebras foram determinados em
duplicata utilizando o método de digestao nitro-perclérica adaptado das Normas Analiticas Do
Instituto Adolfo Lutz (1985), realizadas no laboratorio de qualidade dos alimentos (LQA) da
Universidade Estadual do Oeste do Parand — UNIOESTE.

3.7 Andlise Estatistica

Para a anélise estatistica, os dados foram submetidos a verificagdo de normalidade
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e Liliefors e verificado homogeneidade pelo teste de
Levene. Quando essas duas exigéncias foram cumpridas, os resultados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e os resultados submetidos ao teste de Tukey (P <0,05),
utilizando o software Statistica ©, versdo 7.0 (STATSOFT, 2004).
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4. RESULTADOS
4.1 Variaveis de qualidade de 4gua

As variaveis de qualidade de adgua se mantiveram estaveis durante todo o periodo
experimental, ndo apresentando diferencas estatisticas (P>0,05) entre os tratamentos
utilizados (Tabela 3).

Tabela 2. Médias e desvios das variaveis de qualidade agua avaliadas ao longo do periodo
experimental.

Variaveis avaliadas Médias e desvios
Oxigénio dissolvido (mg/L) 7,96 + 0,87
Temperatura (°C) 28,5+ 2,48
Aménia (mg/L) 0,047 £ 0,01
Nitrito (mg/L) 0,023 £ 0,01
Nitrato (mg/L) 0,43 +£0,15
Ortofosfato (mg/L) 0,097 £ 0,01
Alcalinidade (mg CaCOz3/L) 87,9 £ 5,67
Dureza (mg CaCOz3/L) 82,3+6,12
pH 7,93 +0,27

4.2 Desempenho zootécnico

Os resultados do desempenho zootécnico podem ser observados na tabela 4. As
maiores médias observadas foram encontradas no controle positivo, com adi¢do de fosforo
inorganico (tratamento 1), seguido pela dieta contendo 1500 UFA.kg™ de fitase liquida
(tratamento 5) que apresentou médias significativamente semelhantes. A adicdo da fitase
granulada, ndo apresentou diferenca no desempenho zootécnico da espécie quando comparado
ao controle negativo (tratamento 1, sem adicao de fontes de fésforo).

Foram observadas diferencas estatisticas para todos os parametros avaliados (p<0,05)

exceto a sobrevivéncia (p>0,05), que se manteve igual entre os diferentes tratamentos.
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Tabela 3. Desempenho de juvenis de pacu alimentados com dietas baseadas em farelos vegetais
contendo diferentes niveis de fitase.

Médias + Desvio Padréo

Peso Final Comp.
(9.) Total (cm)

T1 343+12° 12,1+0,2° 324+12° 12,4 £0,5° 38+01° 099+01° 97,3% 6,0

Trat.” GPA (g)* TCE(%)*  TEP(%)® CAA* Sob.”

T2  450+08° 133+01° 431408 166+03" 42+01*° 082+01° 973+37
T3 372410 124+01™ 353+10™ 136+03™ 39+01° 096+01° 97,3+30
T4  357+18  127+01™ 338+18  130+07° 39+01° 100£01"° 973+30
T5  40,1+336° 13,0+04® 382+34" 147+13" 40%01° 09+01° 973+6,0

T6 375+1,0° 129+01® 356+1,0° 13,7+04™ 40+0,1" 102+01° 973+3,7

"T1 Controle negativo (sem fosfato inorganico), T2 Controle positivo (com fosfato inorganico), T3 (1500 UFA.kg™)
granulada, T4 - (3000 UFA.kg™) granulada, T5 - (1500 UFA.kg™) liquida e T6 - (3000 UFA.kg™) liquida.

'Ganho de peso absoluto.

*Taxa de crescimento especifico.

*Taxa de eficiéncia proteica.

*Converséo alimentar aparente.

>Sobrevivéncia.

4.3 Andlise do plasma sanguineo e retencao de fésforo nas vertebras

Foram observadas diferencas estatisticas (p<0,05) para os valores de fésforo obtidos

no plasma sanguineo e nas vértebras de pacu (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios de fésforo acumulado no plasma sanguineo (mg/L) e de fésforo nas
veértebras (%) de pacu:

Tratamentos” . Variaveis .
Fosforo no plasma Fosforo nas vertebras
Mg.L™! %
T1 75,40 + 0,74 0,65 + 0,03"
T2 93,50 + 0,61%° 1,22 +0,07°
T3 67,20 + 0,56° 0,61 +0,07°
T4 61,10 + 0,40° 0,71 +0,11™
T5 107,00 £ 1,73 0,80 + 0,13bc
T6 71,40 + 1,07° 0,86 + 0,03b

"T1 Controle negativo (sem fosfato inorganico), T2 Controle positivo (com fosfato inorgénico), T3 (1.500
UFAkg™) granulada, T4 - (3.000 UFA.kg™) granulada, T5 - (1.500 UFA.kg™) liquida e T6 - (3.000 UFA.kg™)
liquida.
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Os valores de fésforo plasmatico foram mais elevados nas dietas com adicdo de
fitase liquida UFAkg™ e com adicdo de fésforo inorganico, os demais tratamentos nao
apresentaram diferenca estatistica entre si, além de apresentarem menores concentracfes de
fosforo.

A mesma tendéncia do acumulo de fosforo plasmatico, pode ser observada na
concentracdo de fosforo nas vertebras, onde a dieta contendo fdésforo inorgénico (T2) e

apresentou o melhor valor para esta variavel.

4.4 Composicao da carcaca

Foram observadas diferencas estatisticas (p<0,05) para todas as avalia¢Oes
bromatoldgicas realizadas (Tabela 5). Os maiores valores de proteina bruta e matéria mineral
foram observados no tratamento com adicdo de fosforo inorganico (T2), este tratamento
apresentou também os menores valores de extrato etéreo, indicando uma menor deposicao de

gordura pelos peixes alimentados com esta dieta.

Tabela 5. Composic¢do quimica analisada de juvenis de pacu (com base na matéria seca %).

Variaveis
Tratamentos*
Proteina Bruta Extrato etéreo Matéria mineral
T1 55,58 + 4,32 34,53 £ 2,08 6,75 + 0,15°
T2 62,06 + 3,42° 27,85+ 0,43" 11,38 + 0,39
T3 53,70 + 3,72° 34,17 + 0,66° 4,95 +0,27°
T4 54,67 + 2,52 34,71 + 1,66° 5,75 + 1,12
T5 57,77 + 2,80® 32,73+ 1,13 8,06 +0,73°
T6 58,96 + 3,00™ 34,11 + 2,242 7,50 £ 0,29™

"T1 Controle negativo (sem fosfato inorganico), T2 Controle positivo (com fosfato inorgénico), T3 (1500
UFA.kg™) granulada, T4 - (3000 UFA.kg™) granulada, T5 - (1500 UFA.kg™) liquida e T6 - (3000 UFA.kg™)
liquida.

4.5 Atividade da fitase ap6s 0 processamento

Apols o0 processamento as dietas foram submetidas & analise para avaliagdo da

atividade enzimatica nas dietas (Tabela 6.). Nas dietas T1 (controle negativo) T2 (controle
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positivo) ndo foi observado atividade de fitase nas dietas, como esperado. Entretanto, nos
tratamentos T3 e T4 (com adicdo de fitase granulada) onde a enzima foi adicionada antes da
extrusao, a atividade da enzima foi nula, indicando assim que o processamento acabou por
desnaturar a enzima. Nos tratamentos onde a enzima foi adicionada no pds processamento (T5

e T6, enzima liquida) a atividade da enzima se apresentou dentro da faixa idealizada.

Tabela 6. Atividade da enzima nas dietas experimentais ap0s 0 processamento.

Dietas experimentais
T1 T2 T3 T4 T5 T6

Ingredientes

Atividade de

fitase(UFA)? <100 <100 <100 <100 1670 3100

*Expressdo de unidades de fitase de acordo com a metodologia proposta por Engelen et al. (1994).

5. DISCUSSAO

5.1 Qualidade de agua

A concentracdo média de oxigénio dissolvido, durante o periodo experimental, foi de
7,96 mg/L, segundo Boyd (1982), os valores obtidos atendem perfeitamente as necessidades
dos peixes. Da mesma forma, o potencial hidrogenidnico (pH) manteve-se dentro dos padrdes
recomendados pelo mesmo autor e por Castagnolli e Cyrino (1986).

Os niveis de alcalinidade total ficaram dentro dos limites preconizados por Tavares
(1995). A temperatura da agua das unidades experimentais se apresentou adequada para o
melhor desempenho zootécnico da espécie, segundo Torloni et al. (1984) e Carneiro (1990).

Os niveis de amdnia total encontrados durante o periodo experimental, ndo seriam
capazes de causar algum dano, e ou, diminui¢cdo do crescimento para a espécie, segundo
Urbinati e Gongalves (2005).

Os valores de nitrito e nitrato, bem como as demais variaveis estudadas, foram
comparados ao disposto na Resolucdo Conama n° 357/2005, a qual dispbe sobre a
classificagdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais e estabelece as condi¢cdes e padrdes
de lancamento de efluentes. Todos os valores para qualidade de dgua foram inferiores aos

estabelecidos pela resolucdo para dguas de classe dois, que sdo &guas destinadas a criacdo de



34

organismos para fins de consumo, sendo assim, pode se considerar que a qualidade da agua

foi adequada para o desenvolvimento dos peixes.

5.2 Desempenho zootécnico

O estudo dos efeitos especificos de fitase em diferentes espécies de peixes é escasso.
Além disso, existem poucos estudos disponiveis avaliando diferentes formas de apresentaco
da enzima fitase em dietas a base de ingredientes vegetais para a espécie pacu. Nao obstante,
elevados niveis de ingredientes vegetais na dieta podem resultar em altos teores de
carboidratos insolUveis, fatores anti-nutricionais como niveis elevados de fitatos; ambos
conhecidos por deprimir o desempenho zootécnico de peixes (NRC, 2011).

Os resultados do presente estudo indicam que diferentes niveis de fitase, bem como
formas diferentes de apresentacdo e inclusdo desta enzima, podem apresentar diferentes
efeitos sobre os pardmetros zootécnicos e de deposicdo de nutrientes em juvenis de pacu.

N&o foram observadas diferencas significativas (p>0,05) para os pardmetros de
sobrevivéncia e comprimento total, sendo que a sobrevivéncia apresentou média de 97,5 %,
semelhante ao observado por Furuya et al., (2008) quando avaliando niveis de fitase para
juvenis de pacu, obtiveram sobrevivéncia de 100% em todos os niveis avaliados.

Da mesma forma diversos autores estudando efeitos da fitase para outras espécies
descrevem alta sobrevivéncia em seus estudos, como: Portz e Liebert (2004) com tilapia do
Nilo (O. niloticus), Rocha et al. (2007) com jundia (Rhamdia quelen) e Mendonca et al.
(2012) com tambaqui (C. macropomum), sugerindo desta forma que niveis de fitase na dieta
néo influenciam diretamente na sobrevivéncia dos peixes.

Os efeitos positivos dos tratamentos T2 (fosforo inorgénico), T5 e T6 com utilizagédo
de fitase liquida no ganho de peso e taxa de eficiéncia proteica provavelmente ocorreram em
funcdo do aumento na disponibilidade do fosforo (CHENG e HARDY, 2003; YOO et al.,
2005).

Os valores de ganho de peso para os tratamentos com adicdo de fitase foram
semelhantes aos encontrados por Vielma et al. (1998), trabalhando com dietas peletizadas e
inclusdo de dois niveis de fitase (1500 e 2500 UFA.kg™) para o carnivoro truta arco-iris,
observaram que o melhor ganho de peso se deu com a dieta contendo 1500 UFA.kg™. Outros
estudos com truta arco-iris feitos por Lanari et al. (1998) mostrou valores significativos de
ganho de peso pelos peixes que consumiram ragdo peletizada com suplementacdo de 1000
UFA kg™
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Mendonca et al. (2012) avaliaram niveis crescentes de fitase granulada (700, 1400,
2100 e 2800 UFA kgde dieta) para juvenis de tambaqui, e observaram um ganho de peso
médio de 18g em um periodo de 50 dias, valor inferior ao observado no presente estudo, onde
0s peixes alimentados com as dietas suplementadas com fitase liquida (1500 e 3000 UFA.kg
1) apresentaram um ganho peso médio de 38 gramas em um periodo de 75 dias. O pacu,
apesar de sua anatomia morfo-fisiologica digestiva ser semelhante ao tambaqui, respondeu
melhor aos niveis de fitase na dieta.

Furuya et al. (2008) estudando efeitos da fitase para juvenis de pacu, observou que o
melhor ganho de peso (13,45g) e conversdao alimentar (1,28) se deram com uma
suplementacdo de 2000 UFA.kg’ usando a fitase na forma granulada incorporada na
peletizacdo da racdo. No presente estudo a conversdo alimentar aparente apresentou
diferencas estatisticas (P>0,05) entre os tratamentos, onde o tratamento T2 apresentou o
melhor desempenho.

Vielma et al. (2000) estudaram o efeito da suplementagdo de 1200 UFA.kg™ na dieta
a base de concentrado proteico de soja para a espécie carnivora, truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) ndo encontrando diferencas significativas para ganho de peso e taxa de crescimento
especifico. Diferindo também do observado por Yoo et al. (2005), onde a suplementacdo de
1000 ou 2000 UFA.kg™'de dieta para juvenis do carnivoro, “Korean rockfish” (Sebastes
schlegeli) ndo melhoraram o ganho de peso e a taxa de crescimento especifico.

No presente trabalho o ganho de peso e a taxa de crescimento especifico foram
estatisticamente diferentes (p<0,05) estre os tratamentos, a suplementacdo com fitase liquida
(1500 e 3000 UFA.kg™) apresentou melhores resultados quando comparados ao tratamento
controle negativo (T1- sem fosforo inorgénico) e os tratamentos com suplementacédo de fitase
granulada (T5 - 1500 e T6 - 3000 UFA.kg™). Isso demonstra que a acéo e uso da fitase para
peixes carnivoros é afetada pelo tipo da dieta a base de fontes vegetais, ja que estes peixes nao
possuem a capacidade de digerir os alimentos de origem vegetal com altos niveis de
carboidratos, diferentemente dos peixes onivoros.

A espécie em estudo, Piaractus mesopotamicus, necessita ao menos de 0,40%
fosforo total (SIGNOR et al., 2011). Segundo Lovell (1981), a deficiéncia de fosforo na dieta,
diminui o apetite, causa atraso no desenvolvimento, e piora a conversdo alimentar, o que
poderia explicar os resultados de desempenho obtidos nos tratamentos sem adicdo de fitase
(T1) e com adicdo de fitase granulada (T3 e T4). A racdo utilizada no presente estudo foi

formulada com o menor nivel possivel de fésforo disponivel para que houvesse a total acdo da
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enzima fitase na quebra do fosforo fitico, desta forma a liberagéo de fosforo ocorreria somente
nas dietas suplementadas com enzima.

O desempenho zootécnico do pacu foi melhor no tratamento com adigdo de fdésforo
inorganico que apresentou a maior concentracdo de fosforo total 0,75% na dieta. A racédo
formulada neste estudo apresentava uma quantidade total de fosforo de apenas 0,39%, 0 que
teoricamente seria disponibilizado pela acdo da fitase, suprindo assim parcialmente as
exigéncias em fdsforo para o pacu. Considerando que a fonte de fosfato inorgénico do T2 seja
100% biodisponivel e o fosforo presente nos farelos vegetais terem apenas 30% de fosforo
disponivel (BORBA et al., 2012), conclui-se que somente 0,13% do fosforo da racdo
experimental estariam disponiveis para absor¢do no tratamento controle negativo T1 sem

adicdo de fitase.

5.3 Analise do plasma sanguineo

O plasma sanguineo ou plasma é composto por 90% de agua, 7% de proteinas
(globulinas e albumina) que sdo imprescindiveis para manutencdo da pressdo oncotica, além
disso, € composto por metabdlitos como horménios, enzimas e eletrolitos variados, de acordo
com (RANZANI-PAIVA, 2007).

A composic¢do bioquimica do plasma sanguineo reflete de modo fiel a situacéo
metabdlica dos tecidos animais, sendo possivel a avaliacdo de alteracGes no funcionamento de
Orgdos, adaptacdo do animal diante de desafios nutricionais e fisioldgicos e desequilibrios
metabolicos especificos ou de origem nutricional (HILBIG et al., 2010)

Sardar et al. (2007) avaliando a suplementacdo de fitase para alevinos de carpa
comum, relatou que a adigdo de fitase granulada (500 UFA.kg™) melhorou significativamente
a retencdo de f6sforo no plasma sanguineo (208 mg.L™) desses animais, resultado semelhante
ao observado neste estudo, quando a adigdo da fitase liquida melhorou os valores (107,00
mg.L™) de fésforo plasmatico obtido.

Foi observado que os niveis de fosforo plasmatico apresentados pelo pacu foram
superiores quando comparados com a tilapia do Nilo (50 mg.L™") (PORTZ e LIEBERT,
2004), entretanto pode ser observado um padrdo similar no aumento da concentracdo de
fosforo plasmético quando os animais foram alimentados com dietas elaboradas com adigéo
de fitase, para as duas especies.

Observou-se que o0 tratamento com adicdo de fitase liquida 1500 UFA.kg™ (T5)
apresentou os maiores valores de fosforo plasmatico (Tabela 4), seguido pelo tratamento com



37

adicao de fosforo inorgénico (T2), seguindo um padrdo semelhante ao observado ao ganho de
peso da espécie, onde estas duas dietas apresentaram os resultados mais expressivos.

Com relacdo aos valores obtidos para fosforo acumulado nas veértebras, estes foram
inferiores quando comparado com estudos realizados por Portz e Liebert (2005) avaliando
niveis de fitase em tildpias. Os autores observaram médias de 10% de fésforo na composicdo
das vértebras das tilapias, sendo este superior aos observados no presente estudo, onde 0s
valores de fosforo vertebral com base na matéria seca ndo ultrapassaram 1,5 %.

Foi observado um aumento na porcentagem de fosforo nas vértebras dos peixes
alimentados com a dieta contendo fosforo inorganico (tabela 5), os valores de fésforo dos
peixes alimentados com as dietas com adicéo de fitase liquida (1500 e 3000 UFA.kg™), foram
intermediarios, e o das dietas controle negativo (T1) e com adi¢do de fitase granulada (1500 e
3000 UFA.kg™), apresentaram as médias inferiores para a variavel.

De acordo com Signor et al. (2011) a exigéncia de fésforo para o pacu é de 0,40%,
entretanto esta exigéncia esta baseada em um experimento de desempenho, onde o acumulo
de fosforo plasmatico ndo foi avaliado. O presente estudo mostra uma melhora tanto no
desempenho zootécnico como acumulo de fosforo vertebral pelo pacu em dietas com fitase
liquida (1500 e 3000 UFA.kg™), porém n&o podemos afirmar se este acimulo foi suficiente

para poder suprir a exigéncia no crescimento da espécie.

5.4 Composic¢ao da carcaca

A analise da composicao centesimal dos peixes utilizados no experimento variou de
acordo com a mudanca da dieta fornecida. As médias de proteina bruta mais elevadas (Tabela
6) foram observadas no tratamento com adicdo de fosforo inorgénico (T2), fato que esta
diretamente ligado a disponibilidade de fosforo na dieta.

Os tratamentos com adicdo de fitase liquida (T5- 1500 UFA.kg™ e T6 — 3000
UFA.kg?), ndo apresentaram diferencas estatisticas dos demais tratamentos para proteina
bruta, entretanto apresentaram maiores valores de médias. Estudos in vitro realizados por
Singh e Krikorian (1982) demonstraram efeitos negativos de fitatos na utilizacdo da proteina.
Este fato pode ser explicado pela eminencia na reducdo dos complexos de fitato-proteina no
intestino e uma maior disponibilidade de nutrientes.

Resultados obtidos por Forster et al. (1999) avaliando a adicdo de diferentes niveis de

fitase para truta arco-iris (0, 500, 1500 e 4500 UFA.kg™), em dieta & base de farelo de canola,
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ndo observaram diferenga na umidade, nas cinzas, na proteina bruta, como também no extrato
etéreo corporal.

Semelhante aos resultados do presente experimento, Pezzato et al. (2006) e Furuya et
al. (2008) verificaram aumento nas cinzas de tilapia do Nilo em funcdo de niveis crescentes
de fosforo disponivel na dieta. Com a maior disponibilizacdo mineral houve um aumento da
deposicdo mineral, observado no aumento das cinzas na carcaca do Pacu (Tabela 6.).

Foi observada diferenca estatistica (p<0,05) no extrato etéreo da carcaca para o
tratamento com adicdo de fosforo inorganico (B) que apresentou 0s menores valores
(27,48%), nos demais tratamentos nao foi observado diferenca estatistica (p>0,05).

Silva et al. (2007) observaram efeito quadratico dos niveis de fitase sobre o extrato etéreo
na carcaca da tilapia-do-Nilo, e o efeito maximo foi atingido com 647 UFA.kg™. Para
alevinos de jundia (Rhamdia quelen), niveis de 500 a 1500 UFA.kg™ reduziram linearmente a
deposicédo de gordura corporal da carcaca (ROCHA et al., 2007).

Zhang et al. (2006) relataram reducdo linear da porcdo lipidica da carcaca de juvenis
de seabass japonés (Lateolabrax japonicus), alimentados com niveis crescentes de fosforo na
dieta, corroborando com o resultado observado neste estudo, onde a dieta com maior nivel de
fosforo (T2) apresentou uma menor porcdo lipidica quando comparada aos demais
tratamentos.

Provavelmente a maior disponibilidade de fdosforo favoreceu o metabolismo
energético dos acidos graxos (f-oxidagdo), pois esse mineral participa ativamente em
processos metabolicos como constituinte da molécula de adenosina trifosfato (ATP),
reduzindo desta forma os lipideos da carcaca.

Desta maneira, neste estudo, a adicdo de fitase liquida favoreceu o aumento de
proteina na carcaga e também melhorou a matéria mineral, indicando um melhor

aproveitamento dos minerais, porém néo influenciou na deposicdo de gordura pelos peixes.

5.5 Atividade da enzima

Apbs o processamento, as dietas foram submetidas a analises (Tabela 2), para a
verificacdo da influencia do processamento na atividade da enzima. Foi observado que o
processamento afetou os niveis da enzima que influenciaram diretamente em todos
parametros avaliados nos peixes.

A enzima fitase ndo é estavel ao calor, devem ser evitadas altas temperaturas durante
a fabricacéo das dietas (VIELMA, RUOHONEN e PEISKER 2002). A temperatura durante o
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processamento de alimentos nos equipamentos de racdo frequentemente é superior a 65°C,
temperatura esta que desativa a atividade da enzima (CAO et al., 2007).

As dietas utilizadas neste estudo foram extrusadas com o sistema de agquecimento
desligado e o sistema de refrigeracdo do canhdo da extrusora ligado ao maximo, de forma a
minimizar o aquecimento causado pelo atrito e a pressdo, naturais do processo. Entretanto nas
dietas com fitase na forma granulada a atividade da enzima foi baixa igualando-se as dietas
sem adicdo de fitase (Tabela 2.), indicando assim que o processamento influenciou
diretamente na perda de atividade da enzima nas dietas contendo 1500 e 3000 UFA.kg™ de
fitase granulada.

A utilizacdo da fitase na forma liquida, adicionada apds o processamento, apresentou
melhores resultados de atividade dentro da margem idealizada (Tabela 2), pois, ndo foi
submetida a nenhum tipo de condicao de calor que pudesse causar a diminui¢do ou inativacao
de sua atividade, procedimento este sugerido por Hughes e Soares, 1998.

Assim recomenda-se que a fitase seja aplicada em racOes para peixes através da
pulverizacdo na sua forma liquida sobre os “extruders” (VIELMA et al., 2004) de forma a
evitar a exposicao desta a processos que possam reduzir ou desativar completamente sua

atividade.

6. CONCLUSAO

A fitase liquida apresentou os melhores resultados quando comparada com a enzima
na forma granulada, utilizando a extrusdo como forma de processamento das ra¢des de peixes.
A suplementacdo com fitase liquida em dietas para pacu melhoraram significativamente o
desempenho zootécnico da espécie, além de apresentarem maiores valores de fosforo
absorvido no plasma sanguineo quando comparada com a enzima na forma granulada.

A dieta contendo fosforo inorganico (T2) apresentou os melhores resultados de
desempenho zootécnico, bem como de acimulo de fosforo na carcaga e cinzas.

Maiores estudos sdo necessarios para elucidar as reais exigéncias em fésforo para o
pacu que atendem as necessidades da espécie, sem afetar 0 desempenho ou causar excessos

que possam prejudicar o ambiente.
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