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ENZIMAS EXOGENAS NA ALIMENTAGAO DE CACHARA (Pseudoplatystoma

reticulatum).

Resumo - Neste trabalho foi avaliado o uso de enzimas exdégenas: amilase com endo-
B-glucanase (AG) e fitase (Fi) em dietas para cachara (Pseudoplatystoma reticulatum).
Foram realizados ensaios de digestibilidade de nutrientes de dietas contendo quatro
diferentes niveis destas enzimas, em esquema fatorial 4x4. Este estudo mostrou que a
adicdo das enzimas alteraram os valores dos coeficientes de digestibilidade aparente
dos nutrientes e de absorcdo dos minerais. No entanto as alteragcbes foram
dependentes dos niveis utilizados, e houve interacfes entre 0s niveis das enzimas
estudadas. Apés, foi realizado um ensaio de desempenho com 70 dias de duragéo, no
qual foi avaliado o efeito da auséncia de enzimas ou adicdo de 150 mg de AG kg;
2.500 UF kg™; 100 mg de AG kg™ com 1.500 UF kg* em duas dietas (com 30 ou 60%
da proteina de origem animal). Neste experimento, além do desempenho produtivo dos
peixes, foram observadas alteracdes na producdo enddgena das enzimas digestivas;
alteracdes histolégicas do trato gastrintestinal, pancreas e figado; alteracbes na
composicdo da carcaca; e na retencdo de fésforo, calcio e magnésio nos ossos. O
sinergismo observado entre as enzimas estudadas sugere que o0 uso destas enzimas
pode melhorar o aproveitamento das dietas para peixes carnivoros, aumentando a
energia disponivel, mas isto vai depender do balanceamento adequado da dieta em que
sdo empregadas. As alteracbes das enzimas digestivas e histologicas observadas
mostraram que as adicbes das enzimas exdgenas avaliadas exerceram um papel
importante na nutricdo do cachara, no aumento do aproveitamento da proteina e dos
carboidratos.

Palavras-chave: digestibilidade, enzimas digestivas, proteina animal, minerais.



EXOGENOUS ENZYMES IN BARRED SORUBIM (Pseudoplatystoma reticulatum)
DIETS.

Abstract - This work evaluated the exogenous enzymes amylase with endo-B-
glucanase (AG) and phytase (Fi) in Barred sorubim (Pseudoplatystoma reticulatum)
diets. Apparent nutrients digestibility assays were done with four different enzyme levels,
in a 4x4 factorial scheme. This study showed that the enzymes addition changed the
nutrients apparent digestibility coefficients and the minerals absorption. However, the
alterations were dependents on the levels used, and there were interactions between
the evaluated enzymes levels. After, a 70 days long performance assay was done, in
which was evaluated the absence or presence of 150 mg of AG.kg™; 2,500 UF.kg™; 100
mg of AG.kg™ + 1,500 UF.kg™? enzymes in two diets (30 or 60% of animal-protein). In
this experiment, fish performance and alterations in the endogenous production of the
digestive enzymes; histologic changes in the gastrointestinal tract, pancreas, and liver;
carcass composition changes; phosphorus, calcium, and magnesium retention in the
bone were observed. The synergism observed among the enzymes evaluated suggests
that its use can improve the diets profit to carnivore fishes, increasing the available
energy, depending on the adequate balance in each diet though. The digestive and
histologic enzymes alterations observed showed that the addition of the exogenous
enzymes evaluated played an important role in the Barred sorubim nutrition, in the

protein and carbohydrates profit improving.

Keywords: digestibility, digestive enzymes, animal protein, minerals.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

A adicdo das enzimas em dietas pode melhorar a utilizagdo de nutrientes e
diminuir a excrecdo destes no ambiente (LUDKE et al., 2002). Com 0 uso de enzimas €
possivel diminuir a poluicdo ambiental pela reducdo da excrecao de nutrientes ao meio
aquatico.

As enzimas sdo, em sua grande maioria, proteinas globulares, de estrutura
terciaria ou quartenaria, que agem como catalisadores biologicos, possibilitando e ou
aumentando a velocidade das reacdes quimicas no organismo (CHAMPE & HARVEY,
1989). A estrutura molecular das enzimas é bastante fragil e, consequentemente, pode
ser desnaturada por calor, alcalis, metais pesados e outros agentes oxidantes
(GRAHAM & INBORR, 1991).

De acordo com a sua finalidade, as enzimas usadas em racOes para
monogastricos podem ser divididas em dois tipos: enzimas destinadas a complementar
quantitativamente as proprias enzimas digestorias endoégenas dos animais e enzimas
gue esses animais ndo podem sintetizar, como as B-glucanases, pentosanases e a-
galactosidases (HENN, 2002).

As enzimas comercialmente produzidas s&o geralmente provenientes de
bactérias do género Bacillus sp., fungos do género Aspergillus sp. e leveduras
(FIREMAN & FIREMAN, 1998). Portanto, os microrganismos sao a principal fonte de
enzimas exodgenas produzidas industrialmente, por meio de culturas aerébias, sendo
derivadas de fermentacao.

As enzimas podem atuar na inativacio de fatores antinutricionais e aumentar o
valor nutricional da proteina dos alimentos por meio da transformacao de componentes
complexos em nutrientes absorviveis. A adicdo de enzimas em dietas para
monogastricos tem sido uma pratica comum para aves e suinos e tem se mostrado
vantajosa na maioria dos casos (BELLAVER, 2005). Para peixes, poucos estudos tém
sido realizados com a adicdo de enzimas as dietas.

KOLKOVSKI (2001) ao fazer uma revisdo sobre a contribuicdo de enzimas

exdgenas na alimentacdo de larvas de peixes observou resultados contraditorios,



fazendo com que a importancia da suplementacdo enzimatica ainda seja tema nao
concluido.

A principal enzima estudada para dietas de organismos aquaticos é a fitase. Esta
enzima tem como principal finalidade agir sobre o &cido fitico que € um dos principais
fatores antinutricionais existentes nas plantas. O &cido fitico ou o fitato encontrado nos
cereais, legumes e graos de oleaginosas, é um quelante de minerais como o fésforo,
calcio, magnésio, ferro e o zinco, além de se ligar a proteinas e aminoacidos
(COWIESON et al., 2004). Cerca de 70% do fosforo dos ingredientes vegetais utilizados
em racOes para peixes encontra-se na forma de fosforo fitico. Os peixes ndo produzem
sua propria fitase para quebrar o fitato e assim liberar os nutrientes que passam pelo
trato digestorio sem serem digeridos (VIELMA et al., 1998). Por isso sdo importantes os
estudos sobre a utilizacao de fitase exdgena, que melhora a disponibilidade do fosforo e
também dos aminoacidos (McCUAIG et al., 1972).

Maior ganho de peso, maior retencdo de minerais na carcaca e adequada
disponibilidade dos macrominerais para a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) foram
verificados por RODEHUTSCORD & PFEFFER (1995); LANARI et al. (1998) e VIELMA
et al. (1998) com a suplementacéo entre 1.000 a 1.500 unidades de fitase (UF) kg™ de
dieta, em relacdo a dieta sem a suplementacdo da enzima. HUGHES & SOARES
(1998), avaliando dietas com diferentes niveis de inclusdo de fitase para alevinos de
“striped bass” (Morone saxatilis), observaram que a inclusdo de 2400 UF kg’ de dieta
melhorou a retencdo de minerais nos 0ssos e aumentou a concentragdo de fosforo
Sérico.

Em estudos com o bagre do canal (Ictalurus punctatus), JACKSON et al. (1996),
avaliando a inclusédo de fitase na concentragcédo de zero; 500; 1.000, 2.000 e 4.000 UF
kg’ de dieta, conclufram que 500 UF kg* foram suficientes para permitir adequado
desempenho e deposicdo de fosforo nos ossos dos peixes. FURUYA et al. (2001), em
trabalho realizado com tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) de 9 a 40g de peso vivo,
avaliaram a inclusdo de zero; 500; 1.500 e 3.000 UF kg™ de dieta. Além do melhor
desempenho, 0s autores observaram que 0s peixes que receberam a dieta com 500 UF

kg™ apresentaram maior retencéo de célcio, fésforo, ferro, zinco e magnésio.



A adicdo de carboidratases foi reportada para Salmo salar (CARTER et al., 1992,
1994), larvas de Sparus aurata (KOLKOVSKI et al.,, 1993), Penaeus monodon
(BUCHANAN et al., 1997), Bidyanus bydyanus(STONE et al., 2003a,b) e para Labeo
rohita (KUMAR et al., 2006). Foram descritos efeitos positivos com o aumento da
digestibilidade do carboidrato, da energia e da matéria seca quando se utilizou a-
amilase exdgena (STONE et al., 2003a). A amilase exdgena tem como func¢ao diminuir
a viscosidade da digesta, permitindo maior acédo das outras enzimas, além de aumentar
a digestdo do proprio amido. A suplementacdo enzimética em dietas pode promover
uma pré-hidrélise dos componentes da dieta antes mesmo do oferecimento aos peixes,
como hipotetizado por DABROWSKI et al. (1979) e confirmado por STONE et al.
(2003a) que relataram aumento na quantidade de acguUcares na dieta suplementada
comparada com a dieta sem suplementacdao. Do mesmo modo, as endo-glucanases de
bactérias podem combater o efeito antinutricional dos glucanos (polissacarideo nao
amilaceo), diminuindo a viscosidade da dieta, aumentando a disponibilidade de
polissacarideos e acucares (BEDFORD & PARTRIDGE, 2001).

CARTER et al. (1992, 1994) investigaram o efeito de amilase dietética e de uma
mistura de enzimas (tripsina, protease acida e alcalina, amiloglicosidase, amilase e
celulase) em juvenis de salmédo (Salmo salar). Ndo se observaram efeito sobre o
crescimento ou utilizacdo de proteina quando a amilase dietética foi usada, mas houve
efeito positivo no crescimento e utilizacdo de proteina com o uso da mistura enzimatica.

OGUNKOYA et al. (2006) também verificaram efeito positivo sobre os
coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, proteina bruta, lipidio, fésforo
e energia, ao estudarem a incorporacdo de farelo de soja e um complexo enzimético
composto por xilanase, amilase, celulase, protease e (B-glucanase a dieta de truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss). Porém, STONE et al. (2003b) ao usarem o complexo
enzimatico composto pelas enzimas B-glucanase e B-xilanase, que sao especificas para
polissacarideos ndo amilaceos, em racdes para “Silver perch” (Bidyanus bidyanus), ndo
observaram efeito sobre a digestibilidade aparente da matéria seca, energia ou

proteina.



De acordo com COWIESON et al. (2006), o uso de enzimas inadequadas ou em
concentracdes excessivas pode causar perda de material enddgeno, devido a uma
interagdo direta com o trato gastrintestinal de aves. Da mesma forma, essa interagédo
poderia resultar na diminuicdo da capacidade de absorcdo de nutrientes pelo trato
digestivo de peixes, devido a lesdo dos enterdcitos, microvilosidades e ou outras
estruturas relacionadas a absorcao.

Segundo TENGJAROENKUL et al. (2000), a capacidade dos peixes de utilizar os
nutrientes ingeridos depende da presenca de enzimas em locais apropriados da parede
e ao longo do lumen do trato digestorio. Geralmente, a distribuicdo e intensidade da
atividade das enzimas intestinais ao longo do intestino variam com o0s habitos
alimentares e a morfologia intestinal (COCKSON & BOURNE, 1972; HOFER &
SCHIEMER, 1981; KUZ'MINA, 1984; KUZ'MINA & SMIRNOVA, 1992; SABAPATHY &
TEO, 1993).

O conhecimento da quantidade e especificidade de cada enzima presente no
sistema digestorio, assim como as condi¢cdes em que ocorre a hidrdlise sao ferramentas
importantes para predizer o processo digestivo em peixes, assim como a digestibilidade
de novos ingredientes e também a capacidade digestiva dos peixes (SMITH, 1980;
GLASS et al.,, 1989). Assim, a determinacdo da atividade enzimatica é de grande
importancia (HOFER & KOCK, 1989), ajudando a elucidar problemas nutricionais
relacionados a fisiologia desses animais.

Em alguns peixes, a maior parte da digestdo ocorre no intestino. Um grande
namero de enzimas como tripsina, quimotripsina, carboxipeptidases, amilases, lipases e
quitinase sado produzidas pelas células pancreaticas (SILVA & ANDERSON, 1995).
PHILLIPS (1969) relatou que em peixes, tanto o estbmago quanto a mucosa intestinal,
0 pancreas e 0s cecos pildricos séo fontes de enzimas proteoliticas. A secrecdo dessas
enzimas € mediada por estimulos neurais e hormonais, que geralmente provocam um
aumento da secrecdo enzimatica para a luz do tubo digestorio. Entretanto, outros
fatores de natureza quimica, distinta dos sinalizadores endogenos, podem estar

relacionados ao estimulo de producéo e/ou secrecdo das enzimas digestivas.



GISBERT et al. (1999) mencionaram a ocorréncia de lipase no estdtmago de
algumas espécies de peixes, mas destacaram que o sitio primario de hidrélise lipidica,
para a maioria das espécies parece ser a porcdo anterior do intestino e os cecos
piléricos quando presentes. SMITH (1980) relatou que a digestao de lipideos continua
nas demais por¢cdes do intestino. Os padrdes de distribuicdo da atividade lipolitica ao
longo dos diversos segmentos do trato gastrintestinal de peixes juvenis e adultos, vém
sendo estudados e parecem divergir entre as espécies (CHAKRABARTI et al., 1995).

A digestdo de carboidratos é realizada por uma série de enzimas, sendo a mais
importante delas a a-amilase, que ataca as ligagbes glicosidicas a 1-4, produzindo
como produtos da reacdo uma variedade de oligossacarideos (LOVELL, 1988). O
aumento na producéo de amilase pode ocorrer em resposta a presenca de carboidratos
ou de produtos de sua hidrélise no lumen do trato gastrintestinal. A glicose pode
influenciar diretamente a producdo desta enzima pelo tecido pancreético, ou
indiretamente, estimulando a liberagdo de insulina pelo péncreas que atuara
estimulando a producédo de amilase (JOBLING,1994).

HSU & WU (1979) relataram que as enzimas digestivas sdo indutivas e, portanto,
as maiores atividades de carboidratases devem ser encontradas no trato digestorio de
herbivoros e as maiores atividades proteoliticas nos dos carnivoros. Além disso,
verificaram que o habito alimentar e a adaptacdo a composicdo da dieta podem estar
refletidos no comprimento do trato gastrintestinal das espécies.

Os peixes, na tentativa de se adequarem as mudancas da dieta, também
apresentam alguma capacidade de adaptacdo dos processos digestivos, tais como
perfil e secrecdo enzimaticos, absorcdo e transporte de nutrientes (KAPOOR et al.,
1975; HOFER, 1979a,b; BUDDINGTON et al., 1987, 1997), mas estas habilidades
parecem variar entre espécies. Os carnivoros, por exemplo, parecem ter capacidade
limitada de alterar sua funcéo digestiva e de transporte de nutrientes de acordo com a
composicao da dieta, enquanto os onivoros exibem habilidade muito maior em modular
sua fisiologia digestiva e absortiva (BUDDINGTON et al., 1987,1997).

O género Pseudoplatystoma compreende as espécies de peixes conhecidas

popularmente por surubim e sdo 0s maiores peixes da familia Pimelodidae



(Siluriformes). Pode ser encontrado nas principais bacias hidrogréficas da Ameérica do
Sul: Amazobnica, do Prata e do Sao Francisco (PETRERE, 1995). De habito alimentar
carnivoro, principalmente piscivoro, sdo espécies de peixes apreciados por
apresentarem poucas espinhas em sua carne, podendo na natureza alcancar de 100 a
120 kg na natureza (SATO et al., 1988), embora o cachara somente atinja até 70 kg (LE
BAIL et al., 2000).

Os surubins por apresentarem hébito alimentar carnivoro somente sdo criados
com dietas artificiais contendo altos teores de proteina bruta. No entanto, existe a
necessidade de utilizagdo de dietas eficientes, de baixo custo, que atendam as
habilidades digestivas das espécies e, ainda, que causem pouca poluicdo ambiental.
Ainda, COELHO & CYRINO (2006) observaram custos de producéo elevados para os
surubins. Desta forma, estudos que visem viabilizar, técnica e economicamente, sua
producéo sdo de extrema importancia.

BUITRAGO-SOAREZ & BURR (2007) reclassificaram o  género
Pseudoplatystoma. O cachara conhecido por P. fasciatum, ficou restrito aos peixes
encontrados nas Guianas e o cachara, encontrado na bacia do rio Parana, passou a ser
chamado de P. reticulatum. Como esta classificacdo é recente, os trabalhos disponiveis
sobre esta espécie ainda séo citados como P. fasciatum.

O cachara (Pseudoplatystoma reticulatum = Pseudoplatystoma fasciatum
reticulatum, EIGENMANN & EIGENMANN, 1989) vem destacando-se entre 0s surubins.
Segundo QUEIROZ et al. (2002), nos ultimos anos, varias empresas tém investido no
cultivo intensivo dessa espécie com resultados satisfatérios em funcédo da otimizacéo
dos sistemas, e também do avango tecnoldgico baseado no aumento do conhecimento
sobre a biologia desta espécie, o que tem diminuido o esfor¢co pesqueiro e possibilitado
a manutencao dos estoques naturais.

Os resultados obtidos por RIBEIRO & MIRANDA (1997) mostraram que 0
surubim apresenta crescimento total aparentemente isométrico. Considerando-se todos
0S seus indices zootécnicos e caracteristicas de rendimento de carcaca, esta espécie

possui alto potencial para a producédo comercial.



De acordo com CAVERO (2004), os custos cada vez mais altos das matérias
primas tradicionais, utilizados na formulacéo de racdes, tém aumentado o interesse no
uso de enzimas exdgenas em dietas e sua utilizacdo é uma alternativa para aumentar a
digestibilidade dos alimentos e 0o desempenho dos animais, 0 que pode auxiliar no
desempenho produtivo de peixes carnivoros como o cachara.

A escolha das enzimas que devem ser adicionadas em dietas para peixes deve
levar em consideracdo a producdo endogena de enzima e a formulacdo da dieta.
Atualmente, as ra¢Ges comerciais brasileiras para peixes carnivoros contém diversos
ingredientes de origem vegetal e muito carboidrato (> 30%) para a adequada extrusao
da dieta, assim considerou-se adequado o estudo das enzimas fitase, amilase e endo-
B-glucanase para melhorar o aproveitamento dos nutrientes das formulagdes.

Além disto, conhecer as alteracdes provocadas no perfil das enzimas digestivas
endogenas e na morfologia do trato digestorio, quando se adiciona enzimas exdégenas a
dieta, ajudard a conhecer a capacidade do cachara em se adaptar ao novo padréo
dietético, fornecendo importantes informacdes sobre a capacidade digestiva e de

absorcao dos nutrientes desta espécie.

Objetivos

Objetivou-se com este trabalho:

e Determinar os coeficientes de digestibilidade da proteina, amido, fosforo,
calcio e magnésio de dietas contendo diferentes niveis das enzimas
amilase com endo-B-glucanase e fitase;

e Verificar o desempenho dos peixes, alteragdes na composicéo corporal e
retencdo de minerais dos mesmos quando alimentados com dietas
contendo duas propor¢des de proteina de origem animal com a adicéo de
fitase e amilase com endo-B-glucanase;

e Observar o perfil da producdo enddgena de tripsina, quimotripsina,

amilase, lipase e pepsina e na histologia do figado, estdbmago, pancreas e



de diferentes regibes do intestino de cacharas alimentados com dietas
contendo duas propor¢des de proteina de origem animal com a adi¢édo de

fitase e amilase com endo-B-glucanase.
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CAPITULO 2 — ACAO DA FITASE E DO COMPLEXO DE AMILASE COM ENDO-B-
GLUCANASE SOBRE OS COEFICIENTES DE DIGESTIBILIDADE DE
MACRONUTRIENTES E ABSORCAO DE MINERAIS EM CACHARA

(Pseudoplatystoma reticulatum)

Resumo - O objetivo deste trabalho foi verificar a acdo das enzimas amilase com endo-
B-glucanase e fitase sobre os coeficientes de digestibilidade de macronutrientes e
absorcdo de minerais em uma dieta para o cachara (Pseudoplatystoma reticulatum).
Foram testados os efeitos de duas enzimas comerciais, sendo a primeira uma mistura
de alfa-amilase e endo-B-glucanase (AG) e a segunda fitase (Fi). Foi elaborada uma
dieta basica para o cachara contendo 3,16% de EE, 35,87% de ENN, 42,76% de PB,
0,88% de fosforo total e 1% de o6xido de cromo. Andlises de variancias foram realizadas
em delineamento em blocos casualizados, com 16 tratamentos em esquema fatorial
4x4, correspondendo a quatro niveis de enzima fitase (0; 750; 1.500 e 2.500 UF kg™) e
a quatro niveis do complexo amilase mais endo-B-glucanase (0; 50; 100; 150 mg kg™),
com trés blocos para os dias diferentes de coleta. As adi¢cdes de AG e Fi alteraram os
valores dos coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes e minerais; no
entanto, as mudancgas foram dependentes dos niveis utilizados e houve interagfes
significativas entre os niveis das enzimas estudadas. A associacao de Fi (1.500 UF kg’
1Y e AG (100 mg kg™) apresentou os melhores coeficientes de digestibilidade da

proteina.

Palavras-chave: amido, proteina, calcio, fosforo, magnésio
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Abstract - This work aimed verify the amylase with endo-B-glucanase, and phytase
enzymes on the digestibility coefficients of macronutrients and minerals in a Barred
sorubim diet (Pseudoplatystoma reticulatum). The effect of two commercial enzymes
had been tested: an alpha-amylase mixture + endo-B-glucanase and a phytase source.
A basic diet for Barred sorubim was elaborated containing 3.16% of lipids, 35.87% of
non-nitrogenated extract, 42.76% of crude protein, 0.88% of phosphorus total and 1% of
chromium oxide. Analysis of variance was carried through in Randomized Blocks
Delineation, 16 treatments, in a factorial 4x4 scheme, corresponding to the four phytase
enzyme levels (0; 750; 1,500 and 2,500 UF kg™) and the four levels of complex amylase
with endo-B-glucanase (0; 50; 100; 150 mg kg™), with three blocks for the different
collecting days. The addition of endo- B-glucanase and phytase modified the nutrients
and minerals apparent digestibility coefficients values; however, the alterations were
dependent on the levels used and interactions between the levels of studied enzymes
occurrence. The amylase with endo-B-glucanase complex association of 1,500 UF and

100 mg presented the best digestibility coefficients to protein.

Keywords: calcium, magnesium, phosphorus, protein, starch.
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Introducéo

O uso de enzimas na nutricdo tem sido uma pratica comum na alimentacao de
aves e suinos (BEDFORD & PARTRIDGE, 2001). Para peixes, esta pratica ainda nao €
tdo comum, por dificuldades tecnolégicas que envolvem 0s processos de peletizacao e
extrusdo, que chegam a elevadas temperaturas e pela baixa estabilidade das enzimas
ao calor (MASCARELL & RYAN, 1997).

Os esforgcos para o desenvolvimento de enzimas termotolerantes ou protegidas
s6 fardo sentido se as mesmas provocarem melhoras no aproveitamento dos nutrientes
pelos organismos aquaticos. Uma forma rédpida de comprovar a eficiéncia destas
enzimas em melhorar a disponibilidade de nutrientes sao os testes de digestibilidade.

O uso de enzimas na alimentacdo pode melhorar a utilizagdo de nutrientes e
diminuir sua excrecdo no ambiente (LUDKE et al., 2002). GONCALVES et al. (2004)
avaliaram o efeito da fitase sobre os coeficientes de digestibilidade de alimentos
vegetais para tilapia do Nilo e concluiram que os valores digestiveis da matéria seca, da
proteina bruta e energia dependem do valor biol6gico dos alimentos, da concentracéo,
da natureza do fitato e do nivel de suplementagéo da enzima.

STONE et al. (2003) verificaram a possibilidade do uso de carboidratases (a-
amilase, B-glucanase e B-xilanase) para melhorar os coeficientes de digestibilidade do
amido do trigo, do trigo integral e de isolado de lupin para Bidyanus bidyanus, e
observaram interacdo entre as fontes e a quantidade de enzima para os coeficientes de
digestibilidade do amido. Além disso, observaram que diferentes niveis de a-amilase
afetaram a digestibilidade da proteina, mas as enzimas que atuam sobre o0s
polissacarideos ndo amilaceos nao tiveram efeito sobre os coeficientes de
digestibilidade.

OLIVEIRA (2006) avaliou os efeitos da suplementacdo de dieta com um
complexo enzimatico contendo celulase, protease e amilase sobre a digestibilidade dos
nutrientes, em juvenis de tilapia-do-Nilo. Verificou que a adicdo do complexo melhorou
os coeficientes de digestibilidades aparentes da matéria seca, proteina bruta, energia

bruta, amido, célcio e fosforo. OGUNKOYA et al. (2006), ao estudarem a incorporacao
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de farelo de soja e um complexo enzimatico contendo xilanase, amilase, celulase,
protease e B-glucanase, a dieta de truta arco-iris, observaram efeito positivo sobre os
coeficientes de digestibilidade aparente de matéria seca, proteina bruta, lipidio, fésforo
e energia. LIN et al. (2007) também estudaram a adicdo de um complexo enzimatico
contendo protease, B-glucanase e xilanase, sobre os coeficientes de digestibilidade em
hibridos de tilapia e ndo observaram efeito na digestibilidade aparente de proteina,
lipidio e energia.

Poucos trabalhos foram desenvolvidos sobre o uso de enzimas exdgenas em
racdes para peixes carnivoros neotropicais. O cachara, (Pseudoplatystoma reticulatum
= Pseudoplatystoma fasciatum reticulatum, EIGENMANN & EIGENMANN, 1989) que é
um peixe carnivoro, preferencialmente piscivoro, encontrado nas principais bacias
hidrograficas da América do Sul: Amaz6nica e Prata (WELCOMME, 1985; PETRERE,
1995). Esta espécie pode ser um bom modelo para estudos que envolvam o uso de
enzimas em dietas para peixes carnivoros, pois é facilmente encontrado em muitos
paises das Américas e tem sido criado, 0 que traz beneficios praticos dos resultados
observados.

A fitase tem sido a principal enzima estudada em peixes. Ela atua sobre o principal
fator antinutricional existente nos cereais, legumes e graos de oleaginosas de origem
vegetal, que é o acido fitico ou fitato, um quelante de minerais como fésforo, calcio,
magnésio, ferro, manganés e zinco, além de se ligar a proteinas e aminodcidos,
inativando enzimas digestivas (COWIESON et al., 2004).

Efeitos positivos sobre o aumento da digestibilidade de carboidratos, da energia e
da matéria seca foram descritos quando se utilizou a-amilase exégena em dietas para
Bidyanus bidyanus (STONE et al., 2003). A amilase exdégena tem como funcéo diminuir
a viscosidade da digesta, permitindo maior acao das outras enzimas, além de e tornar a
glicose presente no amido prontamente disponivelpor aumentar a digestdo do amido.
J& as glucanases sado especificas para polissacarideos ndo amilaceos, que sdo um
grupo complexo composto predominantemente por ligaces de monémeros de hexoses
e pentoses (STONE, 2003), melhorando o aproveitamento destes como fonte
energética (BEDFORD & PARTRIDGE, 2001).
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Objetivou-se com este trabalho verificar a acdo das enzimas amilase, endo-3-
glucanase e fitase sobre os coeficientes de digestibilidade de macronutrientes e

absorcdo de minerais em uma dieta para o cachara (Pseudoplatystoma reticulatum).

Material e Métodos

Este estudo foi desenvolvido no Centro de Aquicultura, UNESP — Universidade
Estadual Paulista, Jaboticabal, Laboratério de NutricAo de Organismos Aquaticos.

Os peixes foram mantidos em 48 aquarios de alimentagéo de fibra de vidro com
capacidade de 450 L, cada qual com 24 cacharas com aproximadamente 70 + 20 g.
Estes aquérios foram abastecidos continuamente com agua proveniente de poco
artesiano, com renovagao continua e temperatura em torno de 24 °C.

Os efeitos de duas enzimas comerciais (em pd) foram testados, sendo a primeira
uma mistura de alfa-amilase (IUB No. 3.2.1.1; 200 KNU g?) e endo-B-glucanase (IUB
No. 3.2.1.6; 350 FBG g*) provenientes de Bacillus amyloliquefaciens; e a segunda uma
fonte de fitase (JUB No. 3.1.3.26; 5.000 UF g*) proveniente do fungo Peniophora lycii.

O esquema utilizado foi um fatorial 4x4, correspondendo ao uso de quantidades
crescentes de amilase com endo-B-glucanase (AG): 0; 50; 100 e 150 mg kg™; ou de
fitase (Fi): 0; 750; 1.500 e 2.500 UF kg, totalizando 16 dietas.

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDa) da fracdo protéica e do amido,
bem como os coeficientes de absorcdo aparente (CAa) do fésforo, do calcio e do
magneésio foram determinados. Para isto, foi elaborada uma dieta basica para o cachara
contendo, de acordo com GONCALVES & CARNEIRO (2003), 3% de EE (extrato
etéreo), 33,5% de ENN (extrativo ndo nitrogenado), 42% de PB (proteina bruta) e 1,0%
de 6xido de cromo (Tabela 1). As ra¢des foram processadas em moinho de carne com

a adicdo de 40% de agua, sendo secas em estufa de ventilacédo forcada a 40°C.
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Tabela 1 - Formulagcdo e composicdo da dieta basica experimental utilizada no

experimento de digestibilidade de nutrientes para juvenis de cachara.

Ingrediente % de dieta
Farinha de peixe (60% PB) 14,2
Farinha de visceras (60% PB) 3,0
Farinha de sangue (84% PB) 3,0
Farelo de soja (46% PB) 34,0
Concentrado protéico de soja (65% PB) 16,5
Glaten de milho (66% PB) 4,0
Amido de milho 15,0
Farelo de trigo 3,8
Quirela de arroz 4,0
Suplemento mineral e vitaminico® 1,0
Espaco para adicdo das enzimas ou caulim 0,5
Oxido crémico 1,0
Composicéo calculada®

Matéria seca (%) 92,34
Proteina bruta (%) 42,76
Extrato etéreo (%) 3,16
Fibra bruta (%) 3,43
Extativos nao nitrogenados (%) 35,87
Matéria mineral (%) 7,11
Fosforo total (%) 0,88
Célcio (%) 0,69
Energia bruta (kcal. kg™) 4.062,96

'Cada 1% fornece: &cido félico (2,00 mg); acido pantoténico (40,00 mg) antioxidante (250,00 mg); colina (300,00 mg); cobre (20,00
mg); ferro (200,00 mg); iodo (10,00 mg;) manganés (140,00 mg); selénio (0,30 mg); vit A (6.000,00 U | kg™); Vit B (32,00 mg); Vit B12
(40,00 mgy); Vit B2 (16,00 mg); Vit B6 (6,00 mg); Vit C (400,00 mg); Vit D3 (6000,00 U I kg™); Vit E (100,00 Ul kg™); Vit K (12,00 mg);
zinco (300,00 mg); niacina (200,00 mg); biotina (0,20 mg);

2Composicao calculada a partir da analise de ingredientes dos alimentos.
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Apés serem alimentados por quatro dias com as dietas-teste, os alevinos de
cachara foram transferidos para aquarios de coleta de fezes. Para coleta de fezes foi
utilizado o sistema de Guelph modificado (GONCALVES & CARNEIRO, 2003). Este
sistema consiste de aquarios de fibra de vidro cilindricos de fundo cénico, onde foram
colocados registros de esfera e acoplados tubos conico de 50 mL, onde ficaram
depositadas as fezes dos peixes, apés a decantacdo. Utilizou-se o oxido de cromo
(Cr,03) como indicador, de acordo com a metodologia descrita por FURUKAWA &
TSUKAHARA (1966).

As fezes foram coletadas em trés dias de coletas, com intervalos de 20 minutos
durante oito horas, para evitar a lixiviagdo de nutrientes, e transferidas para potes
plasticos, sendo conservadas em congelador até completar-se a quantidade necessaria
para as analises.

As fezes e as racgOes foram secas em estufa de ventilacao forcada por 48 horas a
55 °C. Posteriormente foram realizadas anélises de sua composicdo centesimal
segundo a AOAC (2000), sendo a proteina analisada pelo método de micro-kjeldahl,
multiplicando-se o valor de nitrogénio por 6,25 e a energia avaliada em bomba
calorimétrica do tipo Parr. Para determinacdo do amido foi utilizado o método descrito
por HENDRIX (1993). A glicose liberada foi mensurada utilizando-se o kit enzimatico de
Glicose Pap Liquiform cat 84 da Labtest. Para a conversdo de glicose em amido
utilizou-se o fator de converséo 0,9.

Para determinagdo dos minerais e cromo, as amostras foram submetidos a uma
digestdo nitrico-perclérica de acordo com a metodologia descrita por FURUKAWA &
TSUKAHARA (1966) e posteriormente as leituras de calcio, magnésio e cromo foram
realizadas em espectrofotdmetro de absor¢cdo atbmica. Os teores de fosforo foram
mensurados pelo método do vanadato-molibdato (SARRUGE & HAAG, 1974).

O coeficiente de digestibilidade aparente e o coeficiente de absorcdo aparente

foram calculados pela férmula:

0 i 0
y =100—100>{ %Cr, O, dieta JX( Yon fezesj

%Cr,O, fezes %ndieta
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Em que:
y = Coeficiente de digestibilidade aparente ou o Coeficiente de absorcao aparente;
% Cr,03 = Porcentagem de 6xido de cromo;

% n = Porcentagem de nutriente (proteina, minerais ou amido).

Os dados experimentais foram analisados pelo programa SAS, versao 9.0. Em
relacdo aos dados obtidos na digestibilidade, o teste de Cramer-von Mises (EVERITT,
1998) mostrou que todos os dados apresentaram tendéncia a normalidade. Analises de
regressdo foram realizadas para melhor compreensdo dos resultados observados
dentro de cada nivel de enzima adicionado. A andlise de variancia foi realizada em
delineamento em blocos casualizados, com 16 tratamentos, em esquema fatorial 4x4,
correspondendo as quatro quantidades crescentes de Fi e quatro de AG, com trés

blocos controlando os dias diferentes de coleta.

Resultados

Pela analise de variancia ndo houve efeitos dos blocos em todas as variaveis
estudadas, mas houve interacdo entre os efeitos das enzimas para os coeficientes de
digestibilidade aparente (CDa) do amido, proteina e para os coeficientes de absorgéo
aparente (CAa) do fésforo, calcio e magnésio (Tabela 2).

As médias dos CDa do amido variaram de 52,97% a 77,46% (Tabela 3), sendo
que a adicdo de enzimas nédo favoreceu a digestibilidade deste nutriente. A andlise de
regressdo para desta varidvel mostrou que, quando ndo houve inclusdo de Fi ou a
inclusdo foi de 750 ou 1.500 UF kg®, o CDa do amido apresentou comportamento
linear, negativo no primeiro caso e positivo no segundo e terceiros niveis de inclusdo
das carboidratases. Com a adicdo de 2.500 UF kg™ de dieta, a equacédo que melhor
refletiu os dados encontrados foi quadratica. Com a auséncia de AG, os resultados

obtidos com as quantidades crescentes de Fi apresentaram comportamento cubico.
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Nos outros niveis de AG ndo ocorreu equacdo significativa que expressasse 0S
resultados dos comportamentos observados para a adi¢éo de Fi.

Tabela 2 — Valores de F, coeficiente de variacdo (CV) para os coeficientes de
digestibilidade aparente do amido e da proteina e coeficientes de

absorcéo aparente do fosforo, célcio e magnésio.

Valores de F para as variaveis

Estatistica Amido Proteina Fésforo Célcio Magnésio
Blocos 0,05ns 1,77ns 1,26ns 0,05ns 0,06ns
Amilase + endo-B-glucanase (AG) 0,97ns 15,74** 21,72** 61,25** 93,56**
Fitase (Fi) 8,14** 8,55** 64,64** 15,54*  107,19**
Inter. AGxFi 5,84** 12,33** 19,88** 50,07** 48,67**
CV (%) 7,02 4,48 3,11 7,01 3,19

ns=ndo significativo (P>0,05); ** significativo (P<0,01).

Tabela 3 — Médias para os coeficientes de digestibilidade aparente do amido (%) para

0s niveis crescentes de inclusdo de amilase com endo-f-glucanase e fitase.

Amilase + endo-B-glucanase (mg kg™)
Fitase (UF kg™)

0 50 100 150
0 77,46Aa 67,57Aab 65,59Aab 62,17Ab
750 52,97Ba 61,01Aa 61,49Aa 66,31Aa
1.500 55,73Ba 61,70Aa 68,78Aa 63,49Aa
2.500 61,06Ba 58,06Aa 56.94Aa 66,29Aa

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P>0,05).
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A Tabela 4 apresenta as médias dos CDa da proteina no estudo da interacéo
entre os efeitos das enzimas avaliadas. Os valores de CDa da proteina variaram de
60,21% a 87,71. Com a auséncia de Fi, as quantidades crescentes de AG néo
influenciaram o CDa da proteina. Com a incluséo de 750 UF kg™ de dieta, a equacéo
gue melhor definiu os resultados da adicdo de AG foi quadratica e quando os niveis
foram de 1.500 e 2.500 UF kg™ de dieta, o comportamento encontrado foi ctbico. Para
os efeitos de Fi, observou-se que, ao ndo adicionar AG ou utilizar-se 150 mg kg™ de
dieta, as equacgbes que melhor descreveram foram quadraticas; quando utilizou-se 50

ou 100 mg de AG kg™ de dieta, as equacées foram cubicas.

Tabela 4 - Médias para os coeficientes de digestibilidade aparente da proteina (%) para

0s niveis crescentes de inclusdo de amilase com endo-B-glucanase e fitase.

Amilase + endo-B-glucanase (mg kg™
Fitase (UF kg™) b9 (mg ko)

0 50 100 150
0 80,77Aa 78,88Aa 79,37ABa 74,78Aa
750 66,52Ba 75,95Aa 75,13Ba 70,20Aa
1.500 68,51Bb 75,63Ab 87,71Aa 67,58Ab
2.500 80,67Aa 60,21Bb 78,32ABa 73,61Aa

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P>0,05).

As médias de CAa do fosforo no estudo da interacdo entre os efeitos das
enzimas avaliadas encontram-se na Tabela 5. Os valores de CAa estiveram entre e
51,31% a 72,99%, mostrando grandes variacdes. Em relacédo ao uso de AG, observou-
se gue as equacodes que melhor expressaram os resultados foram quadréticas, quando
se usou zero, 1.500 ou 2.500 UF kg-1 de dieta; quando se adicionou 750 UF kg-1 de
dieta, a melhor equacao foi cubica. Para os niveis de Fi, a equacgéo foi quadratica
qguando ndo houve inclusdo de AG, o mesmo ocorrendo quando se utilizou 150 mg de

AG kg-1 de dieta. As equacdes foram cubicas para o uso de 50 e 100 mg de AG kg-1.
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Tabela 5 - Médias para os coeficientes de absor¢cdo aparente do fésforo (%) para os

niveis crescentes de inclusdo de amilase com endo-B-glucanase e fitase.

Amilase + endo-B-glucanase (mg kg™?)

Fitase (UF kg™)

0 50 100 150
0 61,5BChbc 55,72Bc 63,56Bb 71,87ABa
750 56,46Chb 65,28Aa 51,31Chb 64,36Ca
1.500 63,18Bb 71,35Aa 71,25Aa 66,16BCab
2.500 69,75Aa 68,15Aa 67,82ABa 72,99Aa

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas na coluna e minasculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

No caso dos CAa do calcio para a interacdo significativa entre as enzimas
avaliadas, as médias variaram del8,53% a 49,08% (Tabela 6). Na Tabela 7,
encontram-se o0s valores médios do CAa do magnésio, os quais variaram de 40,60% a
70,03%. As andlises de regressdes mostraram que, em todos os casos, as equacdes
gue melhor demonstram o comportamento dos resultados dos CAa do célcio e do

magnésio foram cubicas.

Tabela 6 - Médias para os coeficientes de absor¢cdo aparente do calcio (%) para os

niveis crescentes de inclusdo de amilase com endo-B-glucanase e fitase.

Amilase + endo-B-glucanase (mg kg™
Fitase (UF kg™) b9 (Mg kg™)

0 50 100 150
0 49,08Aa 31,91ABb 42,13ABa 18,53Cc
750 21,04Cc 28,82Bb 36,78BCa 31,68Bab
1.500 33,09Bb 38,35ADb 48,45Aa 19,26Cc
2.500 28,68Bb 34,59ABab 34,15Cab 40,18Aa

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Tabela 7 - Médias para os coeficientes de absorcdo aparente do magnésio para 0s

niveis crescentes de inclusdo de amilase com endo-B-glucanase e fitase.

Amilase + endo-B-glucanase (mg kg*
Fitase (UF kg™ b9 (Mg kg™)

0 50 100 150
0 58,04Bb 70,03Aa 60,53Ab 61,19Bb
750 40,66Cc 66,35Aa 51,34Bb 65,71ABa
1.500 67,82Aa 69,65Aa 64,65Aa 69,17Aa
2.500 64,53Aa 56,45Bb 40,60Cc 61,41Ba

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Discussao

A absorcdo dos nutrientes tem sido pouco estudada em peixes. Estudos
mostraram que o uso de enzimas causa diferencas na digestibilidade dos nutrientes
(SMITS & ANNISON, 1996; SIMON, 1998; FARHANGI & CARTER, 2007). Neste
estudo, as analises de regressdo e as interagcbes significativas entre as enzimas
avaliadas, em todos os parametros avaliados, demonstram a complexidade entre as
enzimas e destas com a dieta. Isto pode estar relacionado com a adigdo das enzimas
na dieta, ou com a degradacdo das enzimas exdgenas pelas enzimas enddgenas
(BEDFORD & PARTRIGDE, 2001) e também pela competicdo por transportadores
especificos (COELHO & MOREIRA, 2001).

Os resultados de diminuicdo dos CDa do amido com o uso de carboidratases e
com auséncia de fitase foram distintos dos apresentados por OLIVEIRA (2006), que
utilizou um complexo enzimatico contendo celulase, protease e amilase para tilapia do
Nilo, e por STONE et al. (2003) que estudaram os efeitos da a-amilase, B-glucanase e
B-xilanase na digestibilidade de ingredientes para “silver perch”, que observaram
aumento dos CDa aparente do amido com o uso das carboidratases.

O uso das enzimas amilase e endo-B-glucanase aumentam a presenca de
glicose prontamente disponivel no trato digestivo (STONE, 2003); no entanto, esta
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maior disponibilidade ndo significa que seja absorvida. Os peixes, de forma geral,
aproveitam melhor os carboidratos complexos do que os agucares simples (STONE,
2003), o que, associado ao curto trato digestorio dos peixes carnivoros, compromete
ainda mais a sua absorcdo. O aproveitamento do amido depende da presenca de
outras enzimas no trato digestério além da amilase. Isto pode ter promovido a presenca
de polissacarideos e glicose nas fezes, que, em Uultima analise, provocaram o0s
decréscimos dos CDa médios do amido com a elevacdo nos niveis de carboidratase
nas dietas. MAENZ (2001) sugeriu que o uso de fitase pode melhorar a acédo das
carboidratases, provavelmente pela liberacdo de ions que s&o co-fatores destas
enzimas; no entanto, isto nédo foi observado neste estudo.

A adicdo de AG em dietas contendo zero ou a concentragdo de 750 UF kg™, ndo
promoveu alteracdes nos CDa da proteina. Este nivel pode néo ter sido suficiente para
diminuir a viscosidade da dieta e facilitar a acdo das proteases. O uso de endo-B-
glucanase pode liberar nutrientes como proteinas, lipideos e amido que estavam
ligados & parede das células, tal como descrito por CHESSON (1993); isto pode ter
resultado no aumento das médias dos CDa da proteina, principalmente no tratamento
com 1.500 UF e 100 mg de carboidratase kg™ de dieta.

Os resultados de CDa da proteina com o uso de Fi (1.500 UF kg’ de dieta)
mostraram alteragcbes com o0 acréscimo do nivel de carboidratases, obtendo-se a
melhor média para a dieta contendo 100 mg de amilase mais endo-B-glucanase. A
interacdo significativa entre os efeitos destas enzimas néo deixa claro como elas agem.
DENSTADLI et al. (2006) estudaram a adicéo de diferentes niveis de &cido fitico sobre
a digestibilidade em salmdo e observaram que 0s maiores niveis deste fator
antinutricional (10,0 e 20,7 g de acido fitico kg™) aumentavam a digestibilidade do N e
diminuiam a de lipideos, mas as diferencas foram tdo pequenas que 0s autores
consideraram que a relacdo de dose resposta entre os niveis de &cido fitico e
digestibilidade de N, lipidio e amido também néo foram claras.

Poucos sdo os estudos envolvendo a digestibilidade e a exigéncia de minerais
em peixes tropicais. Até o momento, ndo had nenhuma referéncia sobre o género

Pseudoplatystoma envolvendo estudos com minerais, o que dificulta o entendimento
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dos resultados observados. Para peixes sabe-se que alguns minerais sdo exigidos em
peguenas guantidades e as exigéncias podem ser atendidas pela quantidade presente
na agua que € absorvida através das branquias, principalmente o calcio, magnésio,
sédio, potassio, ferro, zinco, cobre e selénio (NRC, 1993).

Observou-se aumento nos CAa do fésforo, nos juvenis de cachara, tanto com a
adicdo de fitase, quanto com a adicdo de amilase e endo-B-glucanase. Varios estudos
mostraram os efeitos do uso da fitase sobre a melhora desta variavel
(RODEHUTSCORD & PFEFFER, 1995; GONCALVES et al., 2004; LIEBERT & PORTZ,
2007; LEE et al., 2008). Assim, para peixes carnivoros como 0 cachara, as
caracteristicas do trato possibilitaram a a¢éo desta enzima e a absorg@o deste mineral.

Segundo MAENZ (2001), os complexos do fitato com o terminal carboxilico da
proteina e/ou com minerais possuem a capacidade de prejudicar a acado das enzimas
digestivas pela ligacdo de minerais que seriam co-fatores, pela formacado de complexo
do fitato com a enzima ou por inibir a agdo da tripsina. Segundo este autor, varios sdo
os fatores que podem afetar a acdo da fitase durante a passagem pelo intestino, que
vao desde a concentracdo de minerais nas dietas, o pH do trato digestoério, a
manipulacdo das dietas e o tamanho do trato digestorio.

As equacdes de regressao entre os niveis de enzimas usados nas dietas e os
resultados de CAa do fosforo, célcio e magnésio, que apresentaram comportamento
cubico, podem ter ocorrido devido as reacdes entre estes minerais ou outros nutrientes
das dietas como fibras. Além disto, a absor¢cdo dos elementos pode ser influenciada
pela ingestdo de agua, que é realizada para balancear a perda por osmose atraves das
branquias e da pele (EVANS, 1993), o que fornece ao corpo calcio, potassio, magnésio
sédio, além dos minerais provenientes da dieta.

O excesso de célcio dietético pode formar um complexo insolivel com o fésforo,
ocasionando diminuicdo da absor¢cdo do calcio. Com esta facilidade, a relacéo
calcio/fésforo para peixes € considerada 1:2, conforme HEPHER (1988). Os peixes nao
podem absorver eficientemente o fosforo dissolvido no meio aquético. Sua deficiéncia
leva a uma reducdo na taxa de crescimento, reducdo na eficiéncia alimentar e baixa

mineralizagdo 6ssea (NRC,1993).
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Conclusoes

As adicdes de amilase com endo- B-glucanase e fitase nas dietas para juvenis de
cachara alteraram os valores dos coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes
e de absor¢cdo dos minerais. As alteracfes foram dependentes dos niveis de enzimas
utilizados e houve interacbes entre as quantidades de enzimas estudadas. Outros
estudos deverdo ser conduzidos para melhor entendimento das interacdes observadas,
mas a associacdo de 1.500 UF kg™ com 100 mg kg™ do complexo amilase mais endo-B-

glucanase apresentou os melhores coeficientes de digestibilidade da proteina.
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CAPITULO 3 - CRESCIMENTO E COMPOSICAO CORPORAL DE JUVENIS DE
CACHARA (Pseudoplatystoma reticulatum) COM DIETAS CONTENDO FITASE E
AMILASE COM ENDO-B-GLUCANASE.

Resumo - O presente trabalho teve o objetivo de estudar o desempenho de cacharas
alimentados com oito dietas contendo duas proporc¢des de proteina de origem animal e
diferentes combinacdes de fitase e carboidratases. O ensaio foi realizado em 32
tanques de 450 L, com densidade de doze peixes por aquario. Os peixes foram
alimentados por 70 dias, com duas dietas com distintas formulagcbes, usando os
mesmos ingredientes, e mesma composi¢ao de nutrientes. O delineamento utilizado foi
em blocos casualizados com oito tratamentos em esquema fatorial 2x4,
correspondendo a dois tipos de dieta (R30: dieta com 30% do teor de proteina de
origem animal; R60: dieta com 60% do teor de proteina de origem animal) e a quatro
guantidades de enzima (sem enzima; AG: 150 mg do complexo amilase e endo-B-
glucanase; Fi: 2.500 UF kg™*; AGF: 100 mg do complexo amilase com endo-B-
glucanase mais 1.500 UF kg'), com quatro repeticdes. Foram avaliados os indices
zootécnicos, composicao de carcaca e retencdo de minerais. Os efeitos das enzimas
avaliadas sobre o desempenho, composicdo corporal, retencdo de minerais e de
nutrientes do cachara, dependem da dieta em que sdo empregadas. O cachara exige
uma dieta com alto teor de proteina de origem animal. A adicdo das enzimas nao foi
adequada para melhorar o aproveitamento da dieta R30, mas foi eficiente para
promover melhores resultados quando se utilizou dieta R60. A adicdo de enzimas
alterou a mineralizacdo das vértebras e o teor de lipideos da carcaca quando foram
adicionadas em R60. O uso de enzimas amilase com endo-B-glucanase e fitase

mostraram-se promisso res.

Palavras-chave: enzimas exdgenas, desempenho, mineral.
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Abstract - The aim of this essay was analyze the performance of Barred sorubim fed on
eight diets containing two proportions of animal-origin protein and different combinations
of phytase and carbohydratases. The experiment was carried out in 32 tanks of 450 L
each, 12 fishes per tank density. The fishes were fed for 70 days on two diets with
different formulations but the same ingredients and the same composition of nutrients.
A statistical design used of blocks with eight treatments in a 2x4 factorial scheme was
used, corresponding two kinds of feed (R30: feed with 30% of animal-origin protein;
R60: feed with 60% of animal-origin protein) and four quantities of enzyme (no enzyme;
150 mg of the amylase + endo-B-glucanase complex; 2.500 U of phytase kg™; 100 mg of
the amylase whith endo-B-glucanase complex plus 1.500 U of phytase kg™) with four
replications. The development, carcass composition and mineral retention were
analyzed. The Barred sorobim demands high animal-origem protein in the diets. The
addition of enzymes was not enought to improve the exploitation of the R30 diet, but it
was efficient to promote better resulted on R60. The enzyme addition in R60 modified
the mineral retention and lipideos of the carcass. The enzyme use amylase with endo-3-

glucanase and fitase had revealed promising.

Keywords: exogenous enzymes, performance, mineral retention.
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Introducéo

O género Pseudoplatystoma compreende as espécies de peixes conhecidas por
surubins e estdo entre os maiores peixes da familia Pimelodidae, ordem Siluriformes.
Pode ser encontrado nas principais bacias hidrograficas da América do Sul: Amazdnica,
do Prata e do S&o Francisco (WELCOMME, 1985; PETRERE, 1995). De hébito
alimentar carnivoro, principalmente piscivoro, sdo espécies de peixes apreciadas por
apresentarem poucos espinhos intramusculares em sua carne, podendo alcangar de
100 a 120 kg na natureza (SATO et al., 1988), sendo que o cachara pode pesar até 70
kg (LE BAIL et al., 2000).

O cachara, Pseudoplatystoma reticulatum (igual a Pseudoplatystoma fasciatum
reticulatum, EIGENMANN & EIGENMANN, 1989) € uma das principais espécies
produzidas em todo o territorio nacional. Segundo QUEIROZ et al. (2002), durante os
altimos anos, varias empresas tém investido no cultivo intensivo dessa espécie com
resultados satisfatérios em funcdo da melhoria dos sistemas e do avanco tecnolégico
baseado no aumento do conhecimento sobre a biologia desta espécie. Isto tem
diminuido o esfor¢o pesqueiro e possibilitado a manutencéo dos estoques naturais. Por
apresentarem o habito alimentar carnivoro, é cultivado com dietas formuladas contendo
altos teores de proteina bruta. Entretanto, ha necessidade de utilizacdo de dietas
eficientes, de baixo custo, que atendam a capacidade digestiva da espécie e, ainda,
gue causem pouca poluicdo ambiental.

A adicdo das enzimas na alimentacédo pode melhorar a utilizagdo de nutrientes e
diminuir a excre¢cdo dos mesmos no ambiente (LUDKLE et al., 2002). As enzimas sdo
utilizadas na inativagédo de fatores antinutricionais, visando aumentar o valor nutricional
dos alimentos por meio da transformacdo de componentes complexos em nutrientes
absorviveis. A adicao de enzimas em dietas para monogastricos € uma pratica comum
para aves e suinos, mostrando-se vantajosa na maioria dos casos (BELLAVER, 2005).

De acordo com sua finalidade, as enzimas usadas em racdes para
monogastricos podem dividir-se em dois tipos: enzimas destinadas a complementar

guantitativamente as proprias enzimas digestivas endogenas dos animais e enzimas
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que esses animais nao sao capazes de sintetizar como a B-glucanases, pentosanases
e a-galactosidases (HENN, 2002).

A principal enzima estudada para dietas de organismos aquaticos é a fitase. Esta
enzima tem como principal finalidade a acdo sobre o acido fitico, que € um dos fatores
antinutricionais mais potentes existentes nas plantas. O acido fitico ou fitato encontrado
nos cereais, legumes e graos de oleaginosas, € um quelante de minerais como fésforo,
calcio, magnésio, ferro, manganés e zinco, além de se ligar a proteinas e aminoacidos
inativando enzimas digestivas (COWIESON et al., 2004). Cerca de 70% do fosforo dos
ingredientes vegetais utilizados em racfes para peixes encontram-se na forma de
fésforo fitico (McCUAIG et al., 1972).

Os peixes nao possuem fitase enddgena para hidrolisar o fitato e destruir o seu
efeito antinutricional, liberar o fosforo e maximizar a capacidade digestiva destes
animais, capacitando-os a utilizar de forma eficaz os nutrientes (VIELMA et al., 1998).
Por isso, os estudos sobre a utilizacdo de fitase exdgena, que melhora a disponibilidade
do fésforo e também dos aminoacidos (McCUAIG et al., 1972) sdo importantes.

A adicao de carboidratases foi descrita para Salmo salar (CARTER et al., 1994),
larvas de Sparus aurata (KOLKOVSKI et al., 1993) e Bidyanus bydyanus(STONE et al.,
2003). Foram descritos efeitos positivos pelo aumento da digestibilidade do carboidrato,
da energia e da matéria seca quando se utilizou a-amilase exdgena (STONE et al.,
2003). A amilase exégena tem como funcéo diminuir a viscosidade da digesta e tornar a
glicose presente no amido prontamente disponivel, permitindo maior acdo das outras
enzimas e maior digestdo do amido. Ja as glucanases séo especificas para
polissacarideos ndo amilaceos, melhorando o aproveitamento destes como fonte
energética e diminuindo a viscosidade da dieta (BEDFORD et al., 2001).

Desta forma, o uso de fitase, amilase e endo-B-glucanase em dietas para o
cachara pode melhorar a eficiéncia das dietas e diminuir a poluicdo ambiental. O
objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos das enzimas fitase, amilase com endo-f3-
glucanase sobre as varidveis de desempenho e a composi¢cdo corporal dos peixes

alimentados com oito dietas, contendo duas propor¢des de proteina de origem animal e
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diferentes combinac¢des de fitase e carboidratases, bem como a influéncia destas dietas

sobre a retencdo de minerais e de nutrientes.

Material e Métodos
Ensaio de desempenho, composi¢cao corporal e retencdo de minerais.

O ensaio de desempenho foi desenvolvido no Centro de Aquicultura da UNESP —
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, Laboratorio de Nutricdo de Organismos
Aquaticos. Os animais foram mantidos em 32 aquarios de fibra de vidro com
capacidade de 450 L, abastecimento continuo de agua de poco artesiano, sendo 12
peixes por aquario, separados em quatro classes de peso iniciais: 130 a 170 g; 180 a
210 g; 215 a 250 g e 255 a 300 g. As unidades experimentais foram cobertas com lona
plastica preta, sendo descobertas somente para a limpeza, realizada diariamente.

Duas dietas foram formuladas, usando os mesmos ingredientes (R30: dieta com
30% do teor de proteina de origem animal; R60: dieta com 60% do teor de proteina de
origem animal), e mesma composicdo de nutrientes, as quais foram adicionadas
enzimas. Dois produtos comerciais foram testados: uma mistura de alfa-amilase (IUB
No. 3.2.1.1; 200 KNU g*) e de endo-B-glucanase (IUB No. 3.2.1.6; 350 FBG g*})
provenientes do Bacillus amyloliquefaciens; e a fitase (IUB No. 3.1.3.26; 5.000 UF g™
proveniente do fungo Peniophora lycii. As enzimas exOgenas foram testadas
isoladamente (AG: 150 mg do complexo amilase e endo-B-glucanase kg*; Fi: 2.500 UF
kg™t ou em associacdo (AGF: 100 mg do complexo amilase com endo-B-glucanase
mais 1.500 UF kg™) e comparadas com as dietas sem adicdo de enzimas.

As oito dietas (Tabela 1) foram processadas em maquina de moer carne com a
adicdo de 40% de agua e secas em estufa de ventilacdo forcada a 40°C, para que se

evitasse a perda na atividade das enzimas.
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Ingrediente (%) - Dietas -
R30 R30Fi R30AG R30AGF R60 R60Fi R60AG RG60AGF

Farinha de peixe (60% PB) 142 142 142 14,2 359 359 359 35,9
Farinha de visceras (60% PB) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Farinha de sangue (84% PB) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Farelo de soja (46% PB) 34,0 340 34,0 34,0 124 124 124 12,4
Concentrado proteico de soja (65% PB) 16,5 165 16,5 165 11,4 11,4 11,4 11,4
Glaten de milho (66% PB) 4,1 4,1 4,1 4,1 1,8 1,8 1,8 1,8
Amido de milho 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Farelo de trigo 3,8 3,8 3,8 3,8 15,7 15,7 15,7 15,7
Quirela de arroz 29 2,9 29 29 4,0 4,0 4,0 4,0
Oleo degomado de soja 2,0 2,0 2,0 2,0 - - - -
Suplemento mineral e vitaminico® 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Caulim 5,45 5,40 5,435 5,43 1,75 1,70 1,635 1,62
Vitamina C 0,056 0,05 0,05 0,05 0,056 0,05 0,05 0,05
Fitase - 0,05 - 0,03 - 0,05 - 0,03
Amilase+endo-B-glucanase - - 0,015 0,01 - - 0,015 0,01
Composicéo calculada®:
Matéria seca (%) 93,563 93,53 93,53 93,53 93,28 93,28 93,28 93,28
Proteina bruta (%) 42,58 42,58 42,58 42,58 42,76 42,76 42,76 42,76
Extrato etéreo (%) 511 511 511 5,11 5,13 5,13 5,13 5,13
ENN (%) 3539 3539 3539 3539 32,10 32,10 32,10 32,10
Fibra bruta (%) 3,40 3,40 3,40 3,40 2,73 2,73 2,73 2,73
Matéria mineral (%) 7,08 7,08 7,08 7,08 10,56 10,56 10,56 10,56
Célcio (%) 0,69 069 0,69 0,69 1,29 1,29 1,29 1,29
Fosforo (%) 0,88 0,88 0,88 0,88 1,47 1,47 1,47 1,47
Energia bruta (kcal kg™) 4025 4025 4025 4025 3993 3993 3993 3993

R30: dieta com 30% do teor de proteina de origem animal; R60: dieta com 60% do teor de proteina de origem animal; AG: 150 mg
do complexo amilase e endo-B-glucanase kg™; AGF: 100 mg do complexo amilase com endo-B-glucanase mais 1.500 UF kg™; Fi:

2.500 UF kg'%;

;1 Cada 1% fornece: acido folico (2,00 mg); acido pantoténico (40,00 mg) antioxidante (250,00 mg); colina (300,00 mg); cobre (20,00
mg); ferro (200,00 mg); iodo (10,00 mg;) manganés (140,00 mg); selénio (0,30 mg); vit A (6.000,00 U I kg-1); Vit B (32,00 mg); Vit
B12 (40,00 mg); Vit B2 (16,00 mg); Vit B6 (6,00 mg); Vit C (400,00 mg); Vit D3 (6000,00 U | kg-1); Vit E (100,00 Ul kg-1); Vit K

512,00 mg); zinco (300,00 mg); niacina (200,00 mg); biotina (0,20 mg);

Composicéo calculada a partir da anélise de ingredientes dos alimentos.

Os animais foram alimentados até aparente saciedade, com as oito dietas por 70

dias, trés vezes ao dia (8; 14 e 23 horas), sendo a principal alimentacdo no periodo

noturno.
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No estudo de desempenho foram avaliados: peso, comprimento final, relacdo
peso-comprimento, ganho em peso, consumo aparente por peixe e as taxas de
eficiéncia proteica (TEP = ganho em pesog/proteina ingeridag) e de crescimento

especifico (TCE = 100x(In peso finalg-In peso inigialg)/tempo).

Para os estudos de composicao corporal foram abatidos cinco juvenis de cada
bloco de peso no inicio do ensaio de desempenho e dois peixes de cada parcela
experimental ao final do periodo experimental. Apds jejum de 24 horas, 0s animais
foram anestesiados por imersdo em gelo, abatidos e, em seguida, congelados e
moidos. O material foi seco a 55°C em estufa de circulacao for¢cada por 72 horas para
ser utilizado nas analises de umidade, proteina bruta, lipideos, cinzas e de energia
bruta (AOAC, 2000). Na avaliacdo da eficiéncia de retencédo de proteina (ERP) e da

energia (ERE) das dietas, realizada para cada parcela, utilizou-se a seguinte férmula:

ER= 100 X(NFC X Pg — N|C X P|) / Cn

Onde:

Nec: médias de proteina ou energia final na carcaca.

Nic: médias de teor de proteina ou energia inicial na carcaga.
Cn: média de consumo de proteina ou energia.

P; Pe: médias de peso vivo inicial ou peso vivo final respectivamente.

No estudo de retencdo de minerais, dois peixes de cada parcela foram abatidos
ao final do periodo experimental. Os animais foram anestesiados por imersdo em gelo,
abatidos, congelados e posteriormente autoclavados (102°C, 5 min.) para a retirada da
espinha vertebral. As 10 primeiras vértebras flutuantes da espinha foram limpas, secas

a 105°C e trituradas para analise de célcio, fosforo, magnésio, manganés e zinco.

Andlises fisico-quimicas
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A qualidade da agua foi monitorada. A temperatura da agua foi medida
diariamente, e aos 7; 22; 37; 52 e 67 dias de experimentagéo foram realizadas andlises
de condutividade, oxigénio; alcalinidade total e fosforo total. Para isto os tanques néo
foram sifonados no dia anterior, e a limpeza do dia somente era realizada ap6és a coleta.
A condutividade da agua foi mensurada utilizando-se condutivimetro Corning CD55 e o
oxigénio foi avaliado com oximetro digital (YSI-55). J& a alcalinidade total e fosforo total
foram determinados como descrito por TAVARES (1995). Durante o periodo
experimental, as médias das variaveis de qualidade da agua foram: temperatura 23 +
3°C, alcalinidade 127,5 + 7,20 mg L™, condutividade 150 + 10 uS cm™, pH 6,2 + 1,0 e
oxigénio dissolvido 6,0 + 1,0 mg.L™.

Com as dietas foram realizadas analises da composicdo bromatolégica dos
ingredientes utilizados. Os teores de proteina, umidade, matéria seca, cinzas e energia
das carcacas foram analisados segundo a AOAC (2000). As analises foram realizadas
em duplicatas no Centro de Aquicultura da UNESP — Universidade Estadual Paulista,
Jaboticabal, no Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos.

As quantidades de acido fitico presente nas dietas R30 e R60 foram
determinadas segundo meétodo descrito por THOMPSON & ERDMAN (1982), obtendo-
se o fésforo fitico. O fésforo fitico foi determinado colorimetricamente, apds digestdo
das amostras, com acido nitrico e acido perclérico (4:1; v:v), (CHEN et al., 1956). Esta
analise foi realizada em triplicata no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da UEL -Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

As determinacdes das concentracdes de minerais da coluna vertebral dos juvenis
de cachara foram realizadas apds digestdo da amostra com acido nitrico e &cido
perclérico 2:1 (v:v). A concentracdo de calcio, magnésio, manganés e zinco foram
determinados por meio de leituras em absorcdo atbmica. O teor de fésforo foi
determinado pelo método vanadato-molibdato (SARRUGE & HAAG, 1974), em
duplicata na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP — Universidade

Estadual Paulista, Jaboticabal, no Laboratério Central.

Andlise estatistica dos resultados
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O delineamento utilizado foi em blocos casualizados com oito tratamentos em
esquema fatorial 2x4, correspondendo a duas proporcdes de proteina de origem animal
na dieta (30 e 60%) e a quatro quantidades de enzima (sem enzima; AG; Fi e AGF),
utilizando quatro repeticbes (em blocos para peso iniciais). A analise estatistica do
fésforo total da agua foi realizada no mesmo esquema anteriormente descrito, mas com
parcelas no tempo. Os dados foram submetidos a analise de variancia, apés teste de
normalidade Cramer-von Mises (EVERITT, 1998), e utilizou-se o teste de Tukey para

comparacdo das médias (P<0,05).

Resultados e Discussao

A avaliacdo estatistica dos dados de fésforo total na &gua das caixas
experimentais (Tabela 2) mostrou que ocorreu efeito significativo do uso das enzimas.
O uso de AG nas dietas favoreceu a menor média de fosforo na agua, comparando-se
com aquela contendo Fi; mas as médias ndo diferiram significativamente daqueles
tratamentos em que foram utilizados AGF ou sem adicdo de enzima. As diferencas de
fésforo na agua mostraram que a adicdo de enzimas que diminuem a viscosidade da
dieta (AG) acarretou diminuicdo dos teores de fosforo; no entanto, a adicdo de Fi ndo
se mostrou benéfica para este parametro. Por outro lado, Al et al. (2007) observaram
uma diminui¢éo significativa do fosforo total na agua quando adicionaram fitase a dieta,
mas nao ocorreu diferenca para fosforo soluvel.

BARUAH et al. (2004) apontaram os beneficios do uso da fitase sobre a
diminuicdo da poluicdo ambiental. Isto ndo foi observado neste estudo, provavelmente
devido as diferencas de dietas utilizadas, a prépria atuacdo das fitases sobre o acido
fitico, as espécies de peixes e as condi¢cdes de cultivo. Os resultados contraditérios
obtidos no presente estudo podem ser atribuidos as diferencas nas condic¢des de cultivo
utilizadas, formulacdo das dietas, atuagéo das fitases sobre o 4cido fitico e a espécie

de peixes.
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Tabela 2 — Médias de fosforo total da agua para tipos de dietas e enzimas e valores de F da analise de
variancia.

Médias para: Fosforo Total (ug L™)
Dieta com 30% de proteina de origem animal (R30) 197,96
Dieta com 60% de proteina de origem animal (R60) 273,22
Amilase + endo-B-glucanase (AG) 215,53 b
Amilase + endo-B-glucanase + fitase (AGF) 235,07 ab
Fitase (Fi) 261,22 a
Sem enzima 230,55 ab
Valores de F para:

Bloco (BL) 1,26 ns
Tipo de dieta (R) 78,08 **
Periodo (P) 111,96 **
Enzimas (E2) 4,98 **
R Xx Ez 1,30 ns
RxP 9,12 **
Ezx P 1,01 ns
RxEzxP 0,57 ns

ns=ndao significativo (P>0,05); ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey (P<0,01)

O tempo e o tipo de proteina na dieta influenciaram significativamente os
resultados de fésforo na agua, observando-se interacdo para estas duas variaveis
(Tabela 3). A diferenca da concentracdo de fosforo total da agua foi decorréncia do
crescimento dos animais e, consequentemente, do aumento de consumo de dieta e
excrecdo, sugerindo que durante o periodo experimental ocorreu um aumento
significativo na liberacdo de fosforo total na dgua, com médias superiores para as
racbes com maior porcentagem de ingredientes de origem animal, com excecdo da
primeira coleta.

As dietas R30 e R60 apresentaram 87,24+6,64 e 103,23 + 4,96 mg de acido fitico
por 100 g* de dieta, respectivamente. Apesar da diferenca da proporcdo dos
ingredientes utilizados, ndo se observam grande alteracdo neste fator antinutricional
entre as duas dietas utilizadas, provavelmente devido ao fato da dieta de maior
proporgéo de proteina de origem animal conter alta porcentagem de farelo de trigo, que

€ um alimento rico neste fator antinutricional (HELSBY et al., 2000).
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Tabela 3 - Médias de fosforo total na 4gua na interacé@o entre tipo de dieta e do periodo em que foram
realizadas as andlises, onde R30: dieta com 30% do teor de proteina de origem animal; R60:

dieta com 60% do teor de proteina de origem animal.

Periodo de coleta R30 (ug/L) R60 (ug/L)
Aos 7 dias de experimento 115,53 a E 119,71a E
Aos 22 dias de experimento 145,99 b D 194,60 a D
Aos 37 dias de experimento 183,67b C 236,34aC
Aos 52 dias de experimento 236,98 b B 377,33aB
Aos 67 dias de experimento 307,64b A 438,15a A

Letras diferentes mostram diferenca significativa a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey (mailsculas

nas colunas e mindscula nas linhas).

Em varios momentos, verificou-se que os animais mudavam de comportamento
subitamente, deixando de alimentar-se. Nao foi possivel associar este comportamento a
nenhum tipo de manejo, alteracdo de qualidade de agua, nem a nenhum dos
tratamentos. Por fim, o periodo experimental foi de apenas 70 dias, pois percebeu-se
gue nos blocos de peso maiores, a grande biomassa ja poderia comecar a ser um fator
limitante.

A andlise estatistica dos indices zootécnicos (Tabela 4) mostrou que ndo ocorreu
efeito de blocos sobre os resultados de ganho em peso, taxas de eficiéncia protéica e
de crescimento especifico. Observou-se efeito significativo do teor de proteina de
origem animal das racdes (R60 ou R30) sobre todas as variaveis de desempenho dos
animais. De outra forma, o uso de enzimas somente influenciou sobre o comprimento
padrdo final dos peixes. O menor coeficiente de variagcdo (7,94%), normalmente
encontrado para esta variavel, pode explicar o efeito significativo do uso de enzimas
sobre esta variavel.

As maiores médias de comprimento padrdo final dos peixes foram observados
nos animais que consumiram R60 ou que continha na sua formulagdo AGF (Tabela 4).
Este mesmo padréo de resposta favorecendo peixes que consumiram a dieta R60 foi
observado com as variaveis ganho em peso, taxa de eficiéncia protéica, consumo, e

taxa de crescimento especifico (Tabela 4).
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Os peixes que consumiram a dieta R60 tiveram média de ganho em peso muito
superior aos que se alimentaram com a R30 (Tabela 4). O coeficiente de variacio desta
variavel foi elevado, pois alguns peixes da parcela chegaram a perder peso durante o
periodo experimental e outras dobraram a biomassa. Esta alta variagdo pode ter
contribuido para a ndo observancia de efeito das enzimas sobre as varidveis que
envolveram o ganho em peso.

As médias de taxa de eficiéncia protéica, consumo por peixe e taxa de

crescimento especifico apresentaram 0 mesmo comportamento, sugerindo que 0 uso
de enzimas nao favoreceu nenhum tratamento, mas a utilizacdo da dieta R60 forneceu
médias significativamente superiores (Tabela 4).
Interacdes entre tipo de proteina da dieta e o uso de enzimas foram observadas para
peso final (Figura 1) e relacdo peso-comprimento (Figura 2). Os resultados médios de
peso final foram sempre favorecidos pela dieta R60. A adicdo de enzimas quando se
utilizou R30 ndo promoveu nenhum acréscimo ao peso final; no entanto, as adicdes de
Fi e AGF em R60 causaram aumento significativo desta variavel, quando comparado
com a R60 sem adicdo de enzimas. Para a relacdo peso-comprimento a adicdo de AGF
em R60 promoveu uma melhora significativa quando comparado com R60 sem
enzimas.

Al et al. (2007) verificaram que a adicdo de fitase ndo afetou a taxa de
crescimento especifico e taxa de eficiéncia alimentar em Lateolabrax japonicus; porém,
a de xilanase e do complexo que incluia celulase, pentonase e glucanase aumentaram
significativamente estas variaveis. CARTER et al. (1992, 1994) investigaram o efeito de
amilase dietética e mistura de enzimas pancreaticas dietéticas em dietas de juvenis de
salméo (Salmo salar) e ndo observaram efeitos sobre o crescimento ou utilizacéo de
proteina quando a amilase dietética foi usada, mas ocorreu efeitos positivos no

crescimento e utilizacdo de proteina quando as enzimas pancreaticas foram utilizadas.
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Figura 1 - Médias de peso final de juvenis de cachara na interacdo entre tipo de dieta e das enzimas
(onde R30: dieta com 30% do teor de proteina de origem animal; R60: dieta com 60% do teor
de proteina de origem animal; AG: 150 mg do complexo amilase e endo-B-glucanase kg™;
AGF: 100 mg do complexo amilase com endo-B-glucanase mais 1.500 UF kg™; Fi: 2.500 UF
kg' e T: sem adicdo de enzimas. Letras diferentes mostram diferenca significativa a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey; mailsculas nas linhas e mindscula nas colunas).

Ao estudar os efeitos da adicdo de amilase, lipase e protease, isoladamente, na
dieta de juvenis de pirarucu (Arapaima gigas), CAVERO (2004) nao encontrou efeito
significativo sobre o crescimento, enquanto que, o uso combinado de 0,1% de lipase +
protease apresentou um efeito positivo.

A adicdo simultdnea de enzimas exdgenas (celulase, protease e amilase) em
dietas para tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) foi benéfica até o nivel de 0,05%, e
permitiu um maior aproveitamento de seu contetdo protéico e energético (OLIVEIRA,
2006). A tilapia possui um bom aproveitamento dos aminoécidos e polissacarideos
livres; sendo assim, supfem-se que a suplementacdo de ragbes com complexo
enzimatico tenha papel importante no maior aproveitamento energético e proteico,
expressos nas consideraveis fracbes de polissacarideos nao-amilaceos e amido

presentes em ingredientes de origem vegetal, como milho e farelo de soja,
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respectivamente. O mesmo aproveitamento dos carboidratos deve ter ocorrido nos
animais deste estudo, pois apesar dos coeficientes de variagéo, foi possivel verificar o
efeito das carboidratases sobre o peso final e comprimento final quando se utilizou a
dieta R60.

p=

[+3)
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Figura 2 - Médias da relagdo peso-comprimento dos juvenis de cachara na interagdo entre tipo de dieta
e das enzimas (onde R30: dieta com 30% do teor de proteina de origem animal; R60: dieta
com 60% do teor de proteina de origem animal; AG: 150 mg do complexo amilase e endo--

glucanase kg™; AGF: 100 mg do complexo amilase com endo-B-glucanase mais 1.500 UF kg’

b Fi: 2500 UF kg* e T: sem adicdo de enzimas. Letras diferentes mostram diferenca

significativa a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; mailsculas nas linhas e minlscula
nas colunas).

USMANI & JAFRI (2002) observaram o efeito do acido fitico e encontraram
médias de ganho em peso mais elevadas e melhores taxas de crescimento especifico,
eficiéncia de retencdo de proteina e conversdo alimentar para carpas indianas
(Cirrhinus mrigala) alimentadas com a dieta controle, que ndo continham &cido fitico.

Maiores médias de ganho em peso e retencdo de minerais na carcaca e

adequada disponibilidade dos macrominerais para a truta arco-iris (Oncorhynchus
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mykiss) foram obtidos por RODEHUTSCORD & PFEFFER (1995); LANARI et al. (1998)
e VIELMA et al. (1998), com a suplementac&o entre 1000 a 1500 UF kg™ de dieta, em
relacdo a dieta sem a suplementacao de fitase.

JACKSON et al. (1996) concluiram que para o bagre do canal (Ictalurus
punctatus), a utilizacdo de 500 UF kg’ foi suficiente para permitir adequado
desempenho. O estudo com o cachara demonstrou claramente que a quantidade de
fitase necessaria para que haja uma resposta dos indices de desempenho pode variar
com a dieta e com 0 uso ou ndo de outra enzima, uma vez que, dietas contendo 2.500
UF kg™ (Fi) apresentaram resultados inferiores ou iguais a dieta contendo 100 mg de
AG kg™ mais 1.500 UF kg™ (AGF).

A maioria dos trabalhos sobre o uso de enzimas em dietas para peixes
encontrados na literatura € com larvas de peixes. KOLKOVSKI & TANDLER (2000),
utilizando microdieta suplementada com pancreatina suina na alimentacao de larvas de
Sparus aurata, verificaram uma melhora significativa no crescimento quando
comparadas com larvas alimentadas com microdietas sem adicdo de pancreatina
(ambos combinados com Artemia viva). TESSER et al. (2006) demonstraram que larvas
de pacu (Piaractus mesopotamicus) a partir de 7,0 mg de peso, podem passar pela
transicdo alimentar sem detrimento da sobrevivéncia final, quando alimentadas com
dieta suplementada com a enzima pancreatina.

KOLKOVSKI et al. (1997; 2000), trabalhando com larvas de Dicentrarchus labrax
e Perca flavensis, respectivamente, ndo encontraram efeitos da suplementacédo de
enzimas exdgenas com pancreatina suina sobre o crescimento e a sobrevivéncia dos
animais. E possivel que a quantidade de enzimas ativas provenientes da dieta nio
tenha sido suficiente para promover algum efeito sobre o desempenho produtivo
daqueles animais ou realmente aquelas espécies nao respondem a suplementacéo de
enzimas exogenas. Segundo DABROWSKI et al. (1979), a suplementacdo enzimatica
em dietas pode acarretar uma pré-hidrélise dos componentes da dieta antes mesmo do
oferecimento aos peixes. STONE et al. (2003), ao relatarem aumento na quantidade de
acucares na dieta suplementada comparada com a dieta sem suplementacéao,

confirmaram essa Suposi¢ao.
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Os resultados da andlise estatistica dos valores de composicdo corporal e
indices de eficiéncia de retencdo dos nutrientes da dieta encontram-se na Tabela 5.
Nao foram observadas diferencas significativas para os resultados de proteina,

umidade e cinzas na carcaca.

Efeitos significativos do tipo de dieta sobre os valores médios de energia da

carcaca, ERP e ERE foram observados (Tabela 5), o que demonstrou a superioridade
das médias de R60 frente as de R30. Para as meédias do nivel lipidico corporal,
observou-se interacdo para o tipo de dieta e enzimas utilizada (Figura 3).
USMANI & JAFRI (2002) observaram o efeito do acido fitico na composicao da carcaca
do Cirrhinus mrigala. Estes autores observaram que o teor de proteina bruta e lipideos
declinaram significativamente nos peixes que consumiram dieta contendo o acido fitico,
mas as porcentagens de umidade e de cinzas nestes peixes eram significativamente
mais altas do que peixes que receberam dieta controle.

Na Figura 3 pode observar-se que, quando utilizou-se a dieta R30, nao foi
observado o efeito das enzimas; mas quando os peixes consumiram R60, o uso das
enzimas (AGF e Fi) aumentou o teor de lipideos da carcaca; e o uso de fitase,
associada ou nao a carboidratases aumentou os teores de lipideos dos peixes que
receberam R60. Isto demonstra que, as dietas R30 apesar de terem 0s mesmos niveis
de nutrientes que as dietas R60, apresentaram disponibilizagdo muito baixa dos
mesmos, e que a glicose excedente pelo uso das enzimas, neste tipo de dieta, ndo foi
suficiente para alterar a deposicéo de lipideos.

As médias da retencdo de minerais nas vértebras de cachara (zinco, magnésio,
calcio, fésforo e manganés) e a analise estatistica sdo apresentadas na Tabela 6. Nao
foi observado efeito significativo para retencdo de zinco. Em relagdo ao calcio e ao
magnésio observou-se interacao (Figuras 4 e 5 respectivamente), entre o tipo de dieta e
as enzimas. Neste caso, a fitase teve efeitos diferentes em relacdo as dietas utilizadas,
sendo que ocorreu diminuicdo da retencao de célcio e magnésio quando utilizou-se a
dieta R60 comparado com a R30. Nao ha explicacdo definitiva para o fato de que a
adicdo de fitase (2.500 UF kg™?) em R60 causou diminuicdo de célcio e de magnésio,

mas o uso de AG e AGF né&o provocou alteracdes destes nutrientes em R30 e R60.
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Figura 3 - Porcentagem de lipideos corporais de juvenis de cachara na interagdo entre tipo de dieta e de
enzimas (onde R30: dieta com 30% do teor de proteina de origem animal; R60: dieta com
60% do teor de proteina de origem animal; AG: 150 mg do complexo amilase e endo-§3-

glucanase kg'l; AGF: 100 mg do complexo amilase com endo-f-glucanase mais 1.500 UF kg

% Fi: 2.500 UF kg'l e T: sem adicdo de enzimas. Letras diferentes mostram diferenca

significativa a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; mailsculas nas linhas e minlscula

nas colunas).

Uma possivel explicacao seria o fato de que a dieta de origem animal possui um
elevado conteudo de fésforo e célcio, o que poderia ter dificultado a sua absorcao
devido & propriedade de se complexarem, tal como descrito por BEDFORD et al.
(2001). Outra possibilidade seria a de que este peixe possa ter utilizado o calcio da
agua e o seu elevado conteldo acarrete diminuigdo da atividade de fitase.

HUGHES & SOARES (1998), avaliando ra¢des com diferentes niveis de inclusao

de fitase para alevinos de “striped bass” (Morone saxatilis), observaram que a incluséo
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de 2.400 UF kg™* melhorou a retencdo de minerais nos 0Ssos e aumentou a
concentracdo de fosforo sérico. Para o bagre do canal (Ictalurus punctatus), JACKSON
et al. (1996) avaliaram a inclusdo de 0; 500; 1.000, 2.000 e 4.000 UF kg™ de dieta e
concluiram que a utilizacéo de 500 UF kg™ foi suficiente para deposicéo de fésforo nos
0sso0s. FURUYA et al. (2001), em trabalho realizado com a tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) de 9 a 40g de peso vivo, avaliaram a inclus&o de 0; 500; 1.500 e 3.000 UF kg™
de dieta e observaram que além do melhor desempenho, os peixes que receberam a
dieta com 500 UF kg™ apresentaram maior retencdo de minerais (célcio, fésforo, ferro,

zinco e magnesio).

Tabela 6 — Valores de F, coeficientes de variagdo e médias de retencdo de minerais na coluna vertebral
do juvenil de cachara.

Médias para: Zn_l Mg_l Ca_l P 1 Mn_l
(M9g) (Hgg’) (mgg) (mgg) (MOQ)
Dieta com 30% de proteina de origem animal (R30) 145,07 95,77 5,86 9,46 a 89,66a
Dieta com 60% de proteina de origem animal (R60) 109,48 87,91 5,39 8,08 b 66,70b
Amilase + endo-B-glucanase (AG) 113,60 85,79 5,44 9,05 ab 73,73
Amilase + endo-B-glucanase + fitase (AGF) 138,83 103,61 6,39 10,04 a 84,32
Fitase (Fi) 129,81 88,93 5,18 8,53 ab 75,69
Sem enzima 126,86 89,02 5,49 7,44 b 78,97
Valores de F para:
Bloco (BL) 0,31ns 2,16ns 241ns 3,09ns 1,17ns
Tipo de dieta (R) 2,67ns 0,79ns 1,09 ns 8,98 ** 4,68 *
Enzimas (Ez) 0,25ns 0,81ns 1,35 ns 5,30 ** 0,19 ns
R x Ez 0,27ns 4,42* 342 * 1,17ns 1,95ns
CV (%) 45,40 25,37 20,76 13,79 35,20

ns=ndo significativo (P>0,05)
* significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey (P<0,05)
** significativo a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey (P<0,01).
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Para a retencdo de fosforo, observou-se o efeito das dietas e das enzimas,
sendo que a utilizacdo da dieta R30 promoveu sua maior retengdo. A utilizacdo de
amilase mais fitase favoreceu a maior retencédo do fésforo, quando comparado com a
dieta sem enzima (Tabela 6), sugerindo que a diminuicdo da viscosidade da digesta
proporciona um efeito benéfico na absorcéo do fosforo tal como descrito por BEDFORD
et al. (2001). O manganés teve sua retencdo aumentada com o fornecimento da dieta
R30, mas nao foi observado efeito da utilizacdo das enzimas sobre a retencdo deste

mineral (Tabela 6 e Figura 5).
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Figura 4 - Médias de calcio retido na coluna vertebral de juvenis de cachara, na interagéo entre tipo de
dieta e de enzimas (onde R30: dieta com 30% do teor de proteina de origem animal; R60: dieta
com 60% do teor de proteina de origem animal; AG: 150 mg do complexo amilase e endo-f3-
glucanase kg™; AGF: 100 mg do complexo amilase com endo-B-glucanase mais 1.500 UF kg™
Fi: 2.500 UF kg™ e T: sem adicdo de enzimas. Letras diferentes mostram diferenca significativa
a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; mailsculas nas linhas e minUscula nas colunas).
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Figura 5 - Médias de magnésio retido na coluna vertebral de juvenis de cachara, na interagdo entre tipo
de dieta e de enzimas (onde R30: dieta com 30% do teor de proteina de origem animal; R60:
dieta com 60% do teor de proteina de origem animal; AG: 150 mg do complexo amilase e endo-
B-glucanase kg™*; AGF: 100 mg do complexo amilase com endo-B-glucanase mais 1.500 UF kg’
L Fi: 2500 UF kg* e T: sem adicdo de enzimas. Letras diferentes mostram diferenca
significativa a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; mailsculas nas linhas e mindscula nas

colunas).

Concluséo

Os efeitos das enzimas fitase e amilase com endo-B-glucanase sobre o
desempenho, composi¢do corporal, retencdo de minerais e de nutrientes do cachara
dependem da dieta em que sdo empregadas. O cachara exige uma dieta com alto teor
de proteina de origem animal. A adicdo das enzimas nao foi adequada para melhorar o
aproveitamento da dieta com 30% do teor de proteina de origem animal (R30), mas foi
eficiente para promover melhores resultados quando se utilizou dieta com 60% do teor
de proteina de origem animal (R60). A adicdo de enzimas alterou a mineralizacdo das
vértebras e o teor de lipideos da carcaca quando foram adicionadas em R60. O uso de

enzimas amilase com endo-B-glucanase e fitase mostraram-se promissores.
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CAPITULO 4 — PERFIL DAS ENZIMAS DIGESTIVAS DE JUVENIS DE CACHARA
(Pseudoplatystoma reticulatum) ALIMENTADOS COM ENZIMAS EXOGENAS E
DIFERENTES PROPORC}OES DE PROTEINA DE ORIGEM ANIMAL

Resumo - O objetivo do presente trabalho foi estudar as alteracbes na producdo de
enzimas digestivas endogenas causadas pela mudanca na composicdo da dieta e ou
pela adicdo de enzimas exdgenas amilase com endo-B-glucanase e fitase. O ensaio foi
realizado em 32 tanques de 450 L, com densidade de doze peixes por aquario. Os
peixes foram alimentados por 70 dias, com duas dietas de distintas formulagdes,
usando os mesmos ingredientes (R30: dieta com 30% do teor de proteina de origem
animal, R60: dieta com 60% do teor de proteina de origem animal), e mesma
composi¢ao de nutrientes. O delineamento utilizado foi em blocos casualizados com
oito tratamentos em esquema fatorial 2x4, correspondendo a dois tipos de dieta e a
quatro quantidades de enzima (sem enzima; 150 mg do complexo amilase e endo-f3-
glucanase; 2.500 UF kg™; 100 mg do complexo amilase com endo-B-glucanase mais
1.500 UF kg™), com quatro repeticdes. Ao final do periodo experimental, oito peixes de
cada tratamento foram utilizados para avaliar as atividades de amilase, lipase, pepsina,
tripsina e quimotripsina. Observou-se que o tipo de dieta influenciou significativamente
a producao de tripsina, quimotripsina, pepsina e lipase, enquanto que 0 uso de enzimas
exodgenas alterou significativamente a producdo de amilase e tripsina pancreatica,
mostrando que o tipo de dieta e/ou a adicdo de enzimas exdgenas alterou a quantidade
de enzimas digestivas do cachara. As dietas com maior teor de proteina de origem
animal aumentaram os niveis de enzimas proteoliticas pancreaticas e da lipase. O
aumento da atividade de enzimas digestivas mostrou que a adicdo das enzimas
exogenas fitase, amilase e endo-B-glucanase possuem um papel importante na nutricdo

de peixes carnivoros, no aumento do aproveitamento da proteina e dos carboidratos.

Palavras-chave: enzima endbdgena, enzima digestiva, peixe carnivoro, enzima

exogena.
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Abstract - The present work aimed study the alterations on endogenous digestive
enzyme production caused by changes in the diet composition and by amylase with
endo-B-glucanase and phytase exogenous enzymes addition. The experiment was
carried out in 32 tanks of 450 L each, with density of twelve fish in each aquarium. The
fish were fed per 70 days, with two diets with distinct formulations, using the same
ingredients (R30: feed with 30% animal origin protein; R60: feed with 60% of animal
origin protein), and same nutrient composition. The delineation used was the
randomized block with eight treatments in a factorial 2x4 scheme, corresponding to the
two feed types and the four enzyme amounts (without enzyme; 150 mg of amylase with
endo-B-glucanase complex; 2,500 U of phytase kg™; 100 mg of amylase with endo-B-
glucanase complex plus 1,500 U of phytase kg™), with four replications. At the end of the
experimental period eight fish of each treatment were used to evaluate the amylase,
lipase, pepsin, trypsin and chymotrypsin activities. It was observed that the feed type
influenced significantly the trypsin, chymotrypsin, pepsin and lipase production, whereas
the exogenous enzymes used modified significantly amylase and pancreatic trypsin
production, showing that the diet type and/or the exogenous enzymes addition modified
the Barred sorubim digestive enzymes amount. The diets with higher animal origin
protein increased the pancreatic proteolitic enzymes and lipase levels, demonstrating to
be more adjusted to these enzymes production for this fish species. The increased
activity of digestive enzymes showed that the addition of phytase, amylase and endo-f3-
glucanase exogenous enzymes has an important role in the carnivorous fish nutrition, in

the increase of the protein, and in the carbohydrate exploitation.

Keywords: endogenous enzymes, digestive enzyme, carnivorous fish, exogenous

enzyme.
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Introducéo

O crescimento dos peixes depende da digestdo e da absorcdo de nutrientes,
bem como das interacdes metabdlicas e seus ajustes (HARDY, 2002). A capacidade
digestiva pode ser definida como a habilidade do animal em secretar enzimas no trato
digestorio, capazes de hidrolisar os polimeros presentes nos alimentos até seus
respectivos mondmeros, sendo que os niveis destas enzimas sao influenciados pelos
niveis dos nutrientes presentes no alimento ingerido (LUNDSTEDT et al., 2004).

Os peixes, na tentativa de se adequarem as mudancas da dieta apresentam
potencial de adaptacdo dos seus processos digestivos, tais como perfil e secrecao
enzimaticos, absorcdo e transporte de nutrientes (KAPOOR et al., 1975; HOFER,
1979a,b; BUDDINGTON et al., 1987, 1997), mas estas habilidades parecem variar entre
espécies. Os carnivoros, por exemplo, parecem ter uma capacidade limitada em alterar
sua funcado digestiva e de transporte de nutrientes de acordo com a composi¢cdo da
dieta, enquanto os onivoros exibem uma habilidade muito maior em modular sua
fisiologia digestiva e absortiva (BUDDINGTON et al., 1987,1997).

Estudos relacionando as alteragbes dos niveis enzimaticos causadas por
diferencas da composicdo da dieta sdo escassos (KAWAI & IKEDA 1972; FAL'GE &
SHPANNKHOF 1976; SPANNHOF & PLANTIKOW 1983; TAKII et al., 1985; UYS et al.,
1987; FOUNTOULAKI et al., 2005).

Atualmente, existe uma grande preocupacdo com o déficit de proteina de origem
animal para as racdes de peixes (BARUAH et al., 2004). Assim, varios estudos tém sido
desenvolvidos para melhorar o aproveitamento dos alimentos vegetais e para
substituicdo da farinha de peixe por produtos de origem vegetal (REFSTIE, 2007). Uma
das formas de melhorar-se o0 aproveitamento dos nutrientes das dietas é a adi¢cdo de
enzimas exogenas, que sao utlizadas visando destruir fatores antinutricionais e
aumentar o valor nutricional dos alimentos por meio da transformacdo de componentes
complexos em nutrientes absorviveis. Alguns destes estudos foram com carpa comum
(DABROWSKI et al., 1979), Salmo salar (CARTER et al., 1992, 1994), larvas de Sparus
aurata (KOLKOVSKI et al., 1993; KOLKOVSKI & TANDLER, 2000), Oncorhynchus
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mykiss (RODEHUTSCORD & PFEFFER, 1995; VIELMA et al.,, 1998), Ictalurus
punctatus (JACKSON et al.,, 1996), Morone saxatilis (HUGHES & SOARES, 1998),
juvenis de Labeo rohita (GHOSH et al., 2001), Bidyanus bydyanus(STONE et al., 2003),
Arapaima gigas (CAVERO, 2004), tambaqui (NUNES et al.,, 2006), Oreochromis
niloticus (OLIVEIRA, 2006) e Cichla sp. (SOARES et al., 2008) realizados com a adi¢ao
de diferentes enzimas exdgenas e os resultados obtidos sdo controversos.

A fitase é a principal enzima exogena estudada para alimentacdo de peixes e
tem como principal finalidade, a acdo sobre o acido fitico (inositolhexafosfato), que é um
fator antinutritional, capaz de quelar os minerais, calcio, magnésio, ferro e o zinco, além
de ligar-se a proteinas e aminoacidos (COWIESON et al., 2004). A a-amilase hidrolisa
as ligagbes glicosidicas a 1-4, liberando oligossacarideos (LOVELL, 1988). Ja as
glucanases sdo especificas para polissacarideos ndo amilaceos, que sao um grupo
complexo composto predominantemente por ligagbes de mondmeros de hexoses e
pentoses (STONE, 2003). A adicdo destas enzimas em dietas para peixes carnivoros
pode vir a favorecer a digestdo dos nutrientes; no entanto ndo se conhece as respostas
enddgenas de produgdo enzimatica com o uso das mesmas.

O surubim cachara (Pseudoplatystoma reticulatum = Pseudoplatystoma
fasciatum reticulatum, EIGENMANN & EIGENMANN, 1989) encontrado nas bacias do
Prata e Amazonas (BUITRAGO-SUAREZ & BURR, 2007) é um peixe
preferencialmente piscivoro, e uma das espécies em destaque dentro da criacdo de
surubins. Mas até o momento, ndo se conhece a capacidade desta espécie em modular
a producao de enzimas em funcéo de alteracdes da dieta.

Conhecer os efeitos da dieta sobre as variaveis que afetam diretamente a
digestao pode levar a melhor compreensao dos resultados de desempenho, bem como
direcionar as formulacdes para a capacidade do peixe em digerir e absorver. O objetivo
do presente trabalho foi estudar as alteracbes na producdo de enzimas digestivas
endogenas causadas pela mudanca na composicdo da dieta e ou pela adicdo de

enzimas exdégenas amilase com endo-B-glucanase e fitase.
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Material e Métodos
Manejo dos animais e tratamentos

Os peixes, P. reticulatum, foram mantidos em 32 aquarios de fibra de vidro com
capacidade de 450 L, e abastecimento continuo de agua de poco artesiano, com
temperatura em torno de 26°C, utilizando 12 peixes por aquario. Todo o lote foi
separado por quatro classes de peso inicial: 130 a 170 g; 180 a 210 g; 215a 250 g e
255 a 300 g.

As unidades experimentais foram cobertas com lona plastica preta, sendo
descobertas somente para a sua limpeza, que era realizada diariamente. A renovagao
da &gua foi continua, sendo que a temperatura manteve-se em 26+3°C, a alcalinidade
em 127,5 + 7,20 mg.L™*, a condutividade de 150 + 10 pS.cm™, o pH de 6,2 + 1,0 e
oxigénio dissolvido de 6,0 + 1,0 mg.L™ durante o periodo experimental.

Para a formulacdo das racfes foram realizadas andlises da composicao
bromatoldgica dos ingredientes utilizados, segundo a AOAC (2000). As analises foram
realizadas em duplicatas Centro de Aquicultura, UNESP - Universidade Estadual
Paulista, Jaboticabal, Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos.

Duas dietas foram formuladas, usando os mesmos ingredientes (R30: dieta com
30% do teor de proteina de origem animal; R60: dieta com 60% do teor de proteina de
origem animal), e mesma composi¢cdo de nutrientes, as quais foram utilizadas para
adicdo das enzimas. Dois produtos comerciais: uma mistura de alfa-amilase (IUB No.
3.2.1.1; 200 KNU g?*) e de endo-B-glucanase (IUB No. 3.2.1.6; 350 FBG g?)
provenientes do Bacillus amyloliquefaciens; ou a fitase (IUB No. 3.1.3.26; 5.000 UF g™?)
proveniente do fungo Peniophora lycii foram avaliados. As enzimas exogenas foram
testadas isoladamente (AG = 150 mg do complexo amilase e endo-B-glucanase kg*; Fi
= 2.500 UF kg) ou em associacdo (AGF = 100 mg do complexo amilase com endo-B-
glucanase mais 1.500 UF kg™ de dieta) e comparadas com as dietas sem adicdo de

enzimas.
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As oito dietas (Tabela 1) foram processadas em méaquina de moer carne com a

adicdo de 40% de agua e secas em estufa de ventilacdo forcada a 40°C, para que se

evitasse a perda na atividade das enzimas.

Tabela 1- Férmulas e composicdo das dietas experimentais.

Ingrediente (%)

Dietas

R30 R30Fi R30AG R30AGF R60 R60Fi R60AG R60AGF
Farinha de peixe (60% PB) 14,2 14,2 14,2 14,2 359 359 35,9 35,9
Farinha de visceras (60% PB) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Farinha de sangue (84% PB) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Farelo de soja (46% PB) 34,0 340 34,0 34,0 124 124 12,4 12,4
Concentrado proteico de soja (65% PB) 16,5 16,5 16,5 16,5 11,4 11,4 114 11,4
Glaten de milho (66% PB) 4,1 4,1 4,1 4,1 1,8 1,8 1,8 1,8
Amido de milho 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Farelo de trigo 3,8 3,8 3,8 3,8 15,7 15,7 15,7 15,7
Quirela de arroz 29 2,9 29 29 4,0 4,0 4,0 4,0
Oleo degomado de soja 2,0 2,0 2,0 2,0 - - - -
Suplemento mineral e vitamfnico® 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Caulim 545 540 5,435 5,43 1,75 1,70 1,635 1,62
Vitamina C 0,056 0,05 0,05 0,05 0,056 0,05 0,05 0,05
Fitase - 0,05 - 0,03 - 0,05 - 0,03
Amilase+endo-B-glucanase - - 0,015 0,01 - - 0,015 0,01
Composicéo calculada®:
Matéria seca (%) 93,53 93,563 93,53 93,53 93,28 93,28 93,28 93,28
Proteina bruta (%) 42,58 42,58 42,58 42,58 42,76 42,76 42,76 42,76
Extrato etéreo (%) 5,11 5,11 5,11 5,11 513 5,13 5,13 5,13
ENN (%) 3539 3539 3539 3539 32,10 32,10 32,10 32,10
Fibra bruta (%) 3,40 3,40 3,40 3,40 2,73 2,73 2,73 2,73
Matéria mineral (%) 7,08 7,08 7,08 7,08 10,56 10,56 10,56 10,56
Calcio (%) 0,69 069 0,69 0,69 1,29 1,29 1,29 1,29
Fosforo (%) 0,88 0,88 0,88 0,88 1,47 1,47 1,47 1,47
Energia bruta (kcal kg™) 4025 4025 4025 4025 3993 3993 3993 3993

R30: dieta com 30% do teor de proteina de origem animal; R60: dieta com 60% do teor de proteina de origem animal; AG: 150 mg
do complexo amilase e endo-B-glucanase kg™; AGF: 100 mg do complexo amilase com endo-B-glucanase mais 1.500 UF kg™; Fi:

2.500 UF kg'™;

1 Cada 1% fornece: acido folico (2,00 mg); acido pantoténico (40,00 mg) antioxidante (250,00 mg); colina (300,00 mg); cobre (20,00
mg); ferro (200,00 mg); iodo (10,00 mg;) manganés (140,00 mg); selénio (0,30 mg); vit A (6.000,00 U | kg-1); Vit B (32,00 mg); Vit
B12 (40,00 mg); Vit B2 (16,00 mg); Vit B6 (6,00 mg); Vit C (400,00 mg); Vit D3 (6000,00 U | kg-1); Vit E (100,00 UI kg-1); Vit K

12,00 mg); zinco (300,00 mg); niacina (200,00 mg); biotina (0,20 mg);

Composicéo calculada a partir da analise de ingredientes dos alimentos.
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Os animais foram alimentados até aparente saciedade com as diferentes dietas

por 70 dias, trés vezes ao dia, sendo a principal alimenta¢éo no periodo noturno.

Atividade das enzimas digestivas enddgenas.

Oito peixes de cada tratamento foram anestesiados (n=64), por imersdo em agua
com gelo e o pancreas e o estdbmago foram retirados, embalados em lamina de
aluminio, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -78°C. Todas as analises
foram realizadas na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP -
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, no Laboratério no Laboratorio de
Enzimologia Aplicada do Departamento de Tecnologia.

Os tecidos do pancreas e estdtmago foram homogeneizados individualmente, em
um homogeneizador marca OMNI modelo GLH 500, por trés pulsos de trinta segundos.
Para a homogeneizacdo do pancreas utilizou-se tampéo Tris.HCI 500 mM, pH 8,0
contendo CaCl, 50 mM, numa propor¢cdo de 1:10 (peso:volume), dividido em duas
por¢cBes. Na porcdo destinada a analise de lipase, adicionou-se 50% de glicerol e 1,5
mM de ditiotrietol. Na homogeneizacdo do estbmago, o tampao Tris.HCI foi substituido
por agua destilada gelada. Os extratos brutos foram centrifugados a 7000 G (10000
rpm) por 10 minutos, sob refrigeracdo a 4°C, depois filtrados em |a de vidro, congelados
em nitrogénio liquido e armazenados a -78°C, até as determinacdes.

Em cada determinacéo foram incluidos controles sem adicdo de enzima, para se
estimar a hidrolise espontdnea do substrato. As determinacbes foram feitas em
triplicata, sendo que as velocidades iniciais permaneceram constantes durante a

reacdo, com menos de 5% do substrato sendo hidrolisado.

v' Pepsina

A atividade de pepsina nas amostras de estdmago foi determinada de acordo
com a metodologia proposta por ANSON (1938), descrito no WORTHINGTON ENZYME
MANUAL (1972). O extrato enzimatico foi acidificado com HCI 0,3 N (10:1 v:v). A reacao

foi iniciada pela adicdo de hemoglobina bovina 2,5% em HCI 60 mM, no meio de reacao
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a 25 °C. Apo6s 10 minutos, foram adicionados 5,0 mL de &cido tricloroacético para
interromper a reacdo, que foi deixada em banho por mais cinco minutos para a
precipitacdo da proteina. Apos filtragem em papel Watman 42, foi realizada a leitura da
absorbancia em 280 nm (UV), utilizando-se cubeta de quartzo. Uma unidade (U) de
enzima foi definida como sendo 1 nmol de tirosina liberada por minuto por % de peso

vivo, nas condic¢des do teste.

v Lipase

A atividade da lipase foi determinada continuamente a 37°C, em meio de reagao
contendo concentracdes finais de p-nitrofenilpalmitato 0,5 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 150
mM, taurodeoxicolato de sodio 1,98 mM, Triton X 100 1,27 mg, goma arabica 0,63 mg e
excesso de colipase de cachara, obtida segundo BROCKMAN (1981), em um volume
final de 1,5 mL.

A reacdo foi iniciada pela adicdo do extrato enzimatico ao meio de reacdo. A
liberacdo do produto foi determinada continuamente através da formacdo do ion p-
nitrofenolato (coeficiente de absorcdo = 1,32 10* M™* cm™), em 410 nm, durante 120
segundos, em um espectrofotbmetro Hitachi U-200, equipado com célula
termostatizavel com variacdo de + 0,1°C. Um branco para cada amostra foi analisado
simultaneamente pela adicdo do extrato, nas mesmas condi¢cbes, s6 que sem a
presenca do substrato, para eliminar o efeito do surgimento de outros compostos cuja
absorbancia se da no mesmo comprimento de onda. Uma unidade de atividade
enziméatica de lipase foi definida e expressa como a quantidade de enzima que libera 1

nmol de p-nitrofenolato por % de peso vivo.

v' Tripsina

A atividade de tripsina foi determinada segundo KAKADE et al. (1974). A
ativacdo do tripsinogénio foi efetuada em tampéo Tris.HCI 50mM contendo CacCl,
50mM, pH 8,2. Em cada dosagem, o extrato diluido de cada um dos segmentos foi
incubado com 4,5 unidades de enteroquinase suina (SIGMA). Apds 30 minutos de

incubacao a 25°C, uma aliquota de 0,4 mL do meio de reacao obtido foi utilizada para a
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determinacédo da atividade de tripsina. A reacdo sempre foi iniciada pela adicdo de 1 mL
do substrato N-alfa-benzoil-DL-arginina-para-nitroanilida (BAPNA) ao meio de reacéo.
Ap6s cinco minutos, a reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de 0,2 ml de &cido acético
30% (v/v). A absorbancia foi determinada a 410 nm. Uma unidade (U) de enzima foi

definida como sendo 1 nmol de p-nitroanilida liberada por % de peso vivo.

v" Quimotripsina

A atividade de quimotripsina foi determinada segundo ERLANGER et al. (1966),
a 25°C. A ativacdo do quimotripsinogénio foi efetuada como descrito para o
tripsinogénio, em tampéo Tris.HCI 0,2M contendo CaCl, 0.05M, pH 7,6. A reagéao foi
iniciada pela adicdo de 1 mL do substrato glutaril-L-fenilalanina-4-nitroanilida (GAPNA),
ao meio de reacdo. Apos 45 minutos, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 0,2 mL
de acido acético 30% (v/v). Uma unidade (U) de enzima foi definida como sendo 1 nmol

de p-nitroanilida liberada por minuto por % de peso vivo.

v' Amilase

A atividade de a-amilase foi determinada segundo BERNFELD (1955). As
condi¢cbes dos ensaios foram: tampéao fosfato 20 mM, pH 6,9, contendo NaCl 7 mM e
amido soluvel 1%, em um volume de final de 1 mL. ApOs cinco minutos, a reacao foi
interrompida pela adicdo de 05 mL de 4&cido 3,5-dinitrosalicilico. Apds
homogeneizacao, as amostras foram colocadas em banho-maria em ebulicdo, por cinco
minutos, resfriadas e diluidas com 10 mL de agua destilada. ApGs agitacdo, a
absorbéncia foi determinada a 530 nm. Uma unidade de atividade enzimatica de
amilase pancreatica foi definida e expressa como a quantidade de enzima que libera 1

umol de maltose por % de peso vivo.

Analise estatistica

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados com oito tratamentos em

esquema fatorial 2x4, correspondendo a duas proporc¢des de proteina de origem animal
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na dieta e a quatro quantidades de enzimas, utilizando quatro blocos para peso. Os
dados foram submetidos a analise de variancia, apés teste de normalidade, Cramer-
Von Mises de acordo com EVERITT (1998), e utilizou-se o teste de Tukey para

comparacao das médias (P<0,05).

Resultados e Discusséo

Os resultados médios das atividades das enzimas digestivas estudadas e a
analise de variancia encontram-se na Tabela 2. Observou-se que o tipo de dieta
influenciou significativamente a producéo de tripsina, quimotripsina, pepsina e lipase,
enquanto que o uso de enzimas alterou significativamente a producdo endogena de
amilase e tripsina.

O uso da dieta R60 provocou um aumento da producdo meédia de tripsina,
quimotripsina e lipase, enquanto a atividade da pepsina diminuiu com a dieta R60. A
adicdo de AG ou AGF parece nédo ter tido efeito sobre a producdo de amilase
endogena. No entanto, a adicdo de Fi provocou uma maior producdo de amilase
enddgena, quando comparado com 0s animais que consumiram dietas com auséncia
de enzimas (Tabela 2).

A adicdo de AG ou Fi acarretou no aumento da producdo de tripsina, quando
comparado com 0s animais que ndo consumiram enzimas, enquanto que o uso de AGF
nao diferiu significativamente dos demais tratamentos para esta variavel.

Na tentativa de se adequarem as mudancgas da dieta, 0s peixes apresentam
habilidade de adaptacdo dos seus processos digestivos, tais como perfil e secrecao
enzimaticos, absor¢cdo e transporte de nutrientes (KAPOOR et al., 1975; HOFER,
1979a,b; BUDDINGTON et al., 1987, 1997), embora estas habilidades variem entre as
espécies. Os carnivoros parecem ter uma capacidade limitada em alterar sua funcéo
digestiva e de transporte de nutrientes de acordo com a composic¢do da dieta, enquanto
0s onivoros exibem uma habilidade muito maior (BUDDINGTON et al., 1987,1997).
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O cachara, mesmo sendo um peixe carnivoro, apresentou a capacidade de
modular a producdo das enzimas pancreaticas e da pepsina. Estes resultados diferem
dos encontrados por LUNDSTEDT et al. (2004) para pintado (Pseudoplatystoma
coruscans), que observaram as enzimas digestivas mostrando-se constitutivas, uma
vez que ndo ocorreu alteragdes na atividade das mesmas, em partes distintas do
intestino com os diferentes teores de proteina. E importante salientar que no estudo de
LUNDSTEDT et al. (2004) com pintado, foi realizado utilizando-se o estdbmago e lumen
intestinal e ndo o tecido alvo produtor de enzimas. Além disso, ndo havia um tratamento
sem adicdo de proteina para que comprovasse que mesmo sem a presenca deste

nutriente a enzima continuaria a ser expressa.

Peixes carnivoros s8o conhecidos por ndo serem tdo habeis em aproveitar
carboidratos como os onivoros e herbivoros (DABROWSKI & GUDERLEY, 2002;
KROGDHAL et al.,, 2005). O aumento na producdo de amilase pode ocorrer em
resposta a presenca de carboidratos ou de produtos de sua hidrélise no limen do trato
gastrintestinal. A glicose pode influenciar diretamente a producdo da amilase pelo
tecido pancreético, ou indiretamente, estimulando a liberacéo de insulina pelo pancreas

que atuard estimulando a producao de amilase (JOBLING,1994).

O efeito do tipo de dieta sobre a producdo de amilase ndo foi observado,
provavelmente pelas duas racdes apresentarem uma composi¢cdo muito semelhante
nos teores de carboidratos. O uso de AGF nas dietas ndo foi suficiente para inibir a
producédo enddgena de amilase; pelo contrario, apresentou tendéncia de aumento. LI et
al. (2009) observaram aumento na producdo endbégena de amilase no intestino de
tilapias alimentadas com dietas contendo enzima para carboidratos ndo amilaceos e ou
fitase, quando comparados com peixes alimentados com dieta sem a adicdo das

mesmas.

Neste estudo, observou-se que a adi¢cao de Fi estimulou um aumento da sintese
de amilase endogena, quando comparado com o tratamento isento de enzimas, o que
pode ocasionar um melhor aproveitamento do amido como fonte energética. MAENZ

(2001) sugeriu que o uso de fitase melhora a acdo das carboidratases, provavelmente
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pela liberacdo de ions que sao co-fatores destas enzimas. Além disso, foi verificado que
o acido fitico diminui a agcado da a-amilase in vitro, sugerindo que a fitase adicionada
destréi o seu efeito antinutricional (CAWLEY & MITCHELL, 1968; SHARMA et al.,1978).

PHILLIPS (1969) afirmou que em peixes, tanto o estbmago quanto a mucosa
intestinal, o pancreas e os cecos piléricos sdo fontes de enzimas proteoliticas. A
secrecdo dessas enzimas é mediada por estimulos neurais e hormonais, que
geralmente provocam um aumento da secrecdo enzimatica para a luz do tubo
digestorio. Entretanto, outros fatores de natureza quimica, distinta dos sinalizadores
endogenos, podem estar relacionados ao estimulo de producdo e ou secre¢do das
enzimas digestivas.

Neste estudo, a alteracdo da quantidade de proteina de origem animal causou
uma alteragdo na producao de pepsina, que pode ser uma caracteristica intrinseca a
esta espécie de peixe, uma vez que a atividade da pepsina é pouco alterada pelo teor
da proteina da dieta, de acordo com ZAMBONINO INFANTE & CAHU, (2007).
LUNDSTEDT et al. (2004) ndo observaram alteracdes na producéo de proteases totais
no estdmago de pintado (Pseudoplatystoma coruscans) alimentados com diferentes
teores de proteina bruta. Para o cachara, a adicdo das enzimas nao foi suficiente para
promover alteracdes significativas na producgéo de pepsina. No entanto, um aumento da
atividade de proteases totais foi observado por LI et al. (2009), no estbmago de juvenis
de tilapias alimentadas com dietas contendo fitase e ou enzimas para carboidratos nédo
amilaceos, quando comparados com peixes alimentados com dieta sem a adicdo das

mesmas.

AlteracOes da producao de tripsina nas larvas dos peixes séo controladas pelo
nivel de colecistocinina (CCK) (KUROKAWA et al., 2000), que por sua vez é regulado
indiretamente e positivamente pelo nivel dietético da proteina e pelo comprimento da
cadeia (CAHU et al., 2004). Assim, as maiores producdes de tripsina e quimotripsina
nos juvenis de cachara que consumiram R60 podem estar relacionadas com o
reconhecimento dos substratos pelas enzimas e com a composi¢do das dietas que

estimularam a transcricdo das mesmas.
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A adicdo das enzimas exdgenas, principalmente de 2.500 UF, causou um
aumento na producdo de tripsina. Isto deve estar relacionado com a liberacdo das
proteinas ligadas ao fitato, ou aumento ao reconhecimento das proteinas integras no
intestino, com consequente aumento da liberacdo de CCK, estimulando assim a sintese
do tripsinogénio.

Outra possibilidade que ndo pode ser descartada seria a diminuicdo da
viscosidade da dieta. SINGH & KRIKORIAN (1982) observaram que a atividade da
tripsina in vitro diminuiu em até 46% com a presenca de fitato. Por outro lado, SAJJADI
& CARTER (2004) ndo observaram o efeito da adicdo de fitase e de fitato sobre a
atividade da tripsina em um estudo com salméo (Salmo salar L.). Estes autores
afirmaram que a concentragdo de 1% de fitato utilizada pode néo ter sido suficiente e
usam a citacdo de SELLE et al. (2000) de que apesar do fitato inibir a acdo das
enzimas digestivas, o assunto ainda néo foi devidamente solucionado. No estudo com
tilapias, NWANNA (2007) observou aumento nas atividades de amilase, proteases e
lipase no intestino de juvenis alimentados com diferentes niveis de fitase, quando
comparados com outros que receberam uma dieta sem a adicdo desta enzima.

Em larvas, a atividade de lipase raramente se altera em funcdo da mudanca da
proteina na dieta, mas sim, em fung¢do do teor de lipideos e de fosfolipideos da dieta
(ZAMBONINO INFANTE & CAHU, 2007). Apesar da semelhanca entre os teores de
extrato etéreo das duas racdes, a dieta R60 provocou um aumento na atividade desta
enzima, provavelmente em funcéo da fonte de fosforolipideos que é a farinha de peixe.
FOUNTOULAKI et al. (2005) verificaram que os resultados encontrados indicavam que
as atividades das enzimas digestivas foram afetadas pela composicdo da dieta,
principalmente pelos niveis de carboidratos e lipideos.

Nao foi observado efeito significativo para a adicdo das enzimas sobre a
atividade da lipase, talvez em decorréncia do alto coeficiente de variacdo para esta
variavel (70,46 %), embora tenha ocorrido diferenca significativa para o tipo de dieta.
Estudos mostraram que a viscosidade pode impedir a difusdo e transporte de lipase, de
Oleos e da bile (SMITS & ANNISON, 1996), além de inibir a diluicdo de lipase e

nutrientes (ANNISON et al. 1996). Neste estudo, a adi¢cdo das enzimas que diminuem a
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viscosidade da dieta, ou de fitase que libera minerais, ndo alterou a producéo enddégena
da lipase. LI et al. (2007) estudaram a adi¢cdo dos ions cobre, ferro e zinco em dietas
para juvenis de tildpia e comprovaram que estes ions aumentam a producao de lipase e
amilase. LI et al. (2009) ndo observaram alteracées na producéo de lipase em tilpias
alimentadas com dietas contendo fitase ou enzimas para carboidratos ndo amilaceos, e
sugeriram que os minerais liberados pela atuacéo destas enzimas nao foram suficientes
para aumentar a atividade das enzimas enddgenas. Ainda ndo se tem uma explicacao
definitiva para esses comportamentos. Parece razoavel admitir que as enzimas
exdgenas utilizadas ndo exerceram nenhuma influéncia na producdo de lipase nos

peixes.

Conclusdes

As dietas com maior teor de proteina de origem animal aumentaram os niveis de
enzimas proteoliticas pancreéticas e de lipase. As enzimas exdgenas fitase, amilase e
endo-B-glucanase possuem papel importante na nutricAo de peixes carnivoros
melhorando o aproveitamento da proteina e dos carboidratos por estimularem a
producdo das enzimas digestivas endogenas. Os niveis de enzimas digestivas do

cachara dependem do tipo de dieta e/ou da adicdo de enzimas exdgenas.
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CAPITULO 5 - HISTOLOGIA DO TRATO DIGESTORIO DE JUVENIS DE CACHARA
(Pseudoplatystoma reticulatum) ALIMENTADOS COM DIETAS CONTENDO
ENZIMAS EXOGENAS E DIFERENTES PROPOR(;@ES DE PROTEINA DE ORIGEM
ANIMAL.

Resumo - O objetivo do trabalho foi estudar as alteracdes histolégicas no trato
digestorio e em glandulas anexas, causadas pela mudanga na proporcdo de proteina
de origem animal da dieta e ou pela adicdo de enzimas exogenas: amilase com endo-f3-
glucanase e fitase. Os peixes foram alimentados por 70 dias, com duas dietas com
distintas formulagfes, usando os mesmos ingredientes (R30: dieta com 30% do teor de
proteina de origem animal; R60: dieta com 60% do teor de proteina de origem animal),
mesma composicao de nutrientes e quatro quantidades de enzima (sem enzima; 150
mg do complexo amilase e endo-B-glucanase kg™ (AG); 2.500 UF kg™ (Fi); 100 mg do
complexo amilase com endo-B-glucanase mais 1.500 UF kg (AGF)), totalizando oito
tratamentos. Ao final do periodo experimental foram coletados o figado, pancreas,
estdbmago e intestino de quatro peixes de cada tratamento para avaliacdo histolégica.
Observou-se que as alteragdes observadas no figado em fungéo das diferentes dietas e
da adicdo de enzimas podem ter tido influéncia do processamento das amostras. As
dietas influenciaram a secrecdo das mucinas nas regides cardica e pilérica, mas a
adicdo das enzimas influenciou a prodecéo de glicoproteinas de modo diferente em
cada dieta. A observacdo das reacbes EOF e HE nao possibilitaram a deteccdo do
efeito das enzimas exdgenas avaliadas, nem mesmo da alteracdo da porcentagem de
proteina de origem animal sobre a producdo de zimogénio no pancreas. As enzimas
exogenas parecem agir de modo diferente sobre por¢des distintas do trato digestorio e
ainda estimulam a producdo de mucinas &cidas e neutras de formas diferentes

dependendo da dieta.

Palavras-chave: figado, histologia, intestino, pancreas, peixe carnivoro.
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Abstract - This work aimed study the histologic alterations in the digestive tract and in
the adjacent glandules caused by the change of animal-protein proportion in the diet and
or by amylase with endo-B-glucanase and phytase exogenous enzymes addition. The
fishes were feed by 70 days, using two diets having different formulas, using the same
ingredients (R30: diet using 30% of animal-protein and R60: diet using 60% animal-
protein) and the same nutrients composition, with four amounts of enzyme (control,
without enzyme; 150mg of AG kg™ (AG); 2,500 UF kg™ (Fi); 100mg of AG kg™; + 1,500
UF kg™ (AGF)), totalizing eight treatments. In the end of the experimental period, liver,
pancreas, stomach and guts were collected from four fishes in each treatment to the
histologic evaluation. It was observed that the alterations observed in the liver can have
had influence of the processing of the samples. The diets influenced the mucinous
secretions in the cardiac and pyloric regions, but the enzymes addition influenced in a
different way in each diet; the EOF and HE reactions observations did not possibility the
evaluated exogenous enzymes effect, neither in the animal-protein percentage alteration
under the zimogens production in the pancreas. The exogenous enzymes fell like act in
a different way under distinct portions of the digestive tract and still stimulate acid and

neutral mucinous production in a different way depending the diet.

Keywords: carnivorous fish, guts, histology, liver, pancreas.
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Introducéo

Os custos cada vez mais altos das matérias primas tradicionais, utilizadas na
formulacdo de racdes tém aumentado o interesse no uso de enzimas exdgenas em
dietas (CAVERO, 2004). Esta utilizagdo € uma alternativa para destruir fatores
antinutricionais, aumentar a digestibilidade dos alimentos e o desempenho dos animais.
A fitase é a principal enzima estudada em dietas para peixes e tem como principal
finalidade a ag&o sobre o acido fitico (inositolhexafosfato), que € um fator antinutritional,
capaz de quelar os minerais como célcio, magnésio, ferro e o zinco, além de ligar-se a
proteinas e aminoacidos (COWIESON et al., 2004). A a-amilase hidrolisa as ligacoes
glicosidicas a 1-4, liberando oligossacarideos (LOVELL, 1988). J& as glucanases sao
especificas para polissacarideos ndo amilaceos, que sdo um grupo complexo composto
predominantemente por ligacbes de mondmeros de hexoses e pentoses (STONE,
2003).

O uso destas enzimas deve promover aumento dos nutrientes disponiveis aos
animais, desencadeando processos metabdlicos os quais poderao ter reflexo sobre o
armazenamento de energia (glicogénio e lipideos no figado) e produgcéo de enzimas
pelo pancreas e de mucinas no trato digestivo.

Conhecer os efeitos de alteracbes nas dietas sobre as variaveis histologicas que
afetam diretamente a digestao, tanto pelo uso de ingredientes mais baratos como pelo
uso de enzimas exogenas, pode gerar informacdes que direcionem melhor as
formulacdes e a saude dos peixes. De forma geral, informacdes sobre possiveis
adaptacdes histoldgicas dos peixes as variagdes nos nutrientes da dieta, que possam
realmente ter importancia para a alimentacdo de espécies de interesse a aquicultura
ainda sao escassas (LUNDSTEDT, 2003).

O cachara (Pseudoplatystoma reticulatum = Pseudoplatystoma fasciatum
reticulatum, EIGENMANN & EIGENMANN, 1989) € uma das principais espécies
produzidas no territorio brasileiro, destacando se entre os surubins, por seu maior valor
econdmico e importancia comercial. Segundo QUEIROZ et al. (2002), durante os

altimos anos, varias empresas tém investido no cultivo intensivo dessa espécie obtendo
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resultados satisfatorios, com otimizacdo dos sistemas produtivos e avanco tecnoldgico
baseado no aumento do conhecimento sobre a biologia desta espécie, o que tem
diminuido o esforco pesqueiro e possibilitado a manutencdo dos estoques naturais. Por
apresentarem o habito alimentar carnivoro, somente sédo criados com dietas artificiais
contendo altos teores de proteina bruta. No entanto, atualmente existe uma
necessidade premente de utilizacdo de dietas eficientes, de baixo custo, que atendam
as habilidades digestivas das espécies e, ainda, reduzir o impacto ambiental. Varios
estudos tém sido desenvolvidos para melhorar o aproveitamento dos alimentos vegetais
e substituicdo da farinha de peixe por produtos de origem vegetal (REFSTIE, 2007).

O objetivo do presente trabalho foi estudar a alterag6es no figado, producédo de
zimogénio pelo pancreas e de mucinas no trato digestério causadas pela mudanca na
proporcao de proteina de origem animal e ou pela adi¢cdo de enzimas exdgenas amilase

com endo-B-glucanase e ou fitase.

Material e Métodos
Manejo dos animais e tratamentos

Os peixes, P. reticulatum, foram mantidos em 32 aquarios de fibra de vidro com
capacidade de 450 L, sendo 12 peixes por aquario, separados em quatro classes de
peso iniciais: 130 a 170 g; 180 a 210 g; 215 a 250 g e 255 a 300 g.

As unidades experimentais foram cobertas com lona plastica preta, sendo
descobertas somente para a sua limpeza, que era realizada diariamente. A renovacgéo
da agua foi continua, sendo que a temperatura foi de 26+3°C, a alcalinidade em 127,5 +
7,20 mg.L?, a condutividade de 150 + 10 pS.cm™, o pH de 6,2 + 1,0 e oxigénio
dissolvido de 6,0 + 1,0 mg.L™ durante o periodo experimental.

A composicdo bromatoldgica dos ingredientes utilizados para formulacdo das

racoes foi determinada segundo a AOAC (2000), no Centro de Aquicultura da UNESP —
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Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, no Laboratorio de Nutricdo de Organismos
Aquaticos.

Duas dietas foram formuladas, usando os mesmos ingredientes (R30: dieta com
30% do teor de proteina de origem animal; R60: dieta com 60% do teor de proteina de
origem animal), e mesma composicao de nutrientes, e foram utilizadas para adi¢do das
enzimas. Dois produtos comerciais: uma mistura de alfa-amilase (IlUB No. 3.2.1.1; 200
KNU g*') e de endo-B-glucanase (IUB No. 3.2.1.6; 350 FBG g™) provenientes do
Bacillus amyloliquefaciens; e a fitase (IUB No. 3.1.3.26; 5.000 UF g™) proveniente do
fungo Peniophora lycii foram avaliados. As enzimas exdgenas foram testadas
isoladamente (AG = 150 mg do complexo amilase e endo-B-glucanase kg™; Fi = 2.500
UF kg?) ou em associacdo (AGF = 100 mg do complexo amilase com endo-B-
glucanase mais 1.500 UF kg™ de dieta) e comparadas nas dietas sem adicdo de
enzimas.

As oito dietas (Tabela 1) foram processadas em méaquina de moer carne com a
adicdo de 40% de agua e secas em estufa de ventilacdo forcada a 40°C, para que se
evitasse a perda na atividade das enzimas.

Os animais foram alimentados até aparente saciedade, com as diferentes dietas
por 70 dias, trés vezes ao dia (8; 14 e 23 horas), sendo a principal alimentacdo no
periodo noturno. Ao final deste periodo, quatro peixes de cada tratamento (n=32) foram
imersos em banho com gelo, pesados e abatidos, tomando-se o cuidado de amostrar

animais com pesos intermediarios dentro do tanque.

Andlises histoldgicas

No final de 70 dias de alimentac&do, 0s peixes permaneceram em jejum de 24
horas e foram utilizados para a retirada de amostras do figado, pancreas, estbmago e
intestinos. Para a coleta de amostras, as regides intestinais foram divididas e
denominadas: intestino proximal (IP), intestino meédio (IM) e intestino distal ou reto (R),

conforme descrito por CAL (2006), para o pintado (Pseudoplatystoma coruscans).
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Ingrediente (%) - Dietas -
R30 R30Fi R30AG R30AGF R60 R60Fi R60AG R60AGF

Farinha de peixe (60% PB) 14,2 14,2 14,2 14,2 359 359 35,9 35,9
Farinha de visceras (60% PB) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Farinha de sangue (84% PB) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Farelo de soja (46% PB) 34,0 34,0 34,0 34,0 124 124 12,4 12,4
Concentrado proteico de soja (65% PB) 16,5 16,5 16,5 165 114 11,4 11,4 11,4
Glaten de milho (66% PB) 4,1 4,1 4,1 4,1 1,8 1,8 1,8 1,8
Amido de milho 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Farelo de trigo 3,8 3,8 3,8 3,8 15,7 15,7 15,7 15,7
Quirela de arroz 2,9 29 29 29 4,0 4,0 4,0 4,0
Oleo degomado de soja 2,0 2,0 2,0 2,0 - - - -
Suplemento mineral e vitaminico® 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Caulim 545 540 5,435 5,43 1,75 1,70 1,635 1,62
Vitamina C 0,056 0,05 0,05 0,05 0,056 0,05 0,05 0,05
Fitase - 0,05 - 0,03 - 0,05 - 0,03
Amilase+endo-B-glucanase - - 0,015 0,01 - - 0,015 0,01
Composicao calculada®:
Matéria seca (%) 93,53 93,63 93,53 93,53 93,28 93,28 93,28 93,28
Proteina bruta (%) 42,58 42,58 42,58 42,58 42,76 42,76 42,76 42,76
Extrato etéreo (%) 5,11 5,11 5,11 5,11 513 5,13 5,13 5,13
ENN (%) 3539 3539 3539 3539 32,10 32,10 32,10 32,10
Fibra bruta (%) 3,40 3,40 3,40 3,40 2,73 2,73 2,73 2,73
Matéria mineral (%) 7,08 7,08 7,08 7,08 10,56 10,56 10,56 10,56
Calcio (%) 0,69 069 0,69 0,69 1,29 1,29 1,29 1,29
Fosforo (%) 0,88 0,88 0,88 0,88 1,47 1,47 1,47 1,47
Energia bruta (kcal kg™) 4025 4025 4025 4025 3993 3993 3993 3993

R30: dieta com 30% do teor de proteina de origem animal; R60: dieta com 60% do teor de proteina de origem animal; AG: 150
mg do complexo amilase e endo-B-glucanase kg™; AGF: 100 mg do complexo amilase com endo-B-glucanase mais 1.500 UF kg’

- Fi: 2.500 UF kg

1 Cada 1% fornece: acido félico (2,00 mg); acido pantoténico (40,00 mg) antioxidante (250,00 mg); colina (300,00 mg); cobre
(20,00 mg); ferro (200,00 mg); iodo (10,00 mg;) manganés (140,00 mg); selénio (0,30 mg); vit A (6.000,00 U | kg-1); Vit B (32,00
mg); Vit B12 (40,00 mg); Vit B2 (16,00 mg); Vit B6 (6,00 mg); Vit C (400,00 mg); Vit D3 (6000,00 U | kg-1); Vit E (100,00 Ul kg-1);
Vit K (12,00 mg); zinco (300,00 mg); niacina (200,00 mg); biotina (0,20 mg);
2Composicéo calculada a partir da andlise de ingredientes dos alimentos.

As amostras foram fixadas em solucdo de Bouin por 24 horas. Apos a fixacao,

procedeu-se a lavagem em alcool 70% para a retirada do fixador, desidratacdo em

série alcodlica crescente (70 a 100%), diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina
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plastica (Histosec, Merck®). Cortes de cada amostra de cada peixe foram obtidos em
micro6tomo automatico (Leica-RM2155, Germany) com cinco pum de espessura. A
seguir, foram realizadas as coloracdes: hematoxilina-eosina (HE) em todos os 6rgéaos;
reacdo em Acido Periédico de Schiff (PAS) no estdbmago, figado e intestino; reacdo em
Alcian Blue pH 2,5 (AB) e reacdo PAS mais AB no intestino e EOF (eosina-orange-
fucsina) no pancreas, conforme descrito por BANCROFT & GAMBLE (2002). Os cortes
histologicos foram analisados e fotomicrografados em fotomicroscopio Leica-DM35. As
analises foram realizadas no Setor de Técnicas Morfolégicas (STM) do Departamento
de Morfologia e Fisiologia Animal da Unesp-Jaboticabal e no Laboratério de

Histopatologia do Instituto Butantd em S&o Paulo.

Resultados e Discussao

Pancreas

Entre o figado e o estbmago podem ser visualizadas a vesicula biliar e uma
massa irregular esbranquicada, considerado o pancreas compacto do cachara. SOUZA
et al. (2001) também relataram a existéncia de um pancreas compacto no
Pseudoplatystoma coruscans. Essa estrutura foi confirmada pelas observacgtes
histologicas, que revelaram as células pancreéticas e um grande namero de granulos
de zimogénio. Tal quantidade de granulos de zimogénio foi responsavel pelas altas
atividades das enzimas descritas no Capitulo 4 (Tabela 2).

O pancreas de cachara (Figura 1) € composto por uma capsula de tecido
conjuntivo denso que emite septos para o interior do 6rgdo formando uma espécie de
trabéculas, com a presenca de pequenos vasos sanguineos. Também foi observada a
presenca de conduto pancreatico revestido por um epitélio colunar simples com nucleo
na base da célula. Nestas trabéculas se organizam os &cinos do pancreas enddécrino e
exocrino. As células que compdem o exdcrino sédo acidofilas com nucleo basofilo. O

endocrino é composto por células com citoplasma claro e ndcleo central levemente
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basofilo. As observacdes confirmam as descritas por FLORES QUINTANA &
PORTELLA (2003) para esta espécie.

A B

éN

Cn

IL C
CP Q

-

Figura 1. Pancreas compacto de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum). A: HE, 200x; B: EOF,
1000 x. Observar ilhotas de Langerhans (IL) que compdem o pancreas enddcrino;
granulos de zimogénio em vermelho (Z); nicleo basdéfilo (N); células centro acinosas

(CA); conducto pancreético (CP); Canaliculo (Cn).

Varios autores descrevem que o uso de produtos de origens vegetais, como a
soja, provoca um aumento da atividade secretora do pancreas (RACKIS, 1974; GRANT
et al., 2000; KROGDAHL et al., 2003), aumentando o volume das células (RUNSEY,
1978; CARRATORE et al., 1997) e a diminuicAo dos granulos de zimogénios
(BOONYARATPALIN et al., 1998). Apesar das alteragbes encontradas na producao
endogena de enzimas pancreaticas (Capitulo 4), as técnicas de HE e EOF nao
possibilitaram detectar o efeito das enzimas exdgenas avaliadas nem mesmo da
alteracdo de porcentagem de proteina de origem animal, sobre a morfologia do

pancreas exdégenoe producéo de zimogénio.

Figado

A avaliacdo macroscopica do figado, localizado sobre a regido cefélica do

estbmago, nado demonstrou diferencas entre os diferentes tratamentos.
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Histologicamente, o figado do cachara apresenta grande numero de capilares
sinusédides. Os hepatdcitos estdo organizados ao longo dos capilares sinuséides, a
partir das ramificacdes dos vasos centrais, dispostos como trabéculas, observando-se
a ocorréncia de grupos de seis a oito células. Foi possivel observar a presenca de
tecido pancreédtico entremeado ao tecido hepatico, principalmente proximo a veia
central.

Os peixes que consumiram a dieta R60 apresentaram hepatdcitos levemente
arredondados com citoplasma claro e nucleo central, sem uma organizagédo cordonal
bem definida (Figura 2A). Por outro lado a adicdo de AG a dieta R60 acarretou o
aparecimento de regides com organizacao cordonal e acumulo de pigmento em tom
amarelo dentro dos hepatécitos e pequenas regides com intensa formacdo deste
material (Figura 2B), sendo provavelmente bile (HIBIYA, 1982). Nos peixes que
receberam o tratamento R60Fi observou-se congestdo nos capilares e menores
quantidades de pigmento produzido (Figura 2C), quando comparado com peixes que
consumiram R60AG. Com a adicdo de AGF a dieta R60, foram observados poucos
vacuolos, e a organizacao do tecido ficou mais bem definida, tanto a disposicdo dos
hepatdcitos quanto a dos capilares sinusoides (Figura 2D).

O desarranjo em forma de cordao dos hepatdcitos pode ser causado pelo aporte
excessivo de proteina na dieta que, segundo GAYAO (2009), causa efeito deletério
pela sobrecarga dos capilares. Nao foram encontrados estudos com a adicao de
enzimas que melhorassem a organizacdo cordonal, que poderia estar relacionada ao
melhor balanceamento das dietas.

Segundo KIERSZENBAUM (2008), a bile contribui para a absorcéo de gorduras
no limen intestinal e para detoxica¢do do organismo, o que poderia indicar um melhor
aproveitamento da fracdo lipidica da dieta nos tratamentos R60AG e R60Fi. Essa
admissao é suportada pelos dados de composi¢ao corporal, observados no Capitulo 3
— Figura 3. No entanto, bile é usualmente invisivel em condi¢des fisiolégicas normais,
sendo seu aparecimento em figado corado por HE, caracterizado como um sinal de
degeneracao (HIBIYA, 1982).
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Figura 2 - Figado de juvenil de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) alimentado com: A: R60. B:
R60AG. C: R60Fi. D: R60AGF. Observar hepatdcitos (H); pigmento (p); organizacédo
cordonal (trago); veia (V). HE-400x.

No tratamento R30, ocorreu aumento dos capilares sinusoides e os hepatécitos
tornaram-se vacuolizados (Figura 3A) quando comparados com o0s de peixes que
consumiram R60. Nos peixes do tratamento R30AG, ocorreu hipertrofia dos
hepatdcitos vacuolizados, com deslocamento do nudcleo para a periferia, fusdo de
células (Figura 2B). Para os peixes que consumiram dieta R30Fi, observou-se a
presenca de vacuolos (Figura 3C), mas em menor intensidade que as encontradas nos
animais que consumiram R30 e R30AG, observando-se também a presenca de bile
parada nos canais sinusoéides. Nos peixes que receberam dieta R30AGF, o aumento

aparente das células néo foi tdo expressivo, 0 nucleo ndo se deslocou tanto e o tecido
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apresentou-se melhor organizado (Figura 3D), quando comparados com 0s peixes que
receberam apenas R30.

A presenca de vacuolizacdes citoplasmaticas indica a existéncia de regiées com
provaveis concentracdes de lipidios e glicogénio ou a combinacdo de ambos (Figura 3).
OSTASZEWSA et al. (2005) também observaram maiores estoques de lipidios nos
hepatdcitos, em seu estudo com o pacu (Piaractus mesopotamicus) alimentado com
dietas a base de soja. CARRATORE et al. (1997), em um estudo com o udo de farinha
de soja para tilapia, verificaram um aumento da vacuolizacdo e uma provavel aumento
na permeabilidade vascular pelo uso de soja. Isto também foi observado neste estudo,
com a adi¢cdo de maiores quantidades farelo de soja e concentrado protéico de soja a
dieta R30.

CABALLERO et al. (1999) mostraram que tanto a quantidade como a qualidade
de proteina causam altera¢des no nucleo dos hepatdcitos. Modificagdes estruturais no
nacleo séo utilizadas como um reflexo de patologia nutricional (MOSCONI-BAC, 1987).
Neste estudo tais alteracdes nao foram observadas.

Apesar da auséncia de trabalhos mostrando o efeito deletério da fitase sobre o
figado de peixes, MATSUI et al. (2000) e MATOS et al. (2008) mostraram em suinos,
que altos niveis de fitase em racdes ndo provocavam um efeito tdéxico. Da mesma
forma em peixes, o efeito do uso de carboidratases sobre a histologia do figado
também tem sido pouco explorado. A maior vacuolizacdo observada neste estudo com
0 uso de carboidratase, principalmente com o uso da dieta com baixo teor de proteina
de origem animal coincide com KUMAR et al. (2005), os quais também observaram
vacuolizacdo moderada em figado de Labeo rohita alimentados com uma dieta

experimental contendo amilase (100 mg kg™).
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Figura 3 - Figado de juvenil de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) alimentado com A: R30. B:
R30AG. C: R30Fi. D: R30AGF. Observar hepatdcitos (H); pigmentos (p); organizacao
cordonal (trago); veia (V); canal sinusoide (S); artéria (Ar); vacuolo (Vc); nucleo periférico (N).
HE-400x

Alteracdes morfolégicas no figado podem ser provocadas por substancias
quimicas, drogas e até mesmo pela alimentacdo, que sdo 0s principais responsaveis
por adaptacdes, lesbes e até de morte celular (HIBIYA, 1982; HONORATO, 2008).
Neste estudo, as alteracdes observadas e descritas podem ter tido influéncia do
processamento das amostras, uma vez que ndo foram observadas alteracoes

macroscoépicas que seriam esperadas com o grau de lesdes.
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Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da analise de PAS do figado dos
cacharas alimentados com as dietas dos diferentes tratamentos. Reagdo positiva foi
observada para todos os tratamentos, sendo que o tratamento com maior intensidade
de reacao foi o0 R30AGF, sugerindo maior quantidade de granulos de glicogénio no
interior dos hepatdcitos. Uma intensidade fraca ocorreu no tratamento R30Fi, e
intensidade média ocorreram nos demais tratamentos. Isto demonstra que as enzimas
exdgenas avaliadas tiveram acao diferente em cada dieta e que isto pode ter refletido
sobre a atividade metabolica no figado. As diferencas observadas podem estar
relacionadas a digestibilidade das dietas, ao tempo de transito gastrintestinal e

consequentemente, a disponibilidade de glicose.

Tabela 2 — Histoquimica (PAS) do figado e estdbmago de juvenis de cachara com as

dietas experimentais.

. Estdbmago

Tratamento Figado Cardia Fundo Piloro
R60 ++ +++ +++ +++
R60AG ++ +++ +++ +++
R60Fi + +++ +++ +++
R60AGF ++ ++ ++ ++
R30 ++ ++ +++ ++
R30AG ++ ++ +++ ++
R30Fi ++ ++ +++ ++
R30AGF +++ +++ +++ +++

Intensidade de reacgédo: (+) fraco; (++) médio; e forte (+++);

R30: dieta com 30% do teor de proteina de origem animal; R60: dieta com 60% teor de proteina de
origem animal; AG: 150 mg do complexo amilase e endo-fB-glucanase kg-1; AGF: 100 mg do complexo
amilase com endo-B-glucanase mais 1.500 UF kg-1; Fi: 2.500 UF kg-1.

Peixes carnivoros sdo conhecidos pela inabilidade de aproveitar glicose. Altos
niveis de carboidratos nas dietas podem aumentar a incidéncia de doencas e a
suscetibilidade a infecgcbes (KUMAR et al., 2005). Altos niveis de carboidratos causam
alteracdes histoldgicas no figado (TAN et al., 2007), com danos intracelulares como um
excesso de deposicao de glicogénio (BAEVERFJORD, 1992) e reducéo da capacidade
de desintoxicacdo de minerais (DIXON & HILTON, 1981; HILTON & HODSON, 1983;
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HITON, 1989). Desta forma, a adicdo de AG e AGF nas dietas favoreceu a

disponibilidade de glicose, mas ocorreu aproveitamento diferente em funcéo da dieta.
De forma geral, pode-se constatar que as alteracdes histoldgicas no figado do

cachara mostraram que as dietas com menor propor¢cao de proteina de origem animal

nao foram benéficas.

Estdbmago

O estbmago do cachara constitui-se em um o6rgdo em forma de J, e pode ser
caracterizado por trés regides: cardica, fundica e pildrica. Mostrou-se pregueado,
apresentando grande elasticidade e distendendo-se muito na presenca de alimento. A
tunica mucosa consiste em epitélio colunar simples com nucleo basal, lamina préopria e
glandulas gastricas oxintopéticas.

Nos peixes que receberam a dieta R60, observou-se na cardia, grande
quantidade de glandulas gastricas e epitélio com células secretoras de muco, (Figura
4A), a submucosa era espessa e a camada muscular também, mas com trés camadas
de tecido muscular. A regido fundica revelou-se composta por pregas gastricas com a
presenca de muitas glandulas gastricas, sendo mantidos os padrées da submucosa e
da muscular (Figura 4B). Na regido do piloro ocorreu diminuicdo da altura das pregas e
auséncia das glandulas géstricas. Observacfes semelhantes foram verificadas para o
pintado (Pseudoplatystoma coruscans) por CAL (2006); para tilapia (Oncorhynchus
mykiss) por OSTOS-GARRIDO et al. (1993) e para anchova (Engraulis anchoita) por
DIAZ et al. (2003).

N&o foram observadas alteracfes nas trés regibes do estdbmago dos peixes
alimentados com a dieta R60AG. Nos peixes alimentados com RG60Fi, nao foi
encontrado alteragdes na regido quando comparado com 0S peixes que consumiram
dieta R60, mas na regido cardica observou-se a presenca de pequenas pregas e na
regido fandica as pregas estavam mais baixas e com aumento de glandulas gastricas

As mesmas alteracfes foram observadas nos peixes que consumiram R60 com AGF.
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Observou-se que os peixes alimentados com R30 apresentaram as regioes
cardicas e pildricas tais como o descrito para os peixes que consumiram R60. Mas, na
regido fandica, houve uma diminuicdo do numero de glandulas gastricas e as
vilosidades eram aparentemente mais altas, quando comparadas com 0s animais que
consumiram R60Fi e R60AGF.

EP
GG

GG

W

Figura 4 - Estdmago de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum). A: regido cardica (PAS, 200x); B:
regido flndica (PAS, 50x); C: regido pilérica de peixe alimentado com R30AG (HE, 200x);
D: regido pildrica de peixe alimentado com R30 (HE, 200x). Observar: limen (L); camada
muscular (M); camada submucosa (S); glandulas gastricas (GG), pregas gastricas (P);
vilosidades (VI).
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O consumo de R30AG provocou alteragBes na regido fandica, com aparente
aumento do tamanho das pregas gastricas, quando comparada com 0s peixes que
ingeriram R30. Observou-se também uma alteracdo na regido do piloro (Figura 4C),
com um aumento no namero e na altura das pregas, quando comparada com a de
peixes que consumiram R60 e R30 (Figura 4D).

A adicdo de Fi na dieta R30 apresentou, na regido céardica, 0 mesmo padrdo dos
peixes alimentados com R60, a regido fundica manteve-se semelhante a dos peixes
alimentados com R30, e a regido pildrica apresentou-se semelhante a dos animais que
consumiram R30AG.

Nos peixes que consumiram R30AGF, a regido cardica apresentou-se tal como
descrito para R60, mas a regido fundica apresentou-se com menor nimero de
glandulas gastricas, pouco pregueada, e com pregas aparentemente mais baixas,
quando comparada com as dos outros tratamentos. Na regido pildrica, as pregas eram
mais baixas quando comparadas com 0s outros tratamentos que incluiram maior teor
de proteina de origem vegetal (R30; R30AG e R30Fi).

A Tabela 2 mostra a analise histoquimica das diferentes regides do estébmago de
cachara para os diferentes tratamentos. A reacado foi positiva para os tratamentos e
intensa, com excecao dos tratamentos R60 com AGF (para as trés regides), R30,
R30AG e R30Fi para as regifes céardicas e piloricas.

Os mucossacarideos neutros observados pela reacdo de PAS estdo
relacionados com protecdo da parede do 6rgéo e inibicdo de microorganismos e ainda,
estdo envolvidos em digestdo enziméatica, fungcbes absortivas e lubrificacdo do trato
digestorio (DIAZ et al. 2003). As dietas influenciaram a secrecdo das mucinas nas
regibes cardica e pildrica, mas a adi¢cdo das enzimas influenciou, de modo diferente,
em cada dieta. Sendo que a adicdao de AGF diminuiu a producdo de muco quando
adicionada em R60 e aumento em R30. Nao h& estudos com peixes que demonstrem
os efeitos de enzimas exdgenas sobre a producdo de mucos no estbmago. Segundo
SANIOTO (2008), a regulacdo de secrecdo mucina pelas células superficiais da

mucosa gastrica ainda néo esta perfeitamente esclarecida, mas parece que o principal
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estimulo € vagal colinérgico, desencadeado por irritagdo da mucosa gastrica pelo
alimento, durante o processo digestivo.

Presume-se que a ocorréncia das glicoproteinas pode fornecer os cofactores
requeridos para a degradacdo enzimatica do alimento. As glicoproteinas neutras
secretadas pelo epitélio do estdbmago foram relacionadas a absor¢cdo de substratos
facilmente digeriveis, tais como dissacarideos e acidos graxos de cadeia curta (GRAU
et al., 1992; EZEASOR & STOKOE, 1980) sugerindo que consumo das dietas, que
causaram reacdes mais intensas, principalmente na regido do fundo, poderia

apresentar vantagens nutricionais.

Intestino

O intestino de cachara é relativamente curto e retilineo, caracteristico de
espécies carnivoras. Nao foi observado nenhum padrdo de enrolamento que sugerisse
um arranjo-padrdo das circunvolucbes das alcas intestinais, em funcdo dos
tratamentos. Nao foram observados cecos piléricos em cachara.

Na analise histologica, o intestino anterior do cachara apresentou-se formado
por serosa composta por duas camadas: uma longitudinal externa e outra circular
interna. Abaixo da camada musculosa, a submucosa era composta por tecido
conjuntivo denso. Da submucosa partiam feixes de tecido conjuntivo que dividiam e
sustentavam vilosidades ao longo das pregas. A mucosa era composta por epitélio
cubico ciliado formando a regido do glicocalix. O epitélio variava de cubico a cilindrico.

Estudos realizados por varios pesquisadores (AL-HUSSAINI, 1946, 1947,
TYLER, 1973; KAPOOR et al., 1975; MARTIN & BLABER, 1984; ANDERSON, 1986;
MURRAY et al., 1994a,b) com teledsteos tém relacionado alteracdes na morfologia do
intestino e na producdo de muco por influéncia da dieta, confirmando nossa suposigcao
de que a dieta influéncia tanto o nUmero como o tipo de célula encontrada.

Os resultados obtidos mostram que ocorreram diferencas morfolégicas no
intestino anterior dos juvenis de cachara entre os tratamentos. Os peixes que

consumiram dieta R60 apresentaram, no intestino anterior, muitas vacuoliza¢des, mas
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sem a formacdo de ramificagbes, as quais surgiram nos peixes alimentados com as
dietas R60AG e R60AGF, R30 e R30Fi (Figura 5A). Aumento aparente da altura das
vilosidades foi observado em peixes com a dieta R60AG quando comparado com R60.
O tratamento R60AGF apresentou intestino anterior mais ramificado e com menor
vacuolizagdo do que todos os outros tratamentos. O consumo da dieta R30 provocou
uma diminuicdo aparente da altura das vilosidades e uma menor vacuolizacdo quando
comparado com R60. Aumento da vacuolizacdo foi observado no intestino anterior dos
animais alimentados com R30AG e R30GF, quando comparado com 0s peixes que
consumiram R60.

Em relacdo ao intestino médio, observou-se que as camadas serosas e
submucosas eram iguais ao descrito para o intestino anterior; contudo, observou-se, de
modo geral, uma diminuicao das subdivisdes das vilosidades e da altura das mesmas,
e aumento da vacuoliza¢do, quando comparado com o intestino anterior.

No intestino posterior as camadas, serosa e submucosa, seguiram 0s mesmos
padrbes descritos para o intestino anterior, mas com aparentes diminuicdes da
vacuolizacdo, na altura das vilosidades e nas subdivisbes das mesmas. Nao foram
observadas diferencas em funcdo da mudanca de dieta e de uso de enzimas exdgenas
nas racoes para esta regiao.

A disposicdo histolégica para o Pseudoplatystoma reticulatum foi similar ao
Pseudoplatystoma coruscans descrito por CAL (2006), e do hibrido P. reticulatum x P
coruscan descrito por FLORES QUINTANA et al. (1997).

O conhecimento sobre a funcdo e os valores de diagndstico para a secre¢ao de
glicoconjugados para peixes ainda € limitado. Mucos secretados lubrificam o epitélio e
o alimento ingerido, a fim de ajudar a passagem do alimento, proteger o epitélio de
possiveis ferimentos, controle osmatico e transporte de diferentes ions (EZEASOR &
STOKOE, 1980; ALLEN, 1981; MARTIN & BLABER, 1984; ANDERSON, 1986;
CHAKRABARTI & SINHA, 1987; PARK & KIM, 2001; PODKOWA & GONIAKOWSKA.-
WITALINSKA, 2003). Muco também tem sido associado com a adesdo de particulas
(FRIEDLAND, 1985; TIBBETTS, 1997; EIRAS-STOFELLA & CHARVET- ALMEIDA,
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1998) e a extracdo de nutrientes de alimentos vegetais consumidos pelos peixes
(TIBBETTS, 1997).

A Tabela 3 mostra os resultados das rea¢des histoquimicas para as diferentes
por¢cdes do intestino dos juvenis de cachara. Observou-se reagao positiva para a
producédo de mucinas acidas (AB — Figura 5B) e neutras (PAS- Figura 5C) e a auséncia
de mucinas conjugadas (APS+AB — Figura 5D), sendo que, de modo geral, houve uma
intensidade de reacao superior para as mucinas acidas.

Os peixes possuem células que produzem duis ou mais glicoproteinas, que
podem estar em diferentes estagios de maturacdo (REIFEL & TRAVILL, 1978). Assim,
a presenca de células caliciformes que reagiram positivamente ao alcian blue que
produzem mucopolissacarideos acidos e também reagiram ao PAS (polissacarideos
neutros) indicam, segundo ABDULHADI (2005), que estes resultados dependem do
grau de maturacao das células caliciformes. No presente estudo, a presenca de células

com esta caracteristica ndo foram observadas (Figura 5D).
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Figura 5 - Intestino de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) A: intestino anterior com formacéao de
ramificag6es (HE, 100x) B: intestino médio com células caliciformes produtoras de mucinas
acidas (AB, 200x); C: intestino posterior com células caliciformes produtoras de mucinas
neutras (PAS, 200x); D intestino médio com células caliciformes produtoras de mucinas
acidas e auséncia de glicoconjugados (PAS+AB, 200x). Observar: [imén (L); submucosa
(S); camada muscular (M), vilosidades (VI); RamificagBes das vilosidades (R); células
produtoras de muco (seta).

O padréo de producéo de muco foi alterado na parte do intestino estudada, pela
proporcdo de proteina de origem animal utilizada na dieta e a presenca de enzimas
exdgenas. As enzimas exogenas parecem agir de modo diferente sobre porcgdes
distintas do trato digestério, e ainda estimular a producdo de mucinas 4cidas e neutras

de formas diferentes, dependendo da dieta.
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Glicoproteinas acidas inibem a degradacdo da glicoproteina pelas proteases e
pela adesdo de bactérias (NEUHAUS et al., 2007), amplificam as propriedades de
viscosidade e adesividade do muco (RUBENSTEIN & KOEHL, 1977), ajudando na
absorcdo de agua, moléculas soluveis e alimento particulado (TIBBETTS, 1997).

Consequentemente, as

Tabela 3 - Histoquimica do intestino de juvenis de cachara com as dietas
experimentais.

Tratamento - PAS - - AB - - PAS, i AB -
Anterior Médio  Posterior  Anterior Meédio  Posterior  Anterior Médio  Posterior
R60 + + + + ++ ++ _ } R
R60AG + ++ ++ + +++ +++ i} . _
R60Fi + + + + ++ ++ . ; .
R60AGF + + + + +++ ++ . ; ;
R30 ++ ++ + + ++ ++ _ - -
R30AG + + + + ++ ++ . ; ;
R30Fi + +++ ++ + + ++ R . .
R30AGF + + ++ + ++ ++ R ; _

Intensidade de reagédo: - (negativo); (+) fraco; (++) médio; e forte (+++);

R30: dieta com 30% do teor de proteina de origem animal; R60: dieta com 60% do teor de proteina de
origem animal; AG: 150 mg do complexo amilase e endo-B-glucanase kg'l; AGF: 100 mg do complexo
amilase com endo-B-glucanase mais 1.500 UF kg™; Fi: 2.500 UF kg™.

mucinas &cidas podem ser secretadas ap0s a secrecdo enzimatica para evitar
degradacdo de glicoproteinas, evitando danos mecanicos, quimicos e enzimaticos.
MANJAKASY et al. (2009) inferiram que as mucinas acidas facilitariam a absor¢éo de
proteinas em peixes sem estdbmago. No presente estudo, a maior producdo de mucinas
acidas nos tratamentos envolvendo amilase com endo-B-glucanase na regido média do
intestino pode ser um indicativo de melhor aproveitamento protéico destas dietas.
Assim, a melhora de coeficientes de digestibilidade aparente da proteina com o uso de
carboidratases, tal como descrito por STONE et al. (2003a,b), pode ter como um dos

mecanismos, 0 aumento da secre¢do de mucinas acidas.
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Mucosubstancias neutras combinadas com fosfatase alcalina tém sido
consideradas importantes na digestdo e emulsificagdo do alimento no quimo (CLARKE
& WITCOMB, 1980). GRAU et al. (1992) sugeriram que a presenc¢a de mucinas neutras
podem indicar funcdo absortiva. Também poderiam providenciar cofatores para
requeridos pelas enzimas digestivas (ANDERSON, 1986). No presente estudo, os
padrbes de reacdo de PAS no intestino mostraram que as regides com capacidade
absortiva variaram pouco, sendo que com o uso de dietas R30 e R60, ndo houve
alteracbes de producdo de muco nas trés regibes avaliadas. Isto pode estar
relacionado com o tamanho do trato digestorio, que nos carnivoros € curto, sendo
necessario ele todo estar apto a absorcdo de nutrientes. A atuacdo das enzimas

exogenas sobre a producgédo deste tipo de secrecao foi de dificil interpretacao.

Conclusoes

Nas condi¢cfes de realizacdo do trabalho, pode-se concluir que: 1) as alteragbes
observadas no figado em fung&o das diferentes dietas e da adicdo de enzimas podem
ter tido influéncia do processamento das amostras 2) as dietas influenciaram a
secrecdo das mucinas nas regibes cardica e pilérica, mas a adicdo das enzimas
influenciou a prodecédo de glicoproteinas de modo diferente em cada dieta; 3) a
observacdo das reacoes EOF e HE néo possibilitaram a deteccdo do efeito das
enzimas exdgenas avaliadas, nem mesmo da alteracao de porcentagem de proteina de
origem animal sobre a produgédo de zimogénio no pancreas; 4) as enzimas exdgenas
parecem agir de modos diferentes sobre porc¢des distintas do trato digestorio e ainda
estimular a producdo de mucinas acidas e neutras de formas diferentes dependendo da
dieta.
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