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Resumo

O estudo objetivou melhorar o valor nutricional do farelo de crambe (CR) através do tratamento com
fitase comercial - FIT ou preparagao nao comercial (agdo de fitase e tanase) — FITAN e utilizagdo como
substitutos proteicos na alimentagao do jundia. Verificou-se a eficiéncia dos tratamentos analisando
compostos fendlicos, taninos (total, hidrolisaveis e condensados) e acido fitico. A FIT atuou sobre o
acido fitico e a FITAN reduziu taninos (total e hidrolisaveis). No ensaio de alimentagéo, realizado em
delineamento inteiramente casualizado (quatro repetigdes/tratamento), os farelos tratados foram acres-
centados as dietas FIT ou FITAN. A dieta controle apresentava farinha de peixe e de carne e 0ssos
como base proteica. Em cada um dos 12 tanques (capacidade 125 L) dispostos em sistema de recir-
culagdo de agua, foram distribuidos 25 peixes, que durante nove semanas, foram alimentados com
base na biomassa do tanque (duas alimentagdes diarias). Os dados de crescimento e aproveitamento
de nutrientes foram submetidos a ANOVA e testes F e Dunnett (p<0,05). O crescimento dos animais
alimentados com os farelos tratados (FIT ou FITAN) foi estatisticamente igual, porém menor em compa-
ragdo ao controle. Nos peixes do tratamento FITAN ocorreu redugao na altura de vilosidades intestinais
e espessura da camada muscular, redugéo da atividade de lipase, aumento de glicogénio e glicose
hepaticos e menor proteina tecidual. Ja, aqueles alimentados com a dieta FIT apresentaram menor
glicose hepatica. A inclusao do farelo tratado com fitase comercial, com menos taninos e acido fitico,
causou menores alteragdes metabdlicas no organismo de jundias.

Palavras-chave: Proteina vegetal. Antinutrientes. Fitase.

ABSTRACT

This study aimed at improving the nutritional value of crambe meal (CM) by treatment with commercial
phytase — PHY or non-commercial enzyme preparation (action of phytase and tannase) — PHYTAN and
use as a protein substitute in feeding silver catfish. The treatment efficiency was checked by analysis
of phenolic compounds, tannins (total, hydrolysable and condensed) and phytic acid. FIT acted on the
phytic acid and PHYTAN reduced tannins (total and hydrolysable). In the feeding trial, performed in a
completely randomized design (four replications/treatment), the treated meals were added to PHY or
PHYTAN diets. The control diet presented fish meal and meat and bone meal as protein base. In each
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of the 12 tanks (capacity 125 L) arranged in a water recirculation system, 25 fish were distributed, which
during nine weeks were fed based on the biomass of the tank (two daily feeds). Growth and nutrient
utilization data were submitted to ANOVA and F and Dunnett tests (p<0.05). The growth of the animals
fed with the treated meals (PHY or PHYTAN) was statistically the same, but smaller in comparison to
the control. In the fish of the PHYTAN treatment there was a reduction in the height of intestinal villi and
thickness of the muscular layer, reduction of lipase activity, increase of glycogen and hepatic glucose
and lower tissue protein. The inclusion of commercial phytase-treated meal, with less tannins and phytic
acid, caused less metabolic changes in the silver catfish organism.

Keywords: Protein plant. Antinutrients. Phytase.

Introdugédo

O Brasil tem apresentado evidente cres-
cimento na produgao de pescados nos ultimos
anos (IBGE, 2015). A aquicultura continental
alcangou indices significativos, especialmente
no ultimo triénio, passando de cerca de 476 mil
toneladas em 2013 para mais de 574 mil tonela-
das em 2015 (IBGE, 2013; 2015). Neste sentido,
a produgdo aquicola aumentou a demanda por
farinha de peixe. Estima-se que em 2010 a aqui-
cultura utilizou 73% da produgdo mundial deste
ingrediente (FAO, 2014).

Algumas fontes proteicas alternativas a
farinha de peixe que podem ser utilizadas na nu-
tricdo piscicola sao farelos, tortas e co-produtos
gerados em grande quantidade a partir do pro-
cessamento agroindustrial e da cadeia de bio-
combustiveis. O crambe, oleaginosa que perten-
ce a familia Brassicaceae, tem sido empregado
na produgao de biocombustiveis, pois o teor de
6leo no gréo varia de 36-38%. No Brasil € uma
cultura alternativa para plantio na entressafra
em regides quentes (PITOL et al., 2010). Estu-
dos revelam que o farelo de crambe, co-produto
obtido apds a extragao do dleo, apresenta nivel
proteico superior a 35%, podendo constituir fon-
te proteica para animais (PRETTO et al., 2014).

Em relagao a farinha de peixe, os farelos
vegetais como o de crambe apresentam menos
proteina e carboidratos de estrutura complexa e,
por isso, menos digestiveis ao peixe (KROGDA-
HL et al., 2010). Além disso, inibidores de pro-
tease, lectinas, saponinas e polissacarideos nao
amilaceos, quando presentes, podem reduzir a
palatabilidade do alimento e a eficiéncia nutricio-
nal (KROGDAHL et al., 2010). Outro importante
antinutriente é o acido fitico, capaz de indisponi-
bilizar 50 a 80% do fésforo do alimento, além de
complexar outros minerais e aminoacidos (KU-
MAR et al., 2012). Em relagdo aos compostos
fendlicos, estes podem ser encontrados como

acidos fenodlicos, flavonoides, ligninas, taninos
hidrolisaveis e condensados e podem contribuir
para a adstringéncia, palatabilidade e estabilida-
de oxidativa do alimento (NACZK e SHAHIDI,
2006). Ja os taninos podem quelar proteinas,
amido e minerais prejudicando o aproveitamen-
to de nutrientes (SILVA e SILVA, 1999).

Para minimizar os efeitos indesejaveis
destes antinutrientes, a aplicacédo de enzimas
exdgenas como a fitase, capaz de disponibilizar
fésforo inorganico livre e a tanase, que ao que-
brar taninos hidrolisaveis reduz a formacgao de
complexos com proteinas, podem ser alternati-
vas (RODRIGUEZ-DURAN et al., 2011; KUMAR
et al., 2012). As melhorias no valor nutricional
do alimento podem ser avaliadas através do de-
sempenho zootécnico dos animais, avaliagao da
atividade de enzimas digestivas e de parame-
tros relacionados ao metabolismo de proteinas
e carboidratos em 6rgéos alvo como o figado.

O jundid (Rhamdia quelen) é um Silu-
riforme nativo do Sul do Brasil, com habito ali-
mentar omnivoro mas preferéncia por peixes,
crustaceos, restos vegetais e detritos organicos
(BALDISSEROTTO, 2004). No estado de Santa
Catarina foram produzidos cerca de 740 tone-
ladas em 2015, o que representa 1,9% da pro-
ducdo do Estado (EPAGRI, 2015). Em ambito
Nacional, os dados oficiais mais atuais revelam
producéo de 1747 toneladas em 2010 (MPA,
2011). A falta de estatisticas atualizadas dificul-
tam visualizar a real situacdo da producéo de
jundia no Brasil.

Em relacdo a nutrigdo da espécie, a
combinagéo de proteina de origem animal e ve-
getal tem sido utilizada e em alguns estudos o
emprego de farelos menos convencionais (fare-
lo de linhaga demucilado, concentrado proteico
de farelo de crambe) tem proporcionado cresci-
mento semelhante ao farelo de soja (GOULART
etal.,2013; TYSKAet al., 2013). Logo, o objetivo
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do estudo foi avaliar o crescimento, atividade de
enzimas digestivas e parametros bioquimicos
em jundias alimentados com farelo de crambe
tratado com fitase comercial ou preparagdo nao
comercial com acdo de fitase e tanase como
substituto parcial de proteina de origem animal.

Material e métodos

O farelo de crambe foi obtido apds ex-
tracdo da gordura (lavagem com hexano — pro-
porgéo peso:volume 1:3 em triplicata) de amos-
tras de torta de crambe (variedade FMS Bri-
Ihante — Fundacao MS, Maracaju, Mato Grosso
do Sul). O farelo foi pré-tratado com uma fitase
comercial (FIT) produzida por Aspergillus niger
(Natuphos® BASF, 10000 U.g") ou enzima n&o
comercial (FITTAN) com atividade de fitase e ta-
nase produzida por Paecilomyces variotti (460 U
de fitase e 360 U de tanase.mg') (MADEIRA et
al., 2011). Foi utilizado 1400 U de fitase e 1100
U de tanase por quilograma de farelo. Ao farelo
foram adicionados agua quente (40°C) (propor-
¢do peso:volume 1:3) e enzima (previamente
dissolvida em agua a 40°C). O pH da mistura
foi verificado com peagametro digital (Servylab,
MPA-210-P), logo apds a homogeneizagao ini-
cial, obtendo-se o valor 6,06. A incubacao foi
mantida durante duas horas em banho maria
(40°C) com agitagdo constante da mistura, de
acordo com STOREBAKKEN et al. (1998). Apds
completar a incubagado, a mistura foi seca em
estufa (55°C durante 24 horas). Apds esfriar a
temperatura ambiente por uma hora o farelo foi
moido.

O farelo de crambe tratado com fitase,
com fitase e tanase e os demais ingredientes
utilizados na producgéo das ragdes foram anali-
sados para matéria seca, cinzas, proteina bruta
(AOAC, 1995), gordura (BLIGH e DYER, 1959),
fibra em detergente neutro (VAN SOEST et al.,
1991), calcio e fésforo (BAGINSKI et al., 1982) e
aminoacidos (BERNAL et al., 2008) (TABELA1).

Os antinutrientes analisados no farelo
de crambe obtido apds os tratamentos enzima-
ticos foram compostos fendlicos totais, taninos
(total, condensados e hidrolisaveis), seguindo
metodologias descritas em Makkar (2000) e aci-
do fitico, de acordo com Latta e Eskin (1980).

O farelo de crambe tratado enzimatica-
mente foi incorporado nas dietas para o jundia
(Rhamdia quelen) a fim de substituir 20% da
proteina de origem animal. Os tratamentos FIT
—dieta com inclusao de farelo de crambe tratado
com fitase e FITAN — dieta com incluséo de fare-
lo de crambe tratado com fitase e tanase foram
aplicados. O tratamento controle (CON) apre-
sentava farinha de carne e ossos suina e farinha
de peixe como base proteica. As dietas foram
formuladas para conter 36% de proteina bruta
e 3200 Kcal.Kg' de energia digestivel (TABELA
2). Os ingredientes foram moidos, misturados,
acrescidos de 6leo de soja e agua (50% do peso
dos ingredientes secos). As misturas foram pe-
letizadas (4-5 mm) em moedor de carne, secas
em estufa de circulagéo de ar forgado (50°C por
24 horas) e os peletes armazenados a-18°C até
0 UsO.
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Tabela 1 — Composigao dos ingredientes utilizados nas ragdes experimentais

Ingredientes

utrientes Farinha de dFeacr:Igrhnae FIT FITAN  Farelotrigo  Miho
peixe 0SS0S moido
Composigao proximal (%)

Matéria seca 92,63 95,05 94,86 94,78 88,30 89,31
Proteina bruta 61,85 53,40 35,20 35,10 16,29 8,65
Gordura 8,25 14,68 6,86 6,64 2,92 3,10
Cinzas 23,35 24,84 7,67 7,78 4,57 1,31
FDN! ND ND 30,09 29,02 40,94 18,00
Carboidratos? 0,00 213 15,04 16,24 23,58 58,25
Calcio 4,70 3,46 0,90 0,88 0,14 0,03
Fosforo total 2,41 1,97 0,84 0,95 0,99 0,24
Lisina 4,34 3,00 1,71 1,71 0,62 0,24
Metionina 2,28 1,25 0,91 0,91 0,58 0,36
Arginina 3,77 3,54 2,35 2,35 1,07 0,39
Histidina 1,33 1,16 0,41 0,41 0,43 0,26
Isoleucina 2,52 1,63 1,26 1,26 0,50 0,29
Leucina 4,43 3,16 2,05 2,05 0,96 1,02
Fenilalanina 2,39 3,46 1,91 1,91 0,60 0,41
Treonina 2,54 1,75 1,20 1,20 0,51 0,32
Triptofano 0,58 0,40 ND ND 0,23 0,07
Valina 3,06 2,22 1,86 1,86 0,72 0,40

Valores expressos como média (n=3) em base de matéria natural. 'FDN = fibra em detergente neutro.
2Carboidrato calculado = 100-(proteina+cinzas+gordura+fibra detergente neutro+umidade). ND = nao

determinado

Fonte: Elaborada pelos autores, 2017.
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Tabela 2 — Formulagao e composi¢ao proximal das dietas experimentais

Tratamentos?®

Ingredientes (%)

CON FIT FITAN
Farinha de peixe 26,00 22,23 22,24
Farinha de carne e ossos 30,50 24,85 24,85
Farelo de crambe+fitase - 18,90 -
Farelo de crambe+fitase+tanase - - 19,00
Farelo de trigo 13,57 7,58 8,25
Milho 11,80 8,00 6,45
Amido de milho 4,43 7,50 8,10
Oleo de soja 5,80 4,90 5,88
Sal 0,50 0,50 0,50
Fosfato bicélcico 0,55 0,45 -
Suplemento mineral-vitaminico® 2,00 2,00 2,00
Metionina 0,40 0,40 0,40
Areia 4,45 2,69 2,33

Composicdo da dieta

Proteina bruta® (%) 36,00 36,00 36,00
Gordura® (%) 13,16 12,13 13,04
Cinzas® (%) 14,42 13,26 13,31
Fibra em detergente neutro® (%) 7,68 10,23 10,05
Carboidratos® (%) 10,07 9,29 5,70
Energia digestivel® (Kcal.Kg™') 3.200 3.200 3.200
Calcio® (%) 2,44 2,20 2,09
Fosforo total® (%) 1,49 1,36 1,30
Relacéo Ca:P 1,63 1,62 1,60

aCON= dieta controle, base proteica consistindo de farinhas de origem animal; FIT=dieta com inclusao
de farelo de crambe tratado com fitase; FITAN=dieta com inclusdo de farelo de crambe tratado com
fitase e tanase. ®Vitamina/mineral (kg produto): Acido félico: 300mg; Colina: 100g; Inositol: 10g; Niaci-
na: 9000mg; Acido pantoténico: 3000mg; Biotina: 0.1mg; Vit.A: 1000000Ul; Vit. B1: 1500mg; Vit. B2:
1500mg; Vit. B6: 150mg; Vit. B12: 2000mg; Vit. C: 15g; Vit. D3: 240000Ul; Vit. E: 10000mg; Vit. K3:
400mg; Cobre: 1000mg; Ferro: 6000mg; lodo: 45mg; Manganés: 8000mg; Selénio: 60mg; Zinco: 14g.
°Calculado baseado nos ingredientes analisados; “Carboidrato calculado: 100-(proteina bruta-cinzas-
-gordura-fibra em detergente neutro-umidade). ¢Calculado a partir da férmula: (Proteina*5,64*0,83)+(-

Gordura*9,44*0,88)+(Carboidrato*4,11*0,65))*10 (MEYER et al., 2004)

Fonte: Elaborada pelos autores, 2017.
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Foram utilizados 300 alevinos de jundia
com medidas iniciais de 7,6£0,1 g e 9,5£1,0 cm.
Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em
12 unidades experimentais (tanques retangula-
res de fibra de vidro com capacidade de 125 L
- 25 peixes/unidade experimental - 1520 g.m3")
dispostas em circuito de recirculagdo de agua
com dois filtros biolégicos contendo pedra bri-
tada e controle da temperatura da agua (duas
resisténcias elétricas - 1000 W). Assim, o deli-
neamento experimental foi o inteiramente ca-
sualizado, com trés dietas e quatro repeti¢cdes
cada dieta. Os peixes foram aclimatados as con-
dicbes experimentais durante uma semana e, a
seguir, alimentados com as dietas teste durante
nove semanas. As dietas foram fornecidas na
proporgao de 4-5% da biomassa da unidade ex-
perimental, ao longo do experimento, divididas
em trés refeicbes diarias (08:00, 13:00 e 17:00
horas). A cada trés semanas foi realizada a pe-
sagem da biomassa de cada tanque para ajus-
te de racdo. As unidades experimentais foram
limpas diariamente por sifonagem, as 09:00 e
15:30 horas, renovando-se 10% do volume total
de agua.

A qualidade da agua do sistema expe-
rimental foi monitorada diariamente para tem-
peratura (26,0+1,0°C) (termOdmetro de bulbo de
mercurio) e semanalmente para oxigénio dissol-
vido (6,52+0,47 mg.L") (oximetro digital - YSI®,
modelo 550A), pH (7,08+0,25 unidades) (peaga-
metro digital-modelo MPA 210-P), aménia total
(0,23£0,06 mg.L"") (VERDOUW et al., 1978), ni-
trito (0,10+0,05 mg.L™"), alcalinidade (27,44+4,70
mg.L" CaCO,) e dureza (39,00£7,01 mg.L"
CaCQ,) (BOYD e TUCKER, 1992).

No inicio e no final do experimento de
crescimento todos os peixes de cada tanque fo-
ram pesados, apds permanecerem em jejum por
18 horas. Antes da pesagem, os peixes foram
anestesiados (protocolo 026/2011 - Comisséao
de Etica no Uso de Animais da UFSM) com eu-
genol (20 yL de extrato puro por litro de agua).
A partir da pesagem dos animais foram obtidos
dados de peso médio inicial (PMI), peso médio
final (PMF), ganho de peso médio diario (GMD)
= ((peso final — peso inicial)/periodo), taxa de
crescimento especifico (TCE) = ([In (peso final)
— In (peso inicial)/periodo]), conversao alimentar
aparente (CAA) = (g alimento fornecido/g peso
vivo ganho), biomassa (BM) e sobrevivéncia (S).

Ao final do ensaio de crescimento, dois
peixes por tanque (oito por tratamento) foram
capturados para coleta de sangue, feita por

puncgédo na veia caudal com seringas heparini-
zadas. Aliquotas de plasma foram separadas
apos centrifugacdo do sangue a temperatura
ambiente (10 minutos, 1200xg) para determinar
metabdlitos plasmaticos. A seguir, os peixes fo-
ram anestesiados e eutanaziados por secgéo da
medula espinhal para coleta do trato digestério e
figado. Estes 6rgaos foram pesados para deter-
minar o indice digestivo-somatico (IDS) = ((peso
do trato digestério/peso do peixe)*100) e indice
hepato-somatico (IHS) = ((peso do figado/peso
do peixe)*100) e o trato digestério foi medido
para determinar o quociente intestinal (Ql) =
(comprimento do trato digestério/comprimento
do peixe) de acordo com Lovatto et al. (2014).
Na sequéncia, o trato digestério e o figado foram
congelados (-20°C) para analisar a atividade de
enzimas digestivas e parametros bioquimicos
hepaticos.

Para analise morfométrica intestinal,
foi coletado o intestino de dois peixes em cada
unidade experimental. Para tanto, amostras de
intestino médio foram fixadas em formol 10%
por 24 horas e desidratadas em série alcodlica,
diafanizadas em xilol, embebidas e incluidas em
parafina. Os blocos foram trimados para obter
cortes de seis um de espessura em micrétomo
(Easy Path modelo EP-31-20094) e as laminas
coradas com hematoxilina-eosina (HE). De for-
ma aleatdria, dois campos por ldmina foram
fotografados para morfometria das vilosidades
(altura da vilosidade até a lamina propria e es-
pessura da camada muscular) usando o softwa-
re ImagePro Plus®.

Para analise de enzimas digestivas, o
trato digestério foi separado em estébmago e in-
testino total. No estdmago foi analisada a ativi-
dade de protease acida de acordo com Hidalgo
et al. (1999) e no intestino determinadas tripsina
e quimiotripsina, conforme Hummel (1959); lipa-
se segundo Gawlicka et al. (2000) e a-amilase
seguindo metodologia proposta por Hidalgo et
al. (1999). As amostras foram ensaiadas em du-
plicata e as leituras corrigidas para solugées em
branco. A proteina tecidual para expressar a ati-
vidade das enzimas foi realizada de acordo com
Bradford (1976).

Para a quantificagdo de metabdlitos
hepaticos, o figado foi fracionado em amos-
tras de 50 mg. Foram determinados glicogénio
(BIDINOTTO et al., 1997), glicose (DUBOIS et
al., 1956) e proteina (BRADFORD, 1976). Para
medir transaminases hepaticas (alanina amino-
transferase - ALT e aspartato aminotransferase
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- AST) e parametros plasmaticos (glicose, pro-
teina total e colesterol) foram utilizados kits co-
lorimétricos (Doles) e a leitura das absorvancias
foi realiza em espectrofotdmetro.

Os dados foram submetidos a ANOVA
de uma via e a comparagao dos tratamentos
incluindo o farelo de crambe tratado enzimati-
camente com o controle foi realizada pelo teste
de Dunnett. O teste F foi usado para comparar
as médias entre os tratamentos FIT em relagao
ao FITAN. Os dados sobre caracteristicas nutri-
cionais e antinutricionais estdo expressos como
médias * desvio padrdo e os demais dados
como média * erro padrdo com P<0,05. As ana-

lises estatisticas foram realizadas utilizando-se
0 programa estatistico SAS® versao 8.2.

Resultados

Em relagcao ao farelo in natura, os trata-
mentos enzimaticos reduziram em torno de 35%
o conteudo de taninos hidrolisaveis. No entanto,
os compostos fendlicos e taninos condensados
foram similares independentemente do tipo de
enzima usada, ndo havendo efeito significativo
entre os tratamentos (P>0,05). A concentragéo
de &cido fitico no farelo de crambe foi reduzida
em 29% apos o tratamento com FIT em relagao
ao farelo tratado com FITAN e a forma in natura
do mesmo (TABELA 3).

Tabela 3 — Antinutrientes analisados no farelo de crambe in natura e apos tratamento com enzima co-

mercial ou enzima ndo comercial

Farelo de crambe

Antinutrientes (%)

In natura FIT FITAN
Compostos fendlicos 0,98+0,08NS 0,98+0,03NS 0,90+0,03NS
Taninos totais 0,66+0,09A 0,43+0,01Ba 0,33+0,03Bb
Taninos hidrolisaveis 0,62+0,09A 0,394+0,002Ba 0,292+0,027Bb

Taninos condensados 0,040+0,008NS

Acido fitico 2,26+0,01A

0,035+0,002NS 0,035+0,001NS

1,59+0,01Bb 2,24+0,03Aa

Valores expressos como média + desvio padrdo (n=4) em base de matéria seca. A,B- Médias seguidas
de diferentes letras mailscula, na linha, indicam diferenca dos farelos tratados enzimaticamente em
relagdo ao farelo in natura pelo teste Dunnett (P<0,05). a,b — Médias seguidas de diferentes letras mi-
nasculas, na linha, indicam diferenga entre o FIT em relagdo ao FITAN pelo teste F (P<0,05). NS- ndo

significativo
Fonte: Elaborada pelos autores, 2017.

A substituicdo de farinhas de origem
animal por farelo de crambe - FIT ou FITAN re-
sultou em menor peso médio dos jundias apos
nove semanas de alimentagdo (TABELA 4).
Outros parametros como ganho de peso médio
diario, a taxa de crescimento especifico e bio-
massa (BM) apresentaram a mesma tendéncia.

A taxa de conversao alimentar aparente e a so-
brevivéncia nao diferiram apds nove semanas
de alimentagdo, do controle para os animais
que receberam as dietas FIT ou FITAN. Entre os
tratamentos FIT e FITAN n&o foram observadas
diferengas para os parametros de crescimento
ao final do estudo.
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Tabela 4 — Desempenho zootécnico, parametros somaticos e morfométricos de juvenis de jundia ali-
mentados durante nove semanas com dieta baseada em proteina animal e dietas contendo
farelo de crambe tratado com fitase ou com fitase e tanase

Tratamentos*
Variaveis
CON FIT FITAN
Parametros de crescimento
Peso médio inicial (g) 7,5610,05NS 7,60+0,02NS 7,61+0,07NS
Peso médio final (g) 56,25+2,41A 42,33+3,11Ba 43,27+2,61Ba
Ganho médio diario (g.dia™') 0,77+0,04A 0,55+0,05Ba 0,57+0,04Ba
Taxa de crescimento especifico (%.dia™") 3,18+0,08A 2,71+0,12Ba 2,75+0,11Ba
Converséao alimentar aparente 1,31£0,08NS 1,61£0,10NS 1,63£0,11NS
Biomassa (Kg) 1,17+0,05A 0,89+0,06Ba 0,90+0,06Ba
Sobrevivéncia (%) 99,0+2,0NS 100NS 98,91+2,17NS
Parémetros somaticos
indice digestivo-somatico (%) 2,87+0,13NS 3,02+0,18NS 2,95+0,21NS
indice hepato-somatico (%) 1,40+0,08NS 1,29+0,13NS 1,19+0,04NS
Quociente intestinal 1,21+£0,08NS 1,21+0,06NS 1,37+0,10NS

Parametros morfométricos

Altura de vilosidade (um)

Espessura da camada muscular (um)

282,69+17,77A
61,80+3,55A

276,32+21,97Aa 222.05 +14.83Ba

67,07+4,20Aa 51,44+3,39Ab

CON-= dieta controle, base proteica consistindo de farinhas de origem animal; FIT = incluséo de farelo
de crambe tratado com fitase; FITAN = inclusao de farelo de crambe tratado com fitase e tanase. Valo-
res estao expressos como media + erro padrao da média (n=4 para parametros de crescimento e n=8
para parametros somaticos e morfométricos). A,B- Médias seguidas de diferentes letras maiuscula,
na linha, diferem entre si pelo teste Dunnett (P<0,05). a,b — Médias seguidas de diferentes letras mi-
nasculas, na linha, indicam diferenga entre o FIT em relacdo ao FITAN pelo teste F (P<0,05). NS- ndo

significativo
Fonte: Elaborada pelos autores, 2017.

Em relagdo aos parametros somaticos,
os tratamentos contendo farelo de crambe tra-
tados enzimaticamente ndo alteraram o indice
digestivo-somatico, indice hepato-soméatico e
quociente intestinal quando comparado ao con-
trole apds nove semanas de alimentagao. A ana-
lise da morfometria intestinal revelou redugao na
altura de vilosidades para os animais que rece-
beram o tratamento FITAN em relagdo aos de-
mais tratamentos. A espessura da camada mus-
cular também foi inferior para este tratamento,
diferindo somente do tratamento FIT.

Em relacdo as enzimas digestivas, hou-
ve reducgdo da atividade de lipase no intestino de

peixes submetidos ao tratamento FITAN em re-
lagcao aos peixes do tratamento controle (TABE-
LA 5). As atividades de protease acida, tripsina,
quimotripsina e amilase nao foram alteradas en-
tre os tratamentos avaliados. Da mesma forma,
os parametros plasmaticos de glicose, proteina
total e colesterol ndo apresentaram variagéo
significativa entre os tratamentos. No figado, os
peixes alimentados com a dieta FITAN apresen-
taram maior concentracao de glicogénio e glico-
se em comparagao aos peixes alimentados com
a dieta FIT e menor nivel de proteina tecidual
em relagao ao tratamento controle. A concentra-
¢do das aminotransferases nao diferiu entre os
tratamentos avaliados.
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Tabela 5 — Atividade de enzimas digestivas, parametros bioquimicos plasmaticos e hepaticos de juve-
nis de jundia alimentados durante nove semanas com dieta baseada em proteina animal e
dietas contendo farelo de crambe tratado com fitase ou com fitase e tanase

Tratamentos*
Variaveis
CON FIT FITAN
Enzimas digestivas
Protease acida 78,42+4 ATNS 87,55+8,35NS 74,86+7,51NS
Tripsina 7,07+0,39NS 7,06+0,58NS 7,15£0,49NS
Quimotripsina 8,58+0,24NS 8,50+0,52NS 8,14+0,55NS
Amilase 0,20+0,01NS 0,15+0,02NS 0,2040,02NS
Lipase 13,4610,57A 11,70+0,66A 10,85+0,85B
Parametros bioquimicos plasmaticos
Glicose 40,42+2,91NS 42,43+1,03NS 41,20+2,11NS
Proteina total 4,09+0,16NS 3,75+0,17NS 3,6210,07NS
Colesterol 191,61+8,95NS 159,01+15,41NS 167,20+£9,84NS
Parametros bioquimicos hepaticos

Glicogénio 573,29+45,68A 487,30+23,82Ab 587,92+20,71Aa
Glicose 490,10+15,82A 377,60+20,02Bb 489,31+25,45Aa
Proteina 57,52+1,50A 50,26+2,41A 48,631+2,54B

Alanina aminotransferase (ALT) 79,6214, 70NS 72,4314, 74NS 75,7244, 31NS

Aspartato amino transferase (AST)  1397,74155,23NS  1285,904£60,82NS  1255,97+83,94NS

*CON = dieta controle, base proteica consistindo de farinhas de origem animal; FIT = inclusao de farelo
de crambe tratado com fitase; FITAN = inclusédo de farelo de crambe tratado com fitase e tanase. ALT
= Alanina aminotransferase. AST = Aspartato amino transferase. Valores expressos como média + erro
padrao da média (n=8). Protease acida = pg tirosina.min"'.mg proteina-'; tripsina = ymol TAME.min"".mg
proteina’; quimotripsina = mmol BTEE.min'.mg proteina™'; amilase = pmol glicose.min*.mg proteina’;
lipase = ug substrato.min'.mg proteina; glicose = mg.dL™"; proteina total = g.dL"; colesterol = mg.dL™";
glicogénio = umol glicose.g tecido™; glicose = pmol glicose.g tecido™; proteina = mg.g tecido™; ALT =
Ul.mg tecido™; AST = Ul.mg tecido. A,B - Médias seguidas de diferentes letras maiuscula, na linha,
diferem entre si pelo teste Dunnett (P<0,05). a,b — Médias seguidas de diferentes letras minusculas, na
linha, indicam diferenca entre o FIT em relagéo ao FITAN pelo teste F (P<0,05). NS- n&o significativo.
Fonte: Elaborada pelos autores, 2017.
Discussao Para incubacdo das enzimas FIT ou FITAN so-
bre o farelo de crambe foi utilizada a proporgéo

A analise quimica do farelo revelou que
a aplicacao das enzimas fitase ou fitase+tanase
alterou a concentracéo de alguns antinutrientes
em comparacgao ao farelo in natura. Os efeitos
da fitase comercial (FIT) foram demonstrados
sobre a concentragdo de acido fitico (-29,6%).

peso:volume 1:3, temperatura de 40°C e duas
horas de incubagao. De acordo com Storebak-
ken et al. (1998) este protocolo aumentou a con-
centracéo de fosforo soluvel (superior a 60%) e
reduziu o conteudo de acido fitico (em torno de
95%) nas dietas contendo concentrado de soja
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tratado com fitase. A maioria das fitases tem
uma faixa de pH de 4,5-6,0 e temperatura de 45-
60°C que otimizam sua atuagdo. No estudo de
Storebakken et al. (1998), o teor de acido fitico
do concentrado proteico de soja, de 0,8%, € me-
nor em relagao ao farelo de crambe (2,26%), e
a concentragéo de enzima utilizada foi suficiente
para a desfitinizacao. De acordo com os resulta-
dos, para o farelo de crambe pode ser necessa-
rio maior concentracdo de enzima fitase.

J4, a fitase ndo comercial (FITAN) n&o
atuou sobre o acido fitico do farelo de crambe.
Tal resultado pode estar relacionado ao tipo de
substrato, a menor diluigdo usada e o reduzido
tempo de incubagao da enzima para atuar sobre
0 substrato, ja que no estudo de Schons et al.
(2011) a fitase comercial e tanase nao comercial
aplicadas sobre sorgo a uma propor¢ao farelo:a-
gua 1:6 e na temperatura de 34°C, durante 24
horas de incubagdo, aumentaram em 255% a
concentragao de fésforo no meio. Neste estudo
também houve reducédo de 87% em fendis to-
tais e 43% em taninos hidrolisaveis, utilizando a
concentragcdo de 100 U/Kg de farelo para cada
enzima. Para 6tima atividade e estabilidade da
tanase produzida por Paecilomyces variotii sdo
necessarios temperatura de 40 a 65°C e pH 4,5
a 6,5 (BATTESTIN e MACEDO, 2007). Aenzima
FITAN nao alterou a concentracdo de taninos
condensados no farelo, pois de acordo com RO-
DRIGUEZ-DURAN et al. (2011), a tanase néo
afeta as liga¢des entre moléculas de carbono e
com isso, ndo hidrolisa taninos condensados. As
demais fragdes de taninos analisadas (taninos
totais e hidrolisaveis) foram reduzidas apés apli-
cagcao de ambos os tratamentos enzimaticos.
A reducéo nestes antinutrientes foi mais efeti-
va com a aplicacdo da enzima FITAN, porém o
simples processo de agitar o farelo de crambe
em agua a 40°C também reduziu parte da con-
centragao de taninos totais e hidrolisaveis, con-
forme observado no tratamento FIT. Em estudo
de Mandal (2012) houve reducdo em 44 e 53%
no conteudo de taninos em amostras de torta de
amendoim e folhas de Pistia sp., respectivamen-
te, apds a agitagao destes ingredientes em agua
durante 12 horas (propor¢éo peso:volume 1:5).
Assim, os efeitos do tratamento prévio com FIT
ou FITAN sobre caracteristicas antinutricionais
do farelo de crambe poderao refletir em diferen-
tes respostas de desempenho zootécnico e me-
tabolismo em jundias.

Muitos estudos mostraram que a inclu-
sao de enzimas tais como fitase em dietas con-

tendo ingredientes de origem vegetal melhora a
resposta de crescimento, a digestibilidade e a
deposicdo de nutrientes pelos peixes (BISWAS
etal., 2007; ROCHA et al., 2007). No entanto, os
resultados deste estudo revelaram que até mes-
mo com a reducdo de antinutrientes, o farelo de
crambe tratado enzimaticamente n&o proporcio-
nou desempenho similar ao tratamento controle
quando substituiu 20% da proteina de origem
animal (farinha de peixe e de carne e 0ssos).
Resultados similares foram encontrados quan-
do Fortes-Silva et al. (2011) substituiram parcial-
mente farinha de peixe por farelo de soja (31%)
na dieta de sea bass (Dicentrarchus labrax).
Até mesmo com a adi¢ao de fitase (1500 FTU/
Kg), os animais apresentaram menor ganho de
peso e taxa de crescimento especifico neste
tratamento comparado a dieta contendo farinha
de peixe como base proteica. Lim e Lee (2009)
também observaram que a inclusdo de fitase
(1000 FTU/Kg) em dietas com substituicdo de
20 ou 30% de proteina animal pela mistura dos
farelos de soja e algodao nao teve efeito sobre a
resposta de crescimento do peixe parrot (Opleg-
nathus fasciatus). Assim como nos outros estu-
dos, a incorporagéo de farelos vegetais, neste
caso o crambe, pode ter piorado a digestédo e a
absorgao de nutrientes devido a persisténcia de
antinutrientes ndo metabolizados pelas enzimas
aplicadas. Além disso, as fibras caracterizam
outra fracdo de antinutrientes que foram en-
contradas em porcentagem alta na fonte deste
estudo e contribui para reduzir o valor nutricio-
nal do alimento. As alteragdes nos antinutrien-
tes presentes no farelo de crambe apdés a agéo
de enzimas ndo foram suficientes para igualar
a resposta de crescimento quando este farelo
foi incluido na ragédo (FIT ou FITAN). Em vista
da quantidade de farelo adicionada as ragées, a
reducdo de antinutrientes nao foi suficiente para
evitar a queda no desempenho zootécnico dos
animais.

Os tratamentos contendo farelo de
crambe nao alteraram indices somaticos como
indice digestivo-somatico, indice hepato-somati-
co e quociente intestinal em jundids comparado
ao controle. No intestino, a reducdo na altura de
vilosidades nos peixes que receberam a dieta
FITAN em relagao ao controle apresenta relagao
com os antinutrientes ainda presentes no fare-
lo, como por exemplo, o acido fitico e taninos,
resultando em menor ganho em peso e cresci-
mento dos animais. Em outros estudos foram
observadas alteragdes semelhantes quando da
utilizacéo de farelos vegetais na dieta. Aincluséo
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de farelo de semente de alfarrobeira (52%) em
dietas para alevinos de Sparus aurata reduziu o
comprimento de vilosidades e a espessura da
camada cerosa no intestino distal, resultado que
converge ao menor peso final e taxa de cres-
cimento especifico observado neste tratamento.
O principal antinutriente presente neste farelo é
tanino (MARTINEZ-LLORENZ et al., 2012). Ja,
na alimentacéo de larvas de jundia, a substitui-
¢do de levedura (Saccharomyces cerevisiae)
por farelo de soja (25-100%) reduziu a altura de
enterdcitos e a largura de pregas da mucosa na
porcao distal do intestino, devido a presencga de
antinutrientes (lectinas, proteinas alergénicas),
ocasionando prejuizos a absorgao de macro-
moléculas por pinocitose (HERNANDEZ et al.,
2012). Estas respostas ajudam na compreenséao
da utilizagdo de nutrientes de diferentes fontes
vegetais pelos peixes.

O perfil ou a concentragdo de enzimas
digestivas pode ser alterado pelo tipo, fonte e
quantidade de nutrientes ingeridos (LUNDS-
TEDT et al., 2004). A absor¢do de nutrientes
pelo peixe depende da taxa em que estes sao
absorvidos no lumen intestinal. A inclusdo de
fontes vegetais na dieta de peixes pode causar
reducdo na atividade de enzimas digestivas e
digestibilidade e absorgdo de nutrientes (LIN e
LUO, 2011), efeitos que podem ser associados
a presenga de fatores antinutricionais nestes
alimentos. Entre as enzimas avaliadas neste
estudo, a atividade da lipase intestinal sofreu
redugcdo nos peixes submetidos ao tratamento
FITAN. Da mesma forma, as maiores alteragdes
hepéaticas (aumento de glicogénio e glicose e re-
ducédo de proteina) foram encontradas nos ani-
mais alimentados com a dieta FITAN em relagao
ao farelo tratado com FIT. Segundo Kumar et al.
(2011), a inclusdo de 1,5% de fitato em dietas
para tilapia do Nilo reduziu o total de proteina,
célcio, fésforo e glicose plasméticos em relagéo
ao grupo que recebeu fitato e fitase e aquele
considerado controle (sem inclusdo de fitato e
enzima). O &cido fitico forma complexos com
proteinas, lipidios € minerais, o que dificulta a

agao das enzimas e a disponibilidade de varios
nutrientes (KUMAR et al., 2012).

Assim, o tratamento com fitase comer-
cial, que reduziu parcialmente o acido fitico do
farelo de crambe, resultou em menores prejui-
zos e desordens metabdlicas nos jundias. Desta
forma, apesar dos animais demonstrarem menor
crescimento ao serem alimentados com o farelo
de crambe tratado (ambas as formas de enzi-
mas) em detrimento a proteina de origem ani-
mal, os indicadores digestivos e metabdlicos de-
monstraram maior eficiéncia do tratamento com
fitase comercial em detrimento ao realizado com
fitase ndao comercial. No entanto, adaptagdes
na metodologia como maior tempo de atuacéo
das enzimas e ajustes na concentracdo destas
podem melhorar a retirada de antinutrientes do
farelo de crambe. Ainda, outros niveis de inclu-
sao deste farelo podem ser avaliados na alimen-
tacdo do jundia, buscando incrementar seu de-
sempenho.

Conclusao

A retirada parcial de taninos e de acido
fitico do farelo de crambe nao foi suficiente para
igualar o crescimento dos animais ao tratamen-
to controle, porém a acdo da fitase comercial
causou as menores alteragdes metabdlicas em
jundias. A maior retirada de antinutrientes € me-
Ihorias no aproveitamento nutricional deste in-
grediente pelos peixes a fim de recomendar sua
utilizagdo como substituto de farinhas de origem
animal passa por ajustes no protocolo de trata-
mento enzimatico (tempo de incubacgao e con-
centracéo de enzimas).
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