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RESUMO

Neste trabalho foi produzido e determinado a atividade de um complexo enzimatico
extraido do fungo Aspergillus awamori e avaliou-se os coeficiente de digestibilidade
aparente (CDa) da proteina bruta, energia bruta e matéria seca de ragao referéncia
para juvenis de tambaqui com 3 niveis crescentes de solugdo enzimatica obtida do
fungo. O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com
quatro tratamentos (100ml de agua sem solugédo enzimatica/Kg de ragao; 100 ml de
solugédo enzimatica/Kg da racao; 150 ml de solugdo enzimatica/Kg da ragéo e 200
mL de solugédo enzimatica/Kg da ragéo) e trés repetigdes no tempo. Foi instalado no
Laboratério de Pesquisas em Aquicultura LAPOA do Departamento de Zootecnia da
PUC Goias. Foram utilizados 96 juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum,
com peso médio de 55,69 (+2,55) g, distribuidos em doze aquarios de 100 litros, em
sistema de fechado de recirculagdo de agua, contendo 8 peixes por unidade
experimental. Os peixes foram alimentados de hora em hora no periodo matutino, as
8:00h, 9:00h, 10:00h, 11:00h e 12:00h. Trinta minutos apds a ultima refeicdo os
peixes foram transferidos para as unidades de coleta de fezes, com capacidade para
300 L. Para determinacdo da digestibilidade foi adicionado a ragcdo o o6xido de
créomio-lll como marcado inerte. A adicdo da solugdo enzimatica melhorou a
digestibilidade aparente da ragdo, aumentando o aproveitamento da matéria seca,
da proteina bruta e da energia bruta no nivel de inclusdo de 0,05% (P<0,05%).

Palavras-chave: nutricdo, peixes, oxido de crébmio, Aspergillus awamori, proteases,

amilases, pectinases, aquicultura.



ABSTRACT

This work was produced and determined the activity of an enzyme complex extracted
from the fungus Aspergillus awamori and evaluated the apparent digestibility
coefficients (CDAs) of crude protein, gross energy and dry matter ration reference
tambaqui with 3 increasing levels of enzyme solution obtained from the fungus. The
experiment was a completely randomized design with four treatments (100ml water
solution without enzyme/kg of ration, 100 ml of enzyme/kg feed, 150 ml of enzyme/kg
of ration and 200 mL of enzymatic solution/Kg ration) and three replications in time. It
was installed on Aquaculture Research Laboratory in the Department of Animal
Science LAPOA - PUC Goias. A total of 96 tambaqui, Colossoma macropomum, with
an average weight of 55.69 (£ 2.55) g, distributed in twelve tanks of 100 liters, system
in closed recirculating water containing 8 fish per experimental unit. Fish were fed
every hour in the morning, at 8:00 h, 9:00 h, 10:00 h, 11:00 h and 12:00 h. Thirty
minutes after the last meal the fish were transferred to units collect feces for up to
300 L. To determine digestibility was added will feed the chromic oxide-Ill marked as
inert. The addition of the enzyme solution improved the digestibility of the ration,
increasing the utilization of dry matter, crude protein and gross energy in the
inclusion level of 0.05% (P <0.05%).

Keywords: nutrition, fish, chromium oxide, Aspergillus awamori, proteases, amylases,

pectinases, aquaculture.
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INTRODUGAO

A aquicultura brasileira vem passando por um processo expansionista que
requer a utilizagdo de técnicas de manejo eficientes, que possibilitam um maior
desempenho dos animais criados. Dados do Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA, 2011) demonstram que a produgéao brasileira de pescado aumentou 25% nos
ultimos oito anos e que nos ultimos dois anos, houve um crescimento de 15,7%. A
producao da pesca extrativa, tanto maritima quanto continental (rios, lagos, etc.)
passou no mesmo periodo de 783.176 toneladas para 825.164 toneladas/ano no
mesmo periodo, um aumento em torno de 5,4%.

Nesse aspecto, a criacdo de animais em sistemas de arragcoamento que usam
racdes de boa qualidade e balanceadas conforme a exigéncia dos animais é de
fundamental importancia na piscicultura. A alimentagéo representa um alto custo na
producao de peixes, portanto a formulagdo de ragdes com os componentes quimicos
exatos e nas quantidades certas, nas diferentes fases de vida dos animais, é de
fundamental importancia, pois minimiza os custos e maximiza o desempenho. Para
Cavero (2004), devido ao custo cada vez maior das matérias-primas tradicionais
utilizadas nas formulagdes de ragdes, o interesse no uso de enzimas exégenas em
dietas tem aumentado e sua utilizagao €, portanto, uma alternativa para aumentar a
digestibilidade dos alimentos e desempenho dos animais.

Atualmente, as enzimas de origem exdgena sado largamente utilizadas na
producao animal, principalmente na suinocultura e na avicultura. Em piscicultura seu
uso tem aumentado bastante. Diversos trabalhos foram conduzidos nessa area,
destacando-se Soares et al. (2008) com tucunaré, Silva et al. (2007) com tambaqui e

Guimaraes et al. (2006) com tilapia-do-nilo.
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Segundo Yin et al. (2001) a utilizagcdo de enzimas exdgenas como aditivo
alimentar tem como objetivo incrementar a disponibilidade dos nutrientes presentes
nos alimentos, apesar de ndo possuirem valor nutricional. De acordo com Walsh et
al. (1993), as enzimas podem remover fatores antinutricionais, tornando certos
nutrientes disponiveis para absor¢cdo e também aumentando o valor energético de
ingredientes mais baratos.

O tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1818) pertence a familia
Characidae e €& uma espécie originaria dos rios Amazonas, Orinoco e seus
afluentes. A alimentagédo do tambaqui € do tipo onivora, baseada, principalmente, no
consumo de frutas, sementes e organismos aquaticos de pequeno porte. Em
sistemas de cultivo, aceita muitos tipos de alimento como gréos, frutos, batatas,
subprodutos agricolas, dejetos de animais domésticos e ragcdes (WOYNAROVICH,
1986). A produgao de tambaqui no pais esta em franca expansao, passando de 8 mil
toneladas em 1994 para 46 mil toneladas em 2009 (MPA,2011). O crescimento do
ano de 2007 para 2008 foi de 27% e de 2008 para 2009 foi na ordem de 20%,
atingindo assim 46.454 toneladas. A produgcdo de tambaqui representa 14% da
produgao de pescado no pais.

Outro fator importante no uso de aditivos enzimaticos para melhorar a
digestibilidade da ragao € a redugao de impactos ambientais. Fialho et al. (2008) cita
a importancia da reducdo da excregdo de elementos poluentes pelos dejetos,
principalmente o nitrogénio. O fésforo e o nitrogénio sdo dois nutrientes limitantes
para o crescimento das algas e, quando estes nutrientes alcangam os mananciais
hidricos, provocam o aceleramento da eutrofizagdo e com isso, a poluigdo da agua.
Este fato & especialmente importante para regides com grandes concentracbes de
criatorios de suinos, aves e peixes. A morte e a deterioragdo destas algas diminui a
quantidade de oxigénio na agua, dificultando ou impedindo a vida neste ambiente. O
nitrogénio pode transformar-se em nitrato, nitrito e amdnia, que representam as
principais substancias poluentes do ar e das aguas. Para amenizar este problema,
estratégias nutricionais como formular dietas com base em nutrientes digestiveis
(proteina ideal), alimentos processados, diminuir margens de segurancga e utilizar
enzimas exogenas sao pertinentes.

Uma das fontes de enzimas exdgenas usadas na nutricdo animal é de origem

microbiolégica com os fungos. Os fungos destacam-se pela sua capacidade de
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atacar tecidos vegetais através da secrecao de enzimas que degradam biopolimeros
tais como polissacarideos, lignina e proteinas.

A biotecnologia enzimatica utilizando fungos é outra atividade que tem
crescido muito nas ultimas décadas A utilizagdo dos fungos como fonte de
enzimas vem adquirindo um status de destaque nas mais variadas areas industriais
e comerciais (SOARES et al., 2010). Fungos filamentosos como Aspergillus nidulans
(SOARES, 2010), Aspergillus awamorii (PEVEZZI, 2008), Moniliella sp SB9 e
Penicillium sp EGC5 (MARTIN et al., 2004), Aspergillus caespitosus, Aspergillus
phoenicis, Rhizopus stolonifer e Aspergillus. versicolor, Aspergillus caespitosus,
Mucor rouxii (GUIMARAES et al., 2006) ganham destaque neste aspecto.

A determinacdo da digestibilidade, que segundo Andriguetto et al. (1982), é
definida como a fracdo do alimento consumido que nao é recuperada nas fezes, é
de fundamental importancia para se avaliar a qualidade do alimento. De acordo com
Sadiku e Juancey (1995), a determinagao dos coeficientes de digestibilidade tem
sido instrumento de grande importancia na area da nutricdo na aquicultura, uma vez
que pode avaliar ingredientes ou a qualidade das ragoes.

Estudos de digestibilidade associados com a adigdo de enzimas podem trazer
alternativas para melhorar o desempenho do tambaqui, uma vez que podem
melhorar a digestibilidade dos nutrientes presentes na ragéo e, portanto maior
aproveitamento destes. Além do que pode minimizar os impactos ambientais
gerados pela criagdo destes peixes, visto que menos nutrientes serdo perdidos pelas
fezes. Neste sentido, faz-se necessario que sejam realizados estudos sobre
alternativas para a melhoria de aproveitamentos de ragdes pelo tambaqui, sejam
elas com novas fontes de ingredientes regionais com potenciais para utilizacdo em
racbes comerciais, seja com o uso de produtos da biotecnologia disponivel no
mercado, que possam maximizar sua produg¢ao em cultivos a baixo custo no Brasil.
Além do que a literatura sobre digestibilidade em tambaquis € muito escassa.

Este trabalho tem como objetivo geral produzir e avaliar o efeito de um
complexo enzimatico sintetizado pelo fungo Aspergillus awamorii sobre a
digestibilidade dos nutrientes de uma ragéo para juvenis de tambaqui, Colossoma

macropomum.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Aspergillus

Os fungos sao organismos heterotréficos e saprofiticos, que decompdem a
matéria organica. Crescem a expensas dos produtos de degradacdo (agucares e
radicais), incorporando as moléculas nutricionais e adquirindo massa protéica
(ARAUJO et al., 1983). De acordo com Machida e Gomi (2010) o género Aspergillus
€ 0 nome usado para um grupo de fungos que se reproduzem apenas por meios
assexuados. A morfologia do conidiéforo, estrutura que carrega esporos
assexuados, é o mais importante carater taxonémico usado na taxonomia de
Aspergillus. Espécies de Aspergillus sdo comuns e generalizadas. Eles estdo entre
0S grupos mais bem sucedidos de organismos com papéis importantes em
ecossistemas naturais e a economia humana. Estes incluem agentes patogénicos,
tais como o notdrio Aspergillus flavus, que produz uma potente toxina, a aflatoxina.
Por outro lado, também estdo incluidos os outros fungos, tais como Aspergillus
oryzae, implicadas na produc¢ao industrial de molho de soja e saqué ou Aspergillus
niger utilizado para a produgao de acido citrico e enzimas tais como glicose oxidase
e lisozima. Tal é o interesse em Aspergillus que, até agora, as sequéncias de 15
diferentes genomas de Aspergillus foram determinadas.

Segundo Hocking (1993), os alimentos utilizados por seres humanos e
animais domésticos sao boas fontes nutricionais para Aspergillus. Palavras como
"decomposicao”, "podridao" e "deterioracao” sdo usadas para descrever a utilizagao
de fungos nesses géneros alimenticios, que podem ocorrer no campo, durante o
armazenamento e depois do processamento comercial ou ainda apds a cocgao.
Embora alimentos com um pH &cido, alimentos secos, e aqueles com elevada
concentracado de agucares normalmente ndo suportam a agdo microbiana.

Os fungos destacam-se pela sua capacidade de atacar tecidos vegetais
através da secregdo de enzimas que degradam biopolimeros tais como
polissacarideos, lignina e proteinas. O Aspergillus awamori vem sendo utilizado pela

industria para producdo de amilases, amiloglucosidases e proteases. Seu uso é
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vantajoso, pois é seguro para fabricacdo de produtos alimenticios destinados ao
consumo humano, sendo considerado ndo téxico e ndo patogénico (CUI et al.,
1998). De acordo com Lemos et al. (2000) os fungos filamentosos tém sido
amplamente estudados, e o género Aspergillus mostrou uma grande capacidade de
produzir hemicelulases.

Trabalhos que testam a inclusdo de enzimas digestivas exdgenas produzidas
por fungos do género Aspergillus nas ragdes mostram resultados positivos no
desempenho zootécnico de diferentes animais. Mora-Jaimes et al. (2002), usando a
amilase produzida a partir de Aspergillus niger aumentou a digestibilidade do amido

do sorgo, na alimentacéo de cordeiros.

1.2 Enzimas

As enzimas sao proteinas globulares que aceleram as reagbes quimicas
metabdlicas, diminuindo a energia de ativagdo das reagdes e estdo envolvidas com
todo o metabolismo dos animais. Com excegéo de um pequeno grupo de RNAs com
funcao catalitica todas as enzimas sao proteinas. Segundo Lehninger (2000), as
enzimas sao fundamentais para qualquer processo bioldgico, pois catalisam
centenas de reagdes sucessivas pelos quais moléculas dos nutrientes sao
degradadas e macromoléculas biologicas sao formadas a partir de precursores
simples. Possuem um alto grau de especificidade por seus substratos, acelerando
as reagdes quimicas e que funcionam em solugdes aquosas sob condicdes muito
suave de temperatura e pH.

A catalise enzimatica das reacbes é essencial para os sistemas vivos. Sob
condi¢des biologicas relevantes, as reacdes ndo catalisadas tendem a ser lentas —
muitas das moléculas biolégicas sdo bastante estaveis no ambiente aquoso, de pH
neutro e temperatura moderada, do interior das células. Além disso, muitas reagdes
quimicas comuns envolvem eventos quimicos que sao desfavoraveis em ambiente
celular. Sem catélise, as reagdes necessarias para digerir os alimentos, por
exemplo, ndo ocorrem com uma velocidade util (LEHNINGER, 2000).

De acordo com a sua finalidade, as enzimas usadas em ragbes animais

podem ser divididas em dois tipos: 1) enzimas destinadas a complementar

16



quantitativamente as proprias enzimas digestdérias enddgenas dos animais
(proteases, amilases, fitases) e 2) enzimas que esses animais ndo podem sintetizar
e/ou sintetizam em pequenas proporgdes (B-glucanases, pentosanas, e a-
galactosidases).

Segundo Nsereko et al. 2000, o uso de enzimas exdgenas ¢é uma
tecnologia em desenvolvimento. Iniciou-se no final da década de 60 e durante os
ultimos tempos vem avangando gragas ao seu vasto campo de aplicagdo. As
enzimas exogenas tém sido amplamente utilizados para remover fatores anti-
nutricionais de alimentos, para aumentar a digestibilidade dos nutrientes existentes,
e para complementar a atividade das enzimas endégenas. (Classen et al., 1991). Os
efeitos benéficos de sua utilizagdo na alimentacdo de animais tém sido observados
por pesquisadores de todo o mundo.

As enzimas produzidas a fim de aumentar a digestibilidade de nutrientes e
melhorar a sua utilizagdo s&o provenientes, geralmente, de bactérias do
género Bacillus sp ou fungos do género Aspergillus sp (FERKET, 1996). A enzima
adicionada ao alimento seco s6 é ativada no trato digestivo quando é misturada aos
fluidos digestivos e sob a temperatura do organismo (ROTTER, 1990). A enzima
pode ser ministrada tanto na forma de coquetel o que, segundo Inborr e Meulen
(1993), é uma pratica muito comum na Europa, principalmente na forma de
carboidrase, ou pode ser ministrada em separado (fitase, celulase, xilanase, [3-
glicanase, queratinase, etc.). A utilizagdo da enzima em separado deve ser feita
quando se tem o objetivo de degradar determinado fator antinutricional conhecido
que venha prejudicar o aproveitamento dos nutrientes da dieta ou quando se sabe
que o uso de determinada enzima em conjunto com outra pode diminuir a atividade
de ambas (WENK et al., 1993). O fornecimento de enzimas na forma de coquetel é
feito quando determinada dieta apresenta uma variada quantidade de fatores anti-
nutricionais.

Segundo Wyatt & Bedford (1998), existem duas abordagens econdmicas ao
considerar a incorporagado de enzimas exogenas nas formulagdes das dietas. Uma
aplicacao mais simples e provavelmente mais pratica, chamada de over the top (por
cima) com intuito de melhorar o desempenho de forma mais econémica, consiste em
adicionar enzimas em uma formulagdo padrao, sem alterar os niveis nutricionais. A

segunda alternativa seria alterar a formulagdo da ragdo reduzindo os nutrientes e
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adicionando enzimas exdégenas para restaurar o valor nutricional da dieta-padrao,
visando o mesmo desempenho de uma dieta com os niveis nutricionais normais.

De acordo com Cowan (1994), as enzimas sao produzidas por fermentagao a
partir de uma cultura especifica de microrganismos em meio de crescimento. Além
disso, as enzimas sao produzidas por fermentagao a partir de uma cultura especifica
de microrganismos em meio de crescimento. Uma vez que o0 processo se completa,
sdo separadas dos residuos de fermentagdo e dos organismos que Ihes deram
origem. Ainda que a fonte de organismo entre os produtos enzimaticos seja
geralmente semelhante, o tipo e a atividade de enzimas produzidas podem
variar amplamente, a depender da linhagem selecionada, do substrato de
crescimento e do meio de cultura usado (CONSIDINE & COUGHLAN, 1989;
GASHE, 1992; LEE et al., 1998). Os produtos enzimaticos em comparagao aos
extratos de fermentacdo sdo relativamente concentrados e purificados,

contendo atividades de enzimas controladas e especificas (PENDLETON, 2000).

1.2.1 Amilases

As amilases constituem o grupo de enzimas que possuem agao sobre o
amido liberando diversos produtos, incluindo dextrinas e progressivamente
pequenos polimeros compostos de unidades de glicose (GUPTA, et al., 2003).
Existem basicamente quatro tipos de enzimas conversoras de amido: endoamilases,
exoamilases, enzimas desramificadoras e transferases. As endoamilases, como as
a-amilases, sdo capazes de quebrar ligagcdes glicosidicas presentes na parte interna
(endo) das cadeias de amilose ou amilopectina, formando oligossacarideos
ramificados de tamanhos variados com configuragdes a e a-dextrinas limites
(MORAES 2004). As exoamilases hidrolisam exclusivamente ligacdes glicosidicas a-
1 e 4 (B-amilase) ou ambas as ligagdes a-1,4 e a-1, 6, como as amiloglicosidas e a
- glicosidase. Outros exemplos de exoamilases sao a ciclodextrina glicosiltransferase
e a-amilase maltogénica (glicano 1,4-a-glicanohidrolase. O terceiro grupo de
enzimas conversoras de amido sdo as amilases desramificadoras que
hidrolisam exclusivamente ligagdes a-1,6, incluindo as isoamilases, que clivam
amilopectina em polissacarideos lineares de cadeia longa e as pululanases tipo |
com habilidade de hidrolisar ligagbes a-1,6 em pululana e amilopectina.

Pululanases do tipo Il (a-amilase-pululanase ou amilopululanase) atuam sobre
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ligacdes a-1,4 e a-1,6, produzindo maltose e maltotriose (MORAES, 2004). Enzimas
transferases constituem o0 quarto grupo de enzimas conversoras ou
modificadoras de amido. Quebram liga¢des glicosidicas a-1, 4 da molécula doadora
e transferem para um aceptor glicosidico com a formagdo de uma nova
ligacdo glicosidica. Enzimas como amilomaltase e ciclodextrina glicosiltransferase
formam uma nova ligagao a-1, 4 e ao mesmo tempo liga a extremidade redutora a
nao redutora. Amilomaltases séo similares as ciclodextrinas glicosiltransferases
em relacdo ao tipo de reacdo enzimatica. A maior diferenca € que a agao da
amilomaltases origina produto linear enquanto que ciclodextrinas

glicosiltransferases formam produto ciclico (MORAES 2004).

1.2.2 Xilanases

As proteinas do tipo xilanases sdo uma classe de enzimas que degradam
o polissacarideo linear beta-1,4-xilana em xilose, decompondo assim
a hemicelulose, um dos principais componentes das paredes celulares das plantas,
sendo assim desempenha um papel importante em microorganismos que se
desenvolvem em plantas. Adicionalmente, as xilanases estao presentes em fungos,
que as usam na degradacédo de matéria vegetal em nutrientes utilizaveis. (DASHEK,
1997).

De acordo com Moore-Landecker (1996) as hemiceluloses sdo os mais
abundantes polissacarideos ndo celuldsicos da natureza, estdo dispostas entre a
celulose e a lignina, nas paredes celulares das células vegetais. Possuem polimeros
lineares ou ramificados, contendo de dois a seis carboidratos ou seus derivados, por
isso existem diferencas entre as hemiceluloses de diferentes espécies vegetais,
sendo a xilana um dos seus principais componentes.

A hemicelulose é€ um polimero amorfo composto de xilose,arabinose,
galactose, glucose e manose. As hemiceluloses e celulose representam mais de
50% do peso seco de residuos agricolas (FERREIRA-FILHO, 2004), pois eles
podem ser convertidos em agucares soluveis, quer por hidrélise acida ou enzimatica,
para que eles possam ser utilizados como uma fonte abundante e barata de energia
renovavel no mundo. Para muitos residuos xilana é o principal componente da
fracgdo hemicelulose. E degradado por xilanases produzidas por fungos, bactérias,

algas, protozoarios gastropode e artrépodes. De acordo com Hasper et al (2002), os
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fungos sao importantes microrganismos utilizados pela industria na produgao
de enzimas e os principais celuloliticos produtores de celulases e xilanase
incluem: Trichoderma viride, Trichoderma. reesei, Aspergilus niger, Penicillium
funiculosum e Humicola sp.

Na biotecnologia enzimatica referente a industria do papel, as enzimas
xilanases sao muito importantes, pois auxiliam no branqueamento da polpa,
facilitando a retirada da lignina, podendo ser utilizadas para modificar a polpa na
fabricagdo do papel, ou ainda serem utilizadas na reciclagem do papel (BIELY,
1993). Séo ainda utilizadas para remocgao de 6leos vegetais, na produgcao de sucos
de frutos, na clarificagdo de sucos e vinhos, na fabricacdo de café soluvel, no
aumento do teor nutricional da silagem (WONG e SADDLER, 1992).

A degradacdo completa da hemicelulose requer enzimas que hidrolisem
cadeias principais, como as exo e endo-hidrolases, e laterais. As exo-hidrolases
atuam nas ligagdes glicosidicas terminais e liberam unidades de monossacarideos
das extremidades nao redutoras. Endo-hidrolases clivam liga¢des localizadas no
interior da molécula de modo aleatério ou especifico. Segundo Ferreira-Filho
(1994), varias enzimas atuam na degradacao da cadeia principal, tais como: [-D-
xilanase (1,4- B -D-xilana xilanohidrolase), [ -D-xilosidase (1,4--D-xilana
xilohidrolase), B-D-manosidase (1,4- B -D-manopiranosideo  hidrolase, a-L-
arabinase (1,5- a-L-arabinase) e [B-D-galactanase (1,4- [(-D-galactana

galactanohidrolase).

1.2.3 Carboximetilcelulase - CMCase

O estudo e a producao de celulases representam um papel importante em
diversas areas como a ecologia, nutrigdo e a microbiologia industrial. No ramo
industrial, estas enzimas tém sido comumente usadas a fim de facilitar o
beneficiamento de produtos de industrias téxteis, de papel, farmacéutica e
alimenticia, dentre outras.

O grupo enzimatico envolvido na hidrélise da celulose é genericamente
denominado de complexo-celulase. Esse complexo € divido em trés grupos:
Endoglucanases: enzimas que iniciam a hidrolise e solubilizam o polimero

celulésico, produzindo oligossacarideos e, consequentemente, novos terminais,
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sendo um redutor e um nao redutor; Exoglucanases: enzimas divididas em
celobiohidrolases (CBHSs) e glucanohidrolases (GHs). As GHs promovem a hidrdlise
da fibra celuldésica de elevada importancia, pois sdo capazes de liberar glicose
diretamente do polimero. J4 as CBHs sao responsaveis pela liberagao de celobiose
(dimero de glicose) a partir de extremidades da celulose, e por fim, as f-
glicosidases que sdo enzimas que tém a propriedade de hidrolisar celobiose e
oligossacarideos soluveis (com menos de sete unidades monoméricas) em glicose
(ZAHNG et al. 2006).

1.2.4 Avicelase

As enzimas carboximetilcelulase (endoglucanase) e avicelase (exoglucanase)
formam um sistema enzimatico hidrolitico importantes para a degradacdo da
celulose (BAYER e LAMED, 1992).

A celulose é um polimero de glicose nao ramificado, composto de anidro-[3-
1,4-glicose unidades ligadas por ligagbes [-1,4-glicosidicas, € o biopolimero mais
abundante sobre a terra. A degradagao enzimatica da celulose para glicose exige a
acao cooperativa de trés enzimas que agem sinergicamente, a saber:
endoglucanase (CM celulase), o qual cliva ligagdes glicosidicas internas e
exoglucanase (Avicelase,) que cliva unidades celobiose a partir das extremidades
das cadeias de celulose, e B-glicosidase, que cliva unidades de glucose a partir de
de oligossacaridos (WOOD, 1989).

De acordo Kari et al. (1994), as avicelases possuem aplicagdes potenciais em

bioconversao de materiais de residuos agricolas para produtos uteis.

1.3 TAMBAQUI

O tambaqui, Colossoma macropomum, € uma espécie pertencente a familia
Serrasalmidae e a subfamilia Serrasalminae. Peixe de piracema nativo das bacias
dos rios Solimdées, Amazonas e Orinoco € amplamente distribuido na parte tropical
da América do Sul e na Amazénia Central, e muito apreciado por seu sabor, sendo

importante fonte de proteina animal (Araujo-Lima & Goulding, 1997). Segundo este
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mesmo autor € uma espécie onivora com tendéncia a herbivoria e frugivoria. Tem
grande capacidade de digerir proteina animal e vegetal e de facil adaptagdo a
alimentacao fornecida.

De acordo com Silva et al. (2007), o tambaqui é uma das espécies de peixe
que possui alto valor comercial e grande importancia econémica e social na América
Latina. A espécie possui potencial para aquicultura, pois se adapta ao confinamento
e arragoamento. Diversos estudos avaliaram a resposta em crescimento no
tambaqui (Vidal Jr. et al., 1998; Macedo, 1979), porém estes resultados sao
bastantes incertos, devido as diferencas de biometria dos peixes, da composi¢cao da
racao, das condicdes ambientais durante os experimentos, na frequéncia e na taxa
de alimentacdo empregada e outras particularidades de cada experimento. Os
estudos de exigéncia de proteina bruta para as diversas fases do tambaqui ainda
divergem em resultados conclusivos. A tabela 1 mostra as recomendagdes de

diversos estudos realizados sobre os niveis de proteina bruta na ragdo do tambaqui.

Tabela 1 - Recomendacgdes de diversos estudos sobre os niveis de proteina bruta
(PB%) na ragéo do tambaqui.

Fase dos peixes PB(%) Referéncia
Alevinos de 5 a 20g 37 Eckman (1987)
Alevinos de 5 a 20g 23 Macedo (1983)
Juvenis de 20 a 300g 28 Macedo (1983)
Alevinos até 20g 25 Van der Meer (1995)
Juvenis entre 20 e 26 Vidal Jr et al. (1998)
2509

Fonte: Panorama da Aquicultura, 2004.

Proteina dietética adequada promove boas taxas de crescimento e utilizagao
de alimentos sem causar acumulo excessivo de lipidios no figado (Dos SANTOS et
al., 1993). No entanto, informacdes sobre as exigéncias de proteina de tambaqui
ainda é esparsa. Santos et al. (2010) observaram que em situagdes de privagéao
alimentar, ragdes com 32% e 36% de proteina bruta foram as que proporcionaram
melhor taxa de eficiéncia protéica pelo tambaqui, sendo observado, também, que a
racao contendo 32% além de ter sido a mais eficiente na taxa de eficiéncia protéica

(88,3%), proporcionou menor consumo de proteina pelos peixes, quando comparado
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a racao com 36% com a qual os peixes obtiveram taxa de eficiéncia protéica de
85,8%. Os peixes que se alimentaram com a racdo com 32% de proteina bruta
conseguiram ter melhor aproveitamento protéico com menor consumo. PEREZ
(2000) trabalhando com niveis de proteina bruta (18,5 e 24,69%) indicaram que o
nivel de 24,69 % de proteina bruta obteve melhores efeitos sobre o crescimento do
que com o nivel de 18,50% de proteina bruta para alevinos de tambaqui. Da Silva et
al (2006) concluiu que 26% de proteina bruta foram suficientes para atender a
exigéncia de proteina bruta para um bom desempenho produtivo de alevinos de
tambaqui proporcionando também melhor indice de eficiéncia econémica e de custo.
Porém ainda n&do ha unanimidade entre os resultados de pesquisas sobre os niveis
de proteina bruta mais adequada para as diversas fases de desenvolvimento dos
peixes redondos, como o tambaqui.

Com relagdo a energia das ragdes para o tambaqui, segundo estudos
realizados por Camargo et al. (1998) o nivel de 3300 Kcal de energia metabolizavel
por quilograma de racao proporcionou melhor ganho de peso e conversao alimentar
como uma maior taxa de deposi¢cao de proteina na carcaga de juvenis de tambaqui
entre 30 e 180g. Registrou-se aumento linear na deposicado de gordura corporal (de
55 a 65mg/dia) com o aumento da energia de 2850 a 3300 kcal/kg e observou-se
que a energia metabolizavel nas ragcdes deve variar entre 12,5 e 14 kcal/g de
proteina.

Para Cho et al. (1985) a quantidade de energia requerida pelos peixes varia
dentro da mesma espécie: os animais jovens, em crescimento, necessitam, para a
sua manutencgao, de mais energia por unidade de peso corporal que os maduros,
sendo, inclusive, estas necessidades energéticas incrementadas em fungao dos
processos reprodutivos). A exigéncia de energia esta intimamente relacionada ao
balanco energia-proteina e a digestibilidade da fonte ndo protéica de energia (PAGE
e ANDREWS, 1973).

Para o tambaqui o uso de enzimas exdgenas nas ragdes pode se fazer
necessario visto que estes peixes ndo degradam os polissacarideos ndo amilaceos
(PNA) com a mesma facilidade que o amido. PNA sado polimeros de acucares
simples, devido a natureza das cadeias de ligacbes das unidades de acgucares que
séo resistentes a hidrolise no trato gastrintestinal dos animais ndo-ruminantes. Os

PNA fazem parte da parede celular e consistem principalmente de pentoses,
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rafinose, estaquiose e sacarose, encontradas nas sementes de oleaginosas, [-
glucanos que se encontram em altas concentracbes na cevada e aveia e
pentosanas como as arabinoxilanas, que sao encontradas no trigo, triticale e
centeio. As sementes de oleaginosas, como a soja e a canola, os graos de cereais
com 0s seus respectivos subprodutos, tais como o trigo, cevada, aveia, centeio,
triticale, farelos de arroz e de trigo, apresentam em sua composicdo bromatoldgica,
constituintes que os animais n&o-ruminantes ndo digerem ou sua digestdo é
incompleta, como os PNA. Polissacarideos ndo-amilaceos (PNA’s) existem em
varias formas na natureza e sdo componentes da parede celular. Os motivos para as
propriedades antinutricionais de PNA’s sdo sua elevada capacidade de ligarem-se a
grandes quantidades de agua, resultando num aumento da viscosidade do conteudo
intestinal quando o alimento contendo PNA'’s for consumido.

Além da baixa digestibilidade, uma alta inclusdo desses carboidratos pode
causar um aumento da viscosidade intestinal e consequentemente reduzir a
digestibilidade de outros componentes da dieta, comprometendo o desempenho dos
animais (CONTE et al., 2003).

1.4 ENSAIOS DE DIGESTIBILIDADE

A digestibilidade é definida como a fragdo do alimento consumido que nao é
recuperada nas fezes (ANDRIGUETTO et al., 1982). Ja Van Soest (1994) cita que a
digestibilidade dos nutrientes nos alimentos é comumente expressa como
porcentagem do nutriente que desaparece no balango entre a ingestdo e a excregao.
De acordo com Jones & De Silva (1997), os estudos relacionados a digestibilidade
sdo importantes para o desenvolvimento de ragdes para o uso na aquicultura.

Segundo Hanley (1987) a digestibilidade € um dos fatores primordiais para se
avaliar a capacidade de uma determinada espécie animal em utilizar os nutrientes
de um tipo de alimento. Hepher (1988) cita que varios fatores podem influenciar a
digestibilidade dos alimentos nos peixes, sendo os principais: espécie, idade,
condigbes fisioldgicas, temperatura da agua, salinidade, composi¢gao do alimento,

quantidade de alimento ingerido e tamanho da particula.
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O coeficiente de digestibilidade pode ser calculado por dois métodos, o
indireto, em que a coleta de excretas é parcial, utilizando-se indicadores como
substancia referéncia, e o direto, no qual a quantificacdo do alimento ingerido e a
coleta de excretas séo totais (PEZZATO et al., 1988; NRC, 1993). Tampouco, o
meétodo direto ou o indireto consideram a inclusao de material endégeno na excreta.
No entanto, os dados de digestibilidade obtidos atualmente estdo aparentemente
bastante préximos aos valores verdadeiros (NRC, 1993), dai a digestibilidade
calculada é aparente (coeficiente de digestibilidade aparente — CDA).

Segundo os estudos de Morales et al. (1999), a quantificagdo do alimento
consumido e a coleta total das fezes é dificultada pelo meio aquatico, por isso, usa-
se preferencialmente o método indireto de determinagcdo de digestibilidade. Para
isso usa-se um indicador inerte. Segundo NRC (1993), o 6xido de crémio € usado
como indicador inerte em experimentos de digestdo e balango de nutrientes para
animais domésticos, e este indicador tem sido utilizado com sucesso para a
determinacdo da digestibilidade aparente em varias espécies de peixes,
principalmente pelo volume limitado de fezes produzidas por estes animais. Ja
Titgemeyer, (1997) diz que o 6xido de cromio é o indicador mais amplamente usado
em experimentos de digestibilidade em peixes devido seu baixo custo e pela
facilidade de analise.

Em estudos utilizando 6xido crébmio como indicador, o nutriente componente
da dieta é calculado por intermédio da taxa do indicador para o nutriente no alimento
e nas fezes (Hanley, 1987). Entretanto, sua recuperagédo difere de 100%, e sua
recuperacao fecal varia entre animais e também ha variagcdo na concentracdo nas
fezes no decorrer do dia, sendo este um dos problemas relacionados a esse
indicador. Merchen (1993) cita que nenhuma das substancias usadas como
indicadoras atende a todas as caracteristicas, mas varias sao adequadas para
fornecer dados significativos, por isso, a procura por melhores indicadores constitui
um dos assuntos de grande interesse na pesquisa de técnicas que facilitem estudos
de nutricdo animal. O uso de 6xido de crémio como indicador inerte para avaliagao
da digestibilidade pode ser observados em diversos trabalhos com peixes: Silva et
al. (2003) com tambaquis; Guimaraes et al. (2001) com tilapias; Teixeira et al. (2010)

com surubins, dentre outros.
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Segundo Maynard et al. (1997), o indicador ideal para determinar a
digestibilidade e a produgéo fecal total deve possuir algumas propriedades
fundamentais: indigestibilidade total, ser farmacologicamente inativo no trato
digestivo, taxa de passagem no trato digestivo uniforme, poder ser determinado
quimicamente e, de preferéncia, ser uma substancia naturalmente presente nos

alimentos.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em duas etapas, primeiramente no
Laboratério de Enzimologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas/ICB Il, da
Universidade Federal de Goias, Campus Samambaia, localizado no municipio de
Goiania — Goias, no periodo de junho a dezembro de 2011, referente ao preparo da
solugdo enzimatica e a segunda no Laboratério de Pesquisa de Organismos
Aquaticos (LAPOA), no Departamento de Zootecnia da Pontificia Universidade
Catolica de Goias, Campus I, localizada no municipio de Goiania — Goias, no
periodo de dezembro de 2011 a agosto de 2012. Sendo neste local realizada a
confecgao das dietas, as analises bromatologicas das dietas e das fezes, bem como

o experimento com os animais (Anexo 1).

2.1 Linhagem utilizada e manutenc¢ao do fungo

A amostra do fungo Aspergillus awamori utilizada no presente trabalho foi
isolada do solo da Universidade de Brasilia (UnB). O fungo foi cultivado em Meio
MEX [extrato de malte 3,0% e Agar 2,0%], autoclavado a 120°C durante 20 minutos.
A cultura foi mantida por quatro dias a 30°C, em estufa de ventilagdo forgada e,

posteriormente as placas foram estocadas a 4°C para utilizagdo no experimento.

2.2 Produgao, inoculagao, filtragem e liofilizagao da solugao enzimatica

Trés discos de cultura (5 mm), contendo esporos do fungo Aspergillus
awamori foram inoculados em erlenmayers de 1,0 L, contendo 250 ml de meio de
inducao (a propria ragdo — composta por farelo de soja, gluten de milho, farinha de
peixe, fuba de milho, farelo de trigo e microminerais e vitaminas). Os erlenmayers
foram incubados em agitador rotatério (Controlled Environment Incubator Shacker,
Brunswick Scientific Co. Inc., U.S.A) a 30°C e velocidade de 180 rpm . Apds 48
horas de cultivo, a solugdo enzimatica foi filtrada a vacuo. As aliquotas foram
retiradas e congeladas para avaliagado da atividade enzimatica de amilase, CMCase,

avicelase, Fpase, xilanase, pectinase, protease e lipase e posterior utilizagcao.
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A solucdo enzimatica foi concentrada pelo processo de liofilizacdo por 24
horas (Liofilizadorllshin) e ressuspendida para utilizacdo. A solugdo enzimatica foi

mantida em geladeira a temperatura de 4 a 8 °C para utilizagao.

2.3 Determinagao da atividade enzimatica
2.3.1 CMCase

A 200 ul de solugdo de carboximetilcelulose 1% (média viscosidade -
Sigma), dissolvido nos tampdes acetato de sédio 50 mmol.L™", pH 5,5, citrato fosfato
e Kansas, 50 mmol.L™", pH, 6,8, foram acrescentados 200 ul do extrato enzimatico.
Apos incubacio da mistura a 39° C por 1 hora, a reagao foi interrompida pela adicao
de 1 ml de ADNS e aquecida por 10 minutos.

A concentracdo de enzima foi estimada apdés a quantificagdo
espectrofotométrica a 550 nm de acgucar redutor liberado. A curva padrao foi feita
com utilizagdo de glicose. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para formar um ymol de acgucar redutor

por minuto da reacéo.

2.3.2 Avicelase

A 200 ul de solucao de celulose microcristalina Avicel, 1%, dissolvido em
tampéo citrato fosfato, 50 mmol.L™", pH, 6,8 e Kansas, 50 mmol.L™", pH, 6,8 foram
acrescentados 200 pl do extrato enzimatico. Apds incubagao da mistura a 39° C por
1 hora, a reacao foi interrompida pela adicdo de 1 mL de ADNS e aquecida por 10
minutos.

A concentragdao de enzima foi estimada apdés a quantificagdo de acucar
redutor liberado, a 550 nm. A curva padrao foi feita com utilizacdo de glicose. Uma
unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para formar um pmol de agucar redutor por minuto da reacéo.
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2.3.3 Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada nos tampdes acetato de sddio 50
mmol. L™, pH 5,5, citrato fosfato 50 mmol.L™!, pH 6,8 e Kansas 50 mmol.L™!, pH 6,8.
A mistura de reacéao foi incubada a 50°C por 30 minutos.

O ensaio enzimatico realizado foi: teste: 50 uyl do extrato enzimatico, 100
ul de xilana (oatspelts - sigma), 350 ul de tampao, 500 ul de DNS; a mistura da
reacao foi incubada por 10 minutos em agua fervente, com posterior adigdo de 1000
Ml de agua; controle 1: 50 yl do extrato enzimatico, 450 yl de tampao, 500 pl de
ADNS; a mistura de reacgao foi incubada por 10 minutos em agua fervente, com
posterior adigdo de 1000 pl de agua; controle 2: 100 pl de xilana, 400 yl de tampéo,
500 ul de ADNS; a mistura de reagao foi incubada por 10 minutos em agua fervente,
com posterior adi¢do de 1000 pl de agua.

A concentracdo de acgucar redutor Iliberado foi determinada
espectrofotometricamente a 540 nm pelo método do ADNS, utilizando xilose como
padrdo. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de

enzima necessaria para formar um pmol de agucar redutor por minuto da reacao.

2.3.4 Amilase

A atividade amilolitica foi determinada pelo método sacarificante que se
baseia na producgéo de agucares redutores (Miller, 1959).

A 40 ul de tampao citrato-fosfato (50 mmol. L-1, pH 6,8) foram adicionados 60
ul de amostra enzimatica e 100 pl de solugéo de amido 0,5%. A mistura foi incubada
a 39°C por 15 minutos. Posteriormente, 1,0 ml de reagente acido dinitrosacilico (10
g.L-1 &cido dinitrosacilico (DNS), 100 ml de NaOH (2mmol.L-1), 300 g.I-1 de tartarato
de sdédio e potassio foi adicionado nos tubos de ensaio. A mistura foi fervida por 5
minutos em banho-maria a 96°C e absorbancia determinada a 550 nm. A quantidade
de acgucares redutores formados é calculada de acordo com uma curva padrao de
glicose (Miller, 1959). Uma unidade (U) de atividade sacarificante foi definida como a
quantidade de enzima que libera 0,1 mg de agucar redutor por minuto de reagéo. e a

reacao interrompida com adi¢gdo de 200 pl de acido acético (1,0 moI.L'1) e 200 ul de
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solugéo de iodo-iodeto a 1%, iodeto de potassio e agua destilada na proporcéo de
(1v:1v:3v). O volume foi completado com agua destilada para 10 ml, homogeneizado

e a absorbancia determinada a 660 nm.

2.4 Delineamento Experimental

Para o presente estudo foram distribuidos 96 animais da espécie
Colossoma macropomum com peso medio de 55,69 + 2,55 gramas em doze
aquarios retangulares de PVC de 100 litros, constituindo uma unidade experimental,
contendo oito peixes cada. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado
com 4 tratamentos e 3 repeticbes A biomassa em cada aquario, e 0 peso medio por

peixe das UEs é vista na tabela 2.

Tabela 2 Biomassa de peixes nas unidades experimentais (aquarios), e peso
medio por peixe.

LOTE BIOMASSA POR UNIDADE PESO MEDIO/PEIXE (g)
EXPERIMENTAL (g) (N=8)
1 430 53,8
2 441 55,1
3 420 52,5
4 446 55,8
5 431 53,9
6 470 58,8
7 438 54,8
8 457 57,1
9 423 52,9
10 435 54,4
11 480 60,0
12 475 59,4
TOTAL 5326 55,71

As UEs foram instaladas em sistema fechado de recirculagdo de agua, com

renovacao de 20% da agua/dia. Neste sistema equipadas com filtro bioldgico e fisico
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e a temperatura da agua mantida por meio de termostato eletrénico e digital a
28,0°C, monitorado e regulado diariamente.

Os aquarios foram abastecidos por agua proveniente de pogo semi-arteziano
com 60 metros de profundidade, e passou por sistema de reservatério de
estabilizagdo, apdés este armazenamento, a agua foi tratada respectivamente por
filtros fisicos e bioldgicos antes de retornar aos aquarios de alimentacédo. Este
sistema fechado de recirculagdo de agua possuia aeragao individual realizada por
meio de pedra porosa acoplada a tubulagdo conectada em turbina de ar, e a
temperatura mantida a 28°C por aquecedores individuais com termostatos.

Para o monitoramento da qualidade da agua dos aquarios, foram medidos
diariamente a temperatura, o teor de oxigénio dissolvido (mg/L), e o pH por meio de
termdmetro, oximetro e peagametro digitais, respectivamente. O teor de amodnia foi

medido semanalmente por meio de kit comercial marca Indutest.

2.5 Preparo das dietas

Os ingredientes da dieta (farelo de soja, gluten de milho, farinha de peixe,
farelo de trigo, fuba de milho, mistura mineral e vitaminica) foram moidos com
didametro inferior a 500um. A dieta referéncia (padrao) foi formulada para atender as
exigéncias nutricionais do tambaqui na fase de vida em que se encontrava no inicio
do experimento (NRC, 1993). Como marcador inerte externo, foi utilizado o éxido de

cromio na concentracéo de 0,1% na dieta, como sugerido por Lovell (1998).
2.6 Composicao da dieta
A composicdo percentual das dietas pode ser observada na Tabela 3,

enquanto na Tabela 4 a composicido percentual calculada e determinada da matéria

seca, energia bruta, proteina bruta e extrato etéreo da dieta referéncia.
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Tabela 3 Composicéo centesimal dos ingredientes das dietas experimentais.

Ingrediente (%) Controle T2 T3 T4
-T1
Farelo de soja 45 45 45 45
Glaten de milho 8 8 8 8
Farinha de peixe 10 10 10 10
Fuba de milho 18 18 18 18
Farelo de trigo 11 11 11 11
DL — metionina 0,07 0,07 0,07 0,07
Cr,03 0,1 0,1 0,1 0,1
Oleo de soja 3 3 3 3
Fosfato bicalcico 4 4 4 4
Calcario 1 1 1 1
Vitamina C 0,05 0,05 0,05 0,05
Premix 0,3 0,3 0,3 0,3
Solugéo enzimatica 0 100 150 200
(mL/Kg)

Tabela 4 Composigcdo calculada e determinada da matéria seca, energia bruta,
proteina bruta e extrato etéreo da dieta referéncia.

Calculado Determinado
Energia Bruta (cal/g) 4100,00 4259,23
Proteina Bruta (%) 33,90 34,58
Extrato etéreo (%) 5,72 6,45

Laboratério de de Solos — Departamento de zootecnia — PUC-GO

Os ingredientes apoés finamente triturados, foram pesados e homogeneizados
mecanicamente para a adicdo de 30% de agua. A mistura foi homogeneizada
novamente e a solugdo enzimatica adicionada pelo método de aspersdo. Foram
produzidos quatro tratamentos, sendo eles:

e T1 - controle — aspersao de 100 mL de agua em solugédo enzimatica/Kg
de racgao;

e T2-100 mL de solugédo enzimatica/Kg da racao;

e T3 - 150 mL de solugédo enzimatica/Kg da racéo e

e T4 -200 mL de solugédo enzimatica/Kg da racao.

Apo6s a adicao da solugdo enzimatica, as dietas foram peletizadas em moedor
de carne elétrico e em seguida desidratadas em estufa de ventilagdo forcada de ar a
55,0 °C durante 24 horas e posteriormente armazenadas em freezer a —18,0 °C para
serem utilizadas no experimento.
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2.7 Manejo de alimentacao

Os peixes foram submetidos a um periodo de quinze dias de adaptacao,
sendo alimentados com a ragao referéncia (sem a solugéo enzimatica) trés vezes ao
dia, as 08:00h, 12:00h e 17:00h ad libtum. As sobras da racao eram sifonadas e
descartadas trés vezes por semana.

Durante o periodo experimental, os peixes foram alimentados de hora em
hora no periodo matutino, as 8:00h, 9:00h, 10:00h, 11:00h e 12:00h. Apds 30
minutos do o ultimo arragoamento foram transferidos para as unidades de coleta de
fezes, compostas por incubadouras de ovos de peixes adaptadas para este fim, com
capacidade para 200 L, com agua de pogo artesiano e aeragdo com pedra porosa. A
temperatura da agua dos tanques coletores de fezes era mantida por meio de

termostato eletronico e digital a 28,0°C, aferida diariamente.

2.8 Coleta das fezes

Ap6s a transferéncia, esperava-se o inicio da sedimentacdo das fezes,
marcando, assim, uma hora para acumulo e coleta do material nos recipientes
acoplados ao fundo dos coletores, iniciaram-se as coletas, realizadas de hora em
hora até totalizar cinco coletas diarias. Ao término das coletas os peixes retornavam
para as suas respectivas UEs e eram arragoados apenas no dia seguinte. Foi
adaptado um registro e um recipiente de acrilico com volume de 100 mL na parte
inferior das incubadeiras. Antes das coletas de fezes, o registro permanecia fechado,
durante a coleta o registro era aberto para que as fezes decantassem no recipiente.
Nesse momento as fezes passavam por gravidade e para a coleta fechava-se o
registro, retirando-se os recipientes. As fezes decantadas eram armazenadas em
frasco de vidro constituindo um “pool” de amostra por repeticdo do tratamento. Os
frascos com as fezes seguiam para congelamento em freezer (-20 °C) para posterior
secagem em estufa, moagem e analises bromatoldgicas.

As coletas das fezes foram realizadas por grupo. No primeiro dia as UEs 1,2,3
e 4, no segundo as 5, 6, 7 e 8 e no terceiro as 9, 10, 11 e 12. Cada grupo tinha
entdo dois dias de descanso e alimentagao pods-coleta. Foram realizadas quatro

“pool” de coletas por grupo, sendo trés repeti¢cdes por tratamento.
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2.9 Analise bromatolégica

As analises bromatolégicas dos ingredientes e das dietas foram realizadas no
laboratério de solos, no Departamento de Zootecnia da PUC-GO e determinadas
segundo metodologia proposta pela AOAC (1995), realizadas em triplicata.
Enquanto que a analise das fezes foi feita em duplicata, devido a reduzida
quantidade de amostras. Ja a determinacéo do 6xido de crémio foi feita pelo método
espectrofotométrico ajustado da 1,5-difenilcarbazida das dietas, de acordo com a

metodologia de Bremer Neto et al. (2005).

2.10 Determinacao dos coeficientes de digestibilade aparente (CDa)

O CDA dos nutrientes foi calculado com base na seguinte férmula, proposta
por Cho et al, (1985):

%Cr,O 0
Da,, =100-|100| 222ar |, [ 7N,
%Cr,0,, ) | %N,

onde:

Da(n) = Digestibilidade aparente do nutriente;
Cr203r = % de 6xido de crémio-Ill na ragao;
Cry0sf = % de oxido de crémio-lll nas fezes;
N r = Nutrientes na racgao;

Nf= Nutriente nas fezes

Para determinagéo da digestibilidade da MS foi utilizada a formula: DMS% =
(MS consumida — MS fezes) x 100 / MS consumida.
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2.11 Analise estatistica

Os resultados dos coeficientes de digestibilidade aparente do experimento
foram analisados mediante a analise de variancia (ANOVA). Quando os tratamentos
apresentaram efeitos significativos, as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey (Mendes, 1999). As analises foram realizadas a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio do complexo enzimatico

Os resultados do ensaio do complexo enzimatico podem ser observados na
tabela 5:

Tabela 5 Ensaio do complexo enzimatico em tampao citrato/fosfato, em pH 5,0 e
6,8; 50 mmol/L a temperatura de 40°C.

Enzimas Atividade especifica Atividade especifica
(Ul/mL) em pH 5,0 (Ul/mL) em pH 6,8
Celulase total 2,27 3,08
CMCase 1,56 1,95
Avicelase 0,83 0,97
Xilanase 5,07 8,32
Amilase 16,75 20,09

Ruegger e Tauk-Tornisieloa (2003) obtiveram atividade de 1,64Ul/mL de
CMCase com o cultivo de Trichoderma harzianum em meio de farelo de trigo apds
cultivo por 4 dias, a 25 °C evidenciando que este fungo € potencialmente bom
produtor de celulase, sob condi¢gdes adequadas de cultivo. Estes resultados
demonstram que nas condi¢gdes deste trabalho, o Aspergillus awamorii pode ser
considerado também um bom produtor de CMCase.

Aguero et al. (1990) estudaram a influéncia do pH na sintese e liberagcédo de
glicoamilase produzida por Aspergillus awamorii NRRL 3112 e Aspergillus niger
NRRL 337, em meio como substrato amilaceo a farinha de mandioca. Estes autores
verificaram em valores crescentes de pH, de 3,0 a 6,0, uma maior atividade de
enzima intracelular. Estes resultados foram similares aos aqui obtidos, o que
confirma a maior atividade enzimatica em amilase (e também das outras enzimas)
em pH 6,8.

Umsza-Guez et al. (2011) obtiveram alta atividade de xilanase em pH 5,0 e
50°C em A. awamorii cultivado em bagacgo de tomate, resultados também similares

ao encontrados neste experimento, demonstrando mais uma vez a capacidade deste
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fungo em degradar os componentes da parede celular da célula vegetal, tornando
assim uma boa alternativa para seu uso em monogastricos, visto que estes néo
possuem estas enzimas no seu trato digestério. No caso de a-amilase, estes
mesmos autores relatam que a producédo permaneceu praticamente constante ao
longo do 15 dias de fermentacdo, com valores médios de 21,5 Ul/gds. Resultado
este préximo ao obtido neste experimento, que revela a grande capacidade deste
fungo para degradacdo do amido. Isto provavelmente estd relacionado com a
capacidade de degradacéo deste polissacarideo por este fungo decompositor. Ja
que o amido é um dos substratos mais comuns para se encontrar esta espécie de
fungo.

Couri et al. (2000) estudaram a produgado de xilanase por Aspergillus niger
3T5B8 usando dois residuos agroindustriais: casca de manga e farelo de trigo como
substratos solidos. No caso das experiéncias, 40 g do solido estéril com um nivel de
umidade de cerca de 60% foram incubadas a 32 ° C. Atividade maxima da xilanase,
100 Ul/gds foi alcangada apds 72 h de incubagéao utilizando o farelo de trigo como
substrato solido. Com cascas de manga, um pico de atividade de 50,4 Ul/gds foi
atingido ap6s 24 h de fermentacgao.

Yang et al. (2006) cultivou Penicillium decumbens em uma mistura de palha
de milho a 90% e de 10 % de farelo de trigo, umedecido com uma solugdo mineral
obtiveram 13,59 Ul/gds de xilanase apods 4 dias de cultura a 28°C. A produgéo de
xilanases por Aspergillus oryzae RIB 128, também tem sido testada em farelo de
trigo, farelo de arroz e casca de laranja. A produtividade mais alta, cerca de 60
IU/gds foi alcangada quando o farelo de trigo foi utilizado como substrato. Estes
resultados mostram a capacidade de degradagdao dos polimeros fibrosos pelos

fungos testados.

3.2 Monitoramento da qualidade da agua

Os resultados do monitoramento da qualidade da agua foram: para o pH, o
valor médio obtido no experimento foi 7,20 +0,35, para temperatura foi 27,37 £ 0,72
°C e para a amébnia foi 1,32 +£0,87mg/L-1 (N-NH3) e para o oxigénio dissolvido foi
6,28 + 0,56 mg/L
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Os valores obtidos estdo de acordo com os parametros exigidos para o
tambaqui, de acordo com Castro et al (2002), Araujo-Lima e Goulding (1997), Vidal
Jr et al. (2004), Castagnolli (1992), Parma de Croux et al (1994) e Dessarollo (1992).

3.3 Resultados do Coeficiente de Digestibilidade Aparente
Os resultados referentes aos coeficientes de digestibilidade aparente estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 Médias dos coeficientes de digestibilidade total aparente, da MS, da PB e
da EB das dietas.

Tratamento CDA MS (%) CDA PB (%) CDA EB (%)
T1 51,47° 70,54° 4568°
T2 59,04 ° 84,23° 44 47°
T3 61,41° 87,882 64,44 °
T4 71,30° 82,24° 44.40°

Média seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem entre si pelo teste Tuckey, a 5% de
probabilidade; T1 = sem complexo enzimatico; T2 = 100ml do complexo enzimatico/kg da racdo; T3 =
150ml do complexo enzimatico/kg da racédo; T4 = 200ml do complexo enzimatico/kg da ragao.

Segundo Percival (2001), estimativas sobre os coeficientes de
digestibilidade aparente podem variar dependendo da metodologia utilizada na
coleta das fezes. Os métodos de coletas de fezes em organismos aquaticos s&o
variados e podem ser escolhidos segundo as caracteristicas das espécies
estudadas, tais como, tamanho, comportamento ou valor comercial. De acordo com
Menezes et al. (2012), a acuracia da determinacdo dos coeficientes de
digestibilidade esta relacionada a diversos fatores os quais incluem o estado
fisiolégico dos peixes, a composi¢ao das dietas e os métodos de coleta de excretas
utilizados. E importante ressaltar que nem sempre a suplementacdo de enzimas
digestivas proporciona resposta positiva. Para a enzima atuar, faz-se necessario que
haja o substrato especifico na dieta e a dosagem correta de enzimas e que a
capacidade das enzimas ultrapasse as barreiras presentes no estémago — baixo pH
e acao das enzimas proteoliticas como a pepsina — e a temperatura a qual a ragao é

submetida durante o processo de peletizagao.
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Os resultados obtidos para os coeficientes de digestibilidade aparente
demonstraram que houve aumento nos coeficientes de digestibilidade com a
suplementacdo do complexo enzimatico na ragdo, em relagao ao controle. Estes
resultados coincidem com os estudos realizados por Silva et al. (2003), indicando
que a suplementacdo enzimatica aumenta a digestibilidade aparente dos nutrientes
das ragdes experimentais avaliadas.

O CDA da PB aumentou proporcionalmente a adigdo do complexo enzimatico
a dieta. Isto pode ser atribuido a maior superficie de contato do substrato com a
enzima e a consequente melhora da digestdo da proteina da ragéo, disponibilizando
0 substrato para a agao das proteases do trato digestorio do animal e do complexo
multienzimatico. A utilizagdo de enzimas exdgenas nas ragdes reduz a sintese de
enzimas endogenas, disponibilizando mais aminoacidos para a sintese protéica (Yin
et al., 2001). A adi¢cdo de protease na ragdao pode neutralizar os efeitos negativos
dos fatores antinutricionais da proteina vegetal e otimiza a quebra de moléculas
protéicas existentes (Sheppy, 2001).

Os resultados deste trabalho em relagdgo ao CDA da PB divergem dos
resultados obtidos por Carter e Houlihan (1994) que trabalhando com juvenis salmao
do Atlantico nao obtiveram diferencga significativa (p>0,05) entre os tratamentos com
e sem a adicdo de complexo multienzimatico. Ja Cavero (2004) observou que a
adicdo de protease exogena teve influéncia positiva no desempenho zootécnico de
juvenis de pirarucu, que exigem alta concentragao de proteina na dieta, em raz&o do
seu habito alimentar, pois o pirarucu € um peixe carnivoro e precisar degradar a
proteina muscular de suas presas.

Apesar das espécies onivoras de peixes nao apresentam problemas para
digerir o amido por secretarem amilase em todas as porgdes do intestino
(Baldisserotto, 2002). O tambaqui, como espécie de peixe onivoro, apresenta maior
atividade enzimatica na regido dos cecos pildricos e intestino proximal (TONIOLO,
2001). O aumento na digestibilidade da fragdo energética (EB) deve-se
principalmente ao aumento na digestibilidade dos demais nutrientes da ragéo,
proteina, lipidios e carboidratos, que podem ser utilizadas como fonte energética,
corroborando os resultados de Classen (1996), que relatou correlagédo positiva entre
a digestibilidade do amido e o aumento da digestibilidade da energia da ragdo. Uma

hipétese para o aumento da digestibilidade da fragdo energética obtida nesse
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experimento seria o fato de a amilase ter disponibilizado uma quantidade excessiva
de glicose, oriunda de ingredientes como o farelo de soja, fuba de milho, gluten de
milho e farelo de trigo contido na ragao.

Oliveira (2006) avaliou os efeitos da suplementacdo de racdo com um
complexo enzimatico contendo celulase, protease e amilase sobre a digestibilidade
de nutrientes em juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). O autor concluiu
que a adigdo do complexo enzimatico a ragdo, composta a base de farelo de soja e
milho, melhora o coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca, proteina
bruta, energia bruta, no nivel de 0,05%, o que corrobora com os resultados
apresentados para o tambaqui neste experimento.

A presenga de celulases no complexo enzimatico pode ter sido um fator em
destaque nos resultados alcangados, uma vez que podem ser explicados levando-se
em consideragdo que essa enzima tem acdo na degradagédo dos constituintes das
paredes celulares presentes nos ingredientes da ragdo a base de produtos vegetais,
que em conjunto com as xilanases e glucanases, constituem as principais enzimas
de degradacdo dos PNAs (Polissacarideos Nao Amilaceos), as quais ndo sao
sintetizadas pelos nao-ruminantes, tornando biodisponiveis os mondémeros de

carboidratos, proteinas e lipidios das células vegetais para os peixes.
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CONCLUSOES

O complexo enzimatico sintetizado pelo fungo Aspergillus awamorii quando
adicionado a ragéo de juvenis de tambaqui melhorou a digestibilidade aparente dos
nutrientes da ragdo, aumentando o aproveitamento da matéria seca, da proteina
bruta e da energia bruta. Para a matéria seca, o nivel de 200 ml do complexo
enzimatico/kg da ragédo teve a melhor digestibilidade. Para a proteina bruta, n&o
houve diferenga significativa entre os grupos testes, e para a energia bruta, o nivel
150 ml do complexo enzimatico/kg da ragao obteve a melhor digestibilidade. Esses
resultados mostram que do ponto de vista nutricional a suplementagao enzimatica
pode ser uma alternativa viavel na nutrigdo de juvenis de tambaquis, devendo ser
testado para o desempenho zootécnico destes animais. Os resultados aqui obtidos
sugerem que esta técnica pode ser usada na alimentagdo desta espécie. Assim,
verifica-se que a adicdo do complexo enzimatico na ragao teve efeito positivo, em
nivel de 0,05%, uma vez que possibilitou maior aproveitamento dos nutrientes e

energia bruta pelos juvenis do tambaqui.
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