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RESUMO

SANTOS, VANESSA SILVA. Protease exdgena em racdo para tilapia-do-
Nilo. 2015. 33 p. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) — Universidade Estadual
de Montes Claros, Janatba, MG."

Objetivou-se avaliar a suplementacdo da enzima protease sobre o desempenho
produtivo e a digestibilidade de nutrientes da racdo para tilapia-do-Nilo. Foram
utilizadas 408 tilapias-do-Nilo, com peso médio inicial de 90,22 + 14,97 g.
Foram realizados dois experimentos, um para avaliar o desempenho produtivo e
outro para a determinacdo dos coeficientes de digestibilidade da proteina e
energia da racdo. O experimento de desempenho produtivo teve duracdo de 60
dias. Os peixes foram distribuidos em 24 tanques-rede, na densidade de 17
peixes por unidade experimental. Foi utilizada racdo a base de produtos de
origem vegetal e animal, suplementadas com cinco niveis de enzima protease,
compondo seis tratamentos (sem adi¢do de protease; 0,01; 0,02; 0,04; 0,08 e
0,16% de protease). Ao final do periodo experimental foram determinados os
parametros médios de peso final, ganho de peso, consumo de racdo aparente e
conversdo alimentar aparente. O experimento de determinacdo dos coeficientes
de digestibilidade teve duracdo de cinco dias. No 40° dia do experimento de
desempenho, todos os peixes foram transferidos dos tanques-rede para 24
incubadoras, adaptadas para a coleta de fezes por gravidade. A determinacdo dos
coeficientes foi realizada através do método indireto com 0,1% de oxido de
cromo. A inclusdo da enzima protease proporcionou melhoras no peso final,
ganho de peso e conversdo alimentar aparente dos peixes. Os niveis estimados
de inclusdo da protease exdgena foram de 0,064 e 0,060% para proporcionarem
maiores ganho de peso e conversdo alimentar aparente, respectivamente. A
inclusdo de protease ndo proporcionou diferencas nos coeficientes de
digestibilidade aparente da proteina e energia brutas. Concluiu-se que a inclusao
de 0,06% de protease exdgena na racdo proporciona melhor desempenho
produtivo para a tilapia-do-Nilo.

Palavras-chave: desempenho, digestibilidade, enzima, Oreochromis niloticus

! Comité de orientacdo: Prof. Dr. Felipe Shindy Aiura (orientador) — Departamento de
Ciéncias AgrariasstUNIMONTES. Profa Dra. Monica Patricia Maciel -
DCA/UNIMONTES (coorientadora).



ABSTRACT

SANTOS, VANESSA SILVA. Exogenous protease in diets for Nile tilapia.
2015. 33 p. Dissertation (Master’s degree in Animal Science) — Universidade
Estadual de Montes Claros, Janadba, MG.2

This work aimed to evaluate the protease enzyme supplementation on
performance and digestibility of feed nutrients for Nile tilapia. We used 408 Nile
tilapia, with initial weight of 90.22 + 14.97 g. Two trials were set, one to
evaluate the performance and another to determine the digestibility of feed's
protein and energy. The experiment of productive performance lasted 60 days.
The fish were distributed in 24 cages, with 17 fish by experiment unit. It was
used ration with plant and animal ingredients, supplemented with five levels of
protease enzyme, composing six treatments (without addition of protease; 0.01;
0.02; 0.04; 0.08; 0.16% protease). At the end of the trial period we determined
the average parameters of final weight, weight gain, apparent feed intake and
apparent feed conversion. The experiment to determine the digestibility
coefficients lasted five days. On the 40th day of the performance experiment, all
of the fish were transferred from cages to 24 incubators, adapted for feces
collection by gravity. The determination of the coefficients was performed using
the indirect method with 0,1% chromium oxide. The inclusion of protease
enzyme provided improvements in final weight, weight gain and apparent feed
conversion. The optimal levels of inclusion of exogenous protease in ration were
0.064 and 0.060% for weight gain and apparent feed conversion, respectively.
The inclusion of protease did not provide differences in the apparent digestibility
of crude protein and energy in the rations. It was concluded that the inclusion of
0.06% exogenous protease in the ration provides better performance for the Nile
tilapia.

Keywords: performance, digestibility, enzyme, Oreochromis niloticus

> Guidance Committee: Prof. Dr. Felipe Shindy Aiura (Adviser) — Department of
Agricultural  Sciencess’UNIMONTES. Profa Dra. Mbénica Patricia Maciel -
DCA/UNIMONTES (co-adviser).



1 INTRODUCAO

A piscicultura tem se desenvolvido intensamente em todo o Brasil, e, em
2013, a producdo de peixes oriundos das pisciculturas continentais e marinhas
foi de 392.493 toneladas (IBGE, 2013).

Esse desenvolvimento se deve a evolucdo das técnicas de cultivo,
principalmente nos sistemas intensivos, com alimentacdo completa, alta
densidade de estocagem, monitoramento da qualidade da &gua e tanques
planejados. Esses sistemas exigem a utilizacdo de racGes artificiais balanceadas
para atender as exigéncias nutricionais dos peixes, sendo a proteina o nutriente
mais importante e oneroso da ragao.

Para aumentar a eficiéncia produtiva, com melhores indices de
desempenho animal a baixo custo, tanto os produtores de racdo quanto de peixes
ficam a mercé da variedade e do custo dos ingredientes das racdes
(GUIMARAES et al., 2009). Assim, as racfes comerciais podem nido ser
adequadas aos sistemas intensivos, 0s quais exigem racBes para alto
desempenho, devido a utilizacdo de ingredientes de baixa qualidade, seja pela
baixa digestibilidade e/ou pela qualidade no processamento.

Para melhorar a digestibilidade das racdes com alimentos de origem
vegetal, sdo utilizados tratamentos térmicos (extrusdao) e o fracionamento dos
alimentos com o intuito de reduzir o teor de fatores antinutricionais. Entretanto,
a digestibilidade de muitos nutrientes permanece baixa pela auséncia ou a
quantidade insuficiente de producdo de enzimas pelos peixes, necessarias para
quebrar a estrutura da parede celular que encapsula os nutrientes, tornando-o0s
indisponiveis (GLENCROSS et al, 2012).

Assim, 0 uso de enzimas exdgenas como aditivos alimentares para
melhorar a digestibilidade dos nutrientes de alimentos de origem vegetal tem

sido amplamente estudado, e tem sido utilizada em todo 0 mundo como uma
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forma de reduzir os efeitos antinutricionais de polissacarideos ndo amilaceos
(PEA) e acido fitico (ADEOLA e COWIESON, 2011).

De acordo com Shina et al. (2011), pesquisas sobre enzimas exdgenas na
alimentacdo de peixes poderiam concentrar-se nos efeitos das enzimas sobre a
disponibilidade de aminoacidos, pois em ragBes para esses animais Ssdo
normalmente usados alimentos ricos em proteinas. InclusGes de proteases podem
promover a liberagdo de aminoécidos ou diminuir os inibidores de proteases em
racdes, podendo implicar boa resposta no crescimento desses animais
(MIRELES-ARRIAGA et al., 2015).

Nesse contexto, objetivou-se avaliar a suplementacdo da enzima protease
sobre o desempenho produtivo e a digestibilidade de nutrientes da ragdo para

tilapia-do-Nilo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A tildpia-do-Nilo

Tilapia € o nome comum de aproximadamente 70 espécies de peixes
taxonomicamente classificadas, da familia dos ciclideos, nativas da Africa
(WATANABE et al., 2002). Entre as espécies de interesse comercial destacam-
se as do género Oreochromis, em especial a Oreochromis niloticus (tilapia-do-
Nilo).

No Brasil, a tilapia-do-Nilo foi introduzida no nordeste em 1971, sendo
entdo distribuida pelo pais e cultivada desde a bacia do rio Amazonas até o Rio
Grande do Sul (BOSCOLO et al., 2001). O interesse pelo cultivo desta espécie
no Sul e Sudeste do pais cresceu rapidamente pela introducdo da tecnologia da
reversdo sexual e a pesca esportiva, representada pelos pesque-pagues. Em 2013,
a tilapia apresentou producdo de 169.306 toneladas, representando a espécie de
maior cultivo no Brasil (IBGE, 2013).

A tilapia apresenta os primeiros raios das nadadeiras dorsal, pélvica e
anal transformados em espinhos defensivos. E um peixe de aguas paradas, que
se destaca por suas caracteristicas de interesse zootécnico como: alta
prolificidade, pouca susceptibilidade a doencas parasitarias, resisténcia a baixas
concentracdes de oxigénio, e grande precocidade. As fémeas atingem a
maturidade sexual precocemente, quando alcangam por volta de 250 g, e alguns
problemas de superpopulacdo podem ocorrer em cultivos quando se criam
machos e fémeas. Deve-se, entdo, preconizar para a engorda cultivos exclusivos
de machos, pois eles atingem o peso comercial mais cedo (RIBEIRO, 2001).

Considerada de habito alimentar onivoro, a tildpia aceita grande
variedade de alimentos, podendo ser criada em diversos sistemas de cultivo,

desde a cultura semi-intensiva até os cultivos intensivos, como raceways e
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tanques-rede, sendo o primeiro peixe oriundo da aquicultura de aguas interiores
a ser processado na forma de filés resfriados e congelados (MADRID, 2000). A
tilapia-do-Nilo ainda se destaca pelo seu ciclo de engorda relativamente rapido
(de quatro a cinco meses) em relacdo a outras espécies (TURRA et al., 2010).

Além dos atributos para a exploragdo intensiva, esta espécie possui boas
caracteristicas organolépticas, tais como: carne saborosa, baixo teor de gordura,
auséncia de espinhos intramusculares, e rendimento de filé em torno de 35% em
exemplares de 450 g (HILSDORF, 1995). O processo de filetagem realizado
pelas indUstrias proporciona 6tima aceitacdo pelo mercado consumidor, 0 que a
torna uma espécie de grande interesse para a piscicultura (BORGHETTI e
OSTRENSKI, 1998).

2.2 Enzimas na alimentagao animal

Enzimas sdo proteinas globulares, de estrutura terciaria ou quaternaria,
gue agem como catalisadores bioldgicos, aumentando a velocidade das reactes
quimicas no organismo, sem serem elas proprias alteradas nesse processo
(CHAMPE e HARVEY, 1989). Sdo altamente especificas para os substratos e
possuem sitio ativo que as permitem atuar na ruptura de determinada ligacdo
quimica sob condicdes favordveis de temperatura, pH e umidade (PENZ
JUNIOR, 1998).

As enzimas possuem as seguintes caracteristicas: ndo apresentam
modificagbes ao final da reacdo, atuam em quantidades muito pequenas e
aceleram a velocidade da reagdo sem modificar a posi¢do de equilibrio de uma
reacdo reversivel (VANBELLE, 1992).

As enzimas utilizadas na ragdo animal devem conservar sua atividade
apos os processos de fabricacdo e digestdo. A estrutura molecular das enzimas

pode ser desnaturada pelo calor no processamento, alcalis, metais pesados e



outros agentes oxidantes (GRAHAM e INBORR, 1991). Os fatores que podem
influenciar sua estabilidade sdo: o microrganismo usado na fabricacdo da
enzima, o0 tipo de atividade da enzima, a composicdo e condicdo de
armazenamento da ragéo, as condi¢des durante o processo digestivo e a acédo de
enzimas enddgenas (FRANCESCH, 1996).

Os microrganismos sdo a principal fonte de enzimas exdgenas
produzidas industrialmente por meio de culturas aerdbias, sendo derivadas da
fermentacdo. As enzimas sdo geralmente provenientes de bactérias do género
Bacillus sp., fungos do género Aspergillus sp. e leveduras (FIREMAN e
FIREMAN, 1998).

De acordo com Cavalheiro et al. (2014), as principais enzimas exdgenas
estudadas sdo as fitases, amilases, lipases e proteases. Quando essas enzimas
agem sobre os fitatos, amidos, lipideos e proteinas presentes nos ingredientes da
racdo liberam o fésforo, sacarideos, &cidos graxos, aminoacidos e peptideos,
proporcionando melhor absorcdo (FURNE et al., 2005).

As enzimas exdgenas permitem aumentar a digestibilidade dos
nutrientes, melhorando o desempenho produtivo de peixes e reduzindo a
excre¢do de nutrientes (SIGNOR et al., 2010).

2.3 Protease exdgena

O uso de protease como aditivo na alimentacdo animal teve inicio entre
0s anos de 1950 e 1960 e, atualmente, ainda ndo foi explorado de forma
extensiva como a fitase (PASQUALLI, 2014). Além disso, na maioria dos estudos
com enzimas, a protease € avaliada em complexos enzimaticos, dificultando a
avaliacdo precisa e confiavel dos efeitos causados pelo uso desta enzima em

races para animais.



Estas enzimas constituem uma familia dividida em endopeptidases ou
proteinases e exopeptidases, conforme a posicdo da ligacdo peptidica a ser
clivada na cadeia peptidica. Exopeptidases clivam as ligacGes peptidicas
préximas ao grupo amino ou carboxi terminal do substrato (classificadas como
amino e carboxypeptidases, respectivamente), enquanto as endopeptidases
clivam as ligagdes peptidicas distantes do grupo terminal do substrato. As
endopeptidases podem ser ainda subdivididas de acordo com o grupo reativo no
sitio ativo envolvido com a catalise em: serina proteases, cisteina proteases,
aspartico-proteases ou  aspartico-endopeptidases e metaloproteases ou
metaloendopeptidases (RAO et al., 1998).

As proteases produzidas por Bacillus licheniformis séo classificadas
como serina proteases, enzimas que atuam sobre as ligacOes peptidicas das
proteinas e possuem residuo do aminoacido serina em seu sitio ativo. As serina
proteases sdo altamente eficientes na hidrolise de peptideos e abrangem outras
classes de enzimas especificas extremamente diversificadas como tripsina,
quimotripsina e subtilisina, por exemplo (HEDSTROM, 2002).

Proteases sdo enzimas digestivas que degradam proteinas e podem ser
utilizadas de forma exdgena na nutricdo animal, permitindo a degradacdo de
fatores antinutricionais inibidores de enzimas. De forma natural, os animais
produzem algumas proteases enddgenas, como pepsina, tripsina, quimotripsina e
carboxipeptidases (GLITSO et al., 2012).

Parte da proteina proveniente da racdo ndo é aproveitada e acaba sendo
excretada devido a diversos fatores, entre eles: taxa de passagem da digesta,
idade do animal, composi¢do da racdo e qualidade dos ingredientes, grau de
moagem da ragdo, entre outros. Dessa forma, 0 uso de proteases na nutricdo
animal pode ser vidvel com o objetivo de melhorar a utilizacdo da proteina das
ragbes (PASQUALI, 2014). Para Wyatt e Bedford (1998), as proteases agem



neutralizando os efeitos dos fatores antinutricionais do farelo de soja e
aumentam a digestibilidade da proteina.

O uso de protease proveniente de Bacillus licheniformis complementa a
acdo de enzimas digestivas endégenas dos animais, como pepsina e proteases
produzidas pelo pancreas, aumentando a solubilizagdo de proteinas de diversos
ingredientes que compdem as rac¢bes (SMITH, 2011).

As proteinas de reserva dos vegetais sdo produzidas e armazenadas no
grdo como fonte de nitrogénio durante a germinacdo e, normalmente, estdo
associadas a 17 granulos de amido. Dessa forma, as proteases podem hidrolisar
as proteinas de reserva, liberando moléculas de amido que podem entdo ser
digeridas pelos animais (BARLETTA, 2010). Assim, 0 uso de protease exdgena
pode melhorar também o aproveitamento da energia proveniente da dieta (FRU-
NJI et al., 2011).

2.4 Utilizac&o de enzimas exdgenas ha alimentacao de peixes

Lin et al. (2007), avaliando os efeitos da suplementacdo do complexo
(protease, PB-glucanase e xilanase) nos niveis de 0,1 e 0,15% em hibridos de
tilapia (O. niloticus x O. aureus) alimentados com racdes a base de alimentos de
origem vegetal, observaram que a taxa de crescimento, taxa de eficiéncia
alimentar aparente e retencdo de proteina apresentaram melhoras com a inclusdo
de 0,15% do complexo.

Oliveira et al. (2007), em estudo com tilapia-do-Nilo, constataram que a
inclusdo do complexo enzimatico composto por celulase, protease e amilase nos
niveis de 0,025 até 0,1%, em ragdes formuladas com ingredientes de origem
vegetal, apresentou o melhor coeficiente de digestibilidade aparente da matéria
seca, proteina e energia bruta, quando utilizados os niveis de inclusdo de 0,049;
0,052 e 0,049% respectivamente.



Também em pesquisa com a tilapia-do-Nilo, Guimardes et al. (2009),
avaliando a inclusdo de 0,01 a 0,04% do complexo enzimatico (lipase, protease e
carboidrase), verificaram que a digestibilidade da proteina bruta e do extrato
etéreo aumentou de acordo com o incremento do nivel de complexo enzimatico
na ragao.

Goda et al. (2012) concluiram que o uso de 1% de levedura em
associacdo com o complexo enzimatico pepsina, papaina e a-amilase (0,16;
0,32, 0,04%) respectivamente, proporcionou melhores valores de ganho de peso,
crescimento especifico, conversao alimentar e eficiéncia proteica para tilapia-do-
Nilo.

Pedrosa (2012), utilizando complexo enzimatico constituido de amilase,
protease e celulase nas concentracbes 0,033; 0,066 e 0,099% em ragBes para
tilapia-do-Nilo, relatou que os coeficientes de digestibilidade aparente de
matéria seca, proteina bruta e energia bruta da racdo contendo 0,033% de
inclusdo do complexo enzimatico mostraram-se superiores com relacdo aos
outros niveis de incluséo testados.

Com a mesma espécie, Moura et al. (2012), analisando o efeito do
complexo enzimatico (protease, a-amilase, celulase, xilanase, a-galactosidase,
pectinase, fitase, endoglucanase e sacarase) nos niveis de 0,005 a 0,025%,
observaram aumento linear para ganho de peso e peso final.

Signor et al. (2010), ao avaliarem o complexo enzimatico (amilase,
protease, celulase, lipase, pectinase, xilanase, B-glucanase e fitase) contendo
0,033; 0,066 e 0,099% na ragdo, para tilapia-do-Nilo, constataram que o
complexo ndo afetou o ganho de peso, taxa de sobrevivéncia e taxa de
crescimento especifico, alterando apenas o consumo de racdo e conversao
alimentar, cujos valores foram melhores nos peixes alimentados com a ragédo

com 0,066% de incluséo.



Avaliando a inclusdo do complexo enzimatico (pectinase, protease,
fitase, B-glucanase, xilanase, celulase e amilase) em ragdes para tilapia-do-Nilo,
Pereira (2014) concluiu que as ragdes com menores niveis nutricionais e
suplementadas com 0,085% do complexo enzimatico proporcionam 0 mesmo
ganho de peso diério e taxa de crescimento especifico de uma ragdo formulada
de acordo com as exigéncias do animal. Esse estudo demonstrou que € possivel
reduzir o custo de producdo das ra¢des e diminuir a excre¢do de nutrientes no
ambiente em que esses peixes estdo confinados.

Silva et al. (2007), ao utilizar um complexo enzimatico exdgeno
composto de amilase, protease, lipase e celulase com trés niveis de inclusdo
(0,05; 0,10 e 0,15%), em racBes de juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum), observaram que os coeficientes de digestibilidade aparente da
proteina bruta, extrato etéreo, carboidratos e energia bruta foram melhores com
o nivel de incluséo de 0,05%.

Singh et al. (2011) relataram que a suplementacdo de 2% de papaina
resultou em melhor taxa de crescimento, conversao alimentar, digestibilidade da
proteina e eficiéncia proteica para carpa comum (Cyprinus carpio) em estudo
com inclusdo de 1, 2 e 3% da enzima nas ragoes.

Em estudos com o tucunaré-paca (Cichla sp.), Soares et al. (2008)
incluiram 0,05; 0,10 e 0,15% de protease a racdo e constataram que o melhor
nivel de inclusdo da enzima foi de 0,10% para ganho de peso, conversdo
alimentar aparente e taxa de crescimento especifico.

Farhangi e Carter (2007), avaliando o efeito de enzimas a-galactosidase
(0,3%); protease (0,03%); hemicelulose (0,18%) e a combinagdo das trés
enzimas (0,51%) para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) em ragdes a base de
tremoco, verificaram que a associagdo das enzimas proporcionou melhoras na

taxa de eficiéncia proteica e nos coeficientes de digestibilidade da matéria seca,



proteina e energia brutas. Ja a suplementacdo das enzimas isoladas ndo causou
nenhum efeito sobre o desempenho dos peixes.

Dalsgaard et al. (2012), também com truta arco-iris (O. mykiss),
avaliaram a substituicdo parcial da farinha de peixe por soja 34,4% e a
suplementacdo da enzima protease (0,0228%) separadamente ou em associa¢ao
com as enzimas B-glucanase (0,0067%) e xilanase (0,0208%) e reportaram que a
inclusdo da protease gerou aumento no coeficiente de digestibilidade da proteina
bruta da ragdo. Entretanto, os autores ndo observaram ganhos sobre a
digestibilidade da proteina da racdo com o uso das enzimas em associagao.

E importante ressaltar que as espécies de habito alimentar carnivoro
possuem maior dificuldade em digerir alimentos de origem vegetal comparando-
as com espécies de habito alimentar onivoro.

Ao avaliarem o efeito da adicdo da amilase, lipase e protease nos niveis
0,05; 0,1 e 0,2%, Nunes et al. (2006) encontraram melhorias no desempenho
zootecnico de tambaqui (C. macropomum) com adicdo de amilase (0,05%) e
lipase (0,20%). Com a adicdo da enzima protease, 0s autores ndo verificaram
efeito sobre o desempenho dos peixes.

Coraspe-Amaral et al. (2012), analisando 0 uso de protease exdgena
(0,02% e 0,2%) em racOes para piabanha-do-Pardo (Brycon sp.), ndo
encontraram melhorias no peso final, comprimento total, biomassa,
sobrevivéncia e taxa de crescimento especifico dos peixes.

Signor et al. (2013), utilizando o complexo enzimatico (amilase,
protease, celulase, lipase, R-glucanase e fitase) em kinguios (Carassius auratus),
nas proporgdes 0,033; 0,066 e 0,099%, ndo observaram influéncia do complexo
sobre o desempenho zootécnico.

A suplementacdo de enzimas exdgenas em ragdes para peixes tem
apresentado resultados positivos na digestibilidade dos nutrientes e no

desempenho animal, melhorando, assim, o0 aproveitamento das racdes e,
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consequentemente, a produtividade dos peixes, auxiliando também na
diminuicdo da poluicdo ambiental devido & menor excregdo de nutrientes na
agua. Todavia, novas pesquisas sa0o necessarias para determinagdo da correta
dosagem e do comportamento da enzima, dependendo do tipo de alimento e

habito alimentar da espécie cultivada.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento de desempenho

O experimento foi desenvolvido no Centro Integrado de Recursos
Pesqueiros e Aquicultura do Gorutuba — CODEVASF, localizado no municipio
de Nova Porteirinha—-MG, e teve duracdo de 60 dias. Durante o periodo
experimental, ndo se verificou mortalidade dos peixes.

Foram utilizadas 408 tilapias-do-Nilo, revertidas sexualmente, com peso
médio inicial de 90,22 + 14,97 g. Os peixes foram distribuidos em 24 tanques-
rede (0,8 x 0,8 x 1,20 m), os quais foram instalados em um viveiro retangular de
200 m?, na densidade de 17 peixes por unidade experimental.

A racdo experimental foi composta a base de produtos de origem vegetal
e animal, conforme as exigéncias nutricionais da tilapia, de acordo com Furuya
et al. (2010), as quais foram suplementadas com enzima protease, compondo 0s
seguintes tratamentos (Tabela 1):

T1 - testemunha (sem adicdo de protease);

T2 - 0,01% de protease;

T3 - 0,02% de protease;

T4 — 0,04% de protease;

T5 — 0,08% de protease;

T6 — 0,16% de protease.

A alimentacéo foi realizada quatro vezes ao dia (08 h, 11 h, 13h 30 min e
16h30 min ) até a saciedade aparente. Sete dias antes do fornecimento da ragao
com a enzima protease, 0s peixes passaram por periodo de adaptacdo a ragdo

peletizada e aos tanques-rede.
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TABELA 1. Composicao da ragdo experimental

Niveis de protease (%)

Ingredientes
0,00 0,01 0,02 0,04 0,08 0,16

Milho 30,00 29,99 29,98 29,93 2992 29,84
Farelo de algodao 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Farelo de arroz 7,34 7,34 7,34 7,34 7,34 7,34
Farelo de soja 3500 3500 3500 3500 3500 35,00
Farelo de trigo 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Farinha de penas 7,16 7,16 7,16 7,16 7,16 7,16
Farinha de sangue 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Enzima protease 0,00 0,01 0,02 0,04 0,08 0,16
Calcério 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Fosfato bicalcico 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Suplemento vit. e min.* 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Valores nutricionais calculados (%)

Proteina bruta 3256 3256 3255 3255 3255 3254
Fibra bruta 5,23 5,23 5,23 5,23 5,23 5,23
Extrato etéreo 2,96 2,96 2,96 2,96 2,96 2,96
Célcio 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68
Fosforo total 1,09 1,09 1,09 1,09 1,09 1,09

I Niveis de garantia por kg de produto: vit. A - 1.200.000,00 ui; vit. D3 = 270.000,00
ui; vit. E - 12.000,00 mg; vit. K3 - 2.403,70 mg; vit. B1- 2.000,08 mg; vit. B2 - 4.800,00
mg; vit. B6 - 3.999,96 mg; vit. B12 - 4.800,00 mg; ac. Nicotinico - 24.000,00 mg; pant.
de calcio - 12.006,00 mg; biotina — 48,00 mg; ac. félico — 72,00 mg; colina — 62,00 mg;
vit. C = 48.000,00 mg; ferro - 10.002,00 mg; manganés - 4.602,00 mg; zinco - 6.401,50
mg; cobre — 800,65 mg; selénio — 24,08 mg; iodo — 20,74 mg.
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Para a fabricagdo da racdo experimental, os ingredientes foram moidos
na granulometria de 0,5 mm e a enzima protease foi adicionada de acordo com
os tratamentos. Posteriormente, as ragdes foram homogeneizadas, sendo
adicionada agua destilada a 40 °C para peletizacdo feita com auxilio de moedor
elétrico e, em seguida, os peletes foram secos em estufa de ventilagdo forcada a
55 °C por 24 horas. Ap6s esses procedimentos, os granulos foram fracionados,
selecionando-se particulas conforme tamanho da boca e o desenvolvimento dos
peixes. A fabricacdo da ragdo experimental foi a cada 10 dias.

A temperatura e o teor de oxigénio dissolvido na agua do viveiro foram
monitorados diariamente as 07 h e as 16 h 30 min e, semanalmente, o pH,
utilizando-se uma sonda Multipardmetros HORIBA modelo W-22XD. Durante o
periodo experimental, os pardmetros apresentaram valores médios de
temperatura, oxigénio e pH de 27,5 + 3,12 °C; 7,6 + 0,67 mg/L e 7,1 £ 0,30
respectivamente.

Os peixes foram pesados no inicio e ao final da fase experimental para
avaliacdo do desempenho produtivo de acordo com os parametros médios: peso
final (biomassa / n° total de peixes); ganho de peso (peso final médio — peso
inicial); consumo de ragdo aparente (racdo fornecida) e conversdo alimentar

aparente (peso de alimento fornecido / ganho de peso).

3.2 Experimento de digestibilidade

O experimento foi realizado no Centro Integrado de Recursos Pesqueiros
e Aquicultura do Gorutuba — CODEVASF, localizado no municipio de Nova
Porteirinha—MG. O periodo experimental teve duragdo de cinco dias, sendo
antes realizado um periodo de trés dias de adaptacdo dos peixes as incubadoras e

de fornecimento da racdo com indicador.

14



No 40° dia do experimento de desempenho, todos os peixes foram
transferidos dos tanques-rede para 24 incubadoras de fibra de vidro de 200 litros,
adaptadas para a coleta de fezes por gravidade (sistema de Guelph modificado)
com entrada e saida de dgua por cima das incubadoras, sendo a mesma fonte de
agua de abastecimento do viveiro com os tanques-rede. As incubadoras foram
cobertas com sombrite para evitar a fuga dos peixes.

Para a determinacdo dos coeficientes de digesitibilidade aparente da
proteina e energia brutas das ragdes, foi utilizado o método indireto, que consiste
na coleta parcial das fezes com utilizacdo de marcador inerte (6xido de cromo),
conforme o NRC (1993), a 0,1%, corrigindo-se a quantidade do milho nas
racoes.

A alimentacao foi realizada até a saciedade quatro vezes ao dia (08 h, 11
h, 13 h 30min e 16 h ). No final da tarde, as 16 h 30 min, as incubadoras eram
limpas para preparacdo da coleta de fezes na manhd do dia seguinte, as 7 h,
sendo entdo iniciado um novo dia de alimentacao.

O monitoramento da temperatura, teor de oxigénio dissolvido e pH na
dgua das incubadoras foi realizado conforme procedimento descrito no
experimento de desempenho, sendo que os valores médios observados para esses
parametros encontram-se dentro da faixa apresentada anteriormente.

As fezes coletadas foram desidratadas em estufa de ventilacao forcada a
55 °C por 48 horas, maceradas com 0 uso de gral e pistilo, identificadas e
armazenadas em freezer para analises posteriores.

Ao final da coleta de fezes, os peixes foram transferidos novamente para
o0s tanques-rede, para continuidade do experimento de desempenho.

Foram realizadas analises de proteina bruta da ragdo e das fezes
conforme Detman et al. (2012), no Laboratério de Bromatologia do

Departamento de Ciéncias Agrarias da UNIMONTES. As andlises de éxido de
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cromo e energia bruta das racles e das fezes foram realizadas em laboratério
particular especializado.
Os coeficientes de digestibilidade aparente da proteina e energia das

racdes foram calculados com base na férmula apresentada a seguir:
% indicador %N
CDa,, =100-|100| ————— |x|
% indicador %N,

Onde:

CDagy = coeficiente de digestibilidade aparente;
% indicador, = % de indicador na racao;

% indicadors =% de indicador nas fezes;

N ;= nutriente na ragéo;

N¢= nutriente nas fezes.

3.3 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis
tratamentos (testemunha + cinco niveis da enzima protease) e quatro repeticdes.
Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia e as médias dos
tratamentos em relacdo & testemunha foram comparadas pelo teste de Dunnett a
5% de probabilidade, usando-se o programa estatistico SAS (SAS, 2000).
Comprovando-se diferenca significativa, foi aplicado o estudo de regressao para
0s niveis da enzima protease (5% de probabilidade), usando o programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

O modelo estatistico adotado para analise dos dados foi:
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Y =m+ti+eij
Onde:

Yij = valor observado no tratamento i na repeticao j;
m = constante associada as observacdes;
ti = efeito do tratamento i, comi = 1,2,3,4,5;

eij = erro experimental, associado aos valores observados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desempenho

Os valores médios para as variaveis de desempenho, peso final (PF),
ganho de peso (GP), consumo de racdo aparente (CRA) e conversdo alimentar
aparente (CAA) da tilapia-do-Nilo alimentadas com ragdo contendo enzima

protease estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2. Valores médios, valor de P e coeficientes de variacdo (CV) para
peso final (PF), ganho de peso (GP), consumo de racdo aparente (CRA) e
conversao alimentar aparente (CAA) para tilapia-do-Nilo alimentada com racgao
contendo enzima protease

Variaveis

Tratamento

PF (9) GP (9) CRA (9) CAA
Testemunha (sem protease) 208,72 129,32 303,07 2,35
0,01% protease 241,05* 145,15 334,77 2,32
0,02% protease 263,33* 172,73* 313,27 1,82*
0,04% protease 261,15* 171,72* 302,26 1,76*
0,08% protease 256,21* 166,51* 313,73 1,89*
0,16% protease 266,72* 170,42* 318,36 1,88*
Valor P 0,0008 0,0001 0,1882 0,0001
CV % 6,61 7,32 5,83 6,50

Médias seguidas de asterisco diferem do tratamento testemunha pelo teste de Dunnett
(p<0,05).

A andlise de variancia mostrou-se significativa para os parametros PF,
GP e CAA. As ragdes contendo a enzima protease proporcionaram valores

superiores a testemunha para PF. Para GP e CAA, os tratamentos apresentaram
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melhores valores comparados a testemunha a partir de 0,02% de inclusdo da
enzima.

Assim, essas variaveis contendo a enzima protease foram submetidas ao
estudo de regressdo. Na Tabela 3 estdo apresentados os valores médios, valor de
P e coeficiente de variacdo (CV) para PF, GP e CAA para tilapia-do-Nilo

alimentada com racdo contendo a enzima protease.

TABELA 3. Valores médios, valor de P e coeficiente de variacdo (CV) para
peso final (PF), ganho de peso (GP) e conversdo alimentar aparente (CAA) para
tilapia-do-Nilo alimentada com racdo contendo enzima protease

Variaveis

Tratamento

PF (9) GP (9) CAA
0,01% protease 241,05 145,15 2,32
0,02% protease 263,33 172,73 1,82
0,04% protease 261,15 171,72 1,76
0,08% protease 256,21 166,51 1,89
0,16% protease 266,72 170,42 1,88
Valor P 0,2276 0,0090 0,0002
CV (%) 6,18 6,21 6,78

Pode-se observar que o PF ndo apresentou diferencas significativas entre
os tratamentos contendo a enzima protease, demonstrando gque 0s animais que
receberam os diferentes niveis de protease exdgena alcangaram peso similar ao
final do experimento, com média de 249,53 g. Para as variaveis GP e CAA,
observou-se comportamento quadratico em resposta as diferentes concentragdes
de enzima na rac&o.

O melhor valor estimado que proporcionou 0 maximo ganho de peso foi

de 0,064% de adicao de protease na ragao (Figura 1).
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FIGURA 1. Valores médios de ganho de peso para tilapia-do-Nilo alimentada
com racdo contendo enzima protease

Lin et al. (2007), avaliando o desempenho de hibridos de tilapia
(Oreochromis niloticus x O. aureus) alimentados com uma combinacdo de
enzimas exdgenas (protease, B-glucanase e xilanase) nos niveis de 0,1 e 0,15%,
verificaram melhoras no GP dos peixes com 0 aumento da inclusdo das enzimas.
Observaram ainda que a atividade da protease e de amilase no intestino dos
hibridos foi maior com a suplementacdo de enzimas exdgenas, sugerindo uma
maior secrecdo enzimatica endégena nos peixes.

Em estudo com a tilapia-do-Nilo, Goda et al. (2012) constataram
aumento no GP com a suplementacdo do complexo enzimético pepsina, papaina
e a-amilase (0,64; 1,28; 0,16%) respectivamente. Também com a tilapia-do-
Nilo, Moura et al. (2012), testando a inclusdo de complexo enzimatico contendo
a enzima protease nos niveis de 0,005 a 0,025% observaram aumento nos

valores de GP de acordo com o aumento de inclusdo do complexo.
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Com a carpa comum (Cyprinus carpio), o estudo da inclusdo de papaina
nas ragdes resultou em melhor taxa de crescimento com a suplementacéo de 2%
da enzima (SINGH et al., 2011).

Soares et al. (2008), ao analisarem o efeito da enzima protease exdgena
em racBes para o tucunaré paca (Cichla sp.), constataram melhores valores de
GP ao nivel de 0,10%.

Entretanto, estes resultados diferem do encontrado por Farhangi e Carter
(2007) que, ao estudarem o efeito da suplementacdo das enzimas a-galactosidase
(0,3%); protease (0,03%); hemicelulose (0,18%) e a combinacdo das trés
enzimas (0,51%), em racOes a base de tremoco no desempenho de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), observaram que as enzimas adicionadas ndo causaram
melhora no GP dos peixes. Os autores relacionam os resultados ao elevado teor
de polissacarideos ndo amilaceos presentes na racdo. De acordo com Kolkovski
(2001), o efeito das enzimas digestivas exdgenas depende da espécie, do tipo de
enzima utilizada, bem como do habito alimentar do peixe.

O nivel estimado de inclusdo da enzima protease que proporcionou o
melhor valor de CAA foi de 0,060% (Figura 2). O resultado sugere que o uso da
enzima protease disponibiliza maior quantidade de nutrientes, levando os peixes
ao melhor ganho de peso.

Este resultado esta préximo ao encontrado por Signor et al. (2010), que
analisaram a suplementacdo de complexo enzimatico contendo a enzima
protease nos niveis 0,033; 0,066 e 0,099% para a tilapia-do-Nilo e encontraram
o melhor valor de CAA com a suplementacdo de 0,066% do complexo

enzimatico.
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FIGURA 2. Valores médios de conversdo alimentar aparente para tilapia-do-
Nilo alimentada com ragéo contendo enzima protease

Singh et al. (2011), testando a inclusdo de 1, 2 e 3% de papaina em
racOes para carpa comum (C. carpio), observaram que a suplementacdo de 2%
de papaina resultou em melhor taxa de CAA. Os autores inferiram que a
inclusdo da enzima protease na racdo promove um aumento no metabolismo,
implicando melhora no desempenho produtivo.

Soares et al. (2008) verificaram melhor valor de CAA ao nivel de 0,10%
de inclusdo de protease nas ra¢oes para o tucunaré paca (Cichla sp.).

A adicdo de protease exbOgena na ragdo promoveu ganhos no
desempenho produtivo para a tilapia-do-Nilo. Desse modo, é possivel o uso de
ingredientes proteicos de menor aproveitamento pelo animal, como a farinha de
penas e a farinha de sangue utilizada na composicéo da ragdo, sem prejudicar o

desempenho dos animais.
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4.2 Digestibilidade

N&o foram observadas diferencas significativas do coeficiente de
digestibilidade aparente (CDA) da proteina bruta (PB) e energia bruta (PB) com
a inclusdo de enzima protease a racdo (Tabela 4). O CDA da PB da ragdo variou
de 87,97 a 89,54% e da EB de 76,92 a 78,37%.

TABELA 4. Coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da proteina bruta
(PB) e energia bruta (EB) da racdo contendo enzima protease para tilapia-do-
Nilo

CDA (%)

Tratamento

PB EB
Testemunha (sem protease) 87,97 76,92
0,01% protease 88,40 77,19
0,02% protease 88,43 77,36
0,04% protease 89,08 77,93
0,08% protease 89,28 78,33
0,16% protease 89,54 78,37
Valor P 0,2354 0,7408
CV % 0,94 1,86

Estes resultados assemelham-se aos encontrados por Pereira (2014), que
ao avaliar a inclusdo de 0,025 a 0,085% do complexo enzimatico contendo a
enzima protease na racdo de tilapias-do-Nilo, ndo notou diferengas significativas
na digestibilidade da PB e EB.

Entretanto, na literatura, sdo encontradas respostas positivas na
utilizacdo de enzimas exdgenas em ragdes para peixes. Em estudo com a tilapia-

do-Nilo, Oliveira et al. (2007) concluiram que a inclusdo de um complexo
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enzimatico contendo a enzima protease nos niveis de 0,025 a 0,1% em ragdes
formuladas com ingredientes de origem vegetal proporcionou maiores CDA da
PB e EB quando utilizaram 0,052 e 0,049%, respectivamente, do complexo
enzimatico a racao.

Guimardes et al. (2009), analisando a inclusdao de complexo enzimatico
(0,01 a 0,04%), contendo a enzima protease, verificaram que os CDA da PB e
EB foram crescentes com a adicdo do complexo enzimatico na racdo para
tilapia-do-Nilo.

Silva et al. (2007), ao avaliarem o CDA da PB, EB, extrato etéreo (EE) e
carboidratos (CHO) da racdo suplementada com complexo enzimatico contendo
a enzima protease para o tambaqui (Colossoma macropomum), constataram que
o nivel de inclusdo do complexo enzimatico que melhor contribuiu para o
aumento da digestibilidade foi o de 0,05%.

Farhangi e Carter (2007), ao estudarem o efeito da suplementacdo
enzimatica de hemicelulase, protease e a-galactosidase em racBes a base de
tremocgo para truta arco-iris (O. mykiss), observaram que a associacdo das
enzimas gerou aumento dos CDA da PB e EB.

Em estudo com truta arco-iris (O. mykiss) realizado por Dalsgaard et al.
(2012), a substituicdo parcial da farinha de peixe por soja 34,4% e a
suplementacdo das enzimas p-glucanase (0,0067%) e protease (0,0228%)
separadamente resultaram em aumento dos CDA da PB e lipidios das racdes.

Apesar de ser possivel a inclusdo nas racfes de apenas uma enzima,
como aditivo comercial, € comum o uso de varias enzimas, constituindo
complexos enzimaticos, que sdo interessantes, uma vez que as ragdes sao
compostas por varios tipos de ingredientes (CAMPESTRINI et al., 2005).

Segundo Stech et al. (2009), os resultados dos trabalhos com uso de

enzimas exogenas em racdes para peixes mostram que as respostas dependem da
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espécie utilizada, da dieta, da origem, concentragdo e estabilidade da enzima e

Seu uso concomitante ou ndo com outras enzimas.
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5 CONCLUSAO

Nas condigBes em que foi realizado este experimento, concluiu-se que a
inclusdo de 0,06% de protease exdgena na ragdo proporciona melhor

desempenho produtivo para a tilapia-do-Nilo.
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