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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduacao em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

FARELOS DE ARROZ DESFITINIZADOS NA NUTRICAO DE JUNDIA

(Rhamdia quelen)
AUTOR: Cristiano Costenaro Ferreira
ORIENTADOR: Leila Picolli da Silva
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 24 de Fevereiro de 2011.

Essa pesquisa foi realizada com o propésito de avaliar o desempenho,
metabolismo, deposicdo de minerais nos 0ssos e excrecao de fésforo nas fezes de
juvenis de jundia alimentados com farelo de arroz desengordurado do qual o acido
fitico foi extraido ou degradado. Os experimentos de avaliagdo do desempenho e
metabolismo e de coleta de fezes foram conduzidos em sistema de recirculagdo de
agua com temperatura controlada. No primeiro experimento, durante 60 dias,
avaliou-se o desempenho de 300 juvenis de jundia (13,36 + 1,20g) alimentados com
quatro racdes experimentais, isoprotéicas e isoenergéticas, que formaram os
tratamentos: CONT — composta por ingredientes convencionais; FADE — com 20%
de farelo de arroz desengordurado; FADFIT — com 20 % de farelo de arroz
desengordurado tratado com 1500 FTU de fitase/kg de farelo; FADEX — com 20% de
farelo de arroz desengordurado com acido fitico extraido, em delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticoes por tratamento. No segundo
experimento, a coleta de fezes foi realizada pelo sistema Guelf, utilizando-se 240
juvenis de jundia (52,15 £ 8,42q) dispostos em incubadoras (200L) com registros e
tubos de falcon na parte inferior, tendo duracdo de 17 dias. Nao foram verificadas
diferencas no crescimento e composicdo do peixe inteiro, exceto para gordura
corporal que foi maior nos jundias alimentados com FADEX que com FADFIT. Com
relacdo ao metabolismo, verificou-se que a dieta CONT proporciona baixo estoque
de glicogénio e que FADE e FADFIT causaram maior mobilizacdo dessas reservas
corporais comparado ao FADEX. Maior deposicao de fésforo foi verificada nos ossos
dos jundias alimentados com FADEX. No entanto, os farelos desfitinizados nao
influenciaram significativamente a excrecdo desse mineral. Nas condicbes dessa
pesquisa, conclui-se que a degradagao ou extracdo do acido fitico ndo influenciou o
crescimento, apesar de modificar o metabolismo. O uso de fosfato bicéalcio, devido a
extracdo do acido fitico, promoveu maior deposicao de fésforo nos ossos dos
jundias, nao afetando a excrecao de fosforo via fezes.

Palavras chave: desfitinizacao; fitase; fésforo; metabolismo
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AUTHOR: Cristiano Costenaro Ferreira
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This survey was conducted for the purpose of evaluating the performance,
metabolism, bone mineral deposition and phosphorus excretion in feces of Rhamdia
quelen juvenile fed with defatted rice bran which phytic acid was extracted or
degraded. The experiments for evaluating the performance and metabolism and fecal
collection were conducted in recirculating water system with controlled temperature.
The first trial for 60 days, we evaluated the performance of 300 juvenile catfishes
(13.36 £ 1.20 g) fed four experimental diets were isonitrogenous and isocaloric,
which formed the treatments: CONT - comprised of conventional ingredients; FADE -
with 20% defatted rice bran; FADFIT - with 20% defatted rice bran treated with 1500
FTU phytase / kg of bran; FADEX - with 20% defatted rice bran with phytic acid
extracted in a randomized design with three replicates per treatment. In the second
experiment, the fecal collection was conducted by Guelph system, using 240 silver
catfish juveniles (52.15 = 8.42 @) placed in incubators (200L) with stopcock and
falcon tubes at the bottom, lasting 17 days. No significant difference in growth and
composition of whole fish, except for body fat was higher in the catfishes fed with
FADEX that FADFIT. With respect to metabolism, it was found that CONT diet
provides low glycogen stores and that FADE and FADFIT diets caused higher
mobilization of these body reserves compared to FADEX. Increased deposition of
phosphorus was found in the bones of fishes fed with FADEX. However,
dephytinized rice brans did not influence the excretion of this mineral. Under the
conditions of this research, we conclude that the degradation or extraction of phytic
acid did not affect growth, although modifying the metabolism. The use of dicalcium
phosphate, due to the extraction of phytic acid, promoted higher deposition of
phosphorus in the bones of the catfishes, but did not influence the mineral excretion
via feces.

Key words: dephytinization; phytase; phosphorus; metabolism



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA 1 — Glicogénio e atividade de alanina aminotransferase hepaticos dos
JUVENIS A JUNAIA. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnns 38
FIGURA 2 — Representacao grafica dos niveis de glicogénio hepaticos e glicose
sanglinea dos juvenis de jundia nos diferentes tratamentos...........cccccoeeeeeeenneen. 40

FIGURA 3 — Teores de calcio e fésforo no plasma de juvenis de jundia aos 60
dias EXPEIMENTAIS ...eeiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e nnne e e 42



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Ingredientes e composi¢do bromatoldgica das dietas fornecidas aos
juvenis de jundia durante B0 di8S. ......ccoueiiiiiiuiiiiiiie e 26
TABELA 2 — Composi¢do bromatoldgica dos farelos de arroz desengordurado
sem tratamento, incubado com fitase e acido fitico extraido...........ccccceeeeiiiiiinnnnnen. 27
TABELA 3 — Valores médios dos parametros de qualidade da agua durante os
60 dias de avaliagdo de desempenho e 17 dias de coleta de fezes..........ccceeennnnn. 33
TABELA 4 — Desempenho de juvenis de jundia apds 60 dias de alimentacao
com ragdao contendo ingredientes convencionais, farelo de arroz
desengordurado, farelo de arroz desengordurado tratado com fitase ou farelo de
arroz desengordurado acido fitico extraido .......ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 34
TABELA 5 — Composicao corporal de juvenis de jundia apdés 60 dias de
alimentacdo com racao contendo ingredientes convencionais, farelo de arroz
desengordurado, farelo de arroz desengordurado tratado com fitase ou farelo de
arroz desengordurado acido fitico extraido .......coeeeeeeeeeeeeceeeeeeeeeee 36
TABELA 6 — Metabdlitos e relagdao calcio:fosforo sangliineos de juvenis de
jundia aos 60 dias experimentais 16 horas apos a alimentagao. ..........ccccceeeeeeeennes 37
TABELA 7 — Proteinas totais no figado e aspartato aminotransferase hepaticos
de juvenis de jundia aos 60 dias experimentais 16 horas apos a alimentacao. ....... 39
TABELA 8 — Minerais nos o0ssos de juvenis de jundia alimentados com racao
contendo ingredientes convencionais, farelo de arroz desengordurado, farelo de
arroz desengordurado tratado com fitase ou farelo de arroz desengordurado
ACIdO fItICO EXIrAIAO cooeeeeeeeeeee e 42
TABELA 9 — Fosforo e matéria mineral nas fezes de juvenis de jundia
alimentados com racao contendo ingredientes convencionais, farelo de arroz
desengordurado, farelo de arroz desengordurado tratado com fitase ou farelo de
arroz desengordurado acido fitico extraido ..o 44



LISTA DE APENDICES

APENDICE A — Analise de calcio e f0Sforo nos 0SS0S .....ccecevvemenn..

APENDICE B - Determinacio de fosforo nas fezes e ingredientes



LISTA DE ANEXOS

ANEXO 1 — Detalhe das placas 6sseas do cranio utilizadas nas analises de
0 11 =] - 1 62
ANEXO 2 - Registro com tubo de falcon acoplado na parte inferior da
INCUDAAONA.......e s 62
ANEXO 3 - Incubadoras de fibra de vidro e tanques de polipropileno
utilizados para @ PeSQUISA.......cuuuiirrrmmmmmmrrirniiiiremnn s 63
ANEXO 4 - Jundias dentro da incubadora sobre a tela impedindo o contato
e revolvimento das fezes. ... ————— 63
ANEXO 5 — Isopores com gelo para evitar a proliferacao bacteriana................ 64



LISTA DE ABREVIATURAS

AA: aminoécido

ADP: adenosina difosfato

ALT: alanina aminotransferase

AMP: adenosina monofosfato

AST: aspartato aminotransferase

ATP: adenosina trifosfato

CONT: racao controle

FADEX: farelo de arroz desengordurado acido fitico extraido
FADE: farelo de arroz desengordurado

FADFIT: farelo de arroz desengordurado tratado com fitase
FAl: farelo de arroz integral

FTU: unidades de fitase ativa

IP6: inositol hexakisfosfato, acido fitico

Pi: fésforo inorganico

TCE: taxa de crescimento especifico



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

4.1
4.1.1
41.2
4.1.21
41.3
41.4
4.1.41
41.4.2
41.43
41.4.4
41.4.5
4.2
4.2.1
422
4.2.21
4.2.3
4.3

4.4

SUMARIO

INTRODUGAO .......oeiururerersrsnsssssssssssssssssssssssssesessssssssssssssssnsnes 15
(0] 1 10 17
GErAl. i ——————————— 17
[T oY= o2 o T 17
REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o nsensesnans 18
Jundia (Rhamdia QUEIEN) ...........eeeeeeecceeeeeeeereeressssssssmens e s e e s s s ssssmmmnn s s nees 18
Farelo de Arroz.........ccccc s 19
ACIAO FItICO ..euuremcurencureesseesseessesssesessesesseesses e sses e s e s ssesssesasesaneas 20
) - T 21
Outras formas de tratamento para retirada do acido fitico................... 23
MATERIAL E METODOS .....cocoiiecmecmrcnsenssssssssssssssssssanas 25
Avaliacao do desempenho..........ccociiccemriinnrme s 25
ANIMais € INSTAlACOES ...ceeeiiiiiiieie e 25
TratAmMENTOS ....ciiiiieeeeeeeee e 26

Incubacao do farelo de arroz desengordurado com fitase............ceeeennn. 27
Manejo expPerimental......... ..o 28
Parametros analiSAdos ..........uuuuuuueeuumeiiiiiiiiiiiiiieiiiaeeeeeeeeaeeaenaeeaeaeeanennnnnnnanne 28

DESEMPENNO .. 29

CompPOSICA0 PEIXE INTEIND ..o e 29

Metabolitos e eletrdlitos sSangUinEOos ..........eevieeiiiiiiiiiiieeeee e 29

Metabolitos e transaminases hepatiCas. ........ccevvvirieiiiiiiiiiieieee e 30

MINEraiS NOS OSSOS.....cciiiiiieiiiiieee e 30
Coleta das fezes......cccurrmmririirmr e ——— 30
ANIMais € INSTAlACOES ...coeiiiieee e 30
Manejo experimental......... ..o 31

Limpeza das inCubadoras. ... 32
ANAIISES rEAlIZATAS ...eeviieee e i 32
Qualidade da AQUA .......ccocmriiiirmnr e 33

ANAlISES EStaAtiStICAS . cemucemuiree i iieirie e e e rmrrenrnm e rmnsnnsrnmssrnnsnnssnnssnmnssnnss 33



5 RESULTADOS E DISCUSSAO ......cooieieeeeeeeeeeeeeeseneessmesssnessnes 34

5.1 Crescimento e COMPOSICAO COrPOral ......ccccurrriiiiissnmmmmnnrrisssssssssnnmnnnnssnns 34
5.2 MetaboliSMO ... ————————— 37
5.3 Absorcao, deposicao e excrecao dos MINerais ........ccccerrreresssssnmenenneenas 41
6 CONSIDERAQGES FINAIS ... e 45
7 CONCLUSOES........oiteecurerecesseseeeasesessssssessssesesssssasesanas 46

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oceeeeeeeeeeeeeeseseessseesssssesssssssanes 47



1 INTRODUCAO

Segundo levantamento estatistico divulgado pelo Ministério da Pesca e
Aquicultura, a piscicultura brasileira atingiu 60,2% de crescimento em 2008 e 2009
comparado a 2007 (MPA, 2010). Esta rapida expansdo €& acompanhada pelo
crescimento da producéo de racdes para alimentacao das criagées aquicolas. Sendo
o Brasil um pais continental, a piscicultura nas distintas regides se desenvolve a
partir de espécies adaptadas as respectivas condi¢des climaticas, destacando-se as
nativas. Aliado a este fato, busca-se usar co-produtos gerados pelas culturas
regionais na alimentacao, a fim de diminuir os custos de producéo.

O jundia (Rhamdia quelen) é uma espécie nativa que se destaca pela
rusticidade, facilidade de manejo, ritmo satisfatério de crescimento mesmo sob as
baixas temperaturas da regido Sul (FRACALOSSI et al., 2004) e por gerar filés
isentos de espinhos, 0 que o torna apto ao processamento pela industria
(BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2004; CARNEIRO et al., 2003). Além disso,
seu habito alimentar onivoro propicia boa adaptabilidade aos diferentes ingredientes
da dieta, possibilitando o uso de ingredientes variados na formulacao de sua racao.

Atualmente o Brasil detém o titulo de principal produtor de arroz fora do
continente asiatico e cerca de 60% ¢é produzido somente pelo Estado do Rio Grande
do Sul (CONAB, 2010), gerando varios co-produtos que podem ser utilizados como
matéria prima na confeccdo de racdes, em particular, o farelo de arroz
desengordurado (FADE). Seu uso na alimentag&o animal é limitado, principalmente
devido a presenca de acido fitico o qual € um poderoso quelante que tem acao
negativa sobre a disponibilidade de nutrientes para animais ndao ruminantes
(DENSTADLI et al., 2006; KIES et al., 2006; LAINING et al., 2010), afetando o
metabolismo e desempenho animal (ANGEL et al., 2002; IMOROU TOKO et al.,
2008) além de causar excessiva eliminacdo de nutrientes via fezes, levando a
eutrofizacdo das aguas.

Como forma de aumentar a utilizagdo do FADE e de outros co-produtos na
nutricdo animal, tem-se adicionado a enzima fitase nas racdes para degradar o acido
fitico. Recentemente o mercado também tem disponibilizado uma nova forma de
farelo de arroz tratado por processo fisico-quimico, o qual apresenta teores de acido
fitico até 95% menores que o farelo de arroz desengordurado, demonstrando grande
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potencial para uso como ingrediente alternativo no arragcoamento animal, ainda que

nao estudado nesse ambito.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o impacto de uso dos farelos de arroz desengordurado tratado com
fitase e com acido fitico extraido sobre respostas metabdlicas, desempenho
zootécnico, deposicdo e excrecdo de minerais em juvenis de jundia (Rhamdia

quelen).

2.2 Especificos

- Avaliar o crescimento, composi¢ao corporal e rendimento de carcaca de
juvenis de jundia alimentados com ragdes contendo as diferentes formas de farelo
de arroz desengordurado;

- Avaliar a influéncia dos farelos testados sobre eletrolitos e metabdlitos
circulantes, metabdlitos e transaminases hepaticos, deposicdo de célcio e fésforo
NOS 0SS0S

- Avaliar a excregao de fésforo via fezes.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Jundia (Rhamdia quelen)

O Rio Grande do Sul é um dos estados brasileiros que apresenta clima
subtropical onde as estacées do ano sdo bem definidas, com grandes variagdes de
temperatura entre inverno e verdo. Assim, as espécies de peixes criados com
finalidade de producdo de alimento (piscicultura) devem suportar essas condi¢cdes
para evitar prejuizos. A esse respeito, diferentemente de algumas espécies exoticas
que diminuem significativamente seu crescimento quando inicia o periodo de
inverno, o nativo jundia mantém o mesmo ritmo tanto em 28 quanto 18°C
(FRACALOSSI et al., 2004). Essa e outras caracteristicas fizeram com que
instituicdes de pesquisa, principalmente da regido Sul do Brasil, o estudassem visto
que seu desempenho, como de qualquer outra espécie, depende de varios fatores
inerentes a alimentagao e condicdes de cultivo.

O jundia tem habito onivoro generalista na natureza, ou seja, alimenta-se de
grande variedade de itens de acordo com a disponibilidade (GOMIERO et al., 2007)
e dessa forma, aceita bem as ra¢des formuladas com os mais diversos ingredientes.
No entanto, a escolha correta dos componentes da dieta se faz necessario, pois é
claramente observado que quando em elevadas proporgdes, alguns podem diminuir
o consumo (COLDEBELLA; RADUNZ NETO, 2002; LAZZARI et al., 2006) ou mesmo
seu aproveitamento, pois os coeficientes de digestibilidade sdo muito variados
(OLIVEIRA FILHO;FRACALOSSI, 2006) o que pode estar ligado a atividade das
respectivas enzimas digestivas (LAZZARI et al., 2010).

Fontes protéicas como levedura de cana, farinha de carne e ossos e farelo de
soja foram avaliadas por Coldebella e Radiinz Neto (2002) os quais verificaram que
a levedura juntamente com o farelo de soja (1:1) foi mais eficiente promovendo taxa
de crescimento especifico (TCE) de 2,98% por dia em alevinos. O mesmo efeito ndo
foi confirmado por Lazzari et al. (2006) na alimentacdo de juvenis, uma vez que a
combinacao de farelo de soja com farinha de carne e ossos ou farinha de peixe
proporcionaram melhor desenvolvimento (TCE 2,6-2,8%/dia) que farelo de soja e
levedura (TCE 2,4%/dia). A inclusado de 5 ou 10% de 6leo de arroz, canola ou soja
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na racao de juvenis de jundia foram avaliadas por Losekann et al. (2008), os quais
nao observaram diferenca no crescimento, porém a gordura depositada no filé foi
menor com 5% de 6leo de canola. Ja a propor¢ao carboidrato:lipidio na composicéao
da energia da racao parece nao ter influéncia no crescimento, no entanto, ha menor
deposicao de gordura corporal com a relacao 4,6:1 (MORO et al., 2010). Estudos
sobre exigéncias protéica e energética foram realizados por Meyer e Fracalossi
(2004), os quais concluiram que aumentando o nivel energético da racdo de 3200
para 3650 kcal’kg de energia metabolizavel pode-se reduzir de 37 para 33% a
proteina bruta da dieta mantendo uma taxa de crescimento especifico (TCE) de
2,58% por dia. Fracalossi et al. (2004) avaliaram durante 365 dias o crescimento de
jundias com peso inicial de 6,2 e 8,8g criados em tanques de terra em duas cidades
do estado de Santa Catarina. Os pesquisadores relataram ganho médio de 1,00 e
1,979 por dia, conversao alimentar de 1,85 e 1,78, respectivamente, e além disso,
nao apresentaram diminuigdo do crescimento no inverno mesmo sendo usada uma
racao comercial genérica (ndo especifica) com 36% de proteina bruta, comprovando
o grande potencial da espécie.

Tendo-se em vista que a maioria dos estudos nutricionais conduzidos até o
momento com essa espécie foram desenvolvidos a fim de testar ingredientes
convencionais e/ou consolidados no mercado de ragdes animais, verifica-se a
necessidade de testar ingredientes alternativos como o farelo de arroz

desengordurado que é de facil obtencao regional e baixo custo.

3.2 Farelo de Arroz

Para produzir o arroz branco faz-se o polimento do arroz descascado,
gerando o farelo de arroz integral (FAI) que apresenta em torno de 15% de gordura
(ROSTAGNO et al., 2005), sendo deste total, 30% poliinsaturada (FACCIN et al.,
2009). Para evitar a rancificacdo deste farelo que possui lipases ativas, € necessario
inativa-las através de alguns processos (MUJAHID et al., 2005; SILVA et al., 2006)
ou extrair o 6leo. Com a extracdo do O6leo se obtém o farelo de arroz
desengordurado (FADE) que, da mesma forma que o FAIl, apresenta varios

compostos quimicos com propriedades benéficas a saude tais como fibras soluveis
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e insoluveis (QURESHI et al., 2002), oryzanol, vitaminas e minerais (LAl et al., 2009;
FUH; CHIANG, 2001).

A qualidade da proteina dos farelos de arroz varia de acordo com a qualidade
do grao polido e parte dela é composta por albumina (23-43%), que apresenta alto
valor biolégico devido as proporgcdes e quantidades de aminodacidos essenciais e
nao essenciais, as quais variam de acordo com as variedades e cultivares (ADEBIYI
et al., 2009; CAO et al., 2009; CHANPUT et al., 2009)

Alguns cuidados devem ser tomados quanto ao uso dos farelos de arroz na
alimentacdo, dependendo a quem sera fornecido. A capacidade laxativa da fibra
insolivel é inconveniente na alimentagdo de n&o ruminantes por diminuir a
digestibilidade dos nutrientes (GUIMARAES et al., 2008). Contudo, a maior
preocupacao com o uso do FADE na formulacao de racdes € pela presenca de acido
fitico que possui alta capacidade de ligacdo a cations di e trivalentes e proteinas,
diminuindo o aproveitamento destes nutrientes ndo s6 pelos complexos formados
(KIES et al., 2006; LAINING et al., 2010) mas também pela diminuicdo da atividade
de enzimas digestivas (DENSTADLI et al., 2006) e, dependendo da variedade do
arroz, a quantidade de fésforo no FADE pode chegar a 5% (AMISSAH et al., 2003)
sendo que cerca de 80% esta na forma de acido fitico (ROSTAGNO et al., 2005).

3.3 Acido fitico

Tanto em animais quanto em plantas ha a formacdo de inositol a partir da
glicose 6 fosfato, o qual é precursor de varias formas reativas importantes para o
adequado funcionamento do organismo (LOEWUS; MURTHY, 2000; KOHLMEIER,
2003). Nos animais, através de reagdes de fosforilacdo, o inositol recebe até cinco
moléculas de fésforo, tornando-se inositol mono, di, tri, tetrakis ou pentakisfosfato
(KOHLMEIER, 2003), sendo que somente as plantas conseguem gerar o inositol
hexakisfosfato (IP6), também chamado myo-inositol hexakisfosfato, acido fitico ou
fitato (LOEWUS; MURTHY, 2000).

O IP6 é produzido na fase de formagao das sementes e apresenta 0s grupos
fosfato altamente carregados negativamente, complexando-se com componentes

carregados positivamente como os cations e proteinas, servindo como forma de



21

estocagem de fésforo e outros minerais e evitando danos oxidativos (HERNANDEZ-
UNZON; ORTEGA-DELGADO, 1989; DENDOUGUI; SCHWEDT, 2004). Seus niveis
na semente aumentam gradativamente durante o processo de amadurecimento e,
na germinacao, fase em que € necessario o uso dos nutrientes estocados, seu nivel
diminui devido ao aumento da producado e atuacao da fitase endégena (WALKER,
1974; AZEKE et al., 2011).

As mesmas propriedades que fazem do IP6 essencial para a adequada
manutengdo e germinagdo das sementes, o torna um antinutriente quando os graos
e seus co-produtos com elevada concentracdo desse composto sao usados na
alimentacdo de n&o ruminantes. Testes in vitro indicam a formacado de complexo
proteina-fitato insolivel em condicdes de baixo pH (como no estémago), o qual é
dificil de ser desfeito (KIES et al.,, 2006). De maneira geral, in vivo, quando
adicionado mais de 1% na racado, diminui a atividade de tripsina e maltase e a
digestibilidade da proteina e minerais em juvenis de salmdo do Atlantico (Salmo
salar) (SAJJADI; CARTER, 2004; DENSTADLI et al., 2006), ganho em peso, taxa de
crescimento especifico, gordura no peixe inteiro, P no plasma e Ca, Mg e Zn nos
ossos de juvenis de linguado japonés (Paralichthys olivaceus) (LAINING et al.,
2010) e o desempenho de alevinos de mrigal (Cirrhinus mrigala) (USMANI; JAFRI,
2002).

3.4 Fitase

Para evitar as propriedades antinutricionais do fitato, formas de degrada-lo ou
extrai-lo tanto dos grédos quanto dos farelos, tém sido estudadas. Na nutricdo animal,
0 uso de fitase exdgena tem sido a forma mais pratica para degradar o IP6. Porém
sua eficiéncia tem apresentado contradicdes na nutricdo de peixes, dependendo da
forma como é aplicada e da espécie que é destinada (TESKEREDZIC et al., 1995;
VIELMA et al., 2002; NAWANNA; SCHWARZ, 2007, 2008; NAWANNA et al., 2008).

Apesar de estar presente no trato gastrointestinal dos ndo ruminantes, seja
pela producdo intestinal (MAENZ; CLASSEN, 1998; ELLESTAD et al.,, 2002a;
ELLESTAD et al.,, 2002b) ou por microorganismos ali presentes (HUANG et al.,
2009; ROY et al.,, 2009), sua quantidade e atividade sdo insuficientes para a
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adequada disponibilizagdo de nutrientes, necessitando ser adicionada nos
alimentos. Trata-se de uma fosfatase acida que retira grupos fosfato do acido fitico
gerando mioinositol fosfato, mioinositol e fosfato inorganico (MITCHELL et al., 1997).
Sua atividade & medida em FTU (units of phytase activity), sendo que 1 FTU é a
atividade de fitase que libera, do acido fitico, 1umol de fésforo inorganico por minuto
sob condicbes padronizadas (pH 5,5 e 37°C) (WYSS et al., 1999).

De acordo com a forma que é aplicada nas racdes, apresenta resultados
diversos. Wang et al. (2009) observaram que quando o farelo de soja foi tratado com
fitase antes da inclusdo na racao de truta arco-iris, menor quantidade da enzima foi
necessaria para ter-se melhor desempenho comparado com fitase aspergida sobre a
racdo pronta. Tradicionalmente as fitases comercializadas nao suportam as
temperaturas do processo de peletizacdo das racdes, perdendo sua atividade.
Devido a isso, elas sdo aplicadas na forma liquida apds a peletizagao, elevando o
custo de producédo (GARRET et al., 2004).

Para contornar este problema, varios trabalhos tém sido desenvolvidos com o
objetivo de produzir fitases resistentes as altas temperaturas para que a enzima
possa ser misturada e peletizada junto com os ingredientes, perdendo o minimo de
atividade (HAN; LEI, 1999; RODRIGUEZ et al., 2000; GARRET et al., 2004; ZHANG
et al., 2007). Contudo, apesar de todos os esforcos para produzir uma enzima
termoestavel, Rodriguez et al. (2000) verificaram que ao conseguir 45% da atividade
maxima a 80°C por 20 minutos com fitase produzida por Pichia pastoris transgénica,
houve tendéncia a diminuicao da sua atividade em temperaturas inferiores a 37°C,
fato que implicaria em menor eficiéncia quando aplicada na alimentacdo de animais
pecilotérmicos como os peixes.

Além do &cido fitico, dependendo do microorganismo produtor, a fitase pode
degradar uma grande variedade de compostos que possuem fosforo em sua
molécula, como por exemplo o p-nitrofenil fosfato, fenil fosfato, frutose 1,6-bifosfato,
frutose 6-fosfato, glicose 6-fosfato, ribose 5-fosfato, alfa glicerofosfato, beta
glicerofosfato, 3-fosfoglicerato, fosfoenolpiruvato, AMP, ADP e ATP. Wyss et al.
(1999a) avaliaram a atividade da fitase de diferentes microorganismos sobre os
substratos acima citados e verificaram que a fosfatase de Aspergillus fumigatus
apresentou maior atividade sobre p-nitrofenil fosfato, fenil fosfato e frutose 1,6-
bifosfato (>110 FTU) que o préprio acido fitico (30 FTU). Assim, torna-se importante
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o uso de fitase com alta especificidade pelo IP6, uma vez que os efeitos da baixa
especificidade podem ser observados na alimentacao animal.

Wang et al. (2009) avaliaram niveis de inclusdo de fitase na racao de truta
arco-iris e verificaram que o coeficiente de digestibilidade aparente da gordura
diminuiu com sua adicdo. Os autores sugeriram que a fitase pode ter inativado
parcialmente a lipase, mas que o fato ndo esta esclarecido. Riche e Garling Jr.
(2004) avaliaram niveis de substituicao da proteina da farinha de peixe por farelo de
soja sem tratamento ou com 5000 FTU de fitase na ragdo da tilapia do Nilo e
concluiram que poderia ser substituido 20-25% sem a fosfatase e até 10% com sua
inclusao para ndo afetar o crescimento. Considerando que: (i) na pesquisa de Wang
et al. (2009) 60% da ragao foi composta por farelo de soja, o qual possui 6leo rico
em lecitina (TOCHER et al., 2008; PENCI et al., 2010), que (ii) a lecitinase e outras
fosfolipases atuam no intestino; e que (iii) a variedade de substratos em que a fitase
atua pode ser grande dependendo do organismo produtor, ha indicios que pode
haver interferéncia significativa no metabolismo de fosfolipidios quando da utilizacéo
de altas doses da fosfatase. Em vista disso, verifica-se que ha varios fatores que
devem ser observados para que a fitase usada seja eficiente.

3.5 Outras formas de tratamento para retirada do acido fitico

O teor de acido fitico de varios tipos de sementes também pode ser diminuido
pela germinacéao, fermentacao, autoclavagem, tostagem e cozimento (CHITRA et al.,
1996; LUO et al., 2009); bem como, pelo processo de extrusdo em farelo de canola
(SATOH et al., 1998), o que nao é efetivo nos farelos de aveia, trigo e arroz
(GUALBERTO et al., 1997).

Fuh e Chiang (2001) propuseram a retirada do acido fitico do farelo de arroz
integral pela sua solubilizacdo em solugdo com acido cloridrico e posterior
precipitacao adicionando hidroxido de sddio e avaliaram o valor nutricional do novo
co-produto. Eles observaram pequena reducdo na proteina (devido ao uso de
protease na solugao), Ca, P, K, Mg e 95% no teor de IP6. Porém, as vitaminas como
niacina, riboflavina e tiamina, bem como os teores de fibras permaneceram quase

intactos. Assim, apesar da diminuicdo de alguns nutrientes, a permanéncia e
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possivel mudanga na estruturacdo quimica de outros, pode ocasionar efeitos
metabolicos e zootécnicos diferenciados quando esse farelo tratado for aplicado na

nutricdo animal.



4 MATERIAL E METODOS

Dois experimentos compuseram a estrutura desta pesquisa: inicialmente
avaliou-se o desempenho por um periodo de 60 dias e posteriormente realizou-se a
coleta das fezes durante 17 dias para quantificacao da excrecao de fosforo.

Todos os métodos descritos a seguir foram aprovados e registrados pelo
Comité de Etica e Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Santa Maria
sob n? 23081.007947/2009-31, tendo cumprido todas as exigéncias em relagdo ao

bem estar animal.

4.1 Avaliacao do desempenho

4.1.1 Animais e instalacdes

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Piscicultura da Universidade
Federal de Santa Maria entre os meses de fevereiro e abril de 2010, com duracgéo de
60 dias. Utilizou-se 300 juvenis de jundia com peso médio de 13,36+ 1,20g que
antes do inicio do periodo experimental, passaram por 15 dias de adaptacado nas
unidades experimentais, recebendo ragcdo comercial com 32% de proteina bruta.
Estes animais foram alocados em 12 tanques de polipropileno (cor cinza) de 280L
Uteis (com sistemas individuais de abastecimento e escoamento) conectados em
sistema de recirculagdo de agua contendo dois filtros bioldégicos e um reservatério
principal (2000L) com dois termostatos e duas resisténcias de 2000 watts cada para
a manutencao da temperatura da agua. Manteve-se o fotoperiodo natural com cerca
de 14 horas luz no inicio e 12 horas luz no final do periodo experimental.
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41.2 Tratamentos

Quatro racbes isoprotéicas e isocal6ricas foram formuladas (Tabela 1) de
acordo com o proposto por Lazzari et al. (2006), dando origem aos seguintes
tratamentos: CONT: ragao formulada com farelo de soja, farinha de peixe, milho e
farelo de trigo; FADE: inclusdo de 20% de farelo de arroz desengordurado; FADFIT:
inclusao de 20 % de farelo de arroz desengordurado tratado com fitase; FADEX:

inclusao de 20% de farelo de arroz desengordurado com &acido fitico extraido.

Tabela 1 — Ingredientes e composicdo bromatolégica das dietas fornecidas aos
juvenis de jundia durante 60 dias.

Ingredientes (%) Tratamentos
CONT FADE FADFIT FADEX

Farinha de peixe 25,00 25,00 25,00 25,00
Farelo de soja 32,00 32,00 32,00 32,00
Milho 13,34 12,04 13,04 11,04
Farelo de trigo 18,00 - - -
FADE - 20,00 - -
FADFIT - - 20,00
FADEX - - - 20,00
Oleo de soja 7,20 7,20 7,20 7,20
Fosfato bicalcio 1,70 1,00 - 2,00
Cloreto de sodio iodado 0,50 0,50 0,50 0,50
Colina 0,75 0,75 0,75 0,75
Premix vitaminico mineral 2 1,50 1,50 1,50 1,50
Butil-hidroxi-tolueno 0,01 0,01 0,01 0,01

Composigao centesimal analisada (%)
Matéria seca 90,35 89,79 90,77 89,02
Proteina bruta 34,17 34,95 34,17 34,88
Matéria mineral 12,45 13,54 12,82 12,98
Lipidios 10,72 10,13 9,98 11,02
CSDN® 21,67 19,81 19,33 19,97
Fibra em detergente neutro 12,92 13,37 14,23 14,25
Calcio * 2,18 2,05 1,80 2,27
Fésforo total * 1,69 1,98 1,64 1,75
Fésforo disponivel * 1,45 1,46 1,48 1,46
Energia digestivel ° (Kcal/kg) 2920,24 2854,76 2867,73 2892,49

' CONT= ragéo controle com ingredientes convencionais, sem farelo de arroz; FADE= farelo de arroz
desengordurado; FADFIT= farelo de arroz desengordurado tratado com fitase; FADEX= farelo de
arroz desengordurado desfitinizado, acido fitico extraido. ;

2, Composigcao da mistura vitaminica por kg de produto. Ac. Félico: 1200mg; Ac. Nicotinico: 24000mg;
Ac. Pantoténico: 12000mg; Biotina: 48 mg; Vit.A: 1200000Ul; Vit. B1: 4800mg; Vit. B2: 4800mg; Vit.
B6: 4800mg; Vit. B12: 4800mcg, Vit. C: 48 g, Vit. D3: 200000Ul, Vit. E: 12000 mg, Vit. K3: 2400mg,
Cobalto: 10mg, Cobre: 3000mg; Ferro: 50000mg; lodo: 100mg; Manganés: 20000mg; Selénio:
100mg; Zinco: 3000mg
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Carboidratos  soliveis em detergente neutro calculado:  100-(proteina  bruta+matéria
mineral+lipidios+fibra em detergente neutro+umidade).

* Calculado com base na andlise dos ingredientes;

® Calculada com a férmula: (Proteina*5,64*0,83)+(Lipidio*9,44*0,88)+(Carboidrato*4,11*0,65))*10
(MEYER et al., 2004).

A composicao bromatolégica dos respectivos farelos encontra-se na Tabela 2.
As ragbes foram elaboradas no Laboratério de Piscicultura da UFSM onde os
ingredientes foram moidos em moinho a martelo e misturadas em amassadeira
elétrica. Procedeu-se a peletizacdo em moedor de carne com matriz de 3 mm e a
secagem em estufa com circulacao de ar a 50°C por 24 horas.

As exigéncias em aminoacidos essenciais recomendadas por Meyer e
Fracalossi (2005) foram supridas pelos ingredientes, ndo sendo necessaria a
inclusao de sintéticos.

Tabela 2 — Composicdo bromatoldgica dos farelos de arroz desengordurado sem
tratamento (FADE), incubado com fitase (FADFIT) e acido fitico extraido

(FADEX).

MS PB MM LP FDN CSDN  Calcio Fosforo P disp
FADE 87,54 16,89 13,03 2,15 43,02 24,91 0,31 2,83 0,94
FADEX 90,8 21,02 5,38 3,26 40,53 29,81 0,19 0,33 0,00
FADFIT 90,8 18 1429 165 4489 21,17 0,31 2,04 1,94

MS= matéria seca; PB= proteina bruta; MM= matéria mineral; LP= lipideos; FDN= fibra em detergente
neutro; CSDN= carboidratos sollveis em detergente neutro= 100-(PB+MM+LP+FDN+umidade); P
disp= fésforo disponivel.

41.2.1 Incubacao do farelo de arroz desengordurado com fitase

O tratamento do farelo com a fitase foi realizado por metodologia modificada
de Storebakken et al. (1998). Trés quilos de FADE foram misturados com nove litros
de agua morna (40°C) (proporcdo 1p:3v) e adicionou-se 0,459 de fitase de
Aspergillus niger (1500FTU do produto BASF Natuphos® 10000G) apds ser
dissolvida em um pouco de agua morna. A incubacdo foi mantida por 2 horas em
banho-maria (40°C) sendo que se realizava agitacdo com batedeira elétrica durante
20 minutos com intervalos de 10 minutos. ApGs esse tempo, o preparado foi
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despejado em bandejas (fina camada) e levado para estufa a 70°C por 24 horas
onde, a cada 2 horas, realizava-se a viragem da pasta a fim de evitar fermentacéo.

4.1.3 Manejo experimental

Diariamente realizava-se duas sifonagens (10:30 e 15:30 horas) para a
retirada das fezes e eventuais sobras de ragdo e quatro alimentagdes (8:30, 11:30,
14:30 e 17:00 horas) sendo fornecido 3% da biomassa de cada unidade
experimental em ragdao a qual ajustava-se quinzenalmente através de pesagem da
biomassa. A cada 30 dias os peixes foram pesados em balanga digital (precisao
0,01g) e medidos individualmente com ictibmetro para acompanhamento do
desenvolvimento sendo que, no momento do manejo, eram anestesiados com
Eugenol (20mg/L) (CUNHA et al., 2010). Ao final do periodo experimental, antes das
pesagens e medicdes, trés peixes de cada unidade experimental foram imobilizados
para coleta de sangue, com seringa heparinizada, pela veia caudal e logo apds
foram abatidos em agua+gelo (1:1) juntamente com outros trés peixes que foram
usados para andlise centesimal no peixe inteiro. Para a coleta dos ossos, depois de
eviscerados e coletados os figados, as carcacas foram envoltas em papel aluminio e
colocadas em forno elétrico por 15 minutos a 180°C, sendo descarnadas € 0S 0SS0S
armazenados em freezer para posterior andlise. Evitou-se o cozimento a fim de

evitar perdas de minerais para a agua.

41.4 Parametros analisados

Todas as andlises e técnicas descritas a seguir foram realizadas no
Laboratério de Piscicultura da UFSM.
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4.1.4.1 Desempenho

Com base nos dados coletados de peso final (g) e comprimento total (cm)
foram calculados: ganho médio diario (g/dia): (PF — Pl)/d; ganho em peso: PF-PI;
taxa de crescimento especifico (%/dia): [(In PF — In PI1)/d]*100; conversao alimentar
aparente: ACT/GPT e rendimento de carcaca (%): Pevi/PF*100. Onde: PF= peso
final; Pl= peso inicial; d= dias de alimentacdo; In= logaritmo neperiano; ACT=
alimento consumido total pela unidade experimental; GPT= ganho em peso total da

unidade experimental; Pevi= peso eviscerado.

4.1.4.2 Composicao peixe inteiro

Os trés peixes de cada unidade experimental destinados a analise centesimal
foram triturados em multiprocessador de alimentos. A matéria seca foi determinada
pela perda de peso da amostra a 105°C em estufa com circulagcao de ar por 24 horas
(AOAC, 1995). O conteudo de cinzas foi quantificado colocando-se as amostras
provenientes da andlise de matéria seca em mufla a 550°C por 6 horas (AOAC,
1995). A proteina bruta foi determinada através da quantificacdo do nitrogénio pelo
método de microKjeldahl e utilizando o fator 6,25 (AOAC 1995) e os lipidios foram
quantificados pela metodologia de Bligh e Dyer (1959).

4.1.4.3 Metabdlitos e eletrdlitos sangtiineos

Proteinas totais, colesterol total, triglicerideos, calcio, fésforo e urato foram
analisados por kits colorimétricos marca Doles®, seguindo instrucées de uso do
fabricante, sendo calculada a relacado calcio:fésforo. Depois de realizado teste
comparativo com kit colorimétrico Doles® optou-se por aferir a glicose com aparelho
eletronico portatil Accu-Chek® Active devido a praticidade.
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4.1.4.4 Metabdlitos e transaminases hepaticas

As proteinas totais foram analisadas pelo método de Lowry et al. (1951),
glicogénio por Bidinotto et al. (1998) e as transaminases alanina aminotransferase e

aspartato aminotransferase por kit colorimétrico Doles®.

4.1.4.5 Minerais nos 0ssos

Duas placas 6sseas do cranio dos jundias (Anexo 1) foram pesadas em
balanca digital com precisdao de 0,001g, colocadas em tubos de microKjeldahl,
adicionado 2 ml de solugéo nitroperclérica e levados ao bloco digestor a 80°C por 30
minutos e 3 horas a 200°C. Apés esfriar, adicionou-se agua destilada nos tubos até
a marca de 50 ml realizando vigorosa agitacdo manual. Uma aliquota de 5 ml foi
retirada e colocada em tubo de ensaio devidamente identificado. O resto de solucao
que sobrou nos tubos de ensaio foram quantificados em proveta de 50 ml e
anotados (detalhes Apéndice A). A determinacao de calcio e fésforo foi realizada por
kits colorimétricos Doles® seguindo a metodologia descrita para a analise desses
minerais na urina, sendo as leituras realizadas em espectrofotébmetro UV. As outras
partes que restaram do cranio foram pesadas e levadas a estufa a 105°C por 24hs
para determinacdo da matéria seca e posteriormente a mufla a 500°C por 6 horas
para quantificar as cinzas (AOAC, 1995).

4.2 Coleta das fezes

4.2.1 Animais e instalagcdes

O trabalho foi realizado no Laboratério de Piscicultura da UFSM durante o
més de julho com duracédo de 17 dias. Foram coletadas as fezes de 240 juvenis de
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jundia com peso médio de 52,15 * 8,42g utilizando-se o método Guelph
(ABIMORAD; CARNEIRO, 2004) em incubadoras de fibra de vidro de 200L com
entrada e saida de agua individuais dotadas, cada uma, de registro na parte inferior
e tubo tipo falcon de 50 ml (Anexo 2). As incubadoras estavam conectadas ao
sistema de recirculacdo em que foi realizado o ensaio de desempenho, ficando
composto por seis unidades de 200L e 12 tanques de 280L (Anexo 3). Filtros foram
mantidos nas torneiras de entrada de agua para evitar contaminacao das fezes por
sujidades vindas do sistema e os peixes ndo entravam em contato com as fezes
devido separacao feita por tela plastica de 1/2” (Anexo 4). Neste ensaio foi
necessario adicionar duas resisténcias de 2000w no reservatério principal, além de
12 aquecedores de 200w distribuidos nos tanques para a manutencdo da
temperatura, devido o periodo de inverno.

4.2.2 Manejo experimental

Por haver somente seis incubadoras, os peixes foram divididos em dois
grupos compostos por seis unidades experimentais de tratamentos aleat6rios que
permaneceram nos tanques de desempenho durante o periodo de adaptagcdo as
ragcdes que foi de cinco dias para cada grupo. Enquanto um grupo estava nas
incubadoras, o segundo recebia racao comercial com 28% de proteina bruta. O
periodo de coleta foi de dez dias para o primeiro grupo e sete para o segundo. O
maior periodo foi por ter-se iniciado as coletas durante o dia em que o volume de
fezes era muito pequeno (menos de 3 ml). No momento em que foi percebida maior
defecagdo no periodo noturno (em torno de 10 ml), passou-se a coletar durante a
noite. Para evitar que os animais regurgitassem a racao, realizava-se a limpeza das

incubadoras e depois a alimentacéo.
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4.2.2.1 Limpeza das incubadoras

Diariamente, as 8:00 horas, limpava-se as paredes das incubadoras com
esponja e drenava-se parte da agua pelos registros. Durante esse procedimento,
mantinham-se os peixes presos dentro de rede tipo tule na borda da incubadora. As
9:00 e 23:00 horas fornecia-se a alimentacdo na propor¢do de 3% da biomassa da
unidade experimental colocada em bandejas com barras de chumbo para que as
mesmas afundassem. Aguardava-se 10 minutos para que 0s peixes comessem e
retiravam-se as bandejas sendo realizado escoamento de parte da agua para retirar
as sobras de racdo. Apds alimentacao e limpeza das 23 horas colocavam-se 0s
tubos tipo falcon nas incubadoras e abria-se os registros para coletar as fezes as
4:00 e 8:00 horas, mantendo-se os tubos dentro de isopores com gelo (Anexo 5)
para evitar proliferacao bacteriana. No momento das coletas, o excesso de agua dos
tubos era descartado e as fezes despejadas em placas de petri devidamente

identificadas para secar em estufa com circulacao de ar a 50°C por 24 horas.

4.2.3 Anélises realizadas

Apbés a moagem das fezes secas em moinho com arrefecimento, foram
analisados o fésforo e o total de minerais. Para a andlise de fésforo foram pesados
aproximadamente 0,29 de fezes de cada tratamento e colocados em tubos de
ensaio de 100 ml adicionando 5 ml de solugcéao nitroperclérica, sendo deixado em
repouso, na capela, por 12 horas. Apds esse periodo as amostras foram levadas ao
bloco digestor a 50°C por aproximadamente 30 minutos, aumentando 50°C a cada
15 minutos até 200°C, permanecendo 3-4 horas. Apds esfriar, completou-se com
agua destilada até a marcacao de 50 ml, agitou-se vigorosamente e retirou-se uma
aliquota de 5 ml que foi colocada em tubo de ensaio. O restante da solugéo foi
quantificada em proveta de 50 ml e anotado o valor. A determinacao do fosforo foi
realizada com kit colorimétrico Doles® seguindo a metodologia descrita para a
quantificacdo do mineral na urina (detalhes Apéndice B). Antes de determinar as

cinzas por incineracdo em mufla a 500°C por 6 horas, verificou-se o teor de matéria
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seca colocando-se 0,5g de fezes moida em cadinhos de porcelana e deixando-os
por 24 horas em estufa com circulagdo de ar a 105°C (AOAC, 1995).

4.3 Qualidade da agua

Para o acompanhamento e controle da qualidade da agua, realizava-se
diariamente a afericdo da temperatura e oxigénio dissolvido com oximetro digital
(marca YSI, modelo 55A) e semanalmente alcalinidade, dureza, aménia total e nitrito
com kit colorimétrico da marca Alfakit® e pH com pHmetro digital. Os parametros
monitorados tanto da parte de desempenho quanto de coleta de fezes se
mantiveram em niveis adequados ao cultivo do jundia (BALDISSEROTTO; RADUNZ
NETO, 2004) e estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores médios dos parametros de qualidade da agua durante os 60 dias
de avaliacdo de desempenho e 17 dias de coleta de fezes.

Desempenho Coleta de fezes
Temperatura 26,27+ 1,73 ¢C 23,17 £ 1,65 C
Oxigénio 6,45 £ 0,76 ppm 7,33 £ 0,58 ppm
Alcalinidade 24,87 + 13,56 mg CaCOs/L 10,50 £ 7,18 mg CaCOay/L
Dureza 16,61 + 10,07 mg CaCOa4/L 22,47 £ 13,02 mg CaCOg/L
Amonia total 0,15 £ 0,03 ppm 0,10 £ 0,01 ppm
Nitrito 0,046 £ 0,00 ppm 0,01 £ 0,00 ppm
pH 7,22 +0,32 6,81 £ 0,43

Os valores estao apresentados como média + desvio padrao.

4.4 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Duncan no nivel de 5% de significancia. Para cada tratamento, os
valores menores € maiores que média + 2dp (outliers) foram excluidos das analises.

Para todos esses procedimentos foi utilizado o programa SPSS 8.0.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento e composicao corporal

Os ganhos em peso variaram entre 11,47 e 14,67 g, contudo ndo foram

observadas diferencas significativas para desempenho (Tabela 4). Em estudo prévio

Rocha et al. (2008) nao verificaram melhora no crescimento de juvenis de jundia

(12,6g) ao incluirem niveis de 0, 500, 1000 e 1500 FTU/kg de racdo composta por

ingredientes vegetais, obtendo valores de TCE (0,49-0,66%/dia) inferiores ao

presente estudo (1,00-1,21%/dia). Lazzari et al. (2006) relataram valores de TCE

(2,6%/dia) e conversao alimentar aparente (1,5:1) melhores com juvenis de 15g e

racdo com a mesma base protéica do presente estudo, no entanto, o rendimento de

carcacga desta pesquisa (88,60-89,24%) foi superior aos 80,7% por eles registrados.

Tabela 4 — Desempenho de juvenis de jundia apds 60 dias de alimentacdo com

ragdo contendo ingredientes convencionais (CONT), farelo de arroz
desengordurado (FADE), farelo de arroz desengordurado tratado com
fitase (FADFIT) ou farelo de arroz desengordurado acido fitico extraido
(FADEX).

Variaveis' Tratamentos cV
CONT FADE FADFIT FADEX

PF (9) 24,47 + 2,83 27,40 £ 0,54 24,99 + 2,16 27,31 £ 2,14 8,67
CT (cm) 13,82 + 0,55 14,26 £ 0,12 13,88 + 0,51 14,33 + 0,11 2,84
GMD (g/dia) 0,18 + 0,05 0,23 + 0,01 0,19 +0,03 0,23 + 0,03 17,94
GP (g) 11,47+ 2,65 14,67+ 1,33 11,85+ 2,18 14,58+ 1,20 17,27
TCE (%/dia) 1,00 £ 0,19 1,21 £ 0,05 1,04 £ 0,14 1,16 £ 0,12 13,25
CAA 3,99 £ 0,83 3,24 £ 0,30 3,7+0,65 3,20 £ 0,16 16,66

RC (%)

89,24 + 0,75 88,60 + 0,59 89,16 + 0,18 88,79 + 0,82 0,68

' PF= peso final; CT= comprimento total; GMD= ganho médio diario; GP= ganho em peso; TCE= taxa
de crescimento especifico; CAA= conversao alimentar aparente; RC= rendimento de carcaca.
Nao significativo pelo teste de Duncan (P>0,05); Valores apresentados como média + desvio padrao,

n =3.

Pesquisas realizadas com salméo do Atlantico (DENSTADLI et al., 2007) e
carpa comum (Cyprinus carpio) (NAWANNA; SCHWARZ, 2007, 2008) utilizando a



35

fitase como forma de desfitinizacado de ingredientes e ragcdes ndo mostraram
melhoria no desempenho dos animais. No caso do salm&o que é carnivoro, 25% da
racao era composta por farinha de peixe que por conter altas quantidades de fosforo
disponivel, elevou os seus niveis acima da exigéncia da espécie que € em torno de
0,78% (VIELMA; LALL, 1998). Ja a carpa comum nao obteve melhora no
desempenho porque, segundo os autores, a fitase (de Peniophora lycii) aplicada na
racao ja pronta ndo tem boa atuacéo, visto que esta espécie ndo possui estbmago, o
que nao proporciona as condicdes ideais de pH para sua atuacgao.

Realizando uma anélise geral das pesquisas com inclusédo de fitase na dieta
dos peixes, verifica-se que somente quando os ingredientes sao incubados com a
fosfatase e a composicao da racao é baseada em ingredientes de origem vegetal, é
que sao garantidos os seus efeitos sobre 0 desempenho e diminuicdo da excrecao
de fésforo (STOREBAKKEN et al., 1998; VIELMA et al., 2000; VIELMA et al., 2002;
DENSTADLI et al.,, 2007; NAWANNA; SCHWARZ, 2007, 2008; NAWANNA et al.,
2008; WANG et al., 2009). Dessa forma, sua atuacao nao depende da fisiologia da
espécie em questao.

No presente estudo verificou-se que o processo utilizado foi altamente
eficiente, pois 95% do fésforo do farelo de arroz desengordurado estavam
disponibilizados ap6s a incubagdo com a fitase e apenas 33,21% no farelo sem
tratamento (Tabela 2). Conte et al. (2002) realizaram processo semelhante com
farelo de soja e chegaram a somente 37% de disponibilidade do fésforo. Denstadli
et al. (2007) verificaram reducédo de 66% no IP6 da racdo com concentrado protéico
de soja e trigo incubados com fitase contra 2,1% da ragdo com a enzima aspergida.
Além disso, a incubacao permite o uso racional da enzima ja que menor quantidade
€ necessaria pela maior eficiéncia na desfitinizagdo (WANG et al., 2009) e pelo
tratamento do ingrediente com maior teor de IP6.

As racoes do presente estudo foram calculadas para terem 0 mesmo nivel de
fésforo disponivel, o qual ficou em torno de 1,46%. Isso pode explicar parcialmente
porque o desempenho nao foi afetado pelas dietas. O jundia € um peixe onivoro e as
farinhas de peixe e carne e 0ssos sdo comumente usadas na confeccao das racoes
(LAZZARI et al., 2006; CORREIA et al., 2009; MELO et al., 2003), tanto pelo seu
perfil de aminoacidos quanto para dar palatabilidade. Assim, cerca de 1% do fésforo
disponivel das dietas foi fornecido pela farinha de peixe. As pesquisas realizadas
com carpa comum (NAWANNA et al., 2008), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)



36

(VIELMA et al., 2002), catfish (lctalurus punctatus) (LI; ROBINSON, 1997) e tilapia
do Nilo (CAO et al.,, 2008; FURUYA et al.,, 2001; LIEBERT; PORTZ, 2005) que
mostraram o efeito positivo da fitase sobre o crescimento, tinham as dietas
formuladas com base protéica de origem vegetal, fazendo com que o nivel de
fésforo total ficasse entre 0,4 e 0,7%, de modo que, mesmo com uma total atuacao
da fitase sobre o acido fitico da racédo, ndo haveria desperdicio desse mineral.

As porcentagens de matéria seca, proteinas e cinzas corporais nao foram
afetadas pelas dietas, mas o mesmo ndo ocorreu para a gordura (Tabela 5).
Comparando os tratamentos, o FADEX causou maior deposi¢do de gordura corporal
em relacdo ao FADFIT, apesar disso, os valores estdo proximos aos 5,76%
encontrados por Melo et al. (2003) e 9,3% por Corréia et al. (2009) com a mesma
espécie. Concordando com o presente estudo, Rocha et al. (2007) relataram
diminuicdo na gordura corporal de alevinos de jundia quando a fitase foi incluida na
racao.

Mesmo com maior deposicdo de gordura corporal nos peixes do tratamento
FADEX, isso nao se traduziu em menor rendimento de carcaca indicando que essa

nao estava na cavidade abdominal, mas provavelmente, no filé.

Tabela 5 — Composicao corporal de juvenis de jundia apds 60 dias de alimentacao
com ragao contendo ingredientes convencionais (CONT), farelo de arroz
desengordurado (FADE), farelo de arroz desengordurado tratado com
fitase (FADFIT) ou farelo de arroz desengordurado acido fitico extraido

(FADEX).
Variaveis' (%) Tratamentos Ccv
CONT FADE FADFIT FADEX
MS 26,29 + 1,14 25,69 + 0,28 25,92 + 1,43 26,31 +1,03 3,63
PB 15,34 + 0,21 15,47 + 0,37 14,95 + 0,46 15,77 + 0,58 3,1
LIP 4,40 + 0,77 6,09 + 0,58aP 5,5 + 0,30bC 7,19+0962 21,62
cz 3,21 + 0,25 3,46 +0,17 2,95+ 0,33 3,38 + 0,58 11,56

' MS= matéria seca; PB= proteina bruta; LIP= lipideos; CZ= cinzas.

Médias com letras diferentes, na linha, apresentam diferenca significativa pelo teste de Duncan a
nivel de 5% de probabilidade; Valores apresentados como média * desvio padrao na matéria natural,
n=3.
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5.2 Metabolismo

Os niveis glicémicos e de glicogénio hepatico verificados nesta pesquisa
estdo de acordo com os relatados na literatura para jundids em condi¢gdes normais
de alimentacdo (BARCELLOS et al., 2001; 2003; 2010; MELO et al. 2006; PEDRON
2010) (Tabela 6 e Tabela 7).

Tabela 6 — Metabdlitos e relacdo célcio:fosforo sanguineos de juvenis de jundid aos
60 dias experimentais 16 horas apés a alimentacao.

Variaveis 2 Tratamentos '

(mg/dL) CONT FADE FADFIT FADEX v
PT 3,93+0,352 3,4 +0,22 b 3,30 +0,77P 372+05430 1587
coL 171,66 £19,89 174,41 +4125 191,06 + 31,41 172,25 +36,05 18,71
TG 486,87 + 207,03 646,39 + 300,98 564,27 +214.47 570,81 + 166,83 44,97
Ca:P 1,44 0,14 1,37 £0,16 1,30 + 0,03 1,32 +0,08 8,81
GLI 4165+6270  60,74+14022  5646+18,042@  3847+7,900 30,94
UR 1,31 £1,07 0,77 0,55 0,74 + 0,42 0,61+ 0,32 78,82

' CONT= racdo com ingredientes convencionais; FADE= racdo com inclusdo de farelo de arroz
desengordurado; FADFIT= ragdo com farelo de arroz desengordurado tratado com fitase; FADEX=
farelo de arroz desengordurado, acido fitico extraido;

2pT= proteinas totais; COL= colesterol total; TG= triglicerideos; Ca:P= relacdo calcio:fésforo; GLI=
glicose; UR= urato;

Médias com letras diferentes, na linha, apresentam diferenga significativa pelo teste de Duncan a
nivel de 5% de probabilidade; Valores apresentados como média + desvio padrao, n=9.

Os niveis glicémicos dos peixes alimentados com FADE e FADFIT (60,74 e
56,46 mg/dL) foram mais elevados que CONT e FADEX (41,65 e 38,47 mg/dL).
FADEX promoveu maior estoque de glicogénio comparado ao CONT e ambos nao
diferiram de FADE e FADFIT.

Alteracbes na glicemia e no estoque de glicogénio hepatico ocorrem durante
0 jejum e no estado poés-prandial promovendo a glicogendlise ou glicogénese,
respectivamente (BARCELLOS et al., 2010). No entanto, é a avaliacgdo de um
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conjunto de parametros bioquimicos relacionados ao metabolismo animal que
permite verificar qual via metabdlica esta atuando (MELO et al., 2006).

A proteina corporal esta em continuo processo de sintese e degradacdo. A
concentracdo de aminoacidos (AA) vindos da alimentacdo aumenta no sangue de
maneira a atender a demanda de sintese protéica dos tecidos (DABROWSKI;
GUDERLEY, 2002). Porém, quando € ofertado excesso de proteina ou a energia é
insuficiente frente a demanda metabdlica, ocorre a desaminacao dos AA no figado.
Esse processo é intermediado pelas enzimas alanina-aminotransferase (ALT) e
aspartato-aminotransferase (AST), as quais sao responsaveis por retirar o
grupamento amino dos AA sendo usada a cadeia carbonada para a gliconeogénese
(MELO et al. 2006; KUMAR et al., 2010). Em seqUéncia o nitrogénio é excretado.

A GLICOGENIO B ALANINA AMINOTRANSFERASE
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Figura 1 — Glicogénio (A) e atividade de alanina aminotransferase (B) hepaticos dos
juvenis de jundia. CONT= controle, FADE=farelo de arroz
desengordurado, FADFIT= farelo de arroz desengordurado tratado com
fitase e FADEX= farelo de arroz desengordurado com &cido fitico
extraido. Letras diferentes apresentam diferenga significativa pelo teste
de Duncan a nivel de 5% de probabilidade.

Os niveis de proteinas totais no sangue dos peixes do CONT foram mais
elevados que do FADFIT, os quais nao diferiram do FADE e FADEX (Tabela 6).
Dentre as dietas com farelo de arroz, a atividade de ALT foi mais elevada no FADEX
que FADE, ambas nao diferindo de FADFIT. J& a enzima AST apresentou maior
atividade em CONT que FADFIT, sendo que dentre os tratamentos com farelo de

arroz nao houve diferenca (Tabela 7).
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Tabela 7 — Proteinas totais no figado (PTF) e aspartato aminotransferase (AST)
hepéticos de juvenis de jundia aos 60 dias experimentais 16 horas apo6s
a alimentacgao.

Tratamentos '

Variaveis 03V}
CONT FADE FADFIT FADEX

PTF 55,23 @ 50,97 @ 39,120 51,27 @ 17,67

(mg/g) + 7,55 +6,24 +3,12 + 8,87

AST 878,930 1232,20 ab 1472,58 @ 1187,8530 44,91

(Ul/mg de proteina) * 424,39 + 501,34 * 626,64 + 514,12

" CONT= racdo com ingredientes convencionais; FADE= ragdo com inclusdo de farelo de arroz
desengordurado; FADFIT= ragdo com farelo de arroz desengordurado tratado com fitase; FADEX=
farelo de arroz desengordurado, acido fitico extraido;

Médias com letras diferentes, na linha, apresentam diferenga significativa pelo teste de Duncan a
nivel de 5% de probabilidade; Valores apresentados como média + desvio padrao, n=9.

Como varios processos metabolicos ocorrem no figado tendo-se aumento da
producédo de enzimas, a elevacao na quantidade de proteina hepatica pode indicar o
nivel de atividade enzimatica. A proteina total hepatica variou de 55,23 a 39,12
mg/g, sendo que, a menor de todas as quantidades foi causada pelo FADFIT
(Tabela 7).

Algumas situagbes metabodlicas podem ser inferidas pela andlise das
correlacbes dos metabdlitos sangliineos e hepaticos. O baixo nivel de glicose
sanglinea, elevado estoque de glicogénio e proteina hepaticos, juntamente com alto
nivel de proteinas totais no plasma e elevada atividade de ALT no figado, indicam
que os peixes do FADEX nao estavam degradando glicogénio, mesmo passadas 16
horas da alimentagdo, mas sim utilizando proteina como fonte energética. FADE e
FADFIT seguem esta mesma tendéncia, mas ja utilizando o glicogénio hepatico,
uma vez que houve leve diminuicdo de seus niveis com aumento da glicose
plasmatica e diminuicdo das proteinas totais sanguineas seguidos de diminuicdo da
atividade da ALT no figado (Figura 2).

Couto et al. (2008) verificaram aumento das reservas de glicogénio hepatico
de juvenis de “gilthead sea bream” (Sparus aurata) em funcdo do aumento da
quantidade de carboidratos na dieta. Sardar et al. (2007) relataram menor glicemia e
glicogénio hepatico em alevinos de carpa comum quando a fitase nao era incluida
na ragao (0,53-0,66% de fésforo total). Dessa forma, estas diferencas no
metabolismo energético podem ser em decorréncia da influéncia negativa do IP6
sobre a disponibilidade do amido (YOON et al., 1983).
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Levando-se em consideracdo que a alimentacdo dos peixes iniciava as 8:30
horas, perfazendo 15,5 horas da alimentacao anterior, supde-se que como 0s peixes
do tratamento FADEX ainda ndo haviam mobilizado glicogénio, ndo teriam o gasto
energético para repb-lo como nos tratamentos FADE e FADFIT, justificando a maior
gordura corporal em relacdo ao FADFIT. Analisando a seqUéncia do maior para o
menor nivel de gordura no peixe inteiro (FADEX, FADE e FADFIT) (Tabela 5) e
sabendo que o acido fitico causa diminuicdo da glicemia por apresentar interacdo
com o amido (YOON et a., 1983) verifica-se que os peixes do tratamento FADEX
nao tiveram influéncia do IP6. Ao contrario, os jundids tratados com FADE
necessitaram utilizar as reservas hepaticas antes dos demais para manter a
glicemia, devido ao menor fornecimento da glicose vinda da racdo. Ja os da dieta
FADFIT nao foram afetados na digestdo e absorcdo de -carboidratos, mas
provavelmente no metabolismo dos lipidios (WANG et al., 2009). Assim, 0 acesso ao
glicogénio foi posterior ao FADE.
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Figura 2 — Niveis de glicogénio hepaticos e glicose sanglinea dos juvenis de jundia
nos diferentes tratamentos. CONT= controle, FADE=farelo de arroz
desengordurado, FADFIT= farelo de arroz desengordurado tratado com
fitase e FADEX= farelo de arroz desengordurado com &cido fitico
extraido.
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A digestibilidade dos ingredientes que compdem a ragdo é outro fator que
interfere no metabolismo energético. Os valores diminuidos de glicogénio hepatico e
glicose, aliados a altas quantidades de proteinas totais sangiineas, proteina no
figado e atividade de ALT no CONT sugere que os peixes alimentados com esta
dieta possuem menor estoque de reserva e, da mesma forma que os do FADEX,
ainda nao estavam utilizando-a. Este baixo estoque pode ser devido a dieta conter
18% de farelo de trigo, o qual tem apresentado baixa digestibilidade aparente da
energia em pesquisas com a tilapia do Nilo, (GUIMARAES et al., 2008), pacu
(Piaractus brachypomus), (FERNANDES et al., 2004) truta arco-iris, (GAYLORD et
al., 2008) e “sunshine bass” (Morone chrysops x M. saxatilis) (RAWLES; GATLIN,
2000). Dessa forma, como a energia vinda da alimentacdo € menor, a sintese de
glicogénio também é menor (COUTO et al., 2008).

Devido as células nervosas e vermelhas sangilineas usarem somente glicose
como fonte energética, ela é poupada no estado de jejum, sendo enviados aos
demais tecidos lipidios oriundos das reservas corporais. Os triglicerideos circulantes
nao apresentaram diferencas entre os tratamentos provavelmente pela sua
mobilizacdo ter sido antecipada, de modo que no momento em que foi realizada a
coleta ja estavam estabilizados (Tabela 6).

5.3 Absorcao, deposicao e excrecao dos minerais

O célcio e fésforo sdo de grande importancia para os peixes, estando
relacionados ao desenvolvimento e manutencdo dos 0ssos e participando de varios
processos fisioldgicos, incluindo o equilibrio acido-base. Sendo a agua rica em
carbonato de calcio, a absorcdo desse mineral se da pelas branquias, quando o
alimento nao dispde de quantidade suficiente. Visto que o fosforo apresenta-se
normalmente indisponivel no ambiente aquatico, ele & obtido principalmente pelo
alimento (LALL, 2002), o qual pode apresentar compostos que interferem a absorcao
como o acido fitico.
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Figura 3 — Teores de caélcio (A) e fésforo (B) no plasma de juvenis de jundia aos 60
dias experimentais. CONT= controle, FADE=farelo de arroz
desengordurado, FADFIT= farelo de arroz desengordurado tratado com
fitase e FADEX= farelo de arroz desengordurado com &cido fitico
extraido. Letras diferentes apresentam diferenga significativa pelo teste
de Duncan a nivel de 5% de probabilidade.

A relacao Ca:P no sangue nao apresentaram diferencas entre os tratamentos
(Tabela 6). FADEX elevou significativamente os niveis de calcio e fésforo no plasma
dos jundids em relacdo aqueles alimentados com FADE, apresentando valores de
111,71 e 85,96 mg/L, respectivamente (Figura 3). Apesar de ndo haver diferenga
estatistica nos niveis de fésforo sanglineos dos peixes do tratamento FADEX em
relacdo ao FADFIT, houve maior deposicdo 6ssea desse mineral no primeiro em
relacao as demais dietas (Tabela 8), mesmo com altos niveis de fésforo disponivel.

Tabela 8 — Minerais nos 0ssos de juvenis de jundia alimentados com racado contendo
ingredientes convencionais (CONT), farelo de arroz desengordurado
(FADE), farelo de arroz desengordurado tratado com fitase (FADFIT) ou
farelo de arroz desengordurado &cido fitico extraido (FADEX).

Varié\{e?s 1 (% da Tratamentos oV
matéria seca) CONT FADE FADFIT FADEX

P 14,09+1,64 0 13,77+0,92 0 13,93+1,12P  1533+0402 8,74

Ca 28,82 + 0,84 27,42+ 1,62 26,58+ 1,42 27,44+168 537

MM 52,35+1,630  5417+06538  5459+1,78  5517+0362 2,81

" P= fésforo; Ca= calcio; MM= matéria mineral; Valores em % da matéria seca apresentados como
média * desvio padrdo, n=9. Médias com letras diferentes, na linha, apresentam diferenca
significativa pelo teste de Duncan a nivel de 5% de probabilidade.
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Em estudo prévio Sardar et al. (2007) relataram niveis mais elevados de
fésforo sangliineos em alevinos de carpa comum alimentados com racado contendo
fitase o que levou a maior deposicao desse mineral no peixe inteiro. O mesmo nao
foi verificado por Forster et al. (1999) que ao avaliarem racées com 2% de fésforo
total e niveis de fitase, ndo observaram diferengcas na quantidade de cinzas, calcio e
fésforo na coluna vertebral de truta arco-iris, confirmando que a absorcao do fésforo
de fonte inorganica € melhor que de ingredientes vegetais, mesmo com o uso de
fitase (EYA; LOVELL, 1997; NAWANNA; SCHWARZ, 2007). Dessa forma, como o
fésforo € extraido no processo fisico-quimico de desfitinizacao, pode-se adiciona-lo
de uma fonte inorganica de acordo com a exigéncia da espécie e assim diminuindo
sua excregao.

Sendo o IP6 um antinutriente que afeta negativamente a absorcao do fosforo,
a suplementacao desse mineral na dieta torna-se necessaria. No entanto, grandes
quantidades desse mineral sdo acumuladas nos tanques durante o periodo de
cultivo (RIES, 2010) causando elevada multiplicagdo de algas que afetam os
parametros quimicos da agua e causam grande mortalidade de peixes.

A maior quantidade de cinzas e fésforo nas fezes dos jundids do tratamento
FADE comparada com FADFIT atestam a atuacao da fitase (Tabela 9). Apesar da
absorcao de fosforo intestinal ser controlada pela sua concentracdo no sangue
(LALL, 2002), a maior quantidade circulante nos peixes do FADEX em relagéo ao
FADE e maior nivel de fésforo depositado em relagdo ao FADFIT, nao refletiu em
menor excrecdo desse mineral. Nawanna e Schwarz (2007) verificaram a mesma
situacdo ao avaliarem a digestibilidade, deposicao 6ssea e excrecao do foésforo em
juvenis de carpa comum que receberam racdo com suplementacdo de fésforo
inorgéanico ou fitase. Eles relataram maior digestibilidade e deposicéo éssea causada
pela dieta com suplementacdo de P mineral em relacdo a com fitase. Contudo, o

inverso foi verificado em relacédo a excregao via fezes.
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Tabela 9 — Fésforo (P) e matéria mineral (MM) nas fezes de juvenis de jundia
alimentados com racdo contendo ingredientes convencionais (CONT),
farelo de arroz desengordurado (FADE), farelo de arroz desengordurado
tratado com fitase (FADFIT) ou farelo de arroz desengordurado acido
fitico extraido (FADEX).

Tratamentos oV

CONT FADE FADFIT FADEX
i 5,620,132 6,300,962 5,17+0,24 b 538103220 112
MM 32,61+1,58 20 34,321,332 31,390,920 32,04+1,623D0 4,84

Valores em % da matéria seca apresentados como média * desvio padréo, n=3. Médias com letras
diferentes, na linha, apresentam diferenca significativa pelo teste de Duncan a nivel de 5% de
probabilidade;

Com relagcdo as formas de aplicacdo da fitase Wang et al. (2009)
demonstraram que o pré-tratamento do farelo de soja com 500 FTU/kg aumenta a
digestibilidade aparente (de 77 para 90,6%) e diminui significativamente a excrecao

de fésforo em comparacgéo ao uso de 3000 FTU/kg aspergido na racao pronta.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Levando-se em consideracdo as condi¢cdes experimentais e os resultados
obtidos, sugere-se a conducdo de experimentos com racdes de base protéica
vegetal e baixos niveis de fosforo total para melhor avaliar as formas de farelos de
arroz desengordurado, tratado com fitase e com acido fitico extraido.



7 CONCLUSOES

Os farelos de arroz desengordurado, tratado com fitase ou com acido fitico
extraido nao influenciam o crescimento de juvenis de jundia no periodo avaliado, sob
condicdes de alto nivel de fésforo disponivel na ragéo.

O farelo de arroz desengordurado com &cido fitico extraido promove maior
deposicao de gordura no peixe inteiro comparado ao degradado com fitase.

Os dois farelos desfitinizados nao diferem entre si quanto aos niveis de calcio
e fosforo circulantes, mas o FADEX promoveu melhor manutencédo da glicemia e
deposicao de fésforo nos ossos que FADFIT.

A excrecao de fésforo nao difere entre os farelos desfitinizados testados nas
condi¢des deste experimento.
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APENDICE A — Analise de célcio e fésforo nos ossos

Reagentes

- &cido nitrico P.A.

- &cido perclérico P.A.

- Kit Doles de analise de célcio
- Kit Doles de analise de fosforo

Solucao para limpeza da vidraria
- &cido nitrico 30% (300 ml de acido nitrico + 700 ml de agua destilada)

Solugéo nitropercloérica
- misturar 5 partes de acido nitrico P.A. com 1 parte de acido perclérico P.A.

Procedimento para limpeza da vidraria

- deixar de molho todo o material que sera utilizado por, pelo menos, 15
minutos e enxaguar bem com agua destilada;

- As luvas também devem ser lavadas, pois possuem um p6 que pode
contaminar os tubos e as ponteiras ao pega-las. Para isso, vista as luvas nas maos,

mergulhe os dedos na solugao por alguns segundos e enxaglie com agua destilada.

Procedimento de digestao

- pesar 0s 0ssos em balanca analitica com, no minimo, 3 casas decimais,
colocar em tubo de microKjeldahl e adicional 2 ml da solugéo nitroperclérica. 0,1g de
0sso € o suficiente, pois com uma quantidade maior necessitara de maior diluicdo
para a leitura com os Kits colorimétricos.

- levar ao bloco digestor deixando 30 minutos a 80°C e cerca de 3 horas a
200°C. A digestao esta pronta quando o liquido fica transparente e sem sedimento
no fundo do tubo indicando que os minerais estdo totalmente dissolvidos no liquido.
Deve-se cuidar para que o acido nao evapore todo, repondo-o, se necessario;

- apos esfriar, completar o volume de liquido para 50 ml com agua destilada

e agitar bem, de preferéncia com vortex.
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- retirar uma aliquota de 5 ml, que sera usada para as andlises, e colocar
em tubo de ensaio. Essa amostra deve ser armazenada em freezer até o momento
da analise para evitar volatilizacao dos acidos e concentracdo de minerais.

- 0 restante de amostra que fica nos tubos de microKjeldahl devem se
quantificados com proveta graduada para se fazer os calculos de diluicao.

Tendo-se a amostra digerida, faz-se a analise de célcio e fésforo de acordo
com a metodologia descrita nos kits Doles® para urina, mas sem necessitar
acidificar a amostra, como € indicado, pois ja esta acida. Antes de pipetar a amostra

para misturar com os reagentes, deve-se agitar bem o tubo de ensaio.
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APENDICE B — Determinacao de fosforo nas fezes e ingredientes

Os reagentes, solucdes e procedimentos de limpeza sdo os mesmos do
Apéndice A.

Procedimento de digestao

- pesar 0,59 de amostra em balanca analitica com, no minimo, 3 casas
decimais, colocar em tubo de microKjeldahl, adicional 5 ml da solugéo nitroperclérica
e agitar para misturar a amostra com o acido cuidando para que nao respingue;

- deixar em repouso por 12 horas para que, quando for aquecida, a amostra
nao suba e transborde;

- levar ao bloco digestor a 50°C, sempre observando se a amostra nao ira
subir. Caso isso aconteca, levante o tubo e agite-o. Fazer esse procedimento de
levantar e agitar até que a amostra ndo suba mais. Se a amostra nao subir quando
chegar a 100°C, deixando de formar bolhas, pode elevar a temperatura para 200°C e
entdo se passa a cuidar para nao secar o acido, adicionando-o quando necessario.
A digestdo esta pronta quando o liquido ficar transparente e sem sedimento
indicando que os minerais estao totalmente dissolvidos no liquido.

- apos esfriar, completar o volume de liquido para 20 ou 50 ml com agua
destilada, de acordo com a concentragdo estimada dos minerais, e agitar bem.

- retirar uma aliquota de 5 ml, que sera usada para as andlises, e colocar
em tubo de ensaio. Essa amostra deve ser armazenada em freezer até o momento
da analise para evitar volatilizacao dos acidos e concentracdo de minerais.

- 0 restante de amostra que fica nos tubos de microKjeldahl devem se
quantificados com proveta graduada para se fazer os calculos de diluicao.

Tendo-se a amostra digerida, faz-se a analise de célcio e fésforo de acordo
com a metodologia descrita nos kits Doles® para urina, mas sem necessitar
acidificar a amostra, como € indicado, pois ja esta acida. Antes de pipetar a amostra

para misturar com os reagentes, deve-se agitar bem o tubo de ensaio.
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ANEXO 1 — Detalhe das placas 6sseas do cranio utilizadas nas andlises de
minerais.
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ANEXO 3 - Incubadoras de fibra de vidro e tanques de polipropileno utilizados para
a pesg uisa.

ANEXO 4 - Jundias dentro da incubadora sobre a tela impedindo o contato e
_revolvimento das fezes.
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