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CARACTERIZACAO E AVALIACAO NUTRICIONAL DE POLIPEPTIDEOS DE
SILAGENS DE PEIXE

RESUMO - Na aquicultura, o aproveitamento dos residuos para produgao de
silagens torna a producdo mais sustentavel. Foram realizados trés experimentos
para estudar a viabilidade de fracionamento da proteina da silagem de residuos de
tilapia por meio de avaliagcdes dos processos da hidrélise da proteina e da eficiéncia
de sua utilizacdo de seus polipeptideos em dietas praticas sobre o desempenho
produtivo, nutricional e morfologia intestinal. O primeiro experimento, teve os
objetivos de produzir e avaliar as silagens dos residuos da filetagem de tilapia do
Nilo. Foram utilizados dois tipos de matéria-prima, visceras ou residuos totais
(cabeca, espinha, nadadeiras e visceras, sem pele), dois processos de hidrélise,
acida e fermentada, com trés metodologias para interrupcdo dos processos,
aquecimento, congelamento ou neutralizagdo. Os resultados experimentais
mostraram que a hidrélise ocorreu em tempos diferentes para as diferentes
matérias-primas e processos de hidrolise. A producao das silagens foram viaveis e
apresentaram caracteristicas favoraveis para utilizacao deste produto em dietas para
peixes. Realizou-se o0 segundo experimento, para determinacdo dos coeficientes de
digestibilidade aparente de proteina bruta (CDAes), energia bruta (CDAEes), lisina
(CDALys) e metionina (CDAwmet) das silagens com diferentes tempos de interrupcao da
hidrolise em dietas para juvenis de tildpia do Nilo. Foram utilizados 720 juvenis
(9,36%0,749). Foram formuladas 12 dietas-teste, constituidas de 69,5% de uma dieta
referéncia, 0,5% de 6xido de cromio Il e 30% de uma silagem, acida ou fermentada,
produzido com visceras ou com residuos totais, em tempos diferentes de hidrélises
(SVA 24, 72 e 144 horas, SVF 24, 48 e 120 horas, STA e STF 24, 96 e 192 horas de
hidrélise). As médias dos CDA da proteina, lisina e metionina das silagens variaram
de 91,75 a 95,80%. Os menores valores de CDA foram determinados para energia
bruta e variaram de 79,30% a 83,62%. Estes resultados mostraram que sé as
silagens de residuos totais apresentam altos valores de PB e de CDArs. Portanto,
foram selecionados os tempos de 96 e 192 horas de hidrélise para a acida e
fermentada, respectivamente, para serem utilizados como ingredientes em dietas
praticas para a tilapia do Nilo. O terceiro experimento teve como objetivo a avaliacao
do desempenho e da eficiéncia nutricional de juvenis de tilapia do Nilo alimentados
com oito dietas diferentes, contendo farinha de tilapia e sua substituicdo parcial ou
total por silagens, acida (SA) ou fermentada (SF), isolado proteico de soja (IPS) ou
aminoacidos livres (AAS). Foram utilizados 640 juvenis (7,1815,43 g). Os resultados
mostraram que o0s peixes alimentados com dietas contendo FT, sua substituicao
parcial (SAso, STs0 e IPSs0) e substituicao total por SA, apresentaram os melhores
resultados de eficiéncia alimentar, e o seu crescimento foi significativamente maior
quando comparado aos peixes que receberam as dietas contendo SF e AAS. Estes
resultados mostram que a substituicao da FT pelas silagens foi possivel.

Palavras-chave: fracionamento, nutricdo, Oreochromis niloticus, peptideos e
proteina
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CHARACTERIZATION AND NUTRITIONAL EVALUATION OF POLYPEPTIDES
FROM FISH SILAGE

Abstract — In Aquaculture, to be sustainable should use of the waste to
produce fish silages. Three experiments were conducted to study the feasibility of
fractionation protein from tilapia waste hydrolysate through evaluations of the
hydrolysis processes of protein and the efficient use of their polypeptides in practical
diets on performance, nutrition and intestinal morphology. The experiment 1, aimed
to produce and evaluate the silages of Nile tilapia filleting waste. Two types of raw
materials, viscera or total residues were used (head, spine, fins and viscera), two
processes of hydrolysis, acid and fermented with three methodologies to interrupt the
processes, heating, freezing or neutralization. The experimental results showed that
the hydrolysis took place at different times for different raw materials and hydrolysis
processes. The silage production was viable and showed favorable characteristics for
this product use in fish diets. The second experiment was carried out to determinate
the apparent digestibility of crude protein (ADCCP), gross energy (ADCGE), lysine
(ADCLys) and methionine (ADCMet) of fish silages with different time of hydrolysis in
diets for Nile tilapia juvenile. 720 juveniles were used (9.36 = 0.74 g). 12 test diets
were formulated, constituted 69.5% of a reference diet, 0.5% chromium Ill oxide and
30% of an acid or fermented silage, produced with viscera or total residues at
different times of hydrolysis (SVA 24, 72 and 144 hours SVF 24, 48 and 120 hours,
and STA STF 24, 96 and 192 hours of hydrolysis). The ADC mean of protein, lysine
and methionine silages ranged from 91.75 to 95.80%. The lowest ADC values were
determined for crude energy and ranged from 79.30% to 83.62%. These results
showed that only total waste silage have high levels of CP and ADCCP. The times 96
and 192 hours of hydrolysis were selected to the acid and fermented, respectively,
for use as ingredients in practical diets for Nile tilapia. The third experiment was
aimed to evaluate the performance and nutritional efficiency of Nile tilapia juvenile fed
with eight different diets containing tilapia meal and partial or total replacement for
acid (SA) or fermented (SF) fish silage, soybean protein isolate (SPI) or free amino
acid (FAA). 640 juveniles were used (7.18 £ 5.43 g). The results showed that the fish
fed diets containing TM, partial replacement (SAso, STso and IPSso) and total
replacement by SA showed the best results of feed efficiency, and their growth was
significantly higher when compared to fish that received the diets containing SF and
FAA. These results show that the substitution of FT by hydrolyzed was possible.

Keywords: fractionation, nutrition, Orechromis niloticus, peptides and protein



CAPITULO 1 - Consideracgées gerais

1. Introducao geral

A aquicultura moderna embasada em pilares como a producéo lucrativa,
a preservagao do ambiente e o desenvolvimento social (MCCAUSLAND et al.,
2006) apresenta o desafio de moldar-se ao conceito de sustentabilidade, que
implica em agregar valores a produgcdo de conhecimento e novas técnicas
(ELER; MILLANI, 2007). Entre estas técnicas, evidencia-se a otimizagao do uso
dos recursos naturais, das instalacoes e da mao-de-obra, a introducdo de
sistemas integrados de producédo (como os policultivos), a racionalizacdo do
uso de insumos, principalmente na elaboracdo de dietas, e o aproveitamento
dos residuos do beneficiamento (TURECK; OLIVEIRA, 2003). A tilapicultura
estd em grande expansdao no Brasil (IBGE, 2014), tendo sua producao
concentrada no sistema intensivo (ZANIBONI FILHO et al, 2005), necessitando
exclusivamente de alimento exdgeno de alta qualidade e que atenda suas
exigéncias para o crescimento.

Na produgado comercial de dietas para peixes é comumente utilizada a
farinha de pescado, ingrediente oneroso e de baixa disponibilidade na cadeia
produtiva (FAO, 2009). Considerando que o aumento da produgdo mundial da
aquicultura atinge 6,2% ao ano (FAO, 2013) e que a farinha de pescados
capturados permanece constante (FAO, 2009), os estudos atuais visam a sua
substituicdo por outros ingredientes de maior disponibilidade e que
proporcionem o mesmo desempenho produtivo (NAYLOR et al.,2009). A
maioria dos resultados encontrados nestes estudos mostra que as fontes
vegetais ndo atendem nutricionalmente as exigéncias da espécie, e o principal
problema esta no provimento dos aminodacidos limitantes como os sulfurados,
necessitando assim da suplementacdo com aminoacidos cristalinos (HU et
al.,2008; ABIMORAD et al.,2009; BODIN et al.,2012).

A suplementacdo com aminoacidos cristalinos, muito empregado em
nutricdo de aves e suinos, ndo tem mostrado eficiéncia em nutricao de peixes,
principalmente pela grande facilidade em sua excregéao através das branquias,
além de ocupar a maioria dos sitios de absor¢cdo com a oferta continua de
grandes proporgdes destes nutrientes disponiveis. Grande parte dos trabalhos

conduzidos nesta linha de pesquisa mostram que o aumento da suplementacao



por aminoacidos cristalinos promove diminuicdo no desempenho, na eficiéncia
de retengéo de proteina e no consumo (AOE et al., 1970; ZHANG et al.,2006;
NEIRA, 2013). A propria silagem de residuos de pescado apresenta 0 mesmo
problema, quando usada como principal concentrado proteico em dietas, por
conter elevadissima propor¢ao de aminoécidos livres. De acordo com Zarate e
Lovell (1997), esta resposta baixa nos resultados pode ocorrer também pela
perda por lixiviagdo dos aminoacidos cristalinos, por serem altamente sollveis
no meio aquatico, em relacao aos proteicos.

Um ingrediente de origem vegetal que vem recebendo atencdo nas
formulacdes de dietas para animais € o isolado proteico de soja, por apresentar
adequado balanceamento em aminoacidos. E obtido a partir dos flocos ou
farinha de soja desengordurada e contém, no minimo, 90% de proteina
(MARTINS, 2005). Mas sua utilizacdo em alimentos para peixes geralmente
tem sido limitada pelo seu alto custo (RICHIE et al., 2001), sendo uma
alternativa pouco viavel.

Segundo Sharp e Mariojouls (2012), as industrias da pesca e da
aquicultura produzem mundialmente 130 milhdes de toneladas de residuos de
pescado por ano, consistindo de capturas em excesso, de residuos de bordo e
industriais, e de desperdicio doméstico. No Brasil, a situacdo € semelhante,
pois a tilapia é a espécie de peixe de agua doce mais industrializada, com
producédo de 198 mil toneladas (IBGE, 2014) tendo seu rendimento médio dos
files de aproximadamente 30%, e os 70% restantes sdo considerados residuos,
incluindo cabeca, esqueleto com carne aderida, visceras, pele e escamas
(VIDOTTI; GONGCALVES, 2006).

Muitas sdo as opcdes de uso para os residuos de pescado, mas a
grande maioria delas ndo se mostra economicamente viavel, em vista do
elevado investimento inicial. Por outro lado, os aterros sanitarios e lagoas de
tratamento de efluentes ndo sdo alternativas recomendaveis, devido aos altos
riscos de contaminagdo que podem provocar nas areas costeiras ou agua doce
e pelo odor desagradavel que produzem (FERRAZ DE ARRUDA, 2004). Uma
opcao viavel para minimizar os problemas ambientais gerado pela quantidade
elevada de residuos de pescado é a sua transformacdo em produtos para

serem incorporados como ingredientes nas dietas para animais (RISTIC et al.,



2002), colaborando desta forma, com um aumento correspondente no volume
de alimento para o avanco da aquicultura.

Os trés métodos mais comuns para processamento e utilizacdo dos
residuos de organismos aquaticos sao: fabricacdo de farinha de peixe e/ou
6leo, fabricacao de fertilizantes organicos ou a producao de silagens (FAO,
2010). A tecnologia de producao de silagem, mesmo em larga escala, é
simples, o investimento € pequeno, os efluentes e odores sédo reduzidos, nao
sendo necessario o armazenamento refrigerado, o processo de obtencao é
rapido em climas tropicais e pode ser utilizado de imediato (BEERLI et al.,
2002). A producéo de silagens pode ser por acéo de acidos (silagem quimica),
fermentacdo microbiana induzida por carboidratos (silagem biologica) e
consequente acao de enzimas proteoliticas naturalmente presente nos peixes,
principalmente nas visceras, ou adicionadas (silagem enzimatica) na forma
purificada (KOMPIANG, 1981), que realizam o processo de forma controlada,
porém sendo mais onerosa (VIEGAS, 2002).

A silagem acida de pescado, com pH entre 3,9 e 4,2, ap6s a adicéo de
acidos minerais e organicos, liquefaz-se suficientemente em quatro dias, a
temperatura ambiente de 27°C a 30°C, conservando a atividade enziméatica por
muitos meses. Ja as silagens biolégicas sdo produzidas pelo processo de
fermentacao anaerdbica, utilizando micro-organismos como os Lactobacillus e
uma fonte de carboidratos. A producao de acido latico é importante por causar
diminuicdo do pH (em torno de 4,0) (VIDOTTI; GONCALVES, 2006). O pH
baixo propicia a acdo das enzimas naturalmente presentes no pescado e/ou
adicionadas, que sao responsaveis pela hidrélise proteica, originando produto
rico em proteinas, peptideos de cadeia curta e principalmente aminoacidos
livres (KOMPIANG, 1981; STONE; HARDY, 1986; GODDARD; PERRET,
2005). Além da acidez, acredita-se que a habilidade de certas bactérias acida-
laticas em produzir compostos antibacterianos (chamados bacteriocinas),
colaboram na inibicao do crescimento de microrganismos patogénicos
(BORRENSEN, 1990).

A silagem de pescado é um ingrediente proteico de alta qualidade e
pode ser utilizado como suplemento na dieta de varios animais, e 0s peixes
nao sao excecao (HAARD et al., 1985). Entre as vantagens, pode-se citar que
este produto apresenta maior digestibilidade quando comparado a farinha de



peixe (HASSAN; HEATH, 1987), mas, por apresentar alto grau de hidrélise,
seus aminodcidos estdo prontamente disponiveis, ndo sendo muito
aproveitados quando utilizados em grandes quantidades em dietas para peixes.
Muitos autores acreditam que a silagem apresenta elevado potencial para a
utilizacdo na aquicultura pela sua semelhanca com a matéria-prima em sua
composicdo de aminoacidos (FAGBENRO, 1994; FAGBENRO; JAUNCEY,
1995a, 1995b; GODDARD; AL-YAHYAI, 2001; VIDOTTI et al., 2003).

As silagens sdo utilizadas na nutricdo animal como substitutos de leite
para bezerros (RITCHIE; MACKIE, 1982), leitbes (NJRGAARD et al., 2012),
suplemento proteico para aves de postura (OPHEIM et al., 2016) e utilizados
no weaning de larvas de peixes (CAHU; INFANTE, 2001; KOTZAMANIS et al.,
2007). Apresentam alta digestibilidade da proteina, sdo palataveis e mais
facilmente absorvidos do que a proteina intacta, pois ndo necessitam de
digestdo prévia por proteases pancreaticas (GILBERT et al., 2008). Como a
proteina é o nutriente mais importante para o crescimento dos peixes (LOVEL,
1989), seu aproveitamento podera implicar em um melhor desenvolvimento dos
animais.

Durante o desenvolvimento dos peixes, o aparelho digestivo
desempenha um papel importante na manutencdo da homeostase do
organismo. Os enterdcitos sao os locais do primeiro contato com os alimentos,
onde é absorvido, digerido e transportado para a circulacdo sanguinea. Uma
composicdo inadequada da dieta pode induzir perturbacées no
desenvolvimento e funcédo, que pode resultar em reducdo do crescimento
(OSTASZEWSKA et al., 2005)

A mucosa intestinal dos peixes teledsteos tem inumeras projecdes
denominadas vilos, possuindo células indiferenciadas que sofrem sucessivas
mitoses para formacdo das células epiteliais do vilo (JOBLING, 1995). A
distribuicdo e frequéncia destas células sao diferentes e dependem das
espécies de peixe e da alimentagdo (ANDREOZZI et al., 1997). A substituicao
da proteina animal pela da soja ou de seus coprodutos em dietas de peixe
pode induzir a uma inflamacdo no intestino, chamada enterite (BAKKE-
MCKELLEP et al., 2000; URAN et al., 2008). Os sintomas mais encontrados
sao: reducao das vilosidades da mucosa e reducao na area de absorcao do
enterécito, reducao nos vacuolos supranuclear do enterécito, alargamento da



lamina prépria e mucosa subepitelial com uma severa infiltracdo de células
inflamatérias, e um aumento no numero de células caliciformes intestinais
(BAKKE-MCKELLEP et al., 2000)

Nutricionalmente, para melhorar a qualidade da silagem, alguns autores
(STONE et al., 1989; GODDARD; AL-YAHYAI, 2001) observaram que,
controlando a hidrélise proteica, o valor nutricional do produto final poderia ser
superior ao excessivamente hidrolisado. Convencionalmente, o nitrogénio
atribuido aos peptideos era determinado pela subtragdo do nitrogénio
amoniacal e aminoacidos livres do total de nitrogénio medido pelo método de
titulacdo formal de Sorrensen, tratando-se de uma analise pouco precisa, uma
vez que, esta é passivel de erros acumulativos devido a manipulacdo, durante
as inUmeras fases desta metodologia.

O conceito de que os peptideos menores sao absorvidos pelo intestino
dos vertebrados tem sido revisado (WEBB et al., 1992; ADIBI, 1997; BIER,
2003). Mas ha evidéncias de que, em peixes, um unico peptideo pode ser mais
eficientemente absorvido que uma mistura de aminoacidos idénticos (BOGE et
al., 1981; RESHKIN; AHEARN, 1991). Porém, a importancia nutricional e
metabdlica da mistura de peptideos ainda é inconclusiva pois os estudos para
peixes sao escassos (HAARD et al., 1985; STONE; HARDY, 1986; STONE et
al., 1989).

O material autolisado caracteriza-se por uma degradacdo da proteina
original do produto da pesca a condicao de peptideos e aminoacidos, em maior
ou menor grau, dependendo da técnica empregada na sua elaboracao
(MEINKE; MATIL, 1973). No caso deste estudo, com a técnica empregada
pretende-se interromper o processo de hidrélise para obtencdo de maior
proporcao de peptideos em relagdo a proteina original e/ou aminoacidos livres.
Para interromper a acdo das enzimas sobre a matéria-prima, serd estudada a
eficiéncia do uso de variagdes extremas de temperaturas (-196 e 100°C), e
também da neutralizagcao com hidréxido de sédio.

A influéncia da temperatura sobre a reacdo enzimatica € geralmente
representada em termos de atividade ou velocidade de reacdo, ou seja, a
maioria das rea¢des quimicas se processa a uma velocidade maior, a medida
que a temperatura aumenta ocorrendo a perda da atividade biolégica da

enzima no processo de desnaturacao térmica. As enzimas, quando sujeitas a



baixas temperaturas, ficam inativas devido a falta de energia de ativagao para
provocar o choque entre as moléculas enzimaticas e as do substrato. No
entanto, com o aumento gradual da temperatura, verifica-se também o
aumento da atividade enzimatica até se atingir um maximo de atividade na
temperatura 6tima. A partir desse valor, verifica-se uma diminuicdo da atividade
até atingir um valor em que a enzima deixa de atuar devido a desnaturacéo da
proteina que a constitui, perdendo sua configuracdo espacial e, por
consequéncia, o centro ativo (LEHNINGER et al., 2004).

Neste ambito, o presente estudo sobre avaliacao de processamento das
silagens podera contribuir para obtencdo de um produto que apresente maior
eficiéncia nutricional, proporcionando melhor desempenho das tilapia, além da
padronizacdo de uma metodologia, que possa ser usada em escala comercial
pelas processadoras de pescado e utilizada nas industrias de racoes.
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6. CONCLUSOES

Os resultados de desempenho e eficiéncia nutricional dos peixes
mostraram que a proteina da FT em dietas para juvenis de tilapia do Nilo pode ser
substituida parcialmente por SA e SF, ou mesmo totalmente por SA quando seu
processamento de hidrélise for interrompido antes de apresentarem altos teores
de amino&cidos livres (96 horas para SA e 192 horas para SF), demonstrando um
efeito positivo para a utilizagdo destes compostos de proteina de pequena massa
molecular. Ja os resultados de IPS e AAS néao foram tao eficientes e prejudicaram

0 desempenho dos peixes.
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