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Proteina hidrolisada de frango em dietas para reprodutores de tilapia-do-Nilo

1. Resumo geral

O objetivo do estudo foi avaliar o desempenho reprodutivo de fémeas e machos de
tilapia-do-Nilo alimentados com dietas contendo Proteina Hidrolisada de Frango (PHF).
O experimento foi dividido em duas fases, totalizando 192 dias. Na Fase | (Preparatéria)
utilizou-se 360 fémeas (587,60 + 38,05 g) distribuidas aleatoriamente em 24 hapas de 6
m3 e 120 machos (745,92 + 124,54 g) em seis hapas de 15 m? dispostos em um viveiro
escavado de 4.000 m?. Fémeas e machos foram alimentados com taxa de 1% do peso
vivo por dia com uma dieta controle (sem PHF) e dietas contendo niveis crescentes de
PHF (1%, 2%, 3%, 4% e 5%) divididos em duas refei¢cdes diérias durante 90 dias. Na Fase
Il (Reproducéo) realizou-se 0 acasalamento dos animais e coletas de ovos durante o
periodo de 102 dias. Para a avaliacdo das fémeas foram utilizados os parametros
reprodutivos (producdo de ovos, fecundidade, % de desova, frequéncia de desova,
fertilizacdo, ecloséo, diametro e composi¢cdo quimica dos ovos e tamanho das larvas)
assim como a influéncia da inclusdo da PHF sobre os parametros de crescimento,
somaticos e metabdlitos plasmaticos (proteinas totais - PT, albumina - ALB, uréia - UR,
glicose - GLI, colesterol total - COL, colesterol HDL - HDL, triacilglicerol - TAG e
fosfatase alcalina). A avaliacdo reprodutiva dos machos compreendeu a mensuracao
dos parametros esperméaticos (concentracéo, normalidade e sobrevivéncia, motilidade,
velocidade curvilinea, velocidade média do caminho e velocidade em linha reta),
crescimento, somaticos e concentracfes dos metabolitos plasmaticos (idem fémeas) e
testosterona - T. N&o foram evidenciados efeitos estatisticos significativos (P> 0,05) nos
parametros reprodutivos das fémeas. No entanto, as concentracdes de albumina
plasmatica e fosfatase alcalina foram significativamente superiores (P< 0,05), indicando
possivel sobrecarga no estado metabdlico das fémeas alimentadas com racdes contendo
5% de PHF, mas ndo influenciando (P> 0,05) nos demais metabdlitos plasmaticos. A
composi¢cdo quimica dos ovos ndo diferiu (P> 0,05) entre os diferentes grupos. Os
parametros de crescimento e espermaticos dos machos nao foram influenciados diante
da inclusdo da PHF. Entretanto, sugere-se que a PHF atuou no metabolismo lipidico
dos machos devido a sua influéncia sobre as concentracbes plasmaticas da
lipoproteina HDL e diminui¢cdo da gordura visceral. A inclusdo de até 4% e 5% da PHF
em dietas para fémeas e machos respectivamente pode ser realizada como fonte proteica

alternativa sem comprometer o estado metabolico e a reproducéo da tilapia-do-Nilo.



Palavras-chave: nutricdo animal, hidrolisados de proteina, peptideos, peixes

reproducao



Poultry hydrolyzed protein in diets for Nile tilapia broodstock

2. General summary

The objective of the present study was to evaluate the reproductive performance of
Nile tilapia females and males fed with diets containing Poultry Hydrolyzed Protein
(PHF). The experiment was divided into two phases, totaling 192 days. In Phase |
(Preparatory) 360 females (587.60 + 38.05 g) were randomly distributed in 24 hapas
with 6 m® and 120 males (745.92 + 124.54 g) in six hapas with 15 m® arranged in a
4,000 m? earth pond. Males and females were fed 1% of body weight per day with diets
containing increasing levels of PHF (1%, 2%, 3%, 4% and 5%) and a control diet (without
PHF) divided into two feeds daily for 90 days. In Phase Il (Reproduction), the animals
were mated and collected eggs during the 102 days. In the females reproductive
parameters (somatic indices, egg production, fecundity, spawning %, spawning
frequency, fertilization, hatching, egg diameter and chemical composition and larval
size) were used to evaluate the influence of PHF supplementation on plasma metabolite
(total proteins - PT, albumin - ALB, urea - UR, glucose - GLI, total cholesterol - COL,
HDL cholesterol - HDL, triacylglycerol - TAG and alkaline phosphatase). A reproductive
evaluation of males included the measurement of sperm parameters (concentration,
normality, survival, motility rate, curvilinear velocity, mean path velocity and straight line
velocity), growth, somatic and plasma metabolite concentrations (as in the female) and
plasma testosterone. No significant statistical effects (P> 0.05) were observed on the
reproductive parameters of females. However, plasma albumin and alkaline
phosphatase concentrations were significantly higher (P< 0.05), indicating a possible
overload in the metabolic state of females fed diets containing 5% PHF, but not
influencing (P> 0.05) in other plasma metabolites. The chemical composition of the eggs
did not differ (P> 0.05) among different groups. The growth and sperm parameters of
the males were not influenced by PHF supplementation. However, it is suggested that
PHF acted in the lipid metabolism of males due to its influence on plasma concentrations
of HDL lipoprotein and decreased visceral fat. Supplementation of up to 4% and 5% of
PHF in diets for females and males respectively can be performed as an alternative
protein source without compromising the metabolic state and reproduction of Nile tilapia.

Keywords: animal nutrition, protein hydrolysates, peptides, fish reproduction.



3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da proteina hidrolisada de frango (PHF) no desempenho

produtivo e estado metabdlico de fémeas e machos de tilapia-do-Nilo.

3.2 Objetivos Especificos

Artigo 1: Proteina hidrolisada de frango em dietas para fémeas de tilapia-do-

Nilo

a) Avaliar a inclusdo de niveis da PHF (1%, 2%, 3%, 4%, 5%) na dieta sobre o
crescimento, conversao alimentar e indices somaticos de fémeas da tilapia-do-
Nilo.

b) Determinar a influéncia dos niveis de inclusédo da PHF (1%, 2%, 3%, 4%, 5%)
na dieta sobre os parametros reprodutivos das fémeas de tilapia-do-Nilo.

c) Determinar os teores de matéria seca, proteina bruta e cinzas dos ovos das
fémeas de tilapia-do-Nilo alimentadas com niveis de inclusdo da PHF (1%, 2%,
3%, 4%, 5%) na dieta.

d) Analisar as concentracbes dos metabdlitos plasmaticos das fémeas de tilapia-
do-Nilo alimentadas com niveis de inclusdo da PHF (1%, 2%, 3%, 4%, 5%) na

dieta.

Artigo 2: Proteina hidrolisada de frango em dietas para machos de tilapia-do-

Nilo

a) Investigar a influéncia dos niveis de inclusdo da PHF (1%, 2%, 3%, 4%, 5%) na
dieta sobre o crescimento, conversdo alimentar e indices sométicos de machos
de tilapia-do-Nilo.

b) Avaliar a incluséo dos niveis de inclusdo da PHF (1%, 2%, 3%, 4%, 5%) na dieta
sobre os parametros de concentracdo, sobrevivéncia, normalidade e motilidade
espermatica de tilapia-do-Nilo.

c) Verificar a influéncia da inclusdo de PHF (1%, 2%, 3%, 4%, 5%) na dieta sobre

0s metabdlitos plasmaticos de machos de tilapia-do-Nilo.



4. Revisao de literatura

4.1 Producao de tilapia-do-Nilo

Concomitantemente as producfes de animais de corte, a aquicultura vem
ganhando destaque, desempenhando papel essencial na promo¢ao do consumo de
pescado, na seguranca alimentar e nutricional e, na utilizacdo dos recursos naturais de
forma a garantir o desenvolvimento sustentavel.

Mundialmente a produgéo de pescados atingiu 172,6 milhdes de toneladas em
2017, sendo 92,5 toneladas provenientes da captura e 80,1 toneladas oriundas da
aguicultura, ambos referente a espécies marinhas e de aguas interiores (FAO, 2019).
Do montante produzido pela aquicultura, 49,5 milhées de toneladas compreendem a
producdo de peixes, crustaceos, moluscos e outros animais aquaticos em aguas
interiores, dos quais 90,2% (44,6 milhdes de toneladas) fruto da producéo de peixes de
agua doce, dominado pela producdo de ciprinideos seguido dos ciclideos, onde
destaca-se a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

A tilapia-do-Nilo possui caracteristicas favoraveis dentre as espécies produzidas
na aquicultura, como a facilidade de producéo devido a sua rusticidade, habito alimentar
onivoro que favorece a sua aceitacdo por dietas formuladas, adaptabilidade aos
sistemas de producéo, rapido crescimento, alta resisténcia a doencas e carne com boas
caracteristicas organolépticas (Boscolo et al., 2001; Shokr, 2015), além disso, possui
pacote tecnolégico para as fases de crescimento (FAO, 2016) o que contribui para seu
estabelecimento e torna sua criacdo atraente e lucrativa.

Na ultima década, a criacdo de tilapia tem demostrado expressivo crescimento
e importancia mundial, atingindo 4,1 milhdes de toneladas em 2017, sendo classificada
como a 5° espécie de peixe mais produzida na aquicultura (FAO, 2019). No Brasil, a
producdo deste peixe resultou no montante de 432 mil toneladas em 2019 com
representatividade de 57% da piscicultura nacional, estando atras da China, Indonésia
e Egito, portanto, destaca-se como atividade emergente com expressiva participacao
no cenario global (PeixeBr, 2020). Este fato, claramente est4 associado ao
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, aprimoramento das técnicas de producéo,
disponibilidade de insumos em quantidade e qualidade, abertura de linhas de crédito
especificas além da pratica do associativismo e do cooperativismo. Sem duvidas, esta
espécie promissora tera papel importante no preenchimento da lacuna entre a oferta e

a demanda de recursos alimentares diante do crescimento populacional.



4.2 Coprodutos e hidrolisados proteicos de origem animal

A producéo mundial de proteinas de origem animal, que compreende 0s bovinos,
suinos, aves e ovinos foi estimada em 330 milhdes de toneladas no ano de 2017. A
carne de aves, atingiu 120,5 milhdes de toneladas, sendo a mais produzida e
comercializada no mundo (FAO, 2018). O Brasil foi o 2° maior produtor de carne de
frango (13,1 milhdes de toneladas) no ano de 2017, ficando apenas atras dos Estados
Unidos. Em virtude da demanda internacional foi o pais que mais realizou exportacdes,
atingindo aproximadamente 3,84 milhdes de toneladas (USDA, 2018).

Diante do cenario atual de expansao da producéo de proteinas de origem animal
para satisfazer as necessidades alimentares humanas surgem desafios, como a
geracao de residuos que devem ser gerenciados de forma adequada, a fim de evitar a
contaminagcao do meio ambiente e as graves consequéncias como a disseminacéo de
doencas, odores desagradaveis e visao inestética (Malav et al., 2018) e o desperdicio
de potenciais matérias primas para a producdo de produtos alimenticios, seja para a
nutricdo humana ou destinada a formulacfes de dietas para a alimentacao animal.

Atualmente, estima-se que a industria brasileira processadora de aves produz
cerca de quatro milhdes toneladas anuais de coprodutos, os quais incluem, penas,
cabeca, pele, visceras e aparas de frango resultante do processo de abate. Por esta
razdo, as empresas do setor comecaram a investir no desenvolvimento de tecnologias
e processos para fazer o uso destas matérias primas na fabricacdo de produtos
nutritivos e funcionais de valor econdmico agregado e ao mesmo tempo gerando
receitas potenciais. Neste sentido, a producdo e o estudo acerca dos hidrolisados
proteicos de coprodutos de origem animal surgem como uma alternativa promissora.

Os hidrolisados podem ser utillizados como estimulante alimentar,
intensificadores de sabor, emulsificantes, potenciadores da capacidade de ligacdo a
agua ou nutrientes a serem adicionados aos alimentos, pois constituem uma excelente
fonte de nutrientes como aminoacidos essenciais, minerais e vitaminas (Broggi et al.,
2017; Toldra et al., 2012) além de peptideos bioativos (Toldra e Reig, 2011). E sdo
produzidos com as finalidades de aumentar as propriedades funcionais dos alimentos.
Além disso, conferem facil digestibilidade, alta solubilidade em agua, alto contetdo
proteico e longa vida de prateleira (Pedersen, 1994) podendo ser direcionados como
produtos alternativos de elevada qualidade nutricional com potencial aplicagédo na
composicao de dietas para animais de criacao terrestres e para a aquicultura (Folador
et al., 2006).



O hidrolisado é o resultado do fracionamento da cadeia polipeptidica das
proteinas podendo ocorrer ou ndo por autdlise, originando pequenos peptideos e
aminoacidos livres (Kristinsson e Rasco, 2000). Este processo pode ser realizado por
meio da acdo de agentes quimicos (utilizando acidos ou &lcalis) ou biologicos
(utilizando enzimas) (Pasupuleti e Braun, 2010). O uso de agentes bioldgicos destaca-
se pela vantagem de processamento em temperaturas e pressao reduzidas conferindo
qualidade e integridade das fracdes nutricionais, além disso é considerada mais
previsivel, reprodutivel e promove facil separacédo de compostos nitrogenados solluveis
em comparacao com a autélise (Liaset et al., 2002; Hevroy et al., 2005). Em adicao, o
processo de hidrolise permite a obtencédo de produtos com superior teor proteico em
comparacao com a sua matéria prima, em torno de 15% a 30% devido a solubilizacao
da proteina e remocao dos materiais solidos insoluveis (Chalamaiah et al., 2010).

Os peptideos bioativos gerados mediante o processo de hidrélise geralmente
contém cerca de 3 a 20 residuos de aminodacidos e suas bioatividades baseiam-se em
sua composicdo de aminoacidos e localizacdo dentro da sequéncia de aminoacidos
que formam o peptideo (Pihlanto Leppala, 2001). Uma vez liberados no organismo, 0s
peptideos bioativos podem afetar inUmeras funcgdes fisiologicas. Dependendo da sua
sequéncia de aminoacidos os peptideos podem estar envolvidos em funcdes
bioldgicas, podendo desempenhar papéis importantes no organismo como controlar
doencas e promover a saude por meio da regulacdo da pressao arterial (peptideos
inibidores da ECA-lI e anti-hipertensivos), agonistas ou antagonistas opidides,
imunomoduladores, atuar nos mecanismos anti-inflamatorios, anticolesterolémico,
possuir propriedades lipoliticas, anticoagulantes, anticancerigenas e antibacterianas
(Robert et al., 2015; Tu et al., 2018). Além da fung&o antioxidante (Zheng et al., 2012;
Rajabzadeh et al., 2017; Silva e Castro, 2019) devido a relacdo com a reducédo do
estresse oxidativo dos tecidos (Huang et al., 2005).

Uma das vantagens da utilizacdo de proteinas hidrolisadas em dietas € o tempo
de absorcao no trato gastrointestinal, podendo ser até trés vezes mais rapido do que a
matéria prima intacta (Dabrowski, 1984). Segundo Gilbert et al. (2008), o intestino
delgado dos animais possui boa aptiddo para absor¢cdo de aminoacidos na forma de
pequenos peptideos e, sendo assim, a incorporacdo de pequenos peptideos ou
proteinas hidrolisadas na dieta exploraria essa capacidade absortiva e possivelmente

aumentaria o crescimento e desenvolvimento dos animais.



Para peixes e crustaceos, a utilizagdo dos hidrolisados proteicos de coprodutos
do abate de animais tem sido realizada como alternativa nutricional na suplementacao
dietética em beneficio da saude e produtividade dos animais (Arredondo-Figueroa et
al., 2013; Valle et al., 2014; Siddik et al., 2019) devido ao potencial de seus compostos
como os aminoacidos e os peptideos de baixo peso molecular (Kristinson e Rasco,
2000).

Recentemente, a inclusdo de hidrolisados de aves e suinos em dietas para
tilapia-do-Nilo foi investigada com o intuito de determinar os indices de atratividade e
palatabilidade. Alves et al. (2019a) utilizaram em seu estudo a inclusdo ao nivel de 5%
na dieta de proteinas hidrolisadas tais como as de frango (PHF), figado suino (PHFS)
e de penas (PHP) em comparacédo com dietas com farinha de peixe (FP) e observaram
superior consumo de peletes de racao (17%) e indice de atratividade (10,82%) para a
PHF, seguido da PHFS, FP e PHP. E em estudo posterior, 0S mesmos autores
evidenciaram superiores resultados de palatabilidade para PHFS porém sem
diferencas entre o consumo de peletes (Alves et al., 2019b).

Em outro estudo, realizado por Lorenz et al. (2018) ficou evidenciado que o
fornecimento de diferentes hidrolisados como o de residuos de aves, tilpia, cabecas
de atum e figado suino em dietas para o dourado (Salminus brasiliensis) proporcionou
superiores coeficientes de digestibilidade aparente para as fracbes proteicas e
energéticas, superior desempenho produtivo dos animais, além da influéncia nas
concentracbes das enzimas digestivas em comparagdo com dietas baseadas em
farinha de peixe. O hidrolisado de figado suino destacou-se apresentando
digestibilidade em torno de 97% para a proteina sugerindo a elevada atividade de
protease no trato gastrointestinal e, consequentemente promovendo superior
desenvolvimento dos animais.

Resultados positivos também foram obtidos para o hidrolisado de figado suino
em comparacdo aos de coprodutos da tilapia e de sardinha quando incluidos ao nivel
de até 6% em dietas para o surubim do Iguacu (Steindachneridion malanodermatum),
sendo evidenciados superiores parametros zootécnicos como 0 ganho em peso sem
influenciar nos metabdlitos plasmaticos como o colesterol, triacilglicerol e proteinas
totais, além da composigéo fisico-quimica da carcacga (Lewandowski et al., 2013). Para
o pintado Real® (Pseudoplatystoma sp.) os parametros de conversdo alimentar e taxa
de eficiéncia proteica foram superiores para os hidrolisados de figado suino e
coprodutos da tilapia quando incluidos a 20% na dieta (Dieterich, 2014).



4.3 Proteina hidrolisada de frango

A Proteina Hidrolisada de Frango (PHF) é um produto obtido através da hidrélise
enzimatica de coprodutos da cadeia integrada de aves, constituida por visceras e carne
de frango, conferindo um alimento proteico, com baixo teor de gordura e cinzas e com
propriedades nutricionais elevadas devido ao fracionamento da cadeia polipeptidica
das proteinas intactas. Tem sido recentemente produzida industrialmente e estudada
na nutricdo de peixes, evidenciando que este produto é altamente digestivel para a
tilapia-do-Nilo. Segundo Dos Santos (2019) e Rocha (2018) a digestibilidade aparente
das fracdes proteicas, incluindo os aminoacidos essenciais e ndo essenciais, e da
energia é superior a 90%. Além disso, quando incluida a taxa de 2,5% em dietas para
pos-larvas e de 3% para alevinos de tilapia promove beneficios ao desempenho dos
animais, proporcionando melhores parametros zootécnicos como o ganho em peso e
taxa de crescimento especifico (Rocha, 2018).

Luczinski (2019) evidenciou que a inclusdo da PHF ao nivel de até 4% em dietas
para tilapias com peso médio em torno de 300 gramas promoveu alteracdes
morfoldgicas do intestino e supostamente influenciou no metabolismo energético dos
animais devido a alteracdes nos metabdlitos plasmaticos como diminuicdo dos
triacilglicerdis e colesterol e, do aumento do bom colesterol HDL, possivelmente
refletindo em superior rendimento de filé e com baixo teor de gordura, porém sem
determinar diferencas sobre o crescimento.

Os resultados positivos que os hidrolisados podem oferecer ao desempenho dos
animais devido a sua composicdo nutricional e pelas propriedades funcionais
conferidas séo evidentes. Portanto, a composi¢cdo em aminoacidos e 0s compostos
bioativos dos hidrolisados podem ter papel importante em algumas atividades
fisiolégicas podendo ser nutracéuticas ou servir como alimentos funcionais
(Chalamaiah et al., 2012) afetando diretamente ou indiretamente a manutencao da vida
dos peixes. Entretanto, para a fase de reproducdo até o momento ndo foram
identificados estudos que indiquem o0 seu uso como ingrediente alternativo na nutricdo

de reprodutores.

4.4 Nutricdo de reprodutores de tilapia
Nos dias atuais, a maior parte das formas jovens de tilapia-do-Nilo é produzida
por meio de hapas devido a facilidade de coleta e o controle sobre as desovas,

favorecendo a incubacao artificial e 0 manejo das larvas, proporcionando maior controle
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zootécnico. Este sistema intensivo de producéo exige uma manutencdo nutricional
adequada para as fémeas em virtude da demanda metabdlica necesséaria para os
processos reprodutivos, bem como defesa contra o comportamento agressivo dos
machos, cuidado parental, defesa territorial (El-Sayed e Kwanna, 2008) e
especialmente durante a incubacdo dos ovos (Mackintosh e Litlle, 1995) por ficarem
privadas de alimentacéo até completa absorcéo do saco vitelinico das larvas ou coleta
dos ovos.

Para producéo de formas jovens ser bem sucedida deve-se atender 0s requisitos
nutricionais especificos para os reprodutores devido a suas influéncias nos parametros
reprodutivos como a fecundidade, a sobrevivéncia, o tamanho, qualidade e quantidade
dos ovos e larvas (Bromage, 1998). Muitos estudos abordam a importancia do manejo
nutricional e alimentar sobre os reflexos positivos e negativos que podem vir a ocorrer
no desenvolvimento reprodutivo de fémeas e machos de tilapia. No entanto, ainda sao
insuficientes frente a complexidade da reproducéo e sua interacdo com a nutricao.

Nutrientes especificos da dieta podem influenciar diretamente os processos do
desenvolvimento dos foliculos ovarianos, ovulagdo, maturacdo oocitéria, fertilizacao,
sobrevivéncia embrionéria e, indiretamente, as concentrac¢des circulantes de horménios
e outros metabdlitos sensiveis aos nutrientes que sédo requeridos para o éxito destes
processos (Robinson et al., 2006). Além disso, o atendimento as condi¢des nutricionais
e reprodutivas ideais desempenha papel fundamental para o crescimento e
manutencdo da saude dos peixes diante das situacBes estressantes inerentes a
atividade produtiva.

Segundo Izquierdo et al. (2001) o desempenho variavel e imprevisivel € um fator
limitante para a producdo em massa de juvenis. Uma melhoria na nutricdo e
alimentacdo dos reprodutores pode otimizar a produtividade resultando em melhor
qualidade dos 6vulos, sémen e consequentemente no desenvolvimento inicial da prole
devido a relacdo com processo de maturacdo gonadal e a fecundidade os quais séo
afetados por certos nutrientes dietéticos essenciais, especialmente nos peixes de
desova continua com periodos vitelogénicos curtos. Contudo, estudos direcionados a
nutricdo de reprodutores s80 escassos muitas vezes por serem relativamente
dispendiosos e dificeis de ser conduzidos. Portanto, satisfazer os requisitos nutricionais
para uma boa performance dos reprodutores é fator chave para alavancar a
produtividade e fornecer formas juvenis em quantidade e qualidade para o elo da cadeia
produtiva destinada a terminacao desta espécie.
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A utilizac&o da tecnologia de obtencé&o e utilizacdo de hidrolisados proteicos de
origem animal é estudada em diversas areas incluindo a aquicultura. Contudo,
hidrolisados de coprodutos da cadeia de aves surgem como uma alternativa promissora
diante da quantidade de matéria prima e da qualidade nutricional conferidas. Podem
ser empregados como ingrediente alternativo na composicdo de dietas para
reprodutores, pois para esta fase sédo exigidos niveis nutricionais adequados o0s quais
irdo influenciar na qualidade dos ovdcitos e do sémen, assim como no desenvolvimento
da prole. Portanto, a pesquisa surge com ineditismo e pretendeu alcancar resultados

que norteiem os nutricionistas que atuam no setor aquicola.
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O artigo, “Proteina hidrolisada de frango em dietas para fémeas de tilapia-do-
Nilo” estd formatado de acordo com as normas das revista cientifica Aquaculture
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Artigo | - Proteina hidrolisada de frango em dietas para fémeas de tilapia-do-Nilo

1. Resumo

O estudo objetivou avaliar o desempenho reprodutivo de fémeas de tilapias-do-Nilo
alimentadas com dietas contendo Proteina Hidrolisada de Frango (PHF), assim como
sua acao sobre as concentracfes dos metabdlitos plasmaticos e composicédo quimica
dos ovos. O experimento foi dividido em duas fases, totalizando 192 dias. Na Fase |
(Preparatéria) utilizou-se 360 fémeas (587,60 + 38,05 g) distribuidas em um delineamento
inteiramente casualizado em 24 hapas de 6 m3 e 120 machos (745,92 + 124,54 g) em seis
hapas de 15 m? dispostos em um viveiro escavado de 4.000 m?. Fémeas e machos foram
alimentados com taxa de 1% do peso vivo por dia com controle (sem PHF) e dietas
contendo niveis crescentes de PHF (1%, 2%, 3%, 4% e 5%) divididas em duas refeicbes
diarias. Na Fase Il (Reproducéo) realizou-se o acasalamento dos animais e coletas de
ovos durante o periodo de 102 dias. Ndo foram evidenciados efeitos estatisticos
significativos (P> 0,05) nos parametros reprodutivos avaliados. No entanto, as
concentracbes de albumina plasmatica e fosfatase alcalina foram significativamente
superiores (P< 0,05) nas fémeas alimentadas com racbes contendo 5% de PHF. Os
demais metabdlitos plasmaticos e a composicao quimica dos ovos nao diferiram (P> 0,05)
entre os grupos. Ha ocorréncia de possivel sobrecarga no estado metabdlico dos animais
ao nivel de 5% da PHF devido a superiores concentra¢cdes dos metabdlitos albumina e
fosfatase alcalina no plasma, sugerindo que a incluséo de até 4% da PHF em dietas pode
ser realizada como fonte proteica alternativa sem comprometer o estado metabdlico e a
reproducéo da tilapia-do-Nilo.
Palavras-chave: coprodutos agroindustriais, nutricdo de reprodutores, peptideos

bioativos.
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Article | - Poultry hydrolyzed protein in diets for female Nile tilapia broodstock

2. Abstract

The objective of this study was to evaluate the reproductive performance of Nile
tilapia females fed with diets containing Poultry Hydrolyzed Protein (PHF), as well as
their action on plasma metabolite concentrations and egg chemical composition. The
experiment was divided into two phases, totaling 192 days. In Phase | (Preparatory),
360 females (587.60 + 38.05 g) were randomly distributed in 24 hapas with 6 m® and
120 males (745.92 + 124.54 g) in six hapas with 15 m?3 arranged in a earth pond with
4,000 m?. Males and females were fed 1% of body weight per day with diets containing
increasing levels of PHF (1%, 2%, 3%, 4% and 5%) and control diet (without PHF)
divided into two daily meals. In Phase Il (Reproduction) the animals were mated and the
eggs collected during the 102 days period. No statistically significant effects (P> 0.05)
were observed on the reproductive parameters evaluated. However, plasma albumin
and alkaline phosphatase concentrations were significantly higher (P< 0.05) in females
fed diets containing 5% PHF. The other metabolites and the chemical composition of
the eggs did not differed (P> 0.05) among groups. However, there is a possible overload
in the animals' metabolic state at the level of 5% of PHF due to higher concentrations of
the metabolites albumin and alkaline phosphatase in plasma, suggesting that
supplementation of up to 4% of PHF in diets can be performed as a protein source
alternative without compromising the health and reproduction of Nile tilapia.

Key-words: agroindustrial by-products, breeding nutrition, bioactive peptides.
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3. Introducéao

A criacdo de tilapias estd crescendo de maneira notavel no ambito do
agronegocio mundial devido a caracteristicas favoraveis como a facilidade de
producdo, rapido crescimento, alta resisténcia a doengas e carne com boas
caracteristicas organolépticas (Shokr, 2015). Além disso, a espécie apresenta
vantagens reprodutivas quando relacionada a outras espécies de peixes, como
maturacdo sexual precoce e capacidade de se reproduzir durante todo o ano em
condi¢cdes ambientais favoraveis (Lim e Webster, 2006; Ng e Romano, 2013).

Entretanto, possui baixa fecundidade e reproducao assincrona (Ridha e Cruz,
2000), o que requer esforcos continuos em busca por estratégias de manejo e nutricao
eficientes que visam a otimizacdo da produtividade para atender a demanda no
fornecimento de formas jovens. Neste sentido, a interacdo entre a nutricdo e
reproducdo € uma das mais relevantes na producdo de larvas e alevinos e ganha
interesse por estar diretamente relacionada ao desempenho reprodutivo dos peixes
(Bhujel et al., 2001; El-Sayed, 2019).

Esta relacdo estd associada a nutrientes especificos necessarios aos
reprodutores, 0s quais intervirdo diretamente nos processos de desenvolvimento dos
foliculos ovarianos, ovulacdo, maturacdo oocitaria, fertilizacdo, sobrevivéncia
embrionaria e larval e, indiretamente no estado enddcrino e outros metabdlitos
sensiveis aos nutrientes essenciais a demanda metabdlica reprodutiva (Robinson et al.,
2006). Esta necessidade nutricional ocorre principalmente em peixes que possuem
desova continua com periodos vitelogénicos curtos (lzquierdo et al., 2001) como
exemplo, a tilapia.

Embora alguns estudos tenham abordado a necessidade de uma nutricdo
especifica para os reprodutores de tilapia, como o0s niveis de proteina dietética e
energia (Gunasekera et al., 1995; Gunasekera et al., 1996; Siddiqui et al., 1998; El-
Sayed e Kawanna, 2008; Bombardelli et al., 2009; Lupatsch et al., 2010; Orlando et al.,
2017; Bombardelli et al., 2017; Ribeiro et al., 2017) e de nutrientes como aminoacidos
(Al-Feky et al., 2016), vitaminas e minerais (Soliman et al., 1986; Barros et al., 2002;
Pereira et al., 2009; Nascimento et al., 2014; Sarmento et al., 2018), ainda ha caréncia
em investigagbes relacionadas a avaliacdo de fontes nutricionais alternativas e
suplementares, principalmente as proteicas, no intuito de identificar suas propriedades

e o potencial de aplicabilidade em dietas para reprodutores.
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Dentre os diversos ingredientes alternativos de origem animal destinados as
formulacdes de dietas para peixes destacam-se os hidrolisados. Esses constituem uma
excelente fonte de nutrientes como aminoacidos essenciais, minerais, vitaminas
(Broggi et al., 2017; Toldra et al., 2012) e peptideos bioativos (Toldra e Reig, 2011),
com potencial aplicacdo na composicdo de dietas para animais de estimacdo e
aquicultura (Folador et al., 2006).

Podem ser obtidos pelo fracionamento da cadeia polipeptidica das proteinas
pela acdo de agentes quimicos (acidos ou élcalis) ou bioldgicos (enzimas) (Pasupuleti
e Braun, 2010) utilizando coprodutos agroindustriais de baixo valor agregado inerentes
a atividade de abate de peixes, aves e suinos.

O processo de hidrolise disponibiliza peptideos curtos e certos aminoacidos
como a taurina, glicina, arginina, acido glutdmico e alanina, os quais podem influenciar
NOS mecanismos sensoriais e processos metabolicos como a atratividade (Alves et al.,
2019a), palatabilidade (Alves et al., 2019b), modulacdo da absorcdo e motilidade
gastrointestinal e do metabolismo enddcrino, refletindo em melhores indices de
desenvolvimento dos animais (Gilbert et al., 2008; Pasupuleti et al., 2008; Martinez-
Alvarez, 2013).

Estudos demostram a utilizacdo dos hidrolisados em beneficio da melhoria dos
parametros zootécnicos dos peixes (Lewandowski et al., 2013), como conversao
alimentar aparente e taxa de eficiéncia proteica (Dieterich, 2014). Além disso, podem
influenciar nas concentracdes das enzimas digestivas promovendo a digestibilidade
aparente dos nutrientes e energia, e consequentemente no desempenho produtivo
(Lorenz et al., 2018). Assim, os aminoacidos livres e as pequenas cadeias peptidicas
presentes nos hidrolisados podem apresentar propriedades nutracéuticas ou servir
como alimentos funcionais (Chalamaiah et al., 2012).

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a performance reprodutiva
de fémeas de tilapias-do-Nilo alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de

inclusao da PHF.

4. Material e métodos
4.1 Local e periodo
O experimento foi realizado na Aquicultura Venites (latitude 24°41°44” sul e

longitude 53°46°48” oeste), localizada no municipio de Toledo, Parand, Brasil, durante
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192 dias. O mesmo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual do Oeste do Parana (Protocolo n° 32/19).

4.2 Dietas experimentais

As dietas experimentais foram formuladas no software SuperCrac® e
processadas atendendo as exigéncias nutricionais de macro-nutrientes (Oliveira et al.,
2014; Orlando et al., 2017) e micronutrientes (Furuya, 2010), sendo isoproteicas e
isoenergéticas (Tabela 1).

Os ingredientes foram pesados, homogeneizados e moidos em moinho tipo
martelo (Vieira®) com peneiras de 0,3 mm. Apés, as dietas foram umedecidas com 20%
de 4gua e submetidas ao processo de extrusdo em extrusora (Ex-Micro®) com matriz
de 4 mm e secas em estufa de circulacéo de ar forgcada a temperatura de 55° C por 24
horas.

Realizou-se analises de proteina bruta, extrato etéreo, umidade, matéria mineral
(AOAC, 2000) e de aminoacidos (essenciais e ndo essenciais) das racdes e da PHF
(Tabela 2) (CBO — Valinhos-SP). A energia bruta foi determinada em bomba calorimétrica
(IKA® C 2000 basic).
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Tabela 1 - Composicao da dieta controle e das dietas contendo niveis crescentes
de inclusédo de proteina hidrolisada de frango (PHF) para fémeas de tilapia-do-
Nilo.

Dietas (Inclusao PHF)

Composicéo
Controle 1% 2% 3% 1% 5%

Ingredientes (g kg)

Farinha de penas? 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Farelo de soja — 46% PB? 353,30 342,30 331,40 320,50 309,80 298,70
Farinha de visceras de aves! 170,00 164,00 158,00 152,00 146,00 140,00
Milho gréo?! 205,30 206,90 208,40 209,90 211,40 213,00
Farelo de trigo?* 120,00 126,00 132,00 138,00 144,00 150,00
Oleo de sojal 29,80 28,70 27,70 26,70 25,60 24,60
Proteina hidrolisada de frango? 0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Sal - NaCl 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Calcario 1,90 2,20 2,40 2,60 2,80 3,00
Cloreto de colina? 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30
DL- Metionina?® 3,00 3,00 2,90 2,90 2,80 2,80
Fosfato bicélcico 1,90 2,30 2,70 3,10 3,50 3,90
L-Lisina— HCL* 0,80 0,60 0,50 0,30 0,10 0,00
Premix mineral e vitaminico® 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Vitamina E® 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Vitamina C’ 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20
Propionato de calcio 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Antioxidante® 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Total 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,0

BRF Ingredients Ltda®; 2Cloreto de colina (60%); *DL-Metionina Evonik® (99%); “L-Lisina HCL Evonik® (54,6%); °Niveis de garantia por quilograma
do produto: Vit. A, 500.00 Ul; Vit. D3, 200.00 UI; Vit. E, 5.000 mg; Vit. K3, 1.000 mg; Vit. B1, 1.500 mg; Vit. B2, 1.500 mg; Vit. Bs, 1.500 mg;
Vit. B12, 4.000 mg; Nicotinamida, 7.000 mg; Colina, 40.000 mg; Biotina, 50,00 mg; Pantotenato Calcio, 4.000 mg; Vit. C, 15.000 mg; Acido
Foélico, 500,00 mg; Inositol, 10.000 mg; Ferro, 5.000 mg; lodo, 50,00 mg; Manganés, 1.500 mg; Zinco, 5.000 mg; Selénio, 10,00 mg; Cobre,
500,00 mg; Cobalto, 10,00 mg; Vitamina E (50%); "Vitamina C (30%); ®Banox-Alltech®.



Tabela 2 - Composicao proximal e perfil de aminoacidos da proteina hidrolisada de
frango (PHF) e das dietas experimentais para fémeas de tilapia-do-Nilo.

. Dietas (Incluséo PHF)
Composicéo PHF
Controle 1% 2% 3% 4% 5%

Composicao fisico-quimica (g kg1)

Matéria seca 920,30 917,50 926,30 948,30 934,40 928,10 936,20
Proteina Bruta 391,20 396,60 399,40 390,10 397,50 397,90 780,40
Energia bruta (kJ g1) 16,40 16,50 16,60 16,40 16,90 16,70 20,30
Extrato etéreo 72,90 71,00 7430 7150 74,00 73,10 119,70
Aminoacidos essenciais (g kg?)

Arginina 27,50 27,30 28,00 26,70 28,00 27,50 47,70
Histidina 8,90 8,80 9,30 9,20 9,50 8,80 17,60
Isoleucina 17,20 16,80 17,00 1590 17,50 16,50 30,50
Leucina 30,50 30,50 30,20 29,50 30,20 30,30 55,30
Lisina 21,90 21,70 2220 22,40 2260 21,70 48,90
Metionina 8,10 8,00 8,00 8,50 8,60 8,50 17,40
Fenilalanina 1890 17,70 19,00 17,80 19,00 18,40 30,00
Treonina 16,10 16,30 16,30 15,70 16,50 16,50 29,40
Valina 20,20 19,70 20,20 17,10 20,70 19,50 37,60
Triptofano 4,06 4,05 4,05 4,04 4,03 4,02 5,10
Aminoacidos nao-essenciais (g kg?)

Acido aspartico 36,80 3450 34,20 3530 3550 34,80 66,00
Acido glutamico 61,20 60,40 60,20 61,70 61,40 60,40 103,40
Alanina 21,50 21,30 22,00 21,30 22,00 22,00 49,40
Cistina 6,30 6,30 6,40 3,60 5,60 7,10 9,90
Glicina 27,70 27,70 26,60 26,70 27,90 28,70 64,20
Prolina 26,10 26,20 26,70 24,20 26,50 26,30 43,30
Serina 24,40 2510 24,70 21,70 25,00 25,00 30,30
Taurina 0,70 0,70 0,70 0,90 0,90 0,90 7,20
Tirosina 12,70 12,50 12,70 12,40 12,50 12,50 23,00
Total aminoécidos (g kg?) 390,76 386,55 391,45 375,24 393,93 389,02 717,00

4.3 Delineamento experimental

Utilizou-se um viveiro escavado de 4.000 m? de lamina de 4gua onde 24 hapas
(6 m3, malha de 1 mm) foram instaladas para a distribuicdo das fémeas e seis hapas (15
m?3, malha 5 mm) para a distribuicdo dos machos, ambos em delineamento inteiramente
casualizado. Paralelamente, foi desenvolvido um sistema de recirculacdo de agua (3.000
L) para a incubacgédo artificial dos ovos composto por 24 incubadoras (3 L) cilindricas

conicas.
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O experimento foi realizado em duas fases: Fase | — Preparatoria: preparacao
nutricional dos animais mediante ao fornecimento das dietas experimentais por 90 dias;
Fase Il — Reproducéo: acasalamento dos animais, compreendendo 102 dias. Durante as
duas fases, fémeas e machos receberam as dietas experimentais conforme 0s respectivos

tfratamentos.

4.4 Fase | — Preparatoria

Foram utilizadas 360 fémeas e 120 machos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) da variedade GIFT. Todos os animais foram anestesiados com solucdo de
benzocaina (100 mg L) (Gomes et al., 2001) pesados (0,01 g) e medidos (0,1 cm). As
fémeas foram identificadas eletronicamente com microchips (Animalltag®) e
distribuidas nos respectivos hapas em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
composto por seis tratamentos com quatro repeticdes cada, na densidade de 15 fémeas
por hapa. Os machos foram mantidos separadamente em seus respectivos hapas na
densidade de 20 machos por hapa por um periodo de 90 dias.

Os tratamentos consistiram na oferta de seis dietas isoproteicas e isoenergéticas
contendo niveis crescentes de PHF (1%, 2%, 3%, 4% e 5%) e uma dieta controle (C - sem
PHF). Os reprodutores (fémeas e machos) foram alimentados com taxa de 1% do peso
vivo por dia (corrigidos cada 30 dias por meio de biometrias) divididos em duas refei¢cdes
diérias, as 10:00 h e 16:00 h. Ao final desta fase foi realizado os célculos de conversédo
alimentar aparente (CAA = quantidade de racdo ofertada/ ganho em peso) das fémeas dos

diferentes grupos.

4.5 Fase Il — Reproducao

Apbs a Fase |, realizou-se o acasalamento e coleta de ovos das fémeas. Para
isto, os machos foram transferidos para os hapas das fémeas conforme o0s respectivos
tratamentos permanecendo por 26 dias. A primeira coleta de ovos ocorreu apés cinco
dias de acasalamento entre os animais na proporc¢ao de 3 fémeas:1 macho (Macintosh
e Little, 1995).

Apos este periodo (cinco dias), os hapas foram suspensos da lamina de agua e
a cavidade bucofaringea das fémeas foi verificada para deteccdo da presenca de ovos,
e na ocorréncia de desovas, os mesmos foram removidos em recipientes plasticos
individuais e realizou-se a identificagcdo do chip da fémea através de um leitor de

microchips, sendo que as mesmas foram pesadas (g) e devolvidas aos hapas. As
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coletas subsequentes foram realizadas a cada sete dias, totalizando 26 dias de
acasalamento. Apds, os machos foram retirados dos hapas das fémeas e foi realizado
0 descanso reprodutivo por 12 dias (Tacon et al., 1996) (Figura 1). Este procedimento

foi realizado por trés vezes ao longo da Fase Il.

Fase I: Preparatoria Fase Il: Reprodugédo
k ‘{ A

| | | | | |
ouT I Nov Y= | JAN | FEV |  MAR | ABR

- Preparatoria: 90 dias
- Acasalamento: 26 dias
% Descanso reprodutivo: 12 dias

Figura 1 - Manejo reprodutivo adotado durante o periodo experimental.

Os recipientes contendo os ovos coletados foram identificados e levados ao
laboratorio para a mensuragdo do peso da desova por fémea (g), contagem direta da
guantidade de ovos por grama de desova e, mensuracdo das médias das taxas de
fertilizacdo. Além disso, uma aliquota (1 g) de ovos foi fixada em solucdo de Gilson
(Simpson, 1951) para a mensuracgdo do diametro de 100 ovos de cada repeticdo dos
tratamentos em cada coleta. A medicao foi realizada em estereomicroscopio (Olympus
SZX7) com camera digital acoplada (Olympus DP73) e auxilio de software (Olympus
CellSens standard) para determinacdo do diametro médio (mm), o qual foi calculado
mediante a média aritmética entre o eixo vertical e horizontal dos ovos (Ribeiro et al.,
2017).

Parte dos ovos (20g) foi acondicionada em embalagens plasticas e congelados
(-80 °C). Apos, foram liofilizados para a realizacdo das andlises de matéria seca,
umidade, proteina bruta e matéria mineral (AOAC, 2000). Os demais ovos (10 g) foram
aclimatados e alocados nas incubadoras de acordo com os tratamentos até o momento
da eclosado. Posteriormente, as larvas eclodidas foram contadas individualmente para
a avaliacdo das médias das taxas de eclosédo. Para a mensuracdo do tamanho das
larvas (mm) 50 exemplares de cada repeticdo dos tratamentos foram fixados em

solucdo de formalina 10% e apds medidas em estereomicroscopio.
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A producéo de ovos foi avaliada por meio dos seguintes parametros: peso total
de ovos (Q); n° total de ovos; peso ovos por fémea (g); fecundidade absoluta: n° de ovos
por fémea; fecundidade relativa: n° de ovos por fémea/ g de fémea?; n° total de
desovas; % fémeas desovantes: n° total de fémeas que desovaram x 100/ n° total de
fémeas; % fémeas desovantes/coleta: n° de fémeas que desovaram por coleta x 100/
n° de fémeas; n° total de desova por fémea: n° total de desovas/ n° total de fémeas;
fertilizacdo: n° de ovos viaveis x 100/ n° total de ovos; e eclosdo: n° de larvas x 100/ n°

de ovos; e tamanho das larvas (mm).

4.6 Coleta de sangue e 6rgaos

Para as concentracbes dos metabdlitos plasmaticos foram sacrificadas oito
fémeas (n=8) de cada tratamento ao final do experimento. As fémeas foram
anestesiadas em solucdo de benzocaina (100 mg.L?, Gomes et al., 2001) para a
realizacdo das medidas individuais de peso (g) e comprimento (cm), e apds foram
submetidas a coleta de sangue via puncdo da veia caudal com seringas contendo
solucdo de heparina (Ranzani-Paiva et al., 2013). As aliquotas de sangue foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos e, em seguida foi retirado o plasma para
imediata preservacdo em nitrogénio liquido (-196°C) e na sequéncia mantidas em
ultrafreezer (-80°C) até o momento das analises.

As dosagens das concentracfes dos metabdlitos plasmaticos foram realizadas
em leitor de microplacas multimodal (Varioskan®) utilizando kits especificos conforme
as orientacdes dos fabricantes (Cortisol (COR — Diagnostics Biochem Canada - DBC,;
Metabdlitos plasmaticos: proteinas totais (PT), albumina (ALB), uréia (UR), glicose
(GLI), colesterol total (COL), colesterol HDL (HDL), triacilglicerois (TAG) e fosfatase
alcalina — Gold Analisa®).

Para a mensuracdo dos indices soméaticos das fémeas foram realizadas trés
coletas, sendo sacrificadas oito fémeas (n=8) de cada tratamento ao final de cada
acasalamento. Para tanto, as fémeas foram eutanasiadas em solu¢do de benzocaina
(250 mg.L1, Gomes et al., 2001), realizada a mensuracgdo das medidas individuais de
peso (g) e comprimento (cm), dissecadas para a remoc¢ao das visceras, separacao dos
orgaos e, mensurados 0s pesos (g) dos ovarios, figado, visceras e gordura visceral dos
peixes para os célculos dos indices somaticos dado pela relacdo: peso do 6rgédo ou da

gordura (g) *100/ peso do peixe (g).
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4.7 Qualidade de agua

Durante o periodo experimental os parametros de qualidade da agua: pH e
oxigénio dissolvido (mg L) foram mensurados semanalmente por meio de uma sonda
multiparametro YSI®. A transparéncia da agua (m) foi mensurada semanalmente por
meio do disco de Secchi e a temperatura (°C) avaliada diariamente com termémetro de
mercurio. As médias dos parametros da agua durante o periodo experimental foram:
pH: 7,24 + 0,85; oxigénio dissolvido: 5,39 + 1,11 mg L™!; transparéncia: 26,30 + 4,19 cm;
temperatura 26,12 + 2,50°C.

4.8 Analise estatistica

Os dados foram avaliados pelo teste de pressupostos de normalidade (Shapiro-
Wilk) e homocedasticidade (Levene) de variancias e apés, a andlise de variancia
(ANOVA - one-way), ao nivel de 5% de probabilidade pelo software Statistica 7.0
(Statsoft, 2005). As meédias de cortisol (COR) ndo atingiram 0s pressupostos de

normalidade e homocedasticidade e foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis.

5. Resultados e discusséao

A PHF apresentou conteudo proteico de 780,40 g kg e de extrato etéreo de
119,70 g kg* considerados préoximos a outros hidrolisados de coprodutos animais,
como de suinos e peixes (Tabela 2). Além disso, verifica-se consideraveis fracoes
peptidicas de baixo peso molecular (Distribuicdo do peso molecular (% de peptideos):
200 — 500 Da = 6,06%; 500 — 800 Da = 45,45%; 800 — 1100 Da = 27,27%; > 1000 Da:
21,21%). Dentre essas fracdes incluem dipeptideos, tripeptideos e polipeptideos com
potencial atividade biolégica, como anti-hipertensiva, antioxidante e hipoglicémica
(Biopep-Uwm, 2019) assim como aminodacidos livres, com percentagem de 14,06%,
dentre os quais alanina, leucina e 4cido glutdmico em elevadas quantidades.

Estudos anteriores demonstraram que a PHF é fonte nutritiva com elevada
disponibilidade das fracdes proteicas, energéticas e aminoacidicas, acima de 90% de
digestibilidade, e quando incluida em dietas para tilapia promove beneficios a salde e
ao desempenho, proporcionando melhores parametros zootécnicos, aumento do
rendimento de filé, refletindo em alteracdes morfoldgicas do intestino e do metabolismo
energético (Rocha, 2018; Luczinski, 2019). Entretanto, seus efeitos sobre o

desempenho reprodutivo de fémeas de tilapia ainda ndo havia sido investigado,
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tornando este trabalho um dos pioneiros na busca por informagdes sobre esta classe
de produtos funcionais para peixes.

Apo6s 192 dias de experimento os parametros de crescimento das fémeas foram
semelhantes estatisticamente (P> 0,05) entre os diferentes niveis de inclusdo da PHF
e do grupo controle (Tabela 3).

As médias de conversdo alimentar aparente das dietas calculadas na Fase |
foram semelhantes estatisticamente nos diferentes grupos (2,35 a 2,65) (P> 0,05)
sendo similar aos encontrados por Pereira et al. (2009) e Bombardelli et al. (2017).
Segundo Siddiqui et al. (1997) fémeas de tilapia alimentadas com taxas entre 0,5 a 1%
do peso vivo por dia mantém adequado desenvolvimento reprodutivo devido ao
direcionamento dos recursos alimentares para a producdo de odécitos ao invés de
utilizados para o crescimento.

As médias dos indices gonadossomatico (IGS), hepatossomético (IHS),
viscerossomatico (IVS) e de gordura viscerossomatica (IGVS) ndo demostraram
diferencas estatisticas (P> 0,05) entre os grupos alimentados com os niveis da PHF e
0 grupo controle (Tabela 3). A auséncia de evidéncias significativas nos parametros
citados até o momento corroboram com as observacdes de Bombardelli et al. (2009),
0s quais nao identificaram influéncia do fornecimento de dietas contendo 35% de
proteina bruta e de energia digestivel variando de 2.700 a 3.700 Kcal kg™t sobre o peso
final e indices somaticos das fémeas quando alimentadas a 1% do peso vivo por dia.

Diferentemente, Oliveira et al. (2014) verificaram que com aumento dos niveis
dietéticos de proteina de 32% para 36% em dietas para tilapia resultou em acréscimo
do IVS e do IHS, reduzindo em niveis mais altos de proteina, além disso, obtiveram
para o IGS um aumento linear até o nivel de 38% de proteina refletindo em melhores
resultados reprodutivos. Nao ocorrendo similaridade com o presente estudo.

No entanto, quando os experimentos sdo direcionados a avaliar este tipo de
alteracdes somaticas, 0 suprimento proteico insuficiente em dietas para tilapias néo
ocasionou alteracdes significativas sobre o IGS, como demostrando por Gunasekera et
al. (1995) os quais sugeriram que as tilapias podem canalizar suas reservas corporais
para garantir o recrudescimento ovariano e nao interromper a reprodu¢do, mesmo as
custas de seu préprio crescimento, porém, em um tempo superior do que as fémeas

alimentadas com os niveis adequados de proteina.
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Tabela 3 - Parametros morfométricos e indices somaticos de fémeas de tilapia-do-Nilo
alimentadas com as dietas experimentais.

Dietas (% Inclusao PHF)

Parametros
Controle 1% 2% 3% 4% 5%

Pl (g)* 584,95 + 65,92 596,78 + 32,30 585,02 + 44,23 581,75 + 48,20 589,95 + 28,69 587,17 + 20,72
PF (9)? 792,42 + 81,67 829,06 + 132,12 790,11 + 72,13 868,07 + 102,50 886,24 + 124,97 873,55 + 89,96
IGS (%)® 259+1,12 2,31+1,21 3,38 £ 2,05 2,90 £ 0,95 2,21 +£0,96 2,61+0,82
IHS (%)* 1,95+0,34 2,02 +0,30 2,01 £0,26 2,06 £ 0,31 1,93+0,23 1,99 £ 0,29
IVS (%)° 10,40 + 1,96 11,82+1,73 11,27 +1,73 11,4+1,76 10,6 + 2,11 11,1+ 2,66
IGVS (%)° 0,78 £ 0,27 1,05 +0,29 0,76 £ 0,38 0,76 £ 0,35 0,81+0,41 0,69 £ 0,28

Valores expressos como média + desvio padrdo. N&o significativo pelo teste de Tukey (P> 0,05). 1 PI: Peso inicial; 2 PF: Peso final; 3 IGS: indice
gonadossomatico; # IHS: indice hepatossomatico; 5 IVS: indice viscerossomatico; ¢ IGVS: indice de gordura viscerossomatico.

As relacdes ovarianas de tilapias-do-Nilo submetidas ao manejo reprodutivo em
experimentos nutricionais tem revelado certa controvérsia. Isso pode estar associado a
maneira com que sdo realizadas as amostragens, que normalmente sdo aleatdrias,
resultando em grande variabilidade entre os valores de um mesmo grupo experimental.
A tilapia apresenta reproducédo assincrona com periodos vitelogénicos relativamente
curtos, que podem influenciar no peso de seus ovarios e conseqguentemente a
padronizacdo das coletas em experimentos.

Neste estudo, nédo foram identificadas influéncias significativas da inclusao da
PHF sobre a quantidade de ovos produzidos (P> 0,05). No entanto, as fémeas
alimentadas com a inclusdo de 5% da PHF apresentaram um incremento produtivo de
13,21%, em valores absolutos, no peso total de ovos (1.643,09 g), refletindo no n° total
de ovos (218.685,03 ovos) (Tabela 4) que representa a totalidade de ovos produzidos

pelas fémeas durante o periodo experimental.
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Tabela 4 - Parametros reprodutivos de fémeas de tilapia-do-Nilo alimentadas com as dietas

experimentais.

*Parametros reprodutivos

Dietas (% Inclusédo PHF)

Controle 1% 2% 3% 4% 5%
Peso total de ovos (g) 1.425,94 1.440,44 1.450,92 1.442,52 1.477,55 1.643,09
N° total de ovos 185.498,31 189.778,06 195.588,21 180.012,11 190.204,58 218.685,03
Peso ovos por fémea (g) 16,26 + 4,09 16,76 £ 5,78 16,28 + 4,05 17,27 +7,24 16,98 + 4,67 17,82 +5,83
Fecundidade absoluta 2.074 +518 2.222 + 755 2.192 + 600 2.250 + 999 2.250 + 661 2.373+783
Fecundidade relativa 2,85+0,65 2,93+0,94 3,11+0,87 3,02 +1,30 3,19+0,82 3,25+ 0,86
N° total de desovas 92,00 88,00 91,00 94,00 92,00 97,00
% fémeas desovantes 78,33 £ 10,00 76,67 + 8,61 80,00 +18,05 78,33 +16,67 90,00 + 8,61 90,00 + 8,61
% fémeas desovantes/coleta 20,68 £10,00 21,15+886 19,56 +11,43 21,73+11,55 24,24+1293 23,35+11,89
N° desova por fémea 1,53+0,18 1,47 + 0,37 1,52+0,35 1,57 £ 0,54 1,53+£0,20 1,62+0,41
Fertilizacdo (%) 89,15+10,93 91,06 + 15,80 93,74 + 9,17 89,81 + 13,47 94,41 +7,51 91,23 + 8,62
Ecloséo (%) 63,27 +15,28 62,42+16,13 59,48+1250 65,36+13,29 60,64 + 8,58 59,78 + 11,14
Diametro dos ovos (mm) 2,05+0,12 2,11 + 0,07 2,08 + 0,09 2,10+ 0,09 2,10 + 0,09 2,06 + 0,09
Tamanho larvas (mm) 7,83 +0,59 7,92 +0,38 7,91 +0,63 7,94 +0,24 7,56 + 0,52 8,17+ 0,51

Valores expressos como média + desvio padrdo. *N&o significativo pelo teste de Tukey (P> 0,05).

A fecundidade de tilapia-do-Nilo € bem variavel, este fato pode estar relacionado
ao tamanho das fémeas, como por exemplo, fémeas maiores possuem uma capacidade
de produzir quantidades e tamanhos superiores de ovos do que as menores
(Welcomme, 1967; Lupatsch et al., 2010). Neste mesmo sentido, Pereira (2019)
demonstrou que fémeas em segunda maturacdo gonadal (pesando de 457 a 657 g) séo
mais produtivas do que as de primeira maturacdo (as quais pesavam de 204 a 421 Q).
No entanto, o suprimento nutricional frente ao custo energético da producdo de
gametas é provavelmente um dos fatores mais importantes envolvidos na regulacao da
fecundidade (Wooton e Evans 1976, Wooton e Mills, 1979).

As médias de fecundidade absoluta e relativa ndo foram influenciadas (P> 0,05)
pelos niveis da PHF, assim como o didmetro médio dos ovos em relacdo ao grupo
controle (Tabela 4). Corroborando com os resultados obtidos por Ribeiro et al. (2018)
0S quais obtiveram valores similares para a fecundidade absoluta (2.208 mil ovos) e
diametro dos ovos (2,02 mm) para fémeas alimentadas com 38% de proteina bruta na
dieta.

No entanto, os valores do presente estudo diferem dos resultados encontrados

por Oliveira et al. (2014), em determinacdo das exigéncias proteicas para a mesma
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espécie, porém, com tempo (120 dias) e taxa de alimentagdo (2%) maiores antes do
periodo de reproducdo. Os autores observaram que 38% de proteina na dieta
proporcionou qualidade e quantidade superior nas desovas, resultando nas médias de
fecundidade absoluta de 3.757 ovos por fémea e 4,70 ovos por grama de fémea para
a fecundidade relativa, refletindo também no didmetro médio dos ovos, 2,78mm em
comparacao com 2,30 mm obtidos para as fémeas alimentadas com 32% de proteina
na dieta.

A percentagem de fémeas que desovaram por coleta nédo diferenciou
significativamente (P> 0,05) (Tabela 4). Siddiqui et al. (1998), evidenciaram que na
primeira semana de acasalamento média de 13,6% das fémeas desovaram, no entanto
na segunda semana os percentuais foram em torno de 60%, mas decrescendo para
15,7% na terceira semana.

Diferentemente do observado no presente estudo, no qual foi constatada
constancia de 21,78% de fémeas que desovaram em cada uma das coletas. No
entanto, apesar de nao significativa (P> 0,05) foram evidenciados uma percentagem
total de desova satisfatéria, média de de 78,33 + 10,00% para o grupo controle e de
90,00 + 8,61% para os niveis mais altos de inclusdo da PHF.

O desempenho reprodutivo engloba parametros como o tamanho dos ovos e
larvas, época da estacao reprodutiva, fecundidade, concentracdo plasmatica dos
hormoénios e a frequéncia das desovas, contudo, destaca-se a fertilizagdo por estimar
a qualidade dos ovos, além da capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides e o
sucesso de desenvolvimento larval das espécies (Bobe e Labbé, 2010).

Os valores médios de fertilizacédo e eclosdo dos ovos e tamanho das larvas néo
foram influenciados estatisticamente entre os diferentes grupos (P> 0,05) (Tabela 4).
Percentagem de eclosé&o similar ao valor de 66% evidenciado por El-Sayed e Kawanna
(2008) para fémeas de tilapia alimentadas com dietas contendo 35% de proteina bruta
e 17,03 kJ g* de energia, entretanto, obtiveram valor de 9,4 mm para o tamanho das
larvas, acima dos encontrados no presente estudo.

A composicéo proteica dos ovos néo apresentou diferencgas significativas (P>
0,05) entre os diferentes grupos experimentais, assim como para a matéria seca e
matéria mineral (P> 0,05) (Tabela 5). Isso corrobora com os resultados obtidos por
Gunasekera et al. (1995), os quais verificaram que independentemente do nivel de
proteina da dieta (10% a 40%) a composicdo proteica dos ovos de tilapia ndo foi
alterada.
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Tabela 5 — Composicdo quimica dos ovos de tilapias-do-Nilo alimentadas com as dietas
experimentais.

Dietas (Incluséo PHF)

*Composicao

Controle 1% 2% 3% 4% 5%
MS (mg g)? 934,87 + 0,67 935,77 +1,55 932,75+ 2,43 934,50 + 1,94 936,71 +1,98 938,31 + 4,73
PB (mg g%)2 317,65 + 9,27 320,21 + 10,72 321,74 + 6,90 321,43 + 14,88 329,27 + 15,50 327,19 + 12,39

MM (mg g})® 165,08 + 8,01 170,01 +£ 9,85 173,41+ 7,36 175,06 + 13,03 172,49 £ 15,13 180,13 + 13,73

Valores expressos como média + desvio padrdo. *N&o significativo pelo teste de Tukey (P> 0,05). *MS: Matéria seca (mg g*); 2PB: Proteina bruta (mg g
1) — com base na matéria Umida; *MM: Matéria mineral (mg g%).

Entretanto, Gunasekera et al. (1996) demostraram que niveis mais elevados de
proteina na dieta de tilapias mostraram ovos mais proteicos (289 mg g*) e com superior
quantidade de amino&cidos essenciais e ndo essenciais, além de maior proporcao de
aminoacidos livres quando comparados com a composi¢cdo dos ovos das fémeas
alimentadas com baixos niveis de proteina.

Portanto, os niveis nutricionais das dietas destinadas aos reprodutores de tilapia
podem afetar o perfil de nutrientes dos ovos e consequentemente determinar o
desenvolvimento e a sobrevivéncia da prole, inclusive em outras espécies de peixes,
como demostrado para a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Cleveland et al., 2019).

As abordagens cientificas sobre os efeitos da nutricdo no processo reprodutivo
séo de certa forma divergentes e dificeis de serem comparadas, principalmente pela
variacdo da idade dos peixes, espécie, origem dos alimentos, sistema e técnicas de
manejo reprodutivo (El-Sayed e Kwanna, 2008), além de fatores genéticos como a
linhagem dos peixes (Gémez-Marquez et al., 2003).

Outro fator relacionado seria o condicionamento das fémeas diante do sistema
de producdo, ou seja, animais submetidos previamente a manejos reprodutivos
subsequentes se adaptam mais facilmente, fazendo com que os peixes tolerem 0s
procedimentos rotineiros de maneira satisfatoria, proporcionando melhoria na sincronia
das desovas, sendo assim, mais produtivos (Litlle et al.,1993).

A composicdo bioquimica do plasma sanguineo demonstra a situagao
metabdlica dos tecidos animais, podendo direcionar & deteccdo de disfuncbes no
organismo além de fornecer informacdes sobre o status metabdlico diante dos desafios
nutricionais, fisiolégicos e de desequilibrios metabdlicos especificos ou de origem
nutricional (Higuchi et al., 2011).

Os parametros dos metabdlitos plasmaticos de proteinas totais (PT), ureia (UR),
glicose (GLI), colesterol total (COL), colesterol HDL (HDL), triacilgliceréis (TAG) nao
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foram influenciados significativamente (P> 0,05) pela inclusédo da PHF em comparacao
com o grupo controle (Tabela 6). Estes resultados estdo de acordo com os valores de
referéncia pré-determinados para a tilapia-do-Nilo segundo Hrubec et al. (2000) e
Rodrigues et al. (2018).

O cortisol plasmatico € o principal horménio do estresse nos peixes (Barton,
2002) e suas concentracfes dependem do tipo e intensidade do estressor (Campbell
et al., 1992) podendo promover prejuizos nos processos reprodutivos dos peixes
(Clearwater e Pankhurst, 1997; Coward et al., 1998; Schreck et al., 2001). No entanto,
a sua avaliacdo na reproducao de peixes € complexa devido as alteracdes fisiologicas
e comportamentais e, do status nutricional, portanto, torna-se dificil separar entre as
variacdes ligadas a fisiologia reprodutiva e a alteracdo do metabolismo energético (Milla
et al., 2009)

No presente estudo realizou-se a avaliacao do cortisol com o intuito de investigar
se a inclusdo da PHF poderia influenciar na modulagédo do estresse diante do manejo
de coleta de ovos das fémeas. Embora verificado aumento das concentracdes médias
de cortisol nos niveis mais altos de inclusdo da PHF, os resultados ndo demonstraram
efeito significativo (P> 0,05) (Tabela 6).

Tabela 6 — Metabdlitos plasméaticos de fémeas reprodutoras de tilapia-do-Nilo alimentadas

com as dietas experimentais.

*Metabdlitos Dietas (% Incluséo PHF)

Plasmaticos

Controle 1% 2% 3% 4% 5%
PT (g L™)?! 42,9 £4,25 43,67 £5,74 41,61 +4,33 44,53 + 2,76 41,12 +5,05 41,26 + 4,07
UR (mg dL™)? 7,70 +1,57 8,21+1,41 7,62+0,81 8,00 + 0,90 7,17 £0,89 7,63 +1,00
GLI (mg dL™)® 53,42 + 12,59 64,09 + 7,86 60,47 + 14,85 69,03 5,95 56,88 + 13,19 60,41 + 15,11
COL (mg dLh)* 142,2 + 40,60 147,7 + 38,72 137,3 + 20,88 117,7 + 14,23 130,4 + 19,02 138,0 + 26,72
HDL (mg dLY)® 43,90 + 10,38 54,06 + 15,43 38,79+ 7,48 48,02 +£5,81 45,15+ 7,28 46,21 £ 6,03
TAG (mg dL™Y)® 173,3 +57,88 221,3+ 34,78 191,4 + 61,30 251,5+ 69,19 172,6 + 86,76 213,4 + 47,53
**COR (ug dL )™ 8,50 + 3,08 7,95+277 18,31+ 9,76 16,06 + 13,27 19,53 + 14,95 18,25 + 13,80

Valores expressos como média + desvio padrdo. *N&o significativo pelo teste de Tukey (P> 0,05). 'PT: Proteinas totais; 2UR: Uréia; GLI: Glicose; *COL:

Colesterol total; SHDL: Colesterol HDL; 6 TAG: Triacilgliceréis; “COR: Cortisol; **N&o linear (P> 0,05 pelo teste de Kruskal-Wallis).
As concentragdes de albumina foram superiores (P< 0,05) ao nivel de 5% da

PHF na dieta (Figura 2), quando comparados aos grupos controle ou 1% de incluséo
da PHF.

33



24

22
20 ab

18 aIb ab I

o
Ho

Albumina (g L)
[N
o

=
o

C 1% 2% 3% 4% 5%
Incluséo de PHF (%)

Figura 2 - Concentragédo de Albumina no plasma de fémeas
de tilapia-do-Nilo alimentadas com as dietas experimentais.

Sabe-se que a albumina é a principal proteina plasmatica sintetizada pelo figado
dos animais, representando em torno de 50% do total de proteinas e contribui com 80%
da osmolaridade plasmatica, além de ser uma importante reserva proteica, bem como
transportadora de acidos graxos livres, aminoacidos, metais e bilirrubina (Andreeva,
2019; Gonzales, 2018).

Pode ser quebrada intracelularmente para fornecer aminoacidos para a sintese
de novas proteinas, e sofrer influéncia da nutricdo, balan¢co hormonal, estado geral do
figado e estresse (Hasegawa et al., 2002; Mello et al., 2009). Além disso, seus valores
aumentados podem estar relacionados com possivel melhora da imunidade inata como
demonstrado para truta arco-iris (Yilmaz et al., 2015) e tilapia (Lebda et al., 2019).

Neste estudo, a maior disponibilidade de aminoé&cidos livres e de pequenas
cadeias peptidicas na dieta contendo 5% da PHF possivelmente tenham sido
absorvidas e disponibilizadas para a corrente sanguinea dos peixes para a formacéo
da albumina. Segundo Carvalho (2019) adapta¢cfes morfoldgicas do intestino da tilapia
devido a incluséo de hidrolisado na dieta, como o aumento do numero de vilosidades e
diminuicao da tunica muscular do intestino viabiliza melhor superficie absortiva para os
nutrientes da dieta.

Os resultados dos metabdlitos plasmaticos encontrados no presente estudo

corroboram aos observados por Lima (2018), destacando-se as concentracdes de
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albumina (19,43 g L?) e atividade da fosfatase alcalina (89,07 Ul LY) em fémeas de
tilapia-do-Nilo suplementadas com nucleotideos, o qual identificou melhores resultados
de salde com suplementacdo de 5 g kg?' de nucleotideos na dieta. Entretanto,
observou também que as dietas contendo 10g kg? de nucleotideos proporcionou
superior desempenho reprodutivo, ocorrendo aumento da albumina (20,09 g L) e da
atividade da fosfatase alcalina (108,37 Ul L1), sugerindo possiveis alteracdes hepaticas
e no sistema imune.

A atividade da fosfatase alcalina demonstrou uma média superior (P< 0,05) para
as fémeas alimentadas com a dieta contendo 5% de inclusdo da PHF na dieta (Figura
3).
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Figura 3 - Concentracdo de fosfatase alcalina no plasma de
fémeas de tilapia-do-Nilo alimentadas com as dietas
experimentais.

Nos vertebrados, as fosfatases sdo amplamente distribuidas por diferentes
orgaos, seus substratos fisioldégicos ainda sdo pouco conhecidos, no entanto estudos
demonstram que esta enzima esta associada a absorcéo de lipideos, glicose, calcio,
fosfatos inorganicos e fésforo (Malagelada et al., 1977; Roubaty e Portmann et al.,
1988; Dupuis et al. 1991; Alpers et al. 1994; Tengjaroenkul et al. 2000), além de estar
associada a desfoforilacdo de lipopolissacarideos de bactérias gram-negativas,
prevenindo respostas inflamatérias da microbiota intestinal (Bates et al., 2007).

Por outro lado, a alteracdo anormal desta enzima pode fornecer evidéncias de

lesdo hepatica em animais expostos a substancias toxicas (Mirmazloomi et al. 2015;
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Fathy et al., 2019), ou altera¢bes por fontes nutricionais, como por exemplo, diferentes
acidos graxos e acidos organicos, demonstrando estimulacdo de secrecdo enzimatica
e sobrecarga do figado (Ayisi et al., 2018; Ebrahimi et al. 2017). Além disso, pode ser
influenciada pelo estresse, devido a presencas de isoenzimas induzidas pela agéo de
corticoides endogenos (Rodrigues et al., 2018).

Ha varias possibilidades que podem sugerir o aumento das concentracdes de
fosfatase alcalina. O aumento gradual das fontes de célcio nas dietas (fosfato bi-calcico
e calcario, Tabela 1) utilizadas para suprir as exigéncias nutricionais, pode também vir
a influenciar na atividade desta enzima pela diferenca de suas disponibilidades (Shiau
e Tseng, 2007).

No presente estudo, ndo foram constatados alteracbes marcantes nos
metabolitos plasméticos com relagdo aos resultados relatados na literatura devido a
ampla faixa de variacdo das concentragdes consideradas ideais e as variantes como a
idade, sexo, ambiéncia e estado de saude dos peixes, o que dificultam uma inferéncia
fidedigna do estado de higidez dos animais com relacao as dietas fornecidas.

Notou-se que, independentemente do nivel de inclusdo de PHF nas dietas e do
grupo controle, as médias dos parametros reprodutivos analisados apresentaram
diferencas numéricas e tendéncia de aumento nos maiores niveis de inclusdo, porém,
com alta variabilidade entre os valores obtidos das fémeas de um mesmo grupo. Estas
evidéncias sugerem que as fémeas amostradas nem sempre apresentavam o mesmo
estagio de desenvolvimento de seus o00citos, supostamente pelas caracteristicas
reprodutivas da espécie, como o comportamento de desova assincrona (Bhujel, 2000),

a frequéncia de desova anual e falta de sazonalidade acentuada (Brummett, 1995).

6. Concluséo

Héa ocorréncia de possivel sobrecarga no estado metabdlico dos animais devido a
superior concentracdo de albumina e atividade de fosfatase alcalina no plasma ao nivel de
5% de inclusdo da PHF. Sugere-se a inclusdo de até 4% da PHF na dieta de tilapia-do-
Nilo como fonte proteica alternativa sem comprometer o estado metabdlico e a reproducéo

em fémeas de tilapia-do-Nilo.
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Artigo Il - Proteina hidrolisada de frango em dietas para machos de tilapia-do-Nilo

1. Resumo

O objetivo do estudo foi investigar os efeitos da inclusdo da proteina hidrolisada de
frango (PHF) sobre os parametros de crescimento, soméaticos e espermaticos além de
sua influéncia nas concentracdes dos metabdlitos plasmaticos de machos de tilapia-do-
Nilo submetidos ao manejo reprodutivo. Foram utilizados 120 machos de tilapia
(Oreochromis niloticus - GIFT) (745,92 + 124,54 g) distribuidos em seis hapas (15 m?,
malha 5 mm) dispostos em um viveiro escavado de 4.000 m?. A duracdo do experimento
foi de 192 dias. Os machos foram mantidos por um periodo de 90 dias em manejo
alimentar diario a taxa de 1% do peso dividido em duas refeicfes (10:00 e 16:00h) com
uma dieta controle (C) isenta de PHF e dietas contendo niveis crescentes de PHF (1%,
2%, 3%, 4% e 5%). Nao foram identificados resultados significativos para os parametros
de crescimento e espermaticos (P> 0,05). No entanto, verificou-se suposta modulacdo
do metabolismo lipidico devido a diminuicdo da gordura visceral (P< 0,05). Foi
evidenciado diminuicdo do indice viscerossomético (IVS) e aumento do indice
hepatossomatico (IHS) (P< 0,05) a medida que os niveis da PHF na dieta foram
superiores, além disso, verificou-se aumento das concentracdes plasmaticas da
lipoproteina HDL (P< 0,05) ao nivel de 2% da PHF na dieta, no entanto, sem influéncia
nos demais metabdlitos plasméaticos. Sugere-se que a inclusdo de até 5% da PHF em
dietas para machos de tilapia possa ser realizada como fonte proteica alternativa sem
afetar os parametros reprodutivos.
Palavras-chave: colesterol HDL, hidrolise enzimatica, motilidade espermatica,

nutricdo, peptideos bioativos.
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Article Il - Poultry hydrolyzed protein in diets for male Nile tilapia broodstock

2. Abstract

The aim of the present study was to investigate the effects of supplementation of
poultry hydrolyzed protein (PHF) on growth parameters, somatic, sperm and its
influence on the concentrations of plasma metabolites of tilapia males submitted to
reproductive management. 120 males of Nile tilapia (Oreochromis niloticus - GIFT)
(745.92 + 124.54 g) distributed in six hapas (15 m3, 5 mm mesh) arranged in a 4,000
m? earth pond. The experiment was conducted for 192 days. The males were kept for a
period of 90 days in daily food handling at a rate of 1% of the weight divided into two
meals (10:00 and 16:00) with a control diet (C) free of PHF and diets containing
increasing levels PHF (1%, 2%, 3%, 4% and 5%). No significant results were identified
for growth and sperm parameters (P> 0.05). However, there was supposed to be
modulation of lipid metabolism due to decreased visceral fat (P< 0.05). A decrease in
the viscerosomatic index (VSI) and an increase in the hepatosomal index (HSI) (P<
0.05) were observed as the levels of PHF in the diet were higher. In addition, there was
increase in HDL plasma concentrations (P< 0.05) at the level of 2% of PHF in the diet,
however, without influence on the other plasma metabolites. It is suggested that the
inclusion of up to 5% of PHF in diets for tilapia males can be carried out as alternative
protein source without affecting reproductive parameters.
Keywords: agroindustrial by-products, bioactive peptides, HDL cholesterol, sperm

motility, broodstock nutrition.
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3. Introducéao

A criacdo de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) vem demostrando expressivo
crescimento e importancia mundial nas ultimas décadas, atingindo o montante de 4,1
milhdes de toneladas em 2017, sendo uma das espécies de peixe mais produzida na
aquicultura (FAO, 2019). Este fato se deve a caracteristicas atraentes a sua producao
como a facilidade de manejo e reproducao, rapido crescimento, tolerancia ao estresse,
alta resisténcia a doencas e infec¢Oes, adaptabilidade a ampla gama de condi¢des
ambientais além da carne com boas caracteristicas nutricionais e organolépticas (Little
e Hulata, 2000; Shokr, 2015).

Diante do crescimento da tilapicultura, devida atencdo deve ser direcionada as
facetas da reproducdo. Especialmente no que tange melhorias na saude, bem estar e
produtividade dos reprodutores em virtude de sustentar o fornecimento de larvas e
alevinos em qualidade e quantidade para o elo da cadeia produtiva destinada a
terminacéo (De Silva et al., 2008). Neste sentido, a nutricdo dos reprodutores € um dos
fatores relevantes, pois exerce influéncia significativa na qualidade reprodutiva dos
peixes, exigindo o fornecimento de dietas que contenham adequado balanco de
nutrientes necessarios para a manutencdo das funcdes fisioldgicas e demanda dos
eventos reprodutivos definindo a capacidade de fertilizacdo dos gametas e
desenvolvimento embrionario normal da prole (Izquierdo et al., 2001; Rurangwa et al.,
2004; Bobe e Labbé, 2010).

Esforcos tém sido realizados para compreender a relacdo entre nutricdo e
desempenho reprodutivo da tilapia, no entanto, concentrando-se principalmente em
exigéncias nutricionais para a obtencdo de melhores indices reprodutivos para as
fémeas, sendo os machos eventualmente avaliados. Contudo, trabalhos realizados
demonstram as influéncias de alguns nutrientes sobre a performance reprodutiva e
saude dos machos, como por exemplo, os niveis de proteina (Oliveira et al., 2014,
Ribeiro et al., 2017), energia (Bombardelli et al., 2010) e de alimentos como a glicerina
bruta (Mewes et al., 2016), além de dietas suplementadas com vitaminas (Gammanpila
et al., 2007; Mataveli et al., 2007; Mataveli et al., 2010), minerais inorganicos, organicos
(Pereira, 2019) e nucleotideos purificados (Henriques, 2018). Entretanto, estes
trabalhos ndo estabelecem com eficiéncia uma nutricdo adequada para os reprodutores
além de carecer de avaliacOes diante da variedade de ingredientes e suplementos

alimentares existentes com potencial de otimizar o desempenho reprodutivo e auxiliar
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na manutencdo da saude diante das situagdes estressantes inerentes ao manejo e
reproducao dos animais.

Neste contexto, dentre os ingredientes suplementares destinados a nutricao
animal merecida atencéo deve-se aos hidrolisados proteicos. S&o produzidos por meio
do fracionamento da cadeia polipeptidica das proteinas, podendo ser pela acdo de
agentes quimicos (acidos ou alcalis) ou biologicos (enzimas) conferindo produtos
nutritivos com adequado balanco de aminoacidos, minerais, vitaminas além de
aminoacidos livres e peptideos bioativos os quais demonstram ser rapidamente
absorvidos e melhor assimilados, desempenhando fungdes nutracéuticas ou servindo
como alimentos funcionais aos animais (Dabrowski, 1984; Gilbert et al., 2008;
Pasupuleti e Braun, 2010; Toldra e Reig, 2011; Kumar et al., 2012; Toldra et al., 2012;
Chalamaiah et al., 2012; Broggi et al., 2017).

Recentemente, coprodutos agroindustriais de baixo valor agregado inerentes a
atividade de abate de aves e suinos tém sido transformados em hidrolisados proteicos
como uma estratégia eficiente e de fundamental importancia para as companhias de
alimentos devido a agregacdo de valor e mitigacdo dos impactos causados pela
disposicao dos residuos no ambiente.

Estudos tém demostrado que a inclusdo de hidrolisados suinos ou combinados
com o de aves (Blend) em dietas é benéfica para os peixes, podendo influenciar sobre
a modulacdo do trato gastrointestinal aumentando o numero de Vvilosidades e
diminuindo a tunica muscular do intestino, viabilizando melhor superficie absortiva
(Carvalho, 2019) além de superior atividade de proteases, promovendo a
digestibilidade e o crescimento (Lorenz et al., 2018), conversdo alimentar e taxa de
eficiéncia proteica (Dieterich, 2014) sem afetar a satude dos animais (Lewandowski et
al., 2013).

Diante deste enunciado, o estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
incluséo de niveis da proteina hidrolisada de frango (PHF) na dieta sobre os parametros

espermaticos e metabdlitos plasmaticos de machos de tilapia-do-Nilo.

4. Material e métodos

4.1 Local
O experimento foi realizado na Aquicultura Venites (latitude 24°41°44” sul e
longitude 53°46°48” oeste), localizada no municipio de Toledo, Parana, Brasil, durante
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192 dias. O mesmo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual do Oeste do Parana (Protocolo n°32/19).

4.2 Dietas experimentais

As dietas experimentais foram formuladas e processadas atendendo as
exigéncias nutricionais de macro-nutrientes (Oliveira et al., 2014; Orlando et al., 2017)
e micronutrientes (Furuya, 2010), sendo isoproteicas e isoenergéticas (Tabela 1).

Os ingredientes foram pesados, homogeneizados e moidos em moinho tipo
martelo (Vieira®) com peneiras de 0,3 mm. Apés, as dietas foram umedecidas com 20%
de agua e submetidas ao processo de extrusdo (Ex-Micro®) com matriz de 4 mm e
secas em estufa de circulacdo de ar forcada a temperatura de 55° C por 24 horas.

Realizou-se andlises de proteina bruta, extrato etéreo, umidade, matéria mineral
(AOAC, 2000) e de aminoéacidos (essenciais e ndo essenciais) das racbes e da PHF
(Tabela 2) (CBO — Valinhos-SP). A energia bruta foi determinada em bomba calorimétrica
(IKA® C 2000 basic).
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Tabela 1 - Composicdo da dieta controle e das dietas contendo niveis
crescentes de inclusao de proteina hidrolisada de frango (PHF) para machos
de til4pia-do-Nilo

Dietas (Inclusédo PHF)

Composicéo
Controle 1% 2% 3% 4% 5%

Ingredientes (g kg™t)

Farinha de penas? 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Farelo de soja — 46% PB? 353,30 342,30 331,40 320,50 309,80 298,70
Farinha de visceras de aves?! 170,00 164,00 158,00 152,00 146,00 140,00
Milho grao?* 205,30 206,90 208,40 209,90 211,40 213,00
Farelo de trigo? 120,00 126,00 132,00 138,00 144,00 150,00
Oleo de sojal 29,80 28,70 27,70 26,70 25,60 24,60
Proteina hidrolisada de frango? 0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Sal - NaCl 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Calcério 1,90 2,20 2,40 2,60 2,80 3,00
Cloreto de colina? 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30
DL- Metionina® 3,00 3,00 2,90 2,90 2,80 2,80
Fosfato bicélcico 1,90 2,30 2,70 3,10 3,50 3,90
L-Lisina — HCL* 0,80 0,60 0,50 0,30 0,10 0,00
Premix mineral e vitaminico® 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Vitamina E® 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Vitamina C” 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20
Propionato de célcio 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Antioxidante® 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Total 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,0

1BRF Ingredients Ltda®; 2Cloreto de colina (60%); *DL-Metionina Evonik® (99%); “L-Lisina HCL Evonik® (54,6%); *Niveis de garantia por
quilograma do produto: Vit. A, 500.00 Ul; Vit. D3, 200.00 UI; Vit. E, 5.000 mg; Vit. Ks, 1.000 mg; Vit. B1, 1.500 mg; Vit. B2, 1.500 mg;
Vit. Bs, 1.500 mg; Vit. B12, 4.000 mg; Nicotinamida, 7.000 mg; Colina, 40.000 mg; Biotina, 50,00 mg; Pantotenato Calcio, 4.000 mg;
Vit. C, 15.000 mg; Acido Félico, 500,00 mg; Inositol, 10.000 mg; Ferro, 5.000 mg; lodo, 50,00 mg; Manganés, 1.500 mg; Zinco,
5.000 mg; Selénio, 10,00 mg; Cobre, 500,00 mg; Cobalto, 10,00 mg; ®Vitamina E (50%); "Vitamina C (30%); 8Banox-Alltech®.



Tabela 2 - Composicao proximal e perfil de aminoacidos da proteina hidrolisada
de frango (PHF) e das dietas experimentais para machos de tilapia-do-Nilo.

) Dietas (Inclusdo PHF)
Composigéo PHF
Controle 1% 2% 3% 4% 5%

Composicao fisico-quimica (g kgt)

Matéria seca 920,30 917,50 926,30 948,30 934,40 928,10 936,20
Proteina Bruta 391,20 396,60 399,40 390,10 397,50 397,90 780,40
Energia bruta (kJ g% 16,40 16,50 16,60 16,40 16,90 16,70 20,30
Extrato etéreo 72,90 71,00 7430 71,50 74,00 73,10 119,70
Aminoacidos essenciais (g kg™?)

Arginina 27,50 27,30 28,00 26,70 28,00 27,50 47,70
Histidina 8,90 8,80 9,30 9,20 9,50 8,80 17,60
Isoleucina 17,20 16,80 17,00 15,90 17,50 16,50 30,50
Leucina 30,50 30,50 30,20 29,50 30,20 30,30 55,30
Lisina 21,90 21,70 22,20 22,40 22,60 21,70 48,90
Metionina 8,10 8,00 8,00 8,50 8,60 8,560 17,40
Fenilalanina 18,90 17,70 19,00 17,80 19,00 18,40 30,00
Treonina 16,10 16,30 16,30 15,70 16,50 16,50 29,40
Valina 20,20 19,70 20,20 17,10 20,70 19,50 37,60
Triptofano - - - - - - 5,10
Aminoacidos nao-essenciais (g kg?)

Acido aspartico 36,80 3450 3420 3530 3550 3480 66,00
Acido glutamico 61,20 60,40 60,20 61,70 61,40 60,40 103,40
Alanina 21,50 21,30 22,00 21,30 22,00 22,00 49,40
Cistina 6,30 6,30 6,40 3,60 5,60 7,10 9,90
Glicina 27,70 27,70 26,60 26,70 27,90 28,70 64,20
Prolina 26,10 26,20 26,70 24,20 26,50 26,30 43,30
Serina 24,40 25,10 24,70 21,70 25,00 25,00 30,30
Taurina 0,70 0,70 0,70 0,90 0,90 0,90 7,20
Tirosina 12,70 12,50 12,70 12,40 12,50 12,50 23,00
Total aminoécidos (g kgt) 386,70 382,50 387,40 371,20 389,90 385,00 717,00

4.3 Delineamento experimental

Foram utilizados 120 machos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) da
variedade GIFT. Os animais foram anestesiados com solugédo de benzocaina (100 mg
L'1) (Gomes et al., 2001) pesados em balanca digital (0,01 g) e medidos (cm) com
auxilio de ictiometro e, distribuidos em seis hapas (15 m3, malha 5 mm) dispostos em
um viveiro de 4.000 m? e, mantidos em manejo alimentar a taxa de 1% do peso vivo
por dia (corrigidos cada 30 dias por meio de biometrias) dividido em duas refei¢des (10:00
e 16:00h) de acordo com as respectivas dietas experimentais contendo niveis

crescentes de PHF (1%, 2%, 3%, 4% e 5%) e uma dieta controle por 192 dias.
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Aos 90 dias apOs o inicio do experimento os animais foram dispostos ao
acasalamento com fémeas (587,35 + 44,36g) distribuidas em 24 hapas em
delineamento inteiramente casualizado (6 m3, malha de 1 mm) durante 102 dias na

proporcao de 3 fémeas:1 macho (Macintosh e Little, 1995).

4.4 Coleta de sangue e 6rgaos

Ao final do experimento, dez machos (n=10) de cada tratamento foram
anestesiados em solucdo de benzocaina (100 mg L, Gomes et al., 2001) para a
realizacdo das medidas individuais de peso (g) e comprimento (cm), e ap6s foram
submetidos a coleta de sangue via puncdo da veia caudal com seringas contendo
solucéo de heparina (Ranzani-Paiva et al., 2013).

As aliquotas de sangue foram centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos e, em
seguida foi retirado o plasma para imediata preservacao em nitrogénio liquido (-196C)
e na sequéncia mantidos em ultrafreezer (-80°C) até o momento das analises.

As dosagens das concentracdes dos metabdlitos plasméaticos foram realizadas
em triplicata em leitor de microplacas multimodal (Varioskan®) utilizando kits especificos
conforme as orientacbes dos fabricantes (Testosterona (T) — Diagnostics Biochem
Canada - DBC; Elementos bioquimicos: proteinas totais (PT), albumina (ALB), uréia
(UR), glicose (GLlI), colesterol total (COL), colesterol HDL (HDL), triacilgliceréis (TAG)
e fosfatase alcalina — Gold Analisa®).

ApoOs a coleta de sangue, os peixes foram eutanasiados em solucdo de
benzocaina (250 mg L1, Gomes et al., 2001), dissecados para a remocéo das visceras
e separacao dos 6rgaos e, mensurados 0s pesos (g) dos testiculos, figado, visceras e
gordura visceral para os céalculos dos indices somaticos dado pela relacao: peso do
orgao ou da gordura (g) *100/ peso do peixe (g).

4.5 Coleta do sémen e avaliacdo espermética

A avaliacdo seminal foi realizada mediante a coleta do sémen de dez peixes de
cada tratamento (n=10), totalizando 60 amostragens. Para tanto, apdés a mensuracao
do peso (item 4.4), os testiculos foram seccionados com o auxilio de bisturi na porcao
medial para a coleta do sémen e colocados em tubos eppendorfs (1,5 mL). As aliquotas
foram ativadas com agua destilada e adicionados em camara de Neubauer espelhada
(100 um profundidade) e laminula (24 x 24 mm) para a captura dos videos realizada

com auxilio de microscopio de luz trinocular (Nikon e200) em objetiva de 40 x e camera
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(Basler® 640-120gc; 640x480 pixels) conectada a um computador (intel core i7©® CPU
2,3 GHz, 4Gb de Ram; Microsoft Windows XP®, 2002).

Os videos foram capturados a 100 fps (software Pylon - basler.com), sendo
editados um segundo das imagens (Virtualdub-1.9.0 - (virtualdub.org) e analisados no
software ImageJ (National Institutes of Health, USA - http://rsb.info.nih.goV/ij/) pelo
plugin CASA (Computer Assisted Sperm Analysis - University of California and Howard
Hughes Medical Institute, USA) conforme Wilson-Leedy e Ingermann (2007) e Sanches
et al. (2010) adaptado para a tilapia-do-Nilo, totalizando 180 videos analisados em trés
momentos, 10, 30 e 60 segundos apos a ativacdo espermatica. Os parametros de
motilidade espermatica avaliados foram a taxa de motilidade (MOT), velocidade
curvilinear (VCL), velocidade média do caminho (VAP) e velocidade em linha reta
(VSL). Considerou-se como moveis espermatozoides acima de 1, 10 e 15 pum/s para os
parametros de VSL, VAP e VCL respectivamente.

Para quantificar a concentracdo espermatica uma aliquota do sémen foi diluido
em solucao formol-salina (1:1000) e realizada a contagem em camara de Neubauer
utilizando microscépio (Sanches et al., 2011). A sobrevivéncia espermatica foi estimada
por meio da contagem de células fixadas e coradas com eosina-nigrosina conforme
recomendado por Kavamoto e Fogli da Silveira (1986) e Sanches et al. (2009). A
normalidade dos espermatozoides foi avaliada por meio da classificacdo dos
espermatozoides (Caneppele et al., 2015) fixados em solugéo formol-salina e corados
com rosa de bengala (Streit Jr. et al., 2004).

4.6 Qualidade de agua

Durante o periodo experimental os parametros de qualidade da agua: pH e
oxigénio dissolvido (mg L) foram mensurados semanalmente por meio de uma sonda
multiparametro YSI®. A transparéncia da agua (m) foi mensurada semanalmente por
meio do disco de Secchi e a temperatura (°C) avaliada diariamente com termémetro de
mercurio.

As médias dos parametros da agua durante o periodo experimental foram: pH:
7,24 + 0,85; oxigénio dissolvido: 5,39 + 1,11 mg L*; transparéncia: 26,30 + 4,19 cm;
temperatura 26,12 + 2,50°C.
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4.7 Analise estatistica

Os dados foram avaliados pelo teste de pressupostos de normalidade (Shapiro-
Wilk) e homocedasticidade (Levene) de variancias e apos, a analise de variancia
(ANOVA - one-way), quando significativas (P<0,05), ao teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade pelo software Statistica 7.0 (Statsoft, 2005).

5. Resultados e discusséao

Resultado do processo de hidrélise enzimética, a PHF € um produto com
elevada qualidade nutricional das fragGes proteicas (780,40 g kg') e peptidicas de
baixo peso molecular (Distribuicdo do peso molecular (% de peptideos): 200 — 500 Da =
6,06%; 500 — 800 Da = 45,45%; 800 — 1100 Da = 27,27%; > 1000 Da: 21,21%), incluindo
dipeptideos, tripeptideos e polipeptideos com potencial atividade biolégica, como anti-
hipertensiva, antioxidante e hipoglicémica (Biopep-Uwm, 2019), assim como
aminodcidos livres (14,06% - principais: alanina, leucina e acido glutamico).

A PHF como ingrediente adicional em dietas para tilapia demonstra elevada
digestibilidade de suas fracdes proteicas, apresentando valores médios de 90,84% para
a proteina bruta, 93,85% para os aminoacidos totais e de 87,29% para a energia bruta
(Dos Santos, 2019) e quando incluida na nutricdo de alevinos de tilapias melhorou os
indices de atratividade e palatabilidade (Alves et al., 2019a; Alves et al., 2019b),
desempenhando efeitos positivos sobre os parametros zootécnicos de pos-larvas e
alevinos (Rocha, 2018), além de influenciar na morfologia do intestino e no metabolismo
lipidico dos animais (Luczinski, 2019).

Dentre os indices somaticos avaliados, o IVS, IHS e IGVS foram influenciados
significativamente (P< 0,05) pelos niveis da PHF na dieta, contudo, ndo foram
evidenciados efeitos significativos (P> 0,05) para o IGS (Tabela 3).

Segundo as observacfes, notou-se média de 11,73% de visceras nos animais
alimentados com a dieta contendo 5% de inclusdo da PHF (P< 0,05), entretanto, ndo
diferenciando dos demais niveis, porém, comparativamente inferiores com relacéo ao

grupo controle (P< 0,05), o qual apresentou em média 14,24% de visceras (Tabela 3).
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Tabela 3 — Parametros morfométricos e indices somaticos de machos de tilapia-do-Nilo

alimentados com as dietas experimentais.

Dietas (% Inclusédo PHF)

Parametros P
C 1% 2% 3% 4% 5%

Pl (g)* 766,73 + 70,13 771,68 + 80,44 786,92 + 81,76 756,76 + 99,25 757,65 + 95,55 777,75 + 98,01 0,8905
PF (9)? 1086,20 + 133,74 1118,94 £ 114,97 1153,55+59,91 1227,05+58,52 1256,05+ 50,94 1285,90+ 66,97 0,1623
IVS (%)® 14,24 +1,06 2 13,62 +1,122° 12,45+ 0,892 12,30 +£0,362° 11,80 +1,15° 11,73 +£0,96° 0,0080
IHS (%)* 1,94 £0,23" 1,97 £0,42° 2,03+0,37° 2,29 + 0,252 2,50 + 0,252 2,72 +£0,22% 0,0091
IGS (%)° 0,97 £ 0,27 0,83+0,41 0,78 £0,23 0,83+0,33 0,78 £ 0,26 0,80 £ 0,27 0,9703
IGVS (%)°® 1,07 +0,212 0,85 + 0,262 0,62 + 0,132 0,56 +0,18° 0,54 +0,20" 0,58 +0,16" 0,0087

Valores expressos como média + desvio padrdo. °Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P< 0,05) pelo teste de Tukey. *Peso inicial; 2Peso

final; 3Indice viscerossomatico; “indice hepatossomatico; ®indice gonadossomaético; ¢indice de gordura viscerossomatica.

Os valores médios observados para o IHS foram significativamente superiores
(P< 0,05) nos machos alimentados com a dieta contendo 5% da PHF, apresentando
média de 2,72%, porém similar aos grupos alimentados com 3% e 4% o0s quais
apresentaram médias de 2,29% e 2,50% respectivamente (Tabela 3). O grupo controle
e 0s grupos alimentados com até 2% da PHF na dieta apresentaram menores IHS
(Tabela 3).

Sugere-se que 0 aumento do IHS nos peixes que receberam a inclusdo da PHF
pode estar relacionado a maior atividade do figado, devido a metabolizacdo dos
compostos presentes nos hidrolisados (peptideos e aminoacidos livres), pois todas as
dietas, inclusive a controle forneceram as exigéncias nutricionais para os reprodutores
de tilapia, sendo isoproteicas e isoenergéticas em sua formulagdo, diferenciando
somente pela inclusdo da PHF.

O figado € o principal 6érgao metabdlico do organismo e sua sobrecarga pode
causar hiperplasia ou hipertrofia resultando em aumento do IHS (Meurer et al., 2009).
Esta suposicdo se confirmou a medida que os niveis de inclusdo da PHF foram
aumentados na dieta e apresentou valores médios acima dos relatados na literatura
para reprodutores de tilapia (0,98%) alimentados com dietas contendo nivel de 38% de
proteina (Oliveira et al., 2014).

Este parametro esta relacionado com a nutricdo e em conjunto com o IGVS pode
estimar a dindmica da utilizacdo de energia enddégena, indicando que modificacbes
nesses indices podem refletir a utilizacdo de lipideos, proteina e estoque imediato de

glicogénio os quais podem ser mobilizados em situacdes como estresse, para a
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formacao dos gametas e outros (Collins e Anderson, 2005; Cyrino et al., 2000; Yogata
e Oku, 2000; Querol et al., 2002; Tavares-Dias e Mataquero, 2004).

Porém, este fato ndo determinou influéncias sobre a atividade da fosfatase
alcalina, a qual pode fornecer evidéncia de alteracdes hepaticas relacionadas a nutricdo
(Ayisi et al., 2018; Ebrahimi et al. 2017). Ressalta-se a necessidade de andlises
adicionais da atividade das principais enzimas relacionadas ao catabolismo de
aminoacidos (AST- asparato aminotrasferase; ALT- alanina aminotransferase) e da
morfologia hepatica para melhor compreenséo deste evento.

O IGVS apresentou valores superiores (P< 0,05) nos grupos alimentados com a
dieta controle (1,07%) porém nao diferenciando dos grupos alimentados com 1%
(0,85%) e 2% (0,62%) com relacdo aos tratamentos com maior inclusdo da PHF (Tabela
3).

As concentracdes dos metabdlitos plasmaticos podem refletir a situacao
metabdlica dos tecidos animais, assim possibilitando a deteccdo de alteracdes no
funcionamento dos 6rgaos e a adaptacdo dos animais diante dos desafios nutricionais,
fisiologicos e desequilibrios metabdlicos, especificos ou de origem nutricional (Higuchi
et al., 2011).

Os metabdlitos plasmaticos de proteinas totais (PT), aloumina (ALB), ureia (UR),
glicose (GLI), colesterol total (COL), triacilgliceréis (TAG), fosfatase alcalina (FAL) e
testosterona (T) ndo foram influenciados significativamente (P> 0,05) pela inclusédo da

PHF entre os diferentes grupos (Tabela 4).

Tabela 4 — Metabdlitos plasmaticos de machos de tilapia-do-Nilo alimentados com as dietas
experimentais.

Metabdlitos Dietas (% Inclus&o PHF)

plasmaticos C 1% 2% 3% 4% 5% P
PT(gLhH? 36,44 + 3,30 37,52 +4,38 39,03 +4,29 35,61+5,44 36,78 + 6,53 37,58 +2,58 0,7630
ALB (gL%)? 16,31+ 0,98 17,04 +1,75 18,03+ 1,31 16,74 + 2,46 18,28 + 3,54 16,67 + 1,74 0,3728
UR (mg DI') 3 6,52 + 0,90 7,16 £ 0,65 7,16 +£0,80 7,50 +1,49 6,66 + 0,64 6,80 + 0,85 0,3050
GLI (mg DI')# 53,28 + 19,26 62,63 + 34,43 74,37 + 23,26 85,48 + 33,62 86,22 + 32,96 90,05 + 22,22 0,0787
COL (mg DI'Y)® 92,53 + 8,52 99,49 + 18,65 96,75+ 7,79 94,86 + 12,08 112,9 + 33,93 103,4 £ 22,71 0,3733
HDL (mg DI'Y) © 25,48 + 2,57° 24,71 +2,79° 31,66 + 2,342 26,07 + 3,10° 25,00 + 3,33° 26,67 +2,17° 0,0006
TAG (mg DI'Y) 7 107,2 + 37,24 96,21 + 38,43 108,8 + 45,78 97,47 + 42,09 107,2 + 40,29 94,33 £42,03 0,9617
FAL (UILY)8 47,29 + 8,98 45,95+ 7,18 45,57 £ 3,99 45,38 + 5,30 47,87 + 6,69 55,78 +9,81 0,0563
T (ng mLY)® 13,95+ 3,34 13,72 + 5,58 12,77 £ 5,13 13,80 + 5,21 12,37 + 4,76 12,24 + 5,73 0,9721

Valores expressos como média + desvio padrdo. 'PT: Proteinas totais; 2ALB: Albumina; SUR: Uréia; * GLI: Glicose; °COL: Colesterol total; ®HDL: Colesterol HDL;
"TAG: Triacilglicerois; 8FAL: Fosfatase alcalina; °T: Testosterona. 2°Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (P<0,05) pelo teste de Tukey.
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Embora ndo tenham sido evidenciadas alteragbes nos outros componentes do
perfil bioquimico plasmatico dos peixes no presente estudo, os valores médios obtidos
para os diferentes grupos se assemelham aos resultados reportados por Hrubec et al.
(2000), no qual para as concentragées de proteina (29 a 66 g L), albumina (13 a 26 ¢
L1), glicose (39 a 96 mg dL?) e colesterol (64 a 299 mg dL*) foram considerados dentro
da faixa ideal para tilapias em sistema de cultivo. Para as concentracbes médias de
ureia que € um indicativo da atividade metabdlica de nitrogenados, os valores médios
apresentaram-se dentro da faixa proposta considerada ideal (até 10 mg dL™) para
metabolizacdo e excrecdo de nitrogenados no organismo de teledsteos de dgua doce
(Campbell, 2012).

Entretanto, as concentracdes de colesterol HDL foram superiores (P< 0,05) para
os peixes alimentados com a dieta contendo nivel de 2% da PHF (Tabela 4). Sugerindo
que estas evidéncias sejam decorrente da propriedade lipolitica conferida aos
hidrolisados proteicos (Tu et al., 2018) embora nao tenha desempenhado efeitos sobre
as outras fracoes lipidicas sanguineas, como o colesterol e triacilglicerdis.

A lipoproteina de alta densidade (HDL) é formada no figado, intestino e
circulacdo sanguinea, constituida principalmente por proteinas necessarias para a
estabilizacdo e transporte plasmatico do colesterol através de sua esterificacéo, e esta
associada ao transporte reverso de colesterol (TRC) responsavel pela mobilizacédo de
cadeias lipidicas dos tecidos periféricos para requerimento energético ou eliminacao
por meio do figado, podendo ser excretado na bile e fezes. Além disso, possui funcdes
antiaterogénicas, protecdo contra oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade
(LDLs), inibicdo da fixacdo de moléculas de adesédo e mondcitos ao endotélio, e acéo
vasodilatadora devido a estimulacdo da liberacao de 6xido nitrico (Nelson e Cox, 2002;
Faludi et al., 2017).

Estudo com machos em fase de crescimento (300g) demonstrou que a inclusao
da PHF até o nivel de 5% em dietas proporcionou reducéo de gordura no filé (de 1,50%
para 0,92%) e dos metabdlitos plasmaticos de triacilglicerois (de 117 para 69,59 mg dL-
1), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (de 22,36 para 12,52 mg dL?) e
colesterol total (de 82,17 para 63,81 mg dL?') supostamente devido ao aumento do
colesterol HDL (de 127,24 para 184,78 mg dL™) (Luczinski, 2019).

A associacdo do efeito anti-adipogénico de fracdes peptidicas de baixo peso
molecular que constituem os hidrolisados proteicos supostamente esta relacionada a

mecanismos de supressao da atividade enzimatica da glicerol-3-fosfato desidrogenase
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a qual esta envolvida na diferenciagdo dos adipdécitos, gerando a inibicdo do acumulo
de lipidios por pré-adipdcitos (Tsou et al., 2010).

De maneira geral, 0 aumento da concentracédo da HDL neste estudo ao nivel de
2% culminou com a diminui¢do da gordura visceral, no entanto, as concentragdes de
HDL do grupo controle e 1% foram similares os niveis de 3, 4 e 5% de inclusao da PHF
na dieta, tornando dificil a interpretacdo e a inferéncia destes resultados, inclusive para
os demais metabolitos plasmaticos avaliados devido ao fato de que os valores de
referéncia para a tildpia-do-Nilo ainda ndo estdo claras e apresentam variacdes por
motivo de diferengas entre idade, sexo, ambiente de cultivo e estado de saude dos
animais (Bittencourt et al., 2003; Neu et al., 2013).

A testosterona € sintetizada a partir do colesterol nas células de Leydig (Wayne
Hou et al., 1990) e convertida no principal androgénio responsavel pela
espermatogénese em peixes, a 11-ketotestosterona (Gazola e Borella, 1997; Ohta et
al., 2007). No presente estudo, ndo foram contatadas diferencas significativas (P> 0,05)
nas concentracdes deste hormdnio nos machos dos diferentes grupos.

As caracteristicas de elevada disponibilidade, assimilacdo (Dabrowski, 1984;
Gilbert et al., 2008) e dos efeitos nutracéuticos que 0s compostos bioativos presentes
nos hidrolisados podem oferecer (Chalamaiah et al., 2012), este estudo especulava que
este ingrediente fosse desempenhar efeitos potenciadores na capacidade reprodutiva.
Entretanto, ap6s 192 dias de experimentacdo os parametros reprodutivos avaliados
nao foram influenciados significativamente pela inclusdo da PHF.

As médias de concentracdo (1,29 a 2,03 spz 10° mL™?), sobrevivéncia (78,06 a
84,96%) e normalidade (66,93 a 78,21%) espermatica ndo foram influenciadas

significativamente (P> 0,05) pela inclusdo da PHF nas dietas (Tabela 5).

Tabela 5 — Concentracdo, sobrevivéncia e normalidade
dos espermatozoides de tilapia-do-Nilo alimentados com
as dietas experimentais.

Concentragao Normalidade

. N
Dietas (spz 10° mL%) Sobrevivéncia (%) (%)

C 1,29 +0,70 78,06 10,29 66,93 + 7,68
1% 1,36 + 0,59 81,14 + 13,27 70,93 +10,71
2% 1,47 £ 0,65 80,66 + 11,73 75,86 £ 5,77
3% 1,75 +0,62 84,96 + 6,16 73,06 £ 10,95
4% 1,76 + 1,06 82,13 +9,03 78,21 +8,74
5% 2,03+0,88 79,01 £12,75 73,92 £12,10

P

0,2615

0,7649

0,1553

Valores expressos como média + desvio padréo.
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As taxas médias de motilidade (MOT) e velocidades esperméticas avaliadas no
presente estudo (VCL, VAP e VSL) nao foram influenciadas significativamente (P>
0,05) pela incluséo dietética da PHF nos diferentes tempos ap0s a ativagdo espermética
(Tabela 6). O resultado pode ser atribuido ao atendimento dos niveis nutricionais
sugeridos na literatura de proteina, energia e vitamina C para boa performance dos

parametros espermaticos de machos de tilapia.

Tabela 6 - Parametros espermaticos de tilapia-do-Nilo alimentados
com as dietas experimentais.

Dietas IMOT (%) 2VCL (um s?) SVAP (um s?) 4VSL (um s)
10 segundos apés a ativagéo espermatica
C 70,43 £10,44 111,52 + 10,17 57,01 £ 08,70 50,96 + 07,56
1% 64,02 £ 15,63 106,23 + 12,76 53,52 + 08,92 48,30 £ 07,01
2% 62,51 +12,78 110,31+ 11,34 55,01 + 06,04 48,29 + 05,38
3% 64,65 + 09,54 105,11 + 08,43 50,25 £ 05,71 45,02 + 06,32
4% 67,25 + 11,22 107,61 + 11,86 50,26 + 08,35 45,34 £ 06,74
5% 69,01 £ 12,20 112,95 + 10,15 54,97 £ 05,27 48,53 + 03,83
P 0,7085 0,5429 0,2358 0,2935
30 segundos apos a ativagdo espermatica
C 66,03 + 16,88 77,35 + 08,99 39,28 £ 06,30 36,43 £ 05,55
1% 58,43 £ 16,76 76,26 + 11,46 36,45 £ 07,45 37,71 £ 06,70
2% 59,27 £ 11,08 70,39 + 09,19 33,84 £ 04,75 31,06 £ 03,94
3% 62,03 £ 13,26 77,42 + 09,33 36,01 £ 04,58 32,98 £ 04,54
4% 53,67 £ 19,59 79,21 +10,43 37,12 + 06,56 33,72 £ 05,43
5% 58,12 + 18,64 70,69 + 10,71 33,98 + 06,22 31,40 £ 05,70
P 0,6651 0,2438 0,3517 0,2843
60 segundos ap0s a ativagdo espermatica
C 43,77 £ 19,33 53,59 + 06,06 24,23 £ 03,87 22,44 + 03,58
1% 38,02 £ 18,40 56,36 + 08,52 24,58 + 05,23 22,56 + 05,05
2% 32,58 £ 14,53 54,75 + 09,38 24,25 + 05,99 21,96 £ 05,44
3% 44,12 + 14,07 57,34 + 09,16 23,48 £ 03,04 21,31+ 02,79
4% 38,19+17,14 57,96 + 07,92 24,65 + 05,58 22,43 £ 05,30
5% 32,10 £ 19,76 52,23 + 08,65 21,65 + 04,88 19,98 + 04,42
P 0,4788 0,6141 0,7428 0,7923

Valores expressos em média + desvio padrdo. *MOT: Taxa de motilidade espermatica; 2VCL: Velocidade curvilinea;
3VAP: Velocidade média do caminho. *VSL: Velocidade em linha reta.

Na literatura, foi encontrado apenas um trabalho referente a avaliacdo dos
efeitos da inclusdo de hidrolisado proteico em dietas sobre a saude e fertilidade de
machos, entretanto, para ratos. Segundo Lassoued et al. (2018), a inclusdo de
hidrolisados de thornback ray (Raja clavata) para ratos demonstrou atividades

hipocolesterolémicas e antioxidantes que reduziram a aterosclerose por meio da
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reducdo do estresse oxidativo, das concentra¢cdes dos metabdlitos plasmaticos de
colesterol total, triacilglicerdéis, LDL e aumento do HDL sérico, além de contribuir para a
melhora dos parametros espermaticos (concentracdo, motilidade e viabilidade) quando
induzidos aos impactos negativos da hipercolesterolemia.

Estudos com a mesma variedade de tilpia (GIFT) realizado por Ribeiro et al.
(2018) demostraram que machos alimentados com dietas contendo 44% de proteina
na dieta apresentam superior qualidade esperméatica em comparacdo com niveis de 32,
38 e 50% de proteina dietética.

Sarmento et al. (2017) verificaram que dietas (37% de proteina bruta e 3.900
kcal kg energia bruta) suplementadas com vitamina C (0, 261, 599 e 942 mg kg') para
machos reprodutores de tilapia-do-Nilo alimentados a 2% do peso vivo diariamente
durante o periodo de 100 dias, proporcionou superior qualidade seminal exibindo
aumento do IGS, volume seminal, motilidade (de 60,0 para 90,8%), concentracao
espermatica (de 2,2 para 3,5 spz 106 mL™') e velocidades (VCL, VAP e VSL), contudo,
sem determinar efeitos sobre a normalidade (86,1%) dos espermatozoides.

Diferentemente dos resultados obtidos no presente estudo, pois ndo foram
constatados efeitos significativos sobre os valores médios do IGS e apresentou valores
inferiores aos mencionados pelos autores acima para as médias de motilidade
espermatica (44,55 a 62,68%) evidenciadas aos dez segundos apds a ativacao, porém,
a concentracdo espermatica (1,29 a 2,03 spz 10° mL?) apresentou valores médios
superiores.

Neste sentido, a falta de influéncias significativas entre o grupo controle e com a
inclusdo da PHF sobre os parametros espermaticos, concentracdes de testosterona
plasmatica e desenvolvimento testicular dos machos (IGS), indica que este ingrediente
ndo afeta os processos de proliferacdo espermatica devido ao fornecimento de niveis
nutricionais adequados para a manutencdo do crescimento, funcdes fisioldgicas e

reprodutivas.

6. Concluséo

A incluséo de até 5% da PHF como fonte proteica alternativa pode ser realizada
para machos de tilapia-do-Nilo, pois ndo interfere nos parametros espermaticos, bem
como, contribui para o metabolismo lipidico, reducdo da gordura visceral e indice

viscerossomatico.
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Anexo

1- Aquicultura Venites; 2- ldentificacdo das fémeas com microchips; 3-
Biometria; 4- Coleta de ovos; 5- Ovarios; 6- Ovos; 7- Sistema de incubacéo
de ovos; 8- Disposi¢do dos hapas; 9- Manejo dos reprodutores; 10- Visado
panoramica do viveiro destinado a reproducao.
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