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RESUMO

Ingredientes inovadores desenvolvidos por processos biotecnoldgicos como as proteinas
hidrolisadas produzidas por meio da hidrdlise enzimatica a partir de coprodutos
agroindustriais de origem animal propiciam peptideos bioativos que exercem fungdes
essenciais no metabolismo do animal. Foram realizados dois experimentos com o objetivo
de avaliar niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado suino (PHFS) por meio do
desempenho produtivo de alevinos de tilapia-do-Nilo e no comportamento alimentar dos
alevinos de dourado e til&pia-do-Nilo. Para tanto, foram elaboradas seis dietas, sendo uma
racdo controle contendo farinha de peixe (FPE) e outras cinco dietas com niveis de
inclusdo da PHFS (1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0%), para 0s respectivos ensaios experimentais.

No primeiro experimento, foram utilizados 480 alevinos de tilapia-do-Nilo com peso

médio de (0,80+0,07 g), distribuidos em 24 tanques (70 litros), em um delineamento
inteiramente casualizado com seis tratamentos e quatro repeticoes. Peixes que receberam
a suplementacdo de PHFS apresentaram maior sobrevivéncia (P<0,05) em comparacgéo
com os peixes alimentados com a dieta controle. Com base na regressdo polinomial de
segunda ordem, os melhores resultados de peso final, ganho em peso, converséo alimentar
aparente e taxa de crescimento especifico foram obtidos nos peixes que receberam as
dietas contendo 2,02%; 2,91%; 2,91% e 2,31% de PHFS, respectivamente. Foram
encontradas diferengas (P<0,05) entre os tratamentos para o peso final, ganho em peso,
ganho em peso diario, taxa de crescimento especifico, conversdo alimentar aparente,
custo da ragdo, custo do milheiro e receita liquida. Nao foram observadas diferencas
(P>0,05) para as variaveis de composicdo centesimal, crescimento muscular, tecido
hepatico, microvilosidade intestinal e custo de alevinos. Conclui-se, que a PHFS pode ser
utilizado eficientemente pela tildpia-do-Nilo. Recomenda-se a inclusdo de 2,91% de
PHFS em dietas para a fase inicial de criacdo. No segundo experimento, foram utilizados
12 alevinos de tilapia-do-Nilo (2,80 + 0,17 g), e 12 alevinos de dourado (7,89 + 1,05 g).

Para ambos 0s modelos bioldgicos, 0s peixes foram distribuidos em 12 aquéarios com

volume de 10 litros, num delineamento experimental em quadrado latino com duas
medidas repetidas (manhd e tarde). Os animais passaram por um periodo de adaptacao e
treinamento de dez dias para que os peixes se adaptassem a presenga humana, para o
registro do comportamento alimentar, quantificagdo de pelete até a saciedade aparente, e

horéarios de alimentacéo e manejo dos aquarios. Os peixes foram alimentados duas vezes
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ao dia, para cada alimentacdo ao longo do dia foram fornecidos 20 peletes por peixe e 0
ensaio teve duragdo de seis dias. Em ambos os ensaios, foram observados os
comportamentos alimentares referentes ao numero de peletes consumidos, numero de
rejeicdo do pelete apds a captura, nUmero de aproximacédo sem haver a captura do pelete
e tempo de captura do primeiro pelete (s). Foram estabelecidos um periodo de trés
minutos de filmagens para cada alimentagéo realizada com uma camera digital. N&o
foram observadas diferencas (P>0,05) para os comportamentos alimentares. As dietas
contendo PHFS proporcionam um indice de palatabilidade positivo para as respectivas
espécies. Conclui-se que o uso da PHFS apresenta compostos quimicos solUveis em agua,
atraindo os alevinos de dourado e til&pia-do-Nilo ao alimento, e a uma maior ingestao por

parte dos animais. Recomenda-se a inclusdo de 5% de PHFS para ambas as espécies.

Palavras-chave: Abordagens biotecnoldgicas; coprodutos agroindustriais; ingredientes

inovadores; hidrolise enzimatica; nutricdo animal.
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ABSTRACT

Innovative ingredients developed by biotechnological processes such as hydrolyzed
proteins produced through enzymatic hydrolysis from agro-industrial by-products of
animal origin provide bioactive peptides that play essential roles in the animal's
metabolism. Two experiments were carried out with the objective of evaluating
increasing levels of swine liver hydrolysate protein (PHFS) through the productive
performance of Nile tilapia fingerlings and on the feeding behavior of dourado and Nile
tilapia fingerlings. For that, six diets were elaborated, being a control diet containing fish
meal (FPE) and other five diets with PHFS inclusion levels (1.0; 2.0; 3.0; 4.0 and 5.0% ),
for the respective experimental tests. In the first experiment, 480 Nile tilapia fingerlings
with an average weight of (0.80+0.07 g) were distributed in 24 tanks (70 liters), in a
completely randomized design with six treatments and four replications. Fish that
received PHFS supplementation showed greater survival (P<0.05) compared to fish fed
the control diet. Based on second-order polynomial regression, the best results for final
weight, weight gain, apparent feed conversion and specific growth rate were obtained in
fish that received diets containing 2.02%; 2.91%; 2.91% and 2.31% of PHFS,
respectively. Differences (P<0.05) were found between treatments for final weight,
weight gain, daily weight gain, specific growth rate, apparent feed conversion, feed cost,
cost per thousand and net income. There were no differences (P>0.05) for the variables
of proximate composition, muscle growth, liver tissue, intestinal microvilli and fingerling
cost. It is concluded that PHFS can be used efficiently by Nile tilapia. The inclusion of
2.91% PHFS in diets for the initial rearing phase is recommended. In the second
experiment, 12 Nile tilapia fingerlings (2.80 + 0.17 g) and 12 dourado fingerlings (7.89 +
1.05 g) were used. For both biological models, the fish were distributed in 12 aquariums
with a volume of 10 liters, in a Latin square experimental design with two repeated
measurements (morning and afternoon). The animals underwent a period of adaptation
and training of ten days for the fish to adapt to human presence, to record feeding
behavior, quantification of pellets until apparent satiety, and feeding schedules and
aguarium management. The fish were fed twice a day, for each feeding throughout the
day, 20 pellets were provided per fish and the trial lasted six days. In both trials, feeding
behavior was observed regarding the number of pellets consumed, number of pellet
rejection after capture, approximation number without pellet capture and time of capture
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of the first pellet (s). A period of three minutes of filming was established for each feeding
performed with a digital camera. No differences (P>0.05) were observed for eating
behaviors. Diets containing PHFS provide a positive palatability index for the respective
species. It is concluded that the use of PHFS presents chemical compounds soluble in
water, attracting the gold and Nile tilapia fingerlings to the food, and to a greater ingestion
by the animals. The inclusion of 5% PHFS is recommended for both species.

Keywords: Biotechnological approaches; agro-industrial by-products; innovative

ingredients; enzymatic hydrolysis; animal nutrition.
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1.0 INTRODUCAO GERAL

A aquicultura € uma das grandes vertentes do setor agropecuario mundial, pois
pode contribuir substancialmente na obtencdo de alimentos funcionais para a saude
humana e no aspecto socioecondmico e ambiental (FAO, 2020). O crescimento da
atividade aquicola faz com que a demanda pela producdo de ingredientes com qualidade
aumente proporcionalmente, a fim de maximizar o desempenho produtivo do animal, bem
como, melhorar o valor nutritivo das dietas (Pastore et al., 2012).

E sabido que a farinha de peixe é o ingrediente proteico de origem animal mais
utilizado na elaboracdo de ragdes para peixes e camardes marinhos, pelo fato de ser uma
excelente fonte de nutrientes (NRC, 2011). As racGes para peixes tropicais pouco/sequer
usam este insumo.

Fontes proteicas obtidas de animais e plantas terrestres tém sido utilizado como
ingredientes convencionais em rag¢fes para organimos aquaticos (Pastore et al., 2012).
Entretanto, existem limitacbes quanto & inclusdo desses componentes principalmente
associados a composicdo nutricional, palatabilidade, digestibilidade, qualidade fisica,
aparéncia fisica, presenca de fatores antinutricionais e problemas no processamento
(Rodrigues et al., 2013), o que compromete a elaboracdo e formulacéo de ragdes.

Neste cenario, uma alternativa promissora para elaboracdo de dietas aquicolas
com a utilizagdo de ingredientes ricos em proteinas € a producdo de hidrolisados proteicos
a partir de residuos de coprodutos agroindustriais de suinos (Aristoy & Toldra, 2011). A
producdo brasileira de suinos ocupa a quarta posi¢cdo no ranking mundial de producéo
(ABPA, 2021), gerando residuos oriundos das etapas de abate e processamento que
podem ser transformados por meio do emprego de biotecnologia através da hidrélise
enzimatica que catalisam hidroliticamente as ligacdes peptidicas da molécula de proteina
melhorando a disponibilidade de nutrientes, e consequentemente o valor nutricional das
matérias-primas (Martinez-Alvarez et al., 2015).

A sustentabilidade do crescimento da cadeia produtiva da piscicultura depende de
estratégias nutricionais que visam buscar ingredientes alternativos com alta qualidade
nutricional, que atendam as exigéncias nutricionais das espécies, que sejam
economicamente viaveis, maximizando o desempenho produtivo e mitigando o impacto
ambiental (Cyrino et al., 2010).

O figado suino € um ingrediente potencial que apresenta caracteristicas desejaveis

devido a sua alta qualidade bioldgica como fonte de proteinas, aminoacidos, minerais e
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vitaminas (Nollet & Toldra, 2011). Sendo assim, 0s peixes apresentam uma excelente
oportunidade para destino do produto, pois anualmente sdo produzidos 82 x 10° t no
mundo (FAO, 2020) e 841.005 t no Brasil (PEIXE BR, 2022), o que demandam cerca de
51,36 x 10° t de ragdo a nivel global (ALLTECH, 2022), e 1,35 x 10° t a nivel nacional
(SINDIRACOES, 2022).

Dentre as espécies de peixes, que apresenta maior destaque no Brasil, é a tilapia-
do-Nilo, com 534.005 t em 2021, é a espécie mais criada e que demanda a maior
quantidade de racdo (PEIXE BR, 2022). Outras nativas, no entanto, ndo sdo muito
produzidas, como € o caso do Salminus brasiliensis, popularmente conhecido como
dourado, peixe carnivoro, nativo das bacias dos rios Parana, Paraguai, Uruguai, Alto rio
Chaparé e Mamoré (Flora et al., 2010). Mesmo ndo apresentando alta quantidade de
producdo, é muito apreciado pelo sabor de sua carne (Flora et al., 2010; Weingartner &
Zaniboni-Filho, 2013), sendo parte dos motivos da baixa produtividade da espécie
auséncia de tecnologia de producdo, tais como auséncia de ragdo especifica para sua
criacéo.

Apesar de varios avancos recentes na nutricdo da tilapia-do-Nilo (Carvalho et al.,
2020; Toyes-Vargas et al., 2020; Dos Santos Cardoso et al., 2021; Romaneli et al., 2021)
e algumas para o dourado (Braga et al., 2008; Borghesi et al., 2009; Moro et al., 2016;
Moro et al., 2017), existe ainda uma lacuna de informac6es que avaliam a inclusdo de
novos ingredientes com base em proteina hidrolisada de coprodutos de frigorificos, tais
como o de figado suino. Dessa maneira, estudos visam avaliar as respostas fisioldgicas,
comportamentais e de desempenho zootécnico diante de dietas que contém proteina
hidrolisada de figado suino, sdo necessarios para compreender se este ingrediente pode
ser utilizado e consequentemente, contribuir para o aumento da produtividade e da

qualidade dos pescados, auxiliando no fortalecimento da cadeia produtiva da piscicultura.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a inclusdo de niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado suino
sobre aspectos da atrato-palatabilidade em dietas para alevinos de dourado (Salminus
brasiliensis) e tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), e no desempenho produtivo de
alevinos de tilapia-do-Nilo.

2.2 Objetivos Especificos

Artigo I: Hidrolisado proteico de figado suino em dietas para alevinos de tilapia-do-
Nilo

e Avaliar o desempenho produtivo de alevinos de tilapia-do-Nilo com niveis de
incluséo de proteina hidrolisada de figado suino;

e Analisar a composicdo centesimal de alevinos, submetidos a dietas com distintos
niveis de hidrolisado proteico;

e Estimar o nivel de inclusdo de proteina hidrolisada de figado suino que melhor
expressa 0 desempenho zootécnico de alevinos de tilapia-do-Nilo;

e Investigar possiveis influéncias e alteracdes histomorfométricas causadas pela
inclusdo dos hidrolisados nas dietas sobre o crescimento muscular, células
hepaticas do figado e microvilosidades intestinais;

e Verificar a integridade hepatica dos alevinos alimentados com hidrolisado
proteico;

e Examinar a viabilidade econdmica da proteina hidrolisada de figado suino com

variaveis percentuais na alimentacéo de alevinos de tilapia-do-Nilo.

Artigo I1: Atratividade e palatabilidade da proteina hidrolisada de figado suino em
dietas para alevinos de dourado (Salminus brasiliensis) e tilapia-do-Nilo

(Oreochromis niloticus)

e Caracterizar o comportamento alimentar de alevinos de tilapia-do-Nilo em relacdo

aos parametros de atratividade e palatabilidade.
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3.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mercado mundial de carne suina

O Brasil esta em quarto lugar mundial em producdo e em exportacdo de carne
suina (ABPA, 2021), isso se deve ao desenvolvimento da cadeia produtiva da
suinocultura por meio de uma criagdo tecnificada e industrial, e avangos em elementos

como sanidade, nutri¢do, genética, bom manejo de granja e produgdo integrada.

Devido a esses fatores, a suinocultura vem se destacando e crescendo no Brasil
nas ultimas décadas e contribuindo para o0 aumento da proteina de origem animal. O pais
tem atendido a demanda interna de carne suina, e conquistado o mercado internacional
por meio de exportacdes em grandes volumes, gerando lucratividade para o setor
agropecuario (ABPA, 2021). Esta atividade compete com outras cadeias produtivas como

a avicultura, bovinocultura e piscicultura no fornecimento de alimento de origem animal.

A carne suina apresenta um alto valor bioldgica além de ser saborosa. A parte
muscular é a porc¢do do animal mais consumida, e a utilizagdo de coprodutos tais como
visceras, carcagas e outros 6rgdos internos sdo usados como alimento, podendo ser
consideradas iguarias de altos precos, bem como, material residual a ser descartado
(Toldra et al., 2012).

Dentro do cenario mundial, a China é o maior produtor de carne suina, seguida
pela Unido Europeia, Estados Unidos, Brasil e Russia (ABPA, 2021). A China também

ocupa o primeiro lugar na importacdo do respectivo tecido muscular.

3.2 Figado suino

O figado suino apresenta uma composicao quimica com um contetdo nutricional
rico em proteinas, aminoacidos, vitaminas e minerais (Nollet & Toldra, 2011). Existem

varia¢fes nos macros e micronutrientes presentes na composi¢do quimica do figado suino

podendo ser atribuido a fatores como sexo, idade, raca, tempo de crescimento do animal
a ser abatido, clima e racdo oferecida (Honikel, 2011).
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Esta matéria-prima pode ser utilizado na alimentagdo humana e animal (Seong et
al., 2015). Na aquicultura, alguns estudos relatam a obtenc¢éo de hidrolisado proteico a
partir do figado suino, demonstrando que a inclusdo deste ingrediente alternativo em
dietas apresenta uma alta digestibilidade (Lorenz et al., 2018), e beneficios ao crescimento
dos animais (Lewandowski et al., 2013; Dieterich, 2014; Lorenz et al., 2021).

3.3 Coprodutos agroindustriais gerados na suinocultura

A suinocultura brasileira esta em uma crescente expansao na producdo de carne
com boa qualidade nutricional. Contudo, esse crescimento na cadeia produtiva gera
coprodutos oriundos das etapas de abate e processamento (Mullen et al., 2017).

Em geral, esses produtos gerados pela industrializacdo da carne suina séo
constituidos por sangue, pele, visceras, 0ssos e gordura (Tapparo et al., 2019). Estima-se
que o volume do coproduto para esta atividade seja de 48% em relagdo ao peso do animal
(Villamil et al., 2017; Ferreira et al., 2018). Estes coprodutos tém levantado discussdes

guanto ao risco de contaminacdo ambiental (Kunz et al., 2012).

Neste sentido, nos Gltimos anos, por meio da aplicacdo de ciéncia, tecnologia e
inovacdo, a industria de carnes vem desenvolvendo a transformacéo de residuos em
produtos que agregam valor e aumentam a rentabilidade econdmica da cadeia produtiva
(Toldra et al., 2012). Esses produtos além de apresentarem alta qualidade nutricional
(Aristoy & Toldra, 2011), também apresentam ingredientes funcionais (Toldra et al.,

2016), algo que instiga o interesse industrial.

Dentre as biotecnologias empregadas a hidrélise enzimatica vm destacando, pois
é uma técnica que envolve a utilizacdo de enzimas proteoliticas, vegetais ou de origem
microbiana (Korhonem, 2009), as quais catalisam hidroliticamente as ligacdes peptidicas
da molécula de proteina para melhorar o valor nutricional da matéria-prima (Martinez-
Alvarez et al., 2015).

3.4 Hidrolisados proteicos

O hidrolisado proteico consiste no fracionamento de moléculas de proteinas em
unidades peptidicas de diversos tamanhos, que podem ser obtidas a partir da hidrélise
quimica (4cida e alcalina) e hidrélise enzimatica com adi¢do de enzimas (Pasupeleti &

Braun, 2010). O processo de hidrolise enzimatica € o mais empregado devido ao seu valor
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nutritivo (Furlan & Oetterer 2002). Esta reagdo quimica que ocorre na estrutura da
proteina permite o surgimento de aminoacidos livres e compostos peptidicos que podem
ser facilmente empregados na nutricdo animal e humana (Mullen et al., 2017).

Na hidrélise acida e alcalina, o processo ocorre sob condi¢cdes ndo brandas
gerando produtos degradados, o que implica em um menor valor nutritivo do alimento, o
que resulta em um enfraquecimento nas propriedades fisicas, quimicas e nutricionais,
ocasionando a rejei¢ao da ingestdo do mesmo (Holanda, 2004; Srichanum et al., 2014).
Em principio, a hidrolise enziméatica apresenta vantagem para o processo de clivagem
quimica das proteinas pela sua rapidez e praticidade, por utilizar menores concentragdes
de reagentes, assim como, controlar o grau de hidrdlise permitindo a conservagdo das
suas propriedades nutricionais e funcionais para o uso na nutri¢ao (Toldra et al., 2016).

O processo da produgdo de um hidrolisado proteico consiste basicamente em seis
diferentes fases (Figura 1), aos quais compreendem desde a preparagdo da proteina
soluvel até no produto final (Pasupuleti & Braun, 2010) sendo utilizadas pHmetro digital,
termdmetro digital para alimentos tipo espeto e balanca semi-analitica para pesagem dos
reagentes (Maluf 2020). Geralmente as matérias-primas sdo produzidas em um
processador de alimentos (trituradas), posteriormente encaminhadas para reator industrial
de aco inox ou agitador mecanico, banho termostatizado e por fim os hidrolisados obtidos
passam por um processo de filtragdo em peneira de 0,5 e 1,0 mm (Dieterich, 2014; Silva

etal., 2017).
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FASE 1: FASE 2:

Proteina solivel: (agua) Hidrélise

0O Hidrolise enzimatica: O Hidrolise enzimatica:
- B DS IR (R G - ¥ Enzimas seletivas: (k.lidrélise controlada);
0 t}ﬁ?@ﬁ?ﬁ}ma- 0 Hidrolise quimica:
> Preparo do substrato: (ajuste de pressio). » Acidos ou bases: (hidrélise nio controlada).
FASE 4: FASE 3:
. " , Término da hidrolise:
Purificacio de proteinas: ‘ O Hidrolise enzimatica:
- Fl]]:ra(.;ao; - » Poraumento da temperatura ou ajuste do
U Centrifugacio; pH:
g C ﬁ:h'agaf;) : de troca ioni U Hidrolise quimica:
romatogratia ¢e froca otuca. » Porreducdo da temperatura ou pressio.
FASE 5: FASE 6:
Eliminacio de reagentes e patégenos: Produto final:
O Pasteurizacio; -
a Evaporagz".iog O Hidrolisado proteico
O Spray drying.

Figura 1. Fluxograma da producdo de hidrolisado proteico (Adaptado de Pasupuleti & Braun, 2010).
Fonte: Ricacio Gomes.

3.5 Propriedades nutritivas, funcionais e composi¢éo nutricional dos hidrolisados
proteicos: atratividade e palatabilidade, crescimento e imunomoduladores

Nos ultimos anos, a aquicultura faz uso parcial e/ou total de proteinas hidrolisadas
como fonte proteica em substituicdo a farinha de peixe, em que evidencia melhor éxito
na absorcdo dos nutrientes das dietas, refletindo no melhor crescimento e nas respostas
fisiologicas de diferentes espécies de peixes (Tabela 1).

A composicao da racdo das proteinas hidrolisadas € variavel (Tabela 2), dispondo
de proteina (8,80 a 66,50%), lipidios (1,32 a 15,40%), matéria mineral (4,52 a 11,60%) e

umidade (35,70 a 96,00%) em sua composi¢do quimica.

Caunesp 14



Tabela 1. Efeitos positivos do hidrolisado proteico na nutricao de peixes.

Hidrolisados

Espécie

Dietas - niveis de inclusdo

Duracéo
(dias)

Resultado

Bibliografia

Hidrolisado proteico de figado suino e
residuo de processamento de tilapia
(Oreochromis niloticus)

Hidrolisado proteico comercial

Hidrolisado proteico de figado suino e de
tilapia (Oreochromis niloticus) com
enzimas endogenas: alcalase e papaina

Caunesp

Dieta controle, 20 % de hidrolisado de
figado suino com Alcalase®, 20% de

Pintado real (Pseudoplatystoma hidrolisado de figado suino com Brauzin®,

sp)

Abalone (Haliatis midae)

Larvas de jundia (Rhamdia
voluezi) e mandi (Pimelodus
bretskii)

20% de coproduto de tilapia com
Alcalase® e 20% de coproduto de tilapia
com Brauzin®

Duas dietas com alto e baixo nivel de
silagem de truta arco-iris, duas dietas com
alto e baixo nivel de hidrolisado comercial

(ACTIPAL HP1)

Dieta basal sem inclusdo de hidrolisado
(CO), 20,0% de inclusdo de hidrolisado de
figado suino com alcalase (FA), 20,0% de

inclusdo de hidrolisado de figado suino

com papaina, 20,0% de inclusdo de
hidrolisado de tilapia com alcalase (TA) e
20,0% de inclusdo de hidrolisado de tilapia
com papaina (TP).

50

153

30

A inclusdo de 20% de ambos
hidrolisados melhorou a conversédo
alimentar aparente e a taxa de
crescimento especifico

Melhora no crescimento e na sadde

Ambos hidrolisados podem ser um

ingrediente alternativo a farinha de

peixe / N&o promoveu prejuizos ao
crescimento animal

Dieterich, 2014

Goosen et al., 2014

Lewandowski et al.,
2014

15



Hidrolisado proteico de atum amarelo
(Thunnus albacares)

Hidrolisado proteico de subproduto da
sardinha (Sardinella brasiliensis)

Hidrolisado proteico de camarédo branco
do Pacifico (Litopenaeus vannamei)

Hidrolisado proteico de residuos da
filetagem de tildpias (Oreochromis
niloticus)

Hidrolisado proteico de subproduto de
tilapia (Oreochromis niloticus)

Hidrolisado proteico de camardo branco
do Pacifico (Litopenaeus vannamei)
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Estujdo Persa (Acipenser
pessions)

Jundia (Rhamdia quelen)

Bijupira (Rachycentron
canadum)

Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus)

Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus)

Robalo europeu (Dicentrarchus
labrax)

Controle (Farinha de peixe) e niveis
crescentes de hidrolisados (10,0; 25,0 e
50,0%)

Controle; hidrolisado de musculo (5,00;
10,00 e 25,0%) e hidrolisado de viscera
(5,0; 10,0 e 25,0%)

Controle; hidrolisado (6,0; 12,0 e 18,0%)

0,0;2,0; 4,0,6,0 e 8,0%

0,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0%

Farinha de peixe (5,0; 15,0 e 20%); 5,0%
de farinha de peixe suplementada com
5,0% de hidrolisado; e 15,0% de farinha
de peixe mais 5,0% de hidrolisado

45

ND

30

ND

40

110

Melhora o crescimento e 0 consumo
de racéo

Melhora o aproveitamento
metabdlico: reducdo da excrecdo da
aménia

A incluséo de 12% do hidrolisado
proteico pode ser utilizado sem
comprometer 0s parametros
zootécnicos

Elevados coeficiente de
digestibilidade para proteina bruta e
energia bruta / Nao afeta o
desempenho produtivo

Alta digestibilidade / Crescimento
das fibras musculares / A incluséo de
4,75% melhora o peso, ganho em
peso e taxa de eficiéncia proteica

Beneficios imunomoduladores /
Promove e melhora a salide na
prevencdo de doencas ocasionadas
por Vibrio pelagius

Ovissipour et al., 2014

Venturin et al., 2016

Costa-Bomfim et al.,
2017

Sary et al., 2017

Silvaetal., 2017

Gisbert et al., 2018
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Hidrolisados carneos de aves e suinos

Hidrolisado proteico de residuos da
filetagem de tilapia (Oreochromis
niloticus)

Hidrolisado proteico de aves e suinos
aminEUA Til4pia®

Hidrolisado proteico de frango

Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus)

Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus)

Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus)

Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus)

5,0% de farinha de peixe; 5,0% de

proteina hidrolisada de frngo; 5,0% de
proteina hidrolisada de figado suino; 5,0%

protein hidrolisada de penas

0,0; 2,5;5,0; 7,5 € 10,0%

0,00; 0,30; 0,60; 0,90; 1,20 e 1,50%

0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 € 6,0%

30

45

30

A proteina hidrolisada de frango
aumentou o indice de palatabilidade,
0 consumo de peletes, proporcionou

0 menor ndmero de rejei¢des e
menor ndmero de aproximagao sem
captura do pelete

A inclusdo de 5% melhora o
desempenho / Ambas as dietas
melhoraram a resisténcia dos peixes
No estresse por exposicdo ao ar

A incluséo de 0,60% de hidrolisado
proteico de aves e suinos em ragoes
para larvas de tilapia, é o nivel ideal
de concentragdo para ganho em peso
e comprimento, e boa resposta a
resisténcia ao estresse por exposi¢éo
ao ar

A incluséo de PHF ndo prejudicou a
performance produtiva dos alevinos
de Tilapia do Nilo em niveis até
6,0% deste produto nas dietas.
Recomenda-se a utilizagdo de 3,0%
de PHF para melhor ganho em peso
dos animais

Alves et al., 2019

Farias, 2019

Peron et al., 2020

Rocha et al., 2021

ND= nao determinado.
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Tabela 2. Composicéo da racdo dos hidrolisados.

Composicéo da ragdo dos

Hidrolisados Espécie Dietas e niveis de inclusdo hidrolisados (%) Bibliografia
PB EE MM UM
5% de HPP 38,35 3,83 6,72 94,50
Hidrolisado de peixe Salmé&o do Atlantico (Salmo salar) 10% de HPP 38,61 3,84 6,27 94,68 Resfie et al., 2004
15% de HPP 38,43 3,76 5,86 94,37
o ) ) _ _ UF1 46,70 9,87 10,09  FxxEx
Hidolisado proteico de escamudo-do- Linguado azeitona (Paralichthys UE?2 46,92 9,48 1039 wwwe Zheng et al., 2012
alaska (Theragra chalcogramma) olivaceus)
NUF 46,26 9,83 10,17 *xx**
idroli i ito-li 40% de HPP 65,70 3,60 8,30  Fxxxx . i
Hidrolisado de viscera de bonito-litrado Robalo asiatico (Lates calcarifer) ° Chotikachinda et al., 2013
(Skipjack tuna) 60% de HPP 66,50 3,40 7,30  Rrwex
HPFS 14,80 1,32 5,59 73,69
Hidrolisado de residuos carneos Surubim do Iguagu (Steindachneridion HPT 8,80 13,39 4,52 71,51 Lewandowski et al., 2013
melnodermatum) HPS 12,21 1,55 521 76,10
HPK 44,10 2,30 10,50 56,10
Hidrolisado de subprodutos de camaréio Dourada (Red sea bream) HPC 63,40 11,20 10,50 96,00 Buietal., 2014
e peixe HPT 71,20 15,40 4,80 95,00
1% de HPP 29’73 3’70 *hkkk *hkkk
Hidrolisado proteico de residuo de Tilapia-do-Nilo (Oreochromis 2% de HPP 29,73 3,81 Rk e Rocha. 2014
tilapia e sardinha niloticus) 3% de HPP 29,73 3,92 ool '
4% de HPP 29’73 4’03 *hkkk *hkkk
Red seabream —HPP 4100 160 1160 58,20
Hidrolisado proteico de residuo de atum  Dourada (Red sea bream) e linguado i HPK_ Khosravi et al.. 2015
fresco e krill (Euphasia superba) azeitona (Paralichthys olivaceus) Paralichthys olivaceus — .
HPP 22,00 2,60 7,10 35,70
HPK
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Hidrolisado proteico de coproduto de HPFSM
sardinha (Sardinella sp.) Jundi& (Rhamdia quelen) HPFIM
Hidrolisado proteico de sardinha Jundi4 (Rhamdia quelen) HPFSM
(Sardinella sp.) HPFEVIS
7% de HPFS
0,
Hidrolisado de figado suino Dourado (Salminus brasiliensis) 14% de HPFS
21% de HPFS
28% de HPFS
idrolisad ico de subbroduto d 2% de HPP
Hidrolisado proteico de subproduto de Jundia (Rhamdia quelen) 5% de HPP

sardinha (Sardinella sp.)
10% de HPP

85,50
77,00
85,50
61,40
44,82
44,21
43,83
44,60
39,39
39,52
39,83

2,00
2,03
2,00
1,69
7,30
8,33
9,97
9,65

*kkk*k
3k 3k % % %

3k 3k % % %

8,00

3,30

8,00

11,30
10,97
10,49
11,03
12,08
13,99
13,16
11,83

93,28
35,08
93,28
90,40
94,58
94,80
94,92
89,10

*kkkk
% 3k 3k % %k

% 3k 3k % %k

Fabregat et al., 2016

Venturin et al., 2016

Lorenz, 2017

Haetal., 2019

PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; MM = matéria mineral; UM = umidade; HPP = hidrolisado de proteina de peixe; UF1 =hidrolisado ultrafiltrado; UF2= hidrolisado ultrafiltrado;
HPFS =hidrolisado de proteina de figado suino; HPT = hidrolisado de proteina de tilapia; HPS = hidrolisado de proteina de sardinha; HPK =hidrolisado de proteina de krill; HPC =
hidrolisado de proteina de camar&o; HPFSM =hidrolisado de proteina de fragio soluvel masculo; HPFSIM = hidrolisado de proteina frag&o insolvel misculo; HPFVISC = hidrolisado

proteico de fracdo de visceras.
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3.6 Sugestdes para trabalhos futuros a curto e medio prazo

Os coprodutos agroindustriais representam matéria-prima que podem ser
transformadas em produtos que agregam valor devido a sua qualidade nutricional com
elevado teor de proteinas, contemplando um perfil de amino&cidos essenciais, entre outras
substancias organicas.

Através do processo biotecnologico, as proteinas presentes nestes residuos do
processamento podem ser catalisadas em unidades peptidicas de diversos tamanhos, por
meio da hidrélise quimica (alcalina ou acida) e enzimaética.

A hidrélise enzimatica é uma técnica que proporciona melhor disponibilidade dos
nutrientes permitindo uma elevada qualidade nutricional e funcional da matéria-prima,
assim como, caracteristicas organolépticas agradaveis contribuindo para uma melhor
assimilagdo dos nutrientes pelos animais.

As proteinas hidrolisadas sdo um ingrediente chave para a elaboracdo de dietas
especificas para organismos aquaticos, e mais estudos devem ser realizados com esses
produtos, considerando que ainda existem gargalos referentes ao entendimento sobre o
efeito desses hidrolisados sobre a fisiologia dos peixes, bem como, técnicas de producdo
e viabilidade econdmica quanto ao seu uso. Dessa maneira, para a elaboracgao de pesquisas
futuras, recomenda-se que sejam realizadas:

» Estudos sobre a viabilidade econémica para se produzir os hidrolisados proteicos
em escala industrial;

» Avaliacdo dos diferentes métodos enzimaticos, assim como, a escolha da proteina
especifica, visto que, cada enzima apresenta uma especificidade quanto as
ligacbes peptidicas produzindo diferentes composicbes aminoacidicas e
propriedades funcionais;

> Realizacdo de testes sobre as condi¢des dos processos dos hidrolisados
enzimaticos: temperatura, pH, tempo de hidrolise, tipo de substrato e relacdo
enzima/substrato;

» Determinacdo da biodisponibilidade de peptideos: tamanho, peso molecular,
sequéncia de aminodcidos, carga, estabilidade e degradacdo enzimatica;

» Investigacdo de possiveis estratégias na incorporacdao em dietas para proteger 0s
peptideos e melhorar a absor¢do de peptideos no trato gastrointestinal dos peixes

no ambito: microencapsulacéo e nanoencapsulagéo;
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» Recomenda-se o desenvolvimento de pesquisas quanto ao uso desse ingrediente
na nutrigdo dos peixes, levando em consideracdo aspectos relacionados ao tempo
de periodo experimental adequado para esclarecer a atuacdo dos hidrolisados no
metabolismo e fisiologia das espécies, estudos para determinar os niveis de
inclusdo dos mesmos em diferentes fases de criacdo dos animais e também nos

diferentes sistemas de cultivo.
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4.0 ARTIGO |

Hidrolisado proteico de figado suino em dietas para alevinos de tilapia-do-Nilo

Este artigo ¢ parte da tese intitulada “Hidrolisado proteico de figado suino em dietas
para alevinos de dourado (Salminus brasiliensis) e tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus)” e esta formatado de acordo com as normas da revista Aquaculture,
https://www.journals.elsevier.com/aquaculture
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Hidrolisado proteico de figado suino em dietas para alevinos de tilapia-do-Nilo

4.1 Resumo

O estudo foi realizado com o objetivo de avaliar niveis crescentes de proteina hidrolisada
de figado suino (PHFS) para alevinos de tilapia-do-Nilo, sobre os aspectos do
desempenho produtivo, composicdo centesimal, crescimento muscular, histologia
hepatica, microvilosidades intestinais e analise econdmica. Utilizaram-se 480 alevinos
(0,80 + 0,07 g), distribuidos em 24 tanques (70 litros), em um delineamento inteiramente
casualizado com seis tratamentos e quatro repeticdes. Foram formuladas seis dietas (40
% PD e 3250 Kcal de ED), com niveis crescentes da proteina hidrolisada de figado suino
(PHFS - 0; 1; 2; 3; 4 e 5%). A sobrevivéncia foi superior (P<0,05) para peixes alimentados
com as dietas contendo PHFS. Observaram-se diferengas (P<0,05) entre os tratamentos
para o peso final, ganho em peso, taxa de crescimento especifico, conversdo alimentar
aparente, taxa de eficiéncia proteica, taxa de retencdo energética aparente, custo da racao,
custo do milheiro e receita liquida. Ndo foram observadas diferencas (P>0,05) para as
varidveis da composicdo centesimal, crescimento muscular, tecido hepatico,
microvilosidade intestinal e custo de alevinos. Os niveis de suplementacdo de PHFS pode
ser utilizada como um ingrediente proteico pela tilapia-do-Nilo, indicando a inclusdo de

2,91% de PHFS na fase inicial de criacao.

Palavras-chave: Biotecnologia; coprodutos agroindustriais; nutricdo de peixes;
Oreochromis niloticus, peptideos bioativos; sustentabilidade.
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Swine liver hydrolyzate protein in diets for Nile tilapia fingerlings

4.2 Abstract

The study was carried out with the objective of evaluating increasing levels of swine liver
hydrolysate protein (PHFS) for Nile tilapia fingerlings, on aspects of productive
performance, proximate composition, muscle growth, liver histology, intestinal microvilli
and economic analysis. . A total of 480 fingerlings (0.80 + 0.07 g) were used, distributed
in 24 tanks (70 liters), in a completely randomized design with six treatments and four
replications. Six diets (40% PD and 3250 Kcal of DE) were formulated with increasing
levels of hydrolyzed pork liver protein (PHFS - 0; 1; 2; 3; 4 and 5%). Survival was
superior (P<0.05) for fish fed diets containing PHFS. Differences (P<0.05) were observed
between treatments for final weight, weight gain, specific growth rate, apparent feed
conversion, protein efficiency rate, apparent energy retention rate, feed cost, cost per
thousand and net income. There were no differences (P>0.05) for the variables of
proximate composition, muscle growth, liver tissue, intestinal microvilli and fingerling
cost. Supplementation levels of PHFS can be used as a protein ingredient by Nile tilapia,
indicating the inclusion of 2.91% of PHFS in the initial rearing phase.

Keywords: Biotechnology; agro-industrial co-products; fish nutrition, Oreochromis
niloticus, bioactive peptides; sustainability.
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4.3 Introducéo

O crescimento da aquicultura tem aumentado ao longo das ultimas décadas (FAO,
2020). Paralelamente a este aumento, houve uma maior demanda de insumos para a
produgio de racBes (SINDIRACOES, 2022). A farinha de peixe oriunda da pesca
extrativa, € um dos ingredientes proteicos mais utilizados para a formulacéo de dietas
para peixes (Stuart et al., 2021). O crescimento e a intensificacdo da aquicultura
aumentaram a demanda por este insumo (FAO, 2018). Sendo assim, nos Ultimos anos
vem sendo desenvolvidas pesquisas cientificas com a finalidade de buscar sucedaneos a

esse ingrediente convencional.

Ao mesmo tempo em que a piscicultura vem se consolidando no mercado, esta
atividade vem gerando uma grande fonte de residuos pela industria de processamento de
pescado (Bacerlar & Muratori, 2020). Os subprodutos representam 60% em peso da
matéria-prima, sendo obtido da sobra do processamento do filé que resulta em cabeca,
nadadeira, pele e visceras (Chalamaiah et al., 2012). Esse residuo apresenta um alto valor
bioldgico, e atraves do processamento dessa matéria-prima em farinha de residuo de peixe
pode proporcionar fonte de agregacdo de valor, e consequentemente, aumentar a
lucratividade da cadeia produtiva da piscicultura, além de contribuir para a reducdo do

impacto ambiental.

Outra abordagem biotecnolégica na forma de hidrolisado proteico vem sendo
utilizada para transformar o residuosdas agroindutrias em um produto com alto valor
nutritivo (Mullen et al., 2017). Os hidrolisados proteicos sdo produtos oriundo de um
processo de hidrdlise enzimética de proteinas intactas dos subprodutos em peptideos de
diversos tamanhos e aminoécidos livres que tem por objetivo melhorar a disponibilidade
de nutrientes da matéria-prima (Dieterich et al., 2014). Geralmente apresentam
propriedades funcionais com amplo espectro de a¢es fisioldgicas ao organismo (Hou et
al., 2017) e com cerca de 2 a 20 aminoacidos (Pihlanto-Leppél&, 2000).

A inclusdo de hidrolisados proteicos em dietas para organismos aquaticos pode
influenciar positivamente o crescimento dos animais (Lewandowski et al., 2013),
conversdo alimentar aparente, taxa de eficiéncia proteica (Dieterich, 2014; Khosravi et
al., 2015), atratividade e palatabilidade (Alves et al., 2019), salde e resisténcia organica
(Sampath Kumar et al., 2012; Bui et al., 2014; Gisbert et al., 2018). Neste sentido, a
aplicacdo de nutrientes que possibilitem melhor aproveitamento e desempenho é

imprescindivel para atingir uma producdo mais sustentavel, e consequentemente mais
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competitiva no mercado (Cyrino et al., 2010), principalmente para espécies que sdo
amplamente produzidas no mundo, como é o caso da tilapia-do-Nilo. Esta espécie apesar
de ser a terceira espécie de peixe mais produzida no mundo (FAO, 2020) e com muitos
estudos voltados a nutricdo (Ng e Romano, 2013; Andrade et al., 2015; Alemayehu et al.,
2018; Makwinja e Geremew, 2020), existem ainda lacunas de informacgdes sobre os
efeitos da proteina hidrolisada de figado suino para dietas de alevinos na fase inicial de
criacéo.

Neste sentido, objetivou-se avaliar a inclusao de niveis crescentes de hidrolisado de
figado suino, sobre o desempenho produtivo, composicdo centesimal, crescimento
muscular, histologia hepatica, microvilosidades intestinais e na viabilidade econémica em

alevinos de tilapia-do-Nilo na fase inicial de criacao.

4.4 Material e métodos

4.4.1 Local e periodo

O experimento foi conduzido por 30 dias (fevereiro a marco de 2020) no
Laboratdrio de Aquicultura do Grupo de Estudos de Manejo na Aquicultura — GEMAQ,
da Universidade Estadual do Oeste do Parana — Unioeste — Toledo, PR, Brasil (24° 43'
27.9" Se 53°45'10.1" W) e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA,

da mesma instituicdo sob o protocolo (n°02/21).

4.4.2 Peixes e condi¢cOes experimentais

Foram utilizados 480 alevinos de tilapia-do-Nilo (0,80 £ 0,07 g), distribuidos em
24 tanques plasticos retangulares (70 litros), alocados em um mesmo sistema de
recirculacao de agua (2.180 litros) com filtro biolégico central, controle de temperatura,
aeracdo constante (por caixa) por meio de soprador de ar externo e iluminacéo,
respeitando seu ciclo natural (12L:12E do fotoperiodo). Diariamente, ao final do periodo
vespertino, os tanques foram sifonados para a retirada de residuos metabdlicos e/ou restos

alimentares.

4.4.3 Qualidade da agua

Durante o periodo experimental foi realizado o monitoramento das variaveis
fisico-quimicas, sendo mensuradas semanalmente o oxigénio dissolvido (5,61 + 1,44
mg.L?), pH (7,15 * 0,42) e a temperatura (27,25 + 0,93°C), com auxilio de uma sonda
multiparametro (YSI, Pro Plus, Yellow Springs-Ohio, USA). Os parametros de qualidade
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da agua mantiveram-se na faixa ideal para o desempenho produtivo da espécie segundo
Ridha e Cruz (2001).

4.4.4 Delineamento experimental, dietas experimentais e manejo alimentar

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos e quatro repeti¢cdes. Considerou-se como uma unidade experimental, uma
caixa de 70L contendo 20 peixes. Foram avaliadas seis dietas, cinco contendo niveis
crescentes de inclusdo da proteina hidrolisada de figado suino (PHFS — 1, 2, 3, 4 e 5%),
e uma dieta controle contendo farinha de peixe de residuo de tilapia (FPRT). As dietas
forma formuladas através do programa Supercrack®, sendo isoenergeéticas (3.250 Kcal
de energia digestivel.kg da dieta™) e isoproteicas (40% de proteina bruta), de acordo com
Furuya (2010) e NRC (2011) (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicao percentual, centesimal e custos das racGes experimentais contendo
diferentes niveis de inclusdo de proteina hidrolisada de figado suino para alevinos de

tildpia-do-Nilo.

Dietas contendo PHFS (%)

Ingredientes (%)

0 1 2 3 4 5
Farinha de penas 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Farinha de sangue 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Farinha de visceras de aves 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Farelo de soja 48% 16,33 15,99 15,65 14,31 14,96 14,62
Farinha de residuo de tilapia 5,00 4,00 3,00 2,00 1,00 0,00
Hidrolisado proteico de figado suino 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Fuba de milho 34,13 34,16 34,16 34,20 34,23 34,27
Arroz quirera 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo de soja 0,59 0,65 0,71 0,78 0,84 0,90
Premix t 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Sal comum 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Calcario 0,11 0,21 0,30 0,40 0,50 0,60
Fosfato bicalcico 0,35 0,49 0,62 0,76 0,89 1,02
Cloreto de colina 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Antifungico 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Antioxidante 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Vitamina C 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14
L-lisina HCL 0,08 0,09 0,11 0,12 0,13 0,14
L-triptofano 0,01 0,02 0,02 0,03 0,04 0,05
DL-metionina 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Nutrientes calculados (%)
Acido linoleico 1,82 1,84 1,86 1,88 1,90 1,92
Amido 25,60 25,61 25,62 25,63 25,64 25,65
Energia digestivel tilapia (Kcal) 3250 3250 3250 3250 3250 3250
Proteina bruta 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
Fibra bruta 1,30 1,29 1,27 1,26 1,25 1,23
Fésforo total 1 1 1 1 1 1
Gordura total 6,01 6,09 6,17 6,25 6,33 6,41
Célcio 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Matéria mineral 6,20 6,06 5,92 5,77 5,63 5,48
Vitamina C 490,00 490,00 490,00 490,00 490,00 490,00
Colina 1200 1200 1200 1200 1200 1200
Arginina total 2,60 2,57 2,53 2,50 2,46 2,43
Fenilalanina + tirosina total 3,24 3,23 3,22 3,21 3,20 3,19
Histidina total 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96
Isoleucina total 1,55 1,55 1,54 1,54 1,54 1,54
Leucina total 3,07 3,07 3,07 3,07 3,07 3,07
Lisina total 2,13 2,13 2,13 2,13 2,13 2,13
Metionina total + cisteina total 1,57 1,57 1,57 1,57 1,57 1,57
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Metionina total 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73

Treonina 1,69 1,69 1,68 1,67 1,66 1,65
Triptofano 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Valina 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31
Custo da dieta (US$ kg™)? 0,67 0,70 0,73 0,75 0,78 0,81

INiveis de garantia por quilograma do produto: vit. A - 500.000 UI; vit. D3 - 200.000 Ul; vit. E - 5.000 mg; vit. K3 - 1.000 mg; vit.
B1 - 1.500 mg; vit. B2 - 1.500 mg; vit. B6 - 1.500 mg; vit. B12 - 4.000 mg; &cido félico - 500 mg; pantotenato de calcio - 4.000 mg;
vit. C - 15.000 mg; biotina - 50 mg; inositol - 10.000; nicotinamida - 7.000; colina - 40.000 mg; cobalto - 10 mg; cobre - 500 mg;
ferro - 5.000 mg; iodo - 50 mg; manganés - 1.500 mg; selénio - 10 mg; zinco - 5.000 mg. 2 1 US$ ddlar = 5,38.

* Hidrolisado de proteina em pé produzido por meio de um processo de hidrélise enzimatica e fornecido pela empresa BRF
Ingredient’s® (Concordia — SC, Brasil).

Para a producdo das ragdes, os macroingredientes foram triturados em moinho
tipo martelo (Moinhos Vieira, modelo MS 280, Tatui — S&o Paulo, Brasil) em peneira de
malha 0,3 mm de didmetro. Uma pré-mistura foi combinada e misturados com o
hidrolisado proteico e demais ingredientes. A umidade da mistura foi ajustada para (20 s
22%). A mistura obtida foi extrusada (Exteec Maquinas, Ribeirdo Preto — Sdo Paulo,
Brasil) a 100°C em matriz de 1 mm de didmetro, e os granulos resultantes foram secos a
55C por 24 horas em estufa de ventilacdo forcada.

As quantidades de 6leo de soja incluida nas dietas experimentais variaram (0,59 a
0,90%). Apds a secagem das dietas foi feita 0 6leo de soja foi adicionado a massa
resultante por meio de aspers@o e as dietas foram colocadas por 10 minutos em um
misturador mecanico tipo “Y”, (modelo MA 200, marca Marconi Equipamentos
Laboratoriais, Piracicaba — SP, Brasil), e por fim armazenda em freezer (-20°C) até serem

utilizadas.

A alimentacdo era ofertada diariamente, sete dias da semana, por seis vezes ao dia
(08h00min, 10h00min, 12h00min, 14h00min, 16h00min e 18h00min), até a saciedade
aparente. O consumo diario de racdo por tanque foi registrado pelo célculo da diferenca

de peso da primeira e depois da ultima alimentacéo.

4.4.5 Coleta de dados e desempenho produtivo

Ao final do experimento, os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas para o
esvaziamento do trato gastrointestinal e, posteriormente foram sedados em eugenol, na
dose de 75 mg.L* (Deriggi et al., 2006) para a coleta das medidas individuais de peso (g)
e comprimento (cm).

As variaveis do desempenho produtivo avaliados foram o peso final médio (g);

ganho em peso (g) = (peso final — peso inicial); comprimento total (cm); conversédo
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alimentar aparente = (consumo de racdo (g) / ganho em peso (g)); sobrevivéncia (%) =
[(ndmero de peixes final / nUmero de peixes inicial)]*100; taxa de crescimento especifico
(% dia?) = [(In peso final (g) — In peso inicial (g)) / dias de experimento] *100; taxa de
eficiéncia proteica (%) = ganho em peso (g) / ingestdo total da proteina na matéria seca
(9); taxa de retencao proteica aparente (%)= [(peso final (g) * proteina corporal final
(9.kg™) — (peso inicial (g) * proteina corporal inicial (g.kg?)) / ingestéo total de proteina]
*100; e taxa de retengdo energética aparente (%) = (peso final (g) * energia corporal final
(9.kg™?) — (peso inicial (g) * energia corporal inicial (g.kg™)) / ingest&o total de energia]
*100.

Para coleta de amostras, todos os peixes de cada unidade experimental foram
eutanasiados em agua com eugenol na dose de 300 mg.L™, sendo trés acondicionadas em
gelo para a retirada dos 6rgdos e gordura para calculos dos indices hepatossomatico (%)
= [(peso do figado (g) / peso final (g)]*100; da gordura visceral (%) = [(peso da gordura
visceral (g) / peso final (g)]*100; e do quociente intestinal = (%) [(comprimento do
intestino / comprimento total do peixe)]*100. Outros trés animais de cada unidade
experimental foram amostrados para as avaliagdes histologicas do tecido muscular,
intestino médio e figado e os oito peixes restantes foram armazenados em freezer a (-
20°C) no laboratério de Controle de Qualidade do Grupo de Estudos em Manejo na
Aquicultura (GEMAQ) para posteriores analises de composicao centesimal.

4.4.6 Andlises de composicao centesimal

A composicdo centesimal das carcacas (peixe inteiro com visceras) e das dietas
experimentais seguiram 0s métodos estabelecidos pela AOAC (2005), sendo: umidade
(pré-secagem em estufa de ventilacdo forcada de ar a 55 °C por 72 horas, seguida de
secagem a 105 °C por 8 horas); proteinas (método de Kjeldhal; Modle MA-036,
Piracicaba — Sdo Paulo, Brasil); extrato etéreo (extrator de Soxhlet com éter de petréleo
como solvente; Modle TE-0,44, Piracicaba — Sao Paulo, Brasil); matéria mineral
(calcinacdo das amostras a 550 °C por 6 horas; Modle 2000B, Belo Horizonte — Minas
Gerais, Brasil); e a energia bruta determinada em bomba calorimétrica (IKA*C2000
basic). As analises de aminoacidos totais das dietas (Tabela 2) foram determinadas pelo
método MA-009 (White et al., 1986; Hagen et al., 1989) por um laboratério comercial
(CBO Analises Laboratoriais Ltda., Valinhos — SP).
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Tabela 2. Composic¢do dos aminoacidos totais das dietas experimentais.
Niveis de PHFS (%)

Aminoécidos (%0)

0 1 2 3 4 5

Essenciais
Arginina 3,22 2,76 3,38 2,75 2,78 3,2
Fenilalanina 1,47 1,86 1,35 2,01 2,05 1,38
Histidina 0,84 0,86 0,81 1,01 1,09 0,74
Isoleucina 1,18 1,59 1,10 1,53 1,50 1,09
Leucina 2,80 3,30 2,57 3,62 3,70 2,57
Lisina 2,43 1,91 2,25 2,12 2,20 2,31
Metionina 0,75 0,89 0,71 0,89 0,88 0,71
Treonina 1,54 1,7 1,39 1,70 1,75 1,37
Valina 1,88 2,14 1,74 2,35 2,33 1,76
N&o essenciais
Acido Aspértico 2,53 3,34 2,22 3,30 3,62 2,48
Acido Glutamico 5,06 5,12 4,74 5,16 5,22 4,94
Alanina 4,00 2,18 4,26 2,38 2,44 3,99
Cistina 0,50 1,02 0,39 0,96 0,97 0,46
Glicina 6,62 2,86 7,47 2,94 2,91 6,94
Prolina 4,16 2,73 4,63 2,66 2,70 4,26
Serina 1,84 2,64 1,70 2,56 2,61 1,74
Taurina 0,09 ND ND ND ND 0,08
Tirosina 1,02 1,31 0,92 1,38 1,37 0,96

Total de aminoacidos 41,93 38,21 41,7 39,12 40,12 40,98

AA(%)= Aminoacidos; ND= Néo detectado.

4.4.7 Histomorfometria da fibra muscular, intestinal e hepética

As amostras foram fixadas em solugdo de alfac (alcool, formaldeido e &cido
acetico) por 24 horas e, posteriormente, transferidos para solucdo de alcool 70°. O
material foi desidratado por passagens em séries crescentes de alcoois, diafanizado em
xilol e embebidos em parafina, para obtengéo de cortes transversais seriados de 7um de
espessura para as amostras de intestino e figado, e 5um de espessura para o tecido
muscular com auxilio de micrétomo rotativo (Thermo Scientific — Microm HM 340E,
Alemanha). Posteriormente, as laminas foram coradas em Hematoxilina — Eosina (HE)
conforme descrito por Brancroft e Stevens (1982), avaliadas por meio da
fotodocumentacéo (captura de imagens) através de um microscopio optico (P1 Olympus
BX 50 — Manila, Filipinas) acoplado a uma camera (Olympus PMC 35 B — Berlim,
Alemanha). As mensurac¢des foram realizadas com o auxilio de um sistema de analise de

imagem (Software cellSens Standard 1.15%).
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A avaliacdo do crescimento muscular foi realizada em concordancia com Almeida
et al. (2010), onde se determinou o0 menor diametro de 200 fibras musculares por animal,
as quais foram agrupadas em classes de diametros (< 20um, 20-50 um e > 50um) para
verificar, por meio de uma objetiva de 10x, o processo de hiperplasia e de hipertrofia

muscular nos peixes (Figura 1).

—
20 uym

Figura 1. Fotomicrografia de corte transversal da musculatura de

alevinos de tilapia-do-Nilo (HE, objetiva de 10x).

Para a determinacdo da histomorfometria das vilosidades intestinais, foram
utilizados 12 intestinos por tratamento e dez vilos por animal perfazendo um total de 120
imagens por tratamento, analisadas com um microscopio éptico na objetiva de 10x.
Foram mensurados a altura do vilo (que corresponde a distancia do apice das vilosidades
até o término da serosa), altura total do vilos (que condiz a distancia do apice das
vilosidades até o inicio da tanica) e largura do vilo (préximo a regido do apice dos vilos)
(Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografia de corte transversal da parede do
intestino médio de alevinos de tilapia-do-Nilo (HE, objetiva de
10x). A) Altura do vilo; B) Altura total dos vilos; C) Largura dos

vilos.

A histomorformetria do figado foi realizada determinando o nUmero de
hepatdcitos por area (area Gtil de contagem: 2.000um?), utilizando-se uma objetiva de
40x, em oito imagens por corte (24 imagens por animal), totalizando 192 imagens por
tratamento sendo quantificado 300 ndcleos por tratamento (Figura 3).

) |

Figura 3. Fotomicrografia de corte transversal do tecido hepatico

de alevinos de tilapia-do-Nilo (HE, objetiva de 40x).

4.4.8 Integridade hepética

As analises de alterac6es morfoldgicas foram avaliadas qualitativamente por meio
do indice de lesdes, calculado a partir do indice Bernet = X fator de importancia (W) X
escore (a) (Bernet et al., 1999), onde (w), representa o nivel da les&o, pode ser classificada

Caunesp 38



em: (1) razoavel; (2) moderada; (3) irrersivel, essa ultima levando a perda parcial ou total
do 6rgdo; e o escore (a), que corresponde a alteracdo histopatologica, variando de 0 a 6,
dependendo do grau de alteracdo, sendo (0) sem alteragéo; (2) pouca ocorréncia; (4)
moderada ocorréncia; (6) lesdo de ocorréncia grave. Para determinar as lesdes, foi
desenvolvida uma tabela prépria para o respectivo estudo, indicando as principais lesdes

histopatoldgicas encontradas (Tabela 3).

Tabela 3. LesGes hepaticas detectadas em alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com
dietas contendo niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado suino (PHFS).

indice de Bernet

Variavel
AlteracOes observadas no figado Fator de importancia

CS 1
MM
VC
IFL
PLC
N

Hepatdcitos

W NN - -

CS = Congestéo de sinusoides; MM = Melanomacrdfago; Vacuolizagéo citoplasmatica; IFL = inflamag&o
dos leucdcitos; PLC = Perda do limite de celular; N = Necrose.

4.4.9 Analise econdmica

A andlise econdmica foi realizada com base nos os custos de produgdo, levando-
se em consideracdo o periodo da fase de vida estudada (alevinos). Os dispéndios
considerados na avaliacdo foram com os custos unitarios de cada ingrediente e aqueles
envolvidos na producdo de alevinos em milheiros. Para ambos os célculos, foi
considerada o valor de cotacdo da moeda norte-americana (US$) 5,38 de 24/09/2021. As
dietas produzidas com continham na sua formulacdo os niveis crescentes de PHFS (1, 2,

3, 4 e 5%), sendo que os peixes foram alimentados seis vezes ao dia por 30 dias.

Para o calculo do custo do quilograma de cada uma das racdes experimentais
foram empregadas as cotacdes de preco (22/09/2021) e os percentuais de inclusdo de cada
ingrediente na formulacdo foram empregadas. Multiplicando-se o custo unitario de cada
ingrediente pela quantidade utilizada encontrou-se o custo por ingrediente.O somatério
de cada ingrediente correspondeu ao custo total da ragéo e dividindo-se 0 mesmo por 100
kg, obteve-se 0 custo unitario. Adicionando ao custo total o custo de processamento e
dividindo o total encontrado por 100, encontra-se 0 custo unitario da ragdo (US$.kg™),
segundo os custos da racdo em funcédo dos niveis crescentes de PHFS (Tabela 1).
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Com base no custo das dietas, e nos dados de conversédo alimentar aparente (CAA)
e de sobrevivéncia (%) foram realizados os célculos relacionados aos aspectos
econdmicos e indices produtivos: custo da ragdo (US$.kg™) = preco unitario da racéo (g)
* CAA; juvenis.kg™= 1000 / peso final (g); custo de juvenis (US$) = ((juvenis.kg™ /
SO(%))* valor de compra dos alevinos (US$); custo total da alimentacdo + juvenis (US$)
= custo da racdo (US$) + custo de juvenis (US$); custo do milheiro (US$) = custo de
alimentacdo + juvenis (US$) / juvenis.kg™)*1000; e receita liquida do milheiro (US$) =
valor de venda (US$) — custo do milheiro (US$). Para esse célculos foram utilizados
valores usualmente praticados na Regido do Oeste do Paran4, a saber (valores de compra
US$ 27,88.milheiro™), e de venda (US$ 55.76.milheiro™) para peixes pesando 10 g.

4.4.10 Andlise estatistica

Os pressupostos de normalidade dos residuos e homocedasticidade de variancia
foram checados e a partir disto os dados foram submetidos a analise de variancia de um
fator (one-way ANOVA) e, quando apresentaram diferengas significativas foi realizado
o teste de comparacdo de médias de Tukey, em nivel de 5% de significancia. Para a
determinacdo do melhor nivel de proteina hidrolisada de figado suino (PHFS) foi aplicada
a andlise de regressdo polinomial de segunda ordem. As andlises foram realizadas pelo
software Statistic 7.1°.

4.5 Resultados

Os niveis de inclusdo de proteina hidrolisada de figado suino (PHFS) em dietas
para alevinos de tilapia-do-Nilo influenciaram (P<0,05) o peso final, 0 ganho em peso, a
conversdo alimentar aparente, a taxa de crescimento especifico, a taxa de eficiéncia
proteica e a taxa de retencdo energética aparente. Entretanto, o consumo das dietas ndo
foi afetado (P>0,05), assim como o comprimento total, o quociente intestinal, o indice
hepatossomatico, indice de gordura visceral e a taxa de retencao proteica aparente (Tabela
4).

A inclusdo de PHFS em qualquer nivel de inclusdo apresentou os melhores
resultados (P<0,05) de sobrevivéncia em relacdo aos valores obtidos para 0s peixes que

consumiram a dieta controle (Figura 4).
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Figura 4. Desempenho produtivo de alevinos de tilapia-do-Nilo
alimentados com dietas contendo niveis crescentes de proteina
hidrolisada de figado suino (PHFS). Médias seguidas por letras distintas
na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Com base no peso final, ganho em peso, conversdo alimentar aparente e taxa de
crescimento especifico, foram estimados os melhores niveis de inclusdo de PHFS para
alevinos de tilapia-do-Nilo. A partir do modelo de regressdo polinomial de segunda
ordem, verificou-se que para melhor peso final, ganho em peso, conversdao alimentar
aparente, taxa de crescimento especifico, taxa de eficiéncia proteica e a taxa de retencéo
energética aparente o nivel de inclusdo étimo de PHFS de 2,02%, 2,91%, 2,91%, 2,31%,
2,38% e 2,24% respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Modelo grafico das regressdes polinomiais para peso final, ganho em peso, converséo

alimentar aparente e taxa de crescimento especifico de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com

dietas contendo niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado suino (PHFS).

O consumo de dietas com niveis crescentes de PHFS ndo influenciou (P>0,05) a

composi¢do corporal dos peixes para as variaveis de umidade, proteina bruta, extrato

etéreo e matéria mineral (Tabela 5) a distribuicdo das fibras musculares (Tabela 6), assim

como, a histomorfometria do intestino e o nimero de hepatdcitos (Tabela 7).
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De forma similar, a integridade do tecido hepatico dos alevinos de tilapia-do-Nilo
néo foi afetada pela inclusdo de PHFS nas dietas (P>0,05) (Tabela 8). Por outro lado,
form observadas as seguintes alteracdes nos peixes: congestdo de sinusodides,
melanomacrofagos, infiltracdo leucocitaria, perda do limite celular e necrose (Figura 6),
sendo as severidades das lesdes classificadas como razoaveis.

Para os dados de viabilidade econdmica dos peixes, foram observadas diferencas
(P<0,05) para as variaveis de custo da ragdo, do milheiro e a receita liquida do milheiro.
Contudo, o dispéndio das dietas contendo PHFS néo influenciou o parametro do custo de
alevinos (P>0,05). Foi verificado uma maior margem de lucro nos alevinos de tilapia-do-
Nilo alimentados com as dietas contendo os niveis de PHFS, em comparagdo aos peixes

alimentados com a dieta controle (P<0,05) (Tabela 9).
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Tabela 4. Desempenho produtivo de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado suino (PHFS).

Niveis de inclusdo de PHFS (%)

Variaveis* Efeito
0 1 2 3 4 5
PF (9) 10,74 + 3,07ab 11,05+ 3,25 ab 11,66 + 3,46a 11,73 + 3,15a 10,04 + 2,990 10,00 £ 2,75b Quadrético
GP (9) 9,94 + 3,07ab 10,25 + 3,25ab 10,86 + 3,46a 10,93 + 3,15a 9,24 +2,99b 9,20 + 2,76b Quadrético
CT (cm) 8,11+0,89 7,99 +0,75 8,12+ 0,87 8,03+0,90 8,08+0,75 7,90 £ 0,92 NS
Cl (%) 4,91+1,13 4,34 £1,00 4,70 £0,85 4,26 £ 0,72 3,92+0,88 4,13+0,37 NS
IHS (%) 3,07+0,82 2,73+1,14 2,97+0,71 2,58 +£0,48 2,94 +1,15 3,56+1,82 NS
IGV (%) 0,31+0,33 0,97 £ 0,84 0,66 + 0,69 0,67 +0,51 0,66 + 0,54 1,09 £ 0,88 NS
CAA 1,08 + 0,04b 0,92 £ 0,052 0,86 £ 0,03a 0,89 £ 0,07a 0,94 £+ 0,03ab 0,94 +0,11ab Quadréatico
SO (%) 75,00 £ 5,00b 93,75+ 4,792 92,50 + 2,89 87,50 £ 6,45a 91,25+ 4,79 90,00 + 0,00a NS
TCE (% dia™?) 8,52 + 0,94ab 8,62 £ 0,95ab 8,78 £ 0,99 8,84 £ 0,88a 8,29+ 0,97b 8,29 £ 0,94b Quadréatico
TEP (%) 1,17 £ 0,04b 1,42 + 0,10ac 1,51 + 0,06c 1,44 + 0,09ac 1,26 + 0,06ab 1,27 £0,11ab Quadréatico
TRP (%) 25,12+9,42 25,58 + 9,88 26,64 + 10,21 25,18 £ 9,25 24,23 +9,99 23,30+ 9,52 NS
TRE (%) 12,23 + 3,85ab 12,74 + 4,25ab 14,06 + 4,58b 13,16 + 4,20ab 12,28 + 4,29ab 11,78 + 4,11ab Quadrético
Equacbes P - valor
PF (9) Y=10,6845 + 0,7897x + 0,0221x?; R2 = 0,03; PHFS = 2,02% 0,01
GP (g) Y=19,8845 + 0,8639x + 0,2070x2; R2 = 0,03; PHFS = 2,91% 0,01
CAA Y=1,0577 - 0,1287x + 0,0221x2; R2 = 0,06; PHFS = 2,91% 0,01
TCE (% dia™) Y=8,5980 + 0,7897x - 0,1957x2; R2 = 0,04; PHFS = 2,31% 0,01
TEP (%) Y=1,2097+0,2172x-0,0456x2;, R2 = 0,65; PHFS = 2,38% 0,01
TRE (%) Y=12,1999+1,1164x-0,2489x2; R2 = 0,02; PHFS = 2,24% 0,01

PHFS = Proteina hidrolisada de figado suino. i .
PF= Peso final (g) GP= Ganho em peso (g); CT= Comprimento total (cm); QI= Quociente intestinal (cm); IHS= Indice hepatossomético (%); IGV= Indice de gordura visceral (%); CAA= Conversao alimentar aparente;
SO= Sobrevivéncia (%); TCE= Taxa de crescimento especifico (% dia’*); TRP= Taxa de retencdo proteica aparente (%); TRE= Taxa de retencdo energética aparente (%). NS= N&o significativo (P>0,05).
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Tabela 5. Composicdo centesimal da carcaca de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado suino (PHFS).

Niveis de inclusdo de PHFS (%0)

Variaveis P-valor
0 1 2 3 4 5
UM (%) 73,57 £0,50 73,88 £ 0,47 73,81+0,47 73,53+ 0,50 73,01+0,48 73,43+0,49 0,19
PB (%) 15,63 £ 0,36 15,36 £ 0,62 15,24 + 0,54 15,44 + 0,22 15,96 + 0,28 15,54 £ 0,35 0,30
EE (%) 6,40 £ 0,58 6,58 £ 0,64 6,83+ 0,25 6,93+ 0,33 6,80+ 0,17 6,56 + 0,31 0,49
MM (%) 3,12 £ 0,08 3,16 £ 0,06 3,06 £ 0,03 3,13+ 0,07 3,14 + 0,07 3,13+0,05 0,40

PHFS= Proteina hidrolisada de figado suino.

UM= Umidade (%); PB= Proteina bruta (%); EE= Extrato etéreo (%); MM= Matéria mineral (%).

Tabela 6. Frequéncia de distribuigdo das fibras musculares em trés classes de didmetros (<20 um, entre 20 e 50 um e > 50 um) em alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com
dietas contendo niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado suino (PHFS).

Niveis de inclusédo de PHFS (%)

Variaveis P-valor
0 1 2 3 4 5
<20 um 31,96 + 4,38 29,00 £ 5,32 28,27 £ 8,15 28,12 £ 9,02 29,31+ 9,34 30,54 +7,01 0,76
20-50 pm 66,50 + 8,42 69,92 + 5,06 70,35+ 4,94 70,42 + 4,25 69,38 + 5,43 68,88 + 5,28 0,51
>50 um 1,54 + 0,69 1,12+ 0,42 1,38+ 1,24 1.42 +0,70 1,31+£0,75 1,31+0,60 0,20

PHFS= Proteina hidrolisada de figado suino.

Tabela 7. Histomorfometria do intestino médio e hepatica em alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado

suino (PHFS).

Niveis de inclusdo de PHFS (%)

Variaveis P-valor
0 1 2 3 4 5

Altura do vilo (um) 183,97 + 26,24 202,85 + 61,59 177,24 £51,71 182,85 + 72,40 174,63 + 76,64 134,23 + 32,12 0,29
Altura total do vilo (um) 206,13 + 30,66 226,84 + 57,72 196,01 = 56,45 202,83 + 67,87 195,45 + 86,01 161,53 +£ 31,33 0,34
Largura do vilo (um) 81,58 £ 8,55 78,53 £ 8,70 87,83 £10,12 89,99 + 14,18 81,12 £ 13,76 85,38 + 4,95 0,37
NH (um) 192,16 + 18,00 193,63 + 14,90 193,30 + 16,56 203,19 + 19,65 206,93 + 25,88 196,37 + 30,83 0,55
PHFS= Proteina hidrolisada de figado suino.
NH = Namero de hepatécitos (LIM).
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Tabela 8. Lesoes histopatologicas de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado suino.

- . . 0
Variavel Niveis de inclusdo de PHFS (%) p-valor

0 1 2 3 4 5
Indice de Bernet 20,50 + 4,50 19,33 + 4,21 21,27 + 4,84 20,19 + 19,65 19,00 + 3,02 22,50 + 6,02 0,53

PHFS= Proteina hidrolisada de figado suino.

Tabela 9. Custo da producdo de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado suino.

Niveis de inclusédo de PHFS (%)

Variaveis P-valor
0 1 2 3 4 5
CR (US$.kg™) 0,73 + 0,02bc 0,64 +0,04a 0,63 + 0,02 0,66 + 0,05ab 0,74 + 0,03bc 0,76 0,04bc 0,01
CALEV (US$) 3,30+ 0,28 2,76 + 0,49 2,78+ 0,30 2,77+0,43 3,09+ 0,41 3,14+0,41 0,26
CM (US$.milheiro™) 45,64 + 2,50b 36,88 + 0,40a 37,06 + 1,832 39,80 + 1,602 38,02+ 1,78a 38,59 + 1,37a 0,01
RL (US$.milheiro™) 10,12 + 2,50a 18,89 + 0,40b 18,70 + 1,83b 15,96 + 1,60b 17,74 +1,78b 17,17 +1,37b 0,01

PHFS= Proteina hidrolisada de figado suino.

CR= Custo de racdo (US$.kg?); CALEV = Custo de alevinos (US$); CM= Custo do milheiro (US$.milheirol); RL= Receita liquida para produzir o milheiro (US$.milheiro). *Valores seguidos por letras distintas na
mesma linha, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 6. Fotomicrografia de corte transversal do tecido hepético de alevinos de tilapia-do-Nilo (HE,
objetiva de 40x). A) Congestdo de sinuséides (retangulo); B) Melanomacréfagos (seta); C) Vacutolos
citoplasmaticos caracteristicos de esteatose hepatica (seta); D) Infiltracédo leucocitaria (circulo); E)

Perda do limite celular (quadrado); F) Area de necrose (estrela).

4.6 Discussao

O fornecimento da proteina hidrolisada representada pela presenca de peptideos
de baixa massa molecular é facilmente assimilado, pois, di e tripeptideos tém uma via de
absorcdo rapida no intestino que se da por meio do simporte hidrogénio e peptideos no
canal PEPT 1 (Gilbert et al., 2008), resultando em beneficios ao crescimento e
desenvolvimento dos animais (Gisbert et al., 2018). A hidrélise enzimatica ao qual o
figado suino foi submetido resultou em um produto final com peptideos bioativos com
massa molecular inferior a 3000 Da formadas por 2 a 20 amino&cidos que podem exercer
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algumas propriedades bio-funcionais aos animais. A sua bioatividade depende
principalmente dos aspectos estruturais, caracteristicas fisico-quimicas dos aminoacidos,
bem como, sua composicao e sequéncia (Sanches & Vasquez, 2017).

No presente estudo, a inclusdo de 2% de PHFS na dieta resultou em melhores
resultados de desempenho produtivo (peso final, ganho em peso, conversdo alimentar
aparente, taxa de crescimento especifico, taxa de eficiéncia proteica e taxa de retengédo
energética) para os alevinos de tildpia-do-Nilo, podendo atribuir a devida dieta
propriedades bioativas que provavelmente atuaram como promotores do crescimento.
Possivelmente, a dieta contendo este nivel de inclusdo, proporcionou maior
biodisponibilidade dos nutrientes, de modo, a aumentar a capacidade de absorcéo da dieta
e sintese dos tecidos, e portanto, influenciando positivamente no crescimento dos animais.

Lorenz (2017), avaliando niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado suino
para juvenis de Salminus brasiliensis, verificou que a melhor suplementacdo de
hidrolisado é de 140 g.kg. Sabe-se que mudanga no tamanho, nivel e composi¢do de
aminoacidos e peptideos pode ocasionar a saturagdo do mecanismo de transporte para o
intestino (Tonheim et al., 2005), resultando na diminui¢do da rota de absorcdo das
membranas das microvilosidades intestinais, devido ao desequilibrio de aminoacidos que
intensifica a oxidacdo dessas moléculas orgéanicas e reducdo da sintese proteica (Aragao
etal., 2004). Por esse motivo, niveis apropriados de inclusdo associados ao conhecimento
da composi¢cdo aminoacidica e perfil de peptideos sdo imprescindiveis para 0 manifesto
dos compostos bioativos dos hidrolisados.

A taxa de sobrevivéncia foi superior nos peixes que consumiram receberam as
dietas contendo qualquer um dos niveis de PHFS frente a dieta controle. Este resultado é
importante principalmente para esta fase de criacdo, pois uma maior sobrevivéncia resulta
em maior producdo de alevinos e maior retorno econémico. Possivelmente, a resposta
obtida para esta variavel produtiva pode estar relacionado ao processo de hidrélise que
propicia o0 surgimento de peptideos bioativos com baixo peso molecular, com
propriedades bioativas tais como efeitos imunomoduladores, antimicrobiano e
antioxidante (Zheng et al., 2012; Bui et al., 2014; Wosniak et al., 2016; Uczay, 2017).
Esta é a fase de maior susceptibilidade do animal a doengas, pois 0s peixes estdo em
condigdes estressantes ao manejo produtivo. O mesmo comportamento foi demonstrado
por Sary et al. (2017) que verificaram que as larvas de tilapia-do-Nilo alimentadas com
niveis crescentes de hidrolisado proteico de residuo de filetagem de tilapia apresentaram

maiores taxas de sobrevivéncias.
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A conversdo alimentar aparente € um importante indice produtivo que tem como
objetivo mensurar a eficiéncia do aproveitamento da ragdo pelos peixes. No presente
trabalho, este parametro foi influenciado pelo uso de PHFS nas dietas. A dieta contendo
2% de PHFS apresentou 0 menor valor de CAA e uma melhor taxa de eficiéncia proteica,
podendo estar relacionado a uma melhor eficiéncia metabolica dos animais quanto a
utilizacdo da proteina da dieta pelos peixes. Da mesma forma, Dieterich (2014), constatou
que o incremento dos hidrolisados proteicos de figado suino e residuo de tilapia melhorou
a CAA e a TEP para juvenis de Pseudoplastystoma corruscans.

Os niveis de PHFS nas dietas fornecida ndo foram suficientes para alterar a taxa
de retencéo proteica aparente. As dietas contendo PHFS influenciaram a taxa de retengéo
energeética aparente, contudo, o estoque energético ndo foi capaz de alterar o indice de
gordura visceral, indice hepatossomatico e a composicdo de extrato etéreo corporal.
Apesar de ndo apresentar gordura corporal nos peixes, provavelmente esta reserva
energeética atuou como acumulo de gordura muscular para o crescimento dos peixes.

A composigédo corporal dos peixes ndo foi influenciada pelo uso de PHFS nas
dietas, corroborando com os resultados obtidos por Lewandowski et al. (2013) em
trabalho com Steindachneridion melanodermatum, assim como, na pesquisa
desenvolvida por Dieterich (2014) para o Pseudoplastystoma corruscans. No presente
estudo, as dietas foram elaboradas para manterem-se isoproteicas e isoenergéticas,
evitando alteracfes na composi¢ao centesimal dos animais.

A nutricdo pode potencializar o efeito do crescimento muscular (Kousmans e
Akster, 1995), que pode aumentar a concentracdo e disponibilidade de aminoacidos,
mantendo as fun¢des vitais do organismo, assim como, auxiliar na sintese de proteina
(Houlihan et al., 1995). No presente estudo, os resultados obtidos demonstram que 0s
niveis de inclusdo de hidrolisado avaliados ndo influenciam na frequéncia de distribuicéo
das fibras musculares em alevinos de tilapia-do-Nilo, sugerindo que o mecanismo da
sintese proteica foi similar para o crescimento muscular das fibras em todos os
tratamentos. Foi verificada a maior com diametros entre 20 e 50um, sendo um indicativo
da fase de alevinos, ocasionando o mecanismo de hipertrofia das fibras musculares, num
padrdo mosaico, com fibras de diferentes tamanhos (Almeida et al., 2010). Esse padrdo
de crescimento de massa muscular € de grande relevancia para maximizacdo do
desempenho produtivo do animal, bem como, melhorar a qualidade da carne, produto

final da criagéo de peixes.
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O aumento das vilosidades intestinais esta relacionado com a capacidade do
aumento da absorcéo dos nutrientes (Junqueira e Carneiro, 2005). Apesar do processo de
hidrdlise gerar pequenos peptideos e aminodcidos livres que podem ser facilmente
absorvidos pelos animais (Wisuthiphaet et al., 2015), no presente estudo foi observado
que as dietas contendo niveis crescentes de PHFS ndo acarretaram em alteracdes na
histomoformetria do intestino de alevinos de tilapia-do-Nilo, sugerindo que as dietas ao
entrarem em contato com o intestino, ndo ocorreu um desequilibrio entre o processo de
renovacdo celular e perda das células, determinando o turnover celular contante, ou seja,
0 animal ndo precisou gastar energia, mantendo a capacidade de assimilacdo por meio
dos sitios de absorcdo destinando a energia para o crescimento dos peixes.

A avaliacdo quantitativa dos hepatécitos ndo apresentou diferenca nos peixes
alimentados com PHFS e o grupo controle, 0 que consequentemente justifica que o
balanco nutricional das dietas pode ter contribuido para uma eficiente metabolizacdo dos
nutrientes ingeridos pelos alevinos de tilapia-do-Nilo. A integridade hepatica apresentou
influéncia devido aos niveis de PHFS suino nos parametros morfoldgicos do tecido
hepatico. Contudo, foram observadas lesbes hepaticas razoaveis, podendo estar
relacionado com o atual sistema de criagcdo, bem como, o fornecimento de alimento até a
saciedade aparente, exigindo uma maior demanda do figado para metabolizar os
nutrientes.

Com relacdo a viabilidade econdmica, ficou claro que o incremento dos
percentuais de PHFS na composicdo da dieta aumentaram os valores do custo por quilo
da racdo. Apesar da alimentacdo representar 0 maior custo na producdo intensiva de
peixes (Gatlin et al., 2007), a incorporacgdo dos hidrolisados aumentaram a receita liquida
parcial em relacdo a dieta controle, demonstrando um input de valor em cima da nutricdo
do peixe, tendo uma maior sobrevivéncia e menor conversao alimentar gerando melhores
resultados zootécnicos e garantindo a produtividade, sendo uma evidéncia que este

ingrediente alternativo pode ser incluso em dietas para alevinos de til&pia-do-Nilo.

4.7 Concluséao

A inclusdo de PHFS pode ser eficientemente utilizado, e sua inclusdo de 2,91% é
recomendada para maximo ganho em peso para a tilapia-do-Nilo na fase inicial de
criagéo.
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5.0 ARTIGO II

Atratividade e palatabilidade da proteina hidrolisada de figado suino em dietas
para alevinos de dourado (Salminus brasiliensis) e tilapia-do-Nilo (Oreochromis

niloticus)

Este artigo € parte da tese intitulada “Hidrolisado proteico de figado suino em dietas
para alevinos de dourado (Salminus brasiliensis) e tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus)” e esta formatado de acordo com as normas da revista Aquaculture research,

https://onlinelibrary.wiley.com/journal/13652109

Caunesp 56



Artigo I1: Atratividade e palatabilidade da proteina hidrolisada de figado suino em
dietas para alevinos de dourado (Salminus brasiliensis) e tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus)

5.1 Resumo

Uma adequada formulacdo das dietas atrelada a compostos quimicos solGveis em agua,
representados pelos aminoécidos livres, juntamente com peptideos de baixo peso
molecular, apresentam papel essencial em atrair o peixe ao alimento e estimular o
consumo. O objetivo do presente estudo foi determinar indice de palatabilidade (IP) de
dietas contendo niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado suino (PHFS) para
alevinos de dourado e tilapia-do-Nilo. Foram utilizados 12 alevinos de dourado (7,89 +
1,05 g) e 12 alevinos de tilapia-do-Nilo (2,80 £ 0,17 g). Cada espécie foi distribuida em
12 aquérios com volume de 10 litros. Foram elaboradas seis dietas, sendo uma ragéo
controle, contendo farinha de residuo de tilapia (FPRT), e outras cinco dietas com niveis
crescentes de proteina hidrolisada de figado suino (PHFS — 1; 2; 3; 4 e 5%). Os dourados
e as tilapias-do-Nilo foram alimentadas duas vezes ao dia com a mesma quantidade de
racdo em todos os aquarios. Com auxilio de uma camera digital foram analisados os
seguintes comportamentos alimentares: tempo de catura do 1° pelete (s); nimero de
rejeicao do pelete apds captura; numero de aproximacdes sem captura do pelete; e nUmero
de peletes consumidos. N&o foram observadas diferencas (P >0,05) para os respectivos
parametros. Todas as dietas apresentam compostos quimicos sollUveis em &gua,
resultando em um potencial estimulante alimentar. Recomenda-se a inclusdo de 5% de

PHFS para ambas as espécies.

Palavras-chave: ingrediente alternativo; lixiviagdo de nutrientes; nutricdo animal;

quimiorrecepcdo; subprodutos da carne.
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Article 11 Attractability and palatability of swine liver hydrolysate protein in diets
for dourado (Salminus brasiliensis) and Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
fingerlings

5.2 Abstract

An adequate diet formulation linked to water-soluble chemical compounds, represented
by free amino acids, together with low molecular weight peptides, play an essential role
in attracting fish to the food and stimulating consumption. The aim of the present study
was to determine the palatability index (PI) of diets containing increasing levels of swine
liver hydrolysate protein (PHFS) for dourado and Nile tilapia fingerlings. Twelve dourado
fingerlings (7.89 £ 1.05 g) and 12 Nile tilapia fingerlings (2.80 + 0.17 g) were used. Each
species was distributed in 12 aquariums with a volume of 10 liters. Six diets were
prepared, being a control diet, containing tilapia residue meal (FPRT), and another five
diets with increasing levels of hydrolyzed pork liver protein (PHFS — 1; 2; 3; 4 and 5%).
Dorado and Nile tilapia were fed twice a day with the same amount of feed in all
aquariums. With the aid of a digital camera, the following feeding behaviors were
analyzed: time of capture of the 1st pellet (s); pellet rejection number after capture;
number of approaches without pellet capture; and number of pellets consumed. No
differences (P >0.05) were observed for the respective parameters. All diets feature water-
soluble chemical compounds, resulting in a potential food stimulant. The inclusion of 5%
PHFS is recommended for both species.

Keywords: alternative ingredient; nutrient leaching; animal nutrition; chemiorreception;

meat by-products.
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5.3 Introducéo

A carne suina vem ganhando espa¢o no mercado consumidor devido ao seu alto
valor nutritivo de forma a se consolidar no fornecimento de proteina animal. O Brasil
ocupa a 4° posi¢do no ranking mundial em producéo e exportacdo de carne suina (ABPA,
2021). A producéo de suinos cresce continuamente, assim como, a geracao de residuos
daindustrializagdo da carne suina tais como visceras, carcacas e 6rgdos internos (Tapparo
et al., 2019). Esses coprodutos despertam o interesse da industria alimenticia e cosmética
devido as potencialidades de transformacdes em produtos que agregam valor e aumentem
a rentabilidade econémica da cadeia produtiva, além de resolver o problema quanto a
questdo com o descarte dos residuos (Toldra et al., 2016).

A aquicultura cresce em ritmo acelerado (FAO, 2020). Dentro os segmentos desta
atividade, destaca-se a piscicultura no fornecimento de proteina de origem animal com
alto valor biol6gico. Para atender a crescente demanda desta atividade, é de grande
relevancia adotar estratégias nutricionais e utilizar ingredientes alternativos adequados
para formular races que atendam as exigéncias nutricionais das espécies alvos e garantir
a sustentabilidade do crescimento da cadeia produtiva de peixes (Cyrino et al., 2010;
Godoy et al., 2016).

A substituicdo de fontes tradicionais de proteinas por ingredientes alternativos que
podem fornecer proteina a baixo custo e com um alto valor nutricional sdo necessarios
para elaboracao de ragdes para alimentacdo dos peixes (FAO, 2018). Nos Gltimos anos, a
industria aquafeed vem avaliando ingredientes com potencial e caracteristicas desejaveis
para serem inclusos na formulacdo de racdes destinadas a piscicultura. A farinha de
residuo da indastria de filetagem de tilapias € um alimento proteico com boa
disponibilidade de nutrientes (Boscolo et al., 2008), e com potencial para inclusdo em
racdes. Coprodutos agroindustriais do processamento de suinos a base de figado suino
apresenta potencial para ser empregado na nutricdo de peixes por apresentar fontes ricas
em nutrientes necessarios, como proteinas, aminoacidos, minerais e vitaminas (Toldra,
2011).

A boa qualidade bioldgica e o baixo custo desta matéria-prima tem potencialidade
para a producdo de hidrolisado proteico por meio do emprego da biotecnologia que
melhora a propriedade quimica e funcional deste coproduto (Mullen et al., 2017),

apresentando caracteristicas adequadas para 0 uso na nutri¢do de peixes.
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Assim, o hidrolisado proteico consiste na clivagem da proteina em moléculas
menores de polipeptideos e aminoécidos, cujo metodo pode ocorrer pela agdo enzimatica,

acida ou alcalina (Pasupuleti et al., 2008).

Na aquicultura, os estudos com proteina hidrolisada de figado suino sdo recentes
e tém se mostrado favoravel, resultando em beneficios ao crescimento dos peixes,
qualificando como uma fonte proteica altamente digestivel (Lewandowski et al., 2013;
Dieterich, 2014; Lorenz et al., 2018; Lorenz et al., 2021; Cardoso et al., 2021).

Para maximizar o desempenho produtivo das espécies, consolidar a cadeia
produtiva da aquicultura na producéo de proteina animal e ter lucratividade na atividade,
é necessario o desenvolvimento de dietas altamente balanceadas a fim de atender as
exigéncias nutricionais dos animais. Para isso, a atratividade e palatabilidade é um ponto
chave para se formular ragdes, em virtude de determinar o comportamento alimentar do
animal frente a ingestdo ou rejeicdo de um alimento (Silva & Pezzato, 2000).

O dourado (Salminus brasiliensis) e a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
apresentam caracteristicas zootécnicas favoraveis para a criagdo (Weingartner &
Zanboni-Filho, 2013; Brito et al., 2017). A realizacdo deste estudo é de suma importancia,
pois a atratividade e palatabilidade sdo pontos-chaves para o desenvolvimento de
estratégias nutricionais seguras, a fim de maximizar os aspectos produtivos, promover a
resisténcia imunologica dos peixes, mitigar o impacto ambiental e custos de producao.

Desta maneira, 0 objetivo do presente trabalho foi determinar o indice de
palatabilidade de dietas contendo niveis crescentes de proteina hidrolisada de figado

suino (PHFS) na alimentacdo de alevinos de dourado e tilapia-do-Nilo.

5.4 Material e métodos

5.4.1 Nota ética e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no Laboratoério de Aquicultura do Grupo de Estudos
de Manejo na Aquicultura — GEMAQ, da Universidade Estadual do Oeste do Parana —
Unioeste — Toledo, PR, Brasil (24° 43'27.9" Se 53° 45'10.1" W). O periodo experimental
foi de 16 dias para cada modelo bioldgico, sendo para os alevinos de tilapia-do-Nilo
(dezembro de 2019 a janeiro de 2020) e para os alevinos de dourado (janeiro de 2021 a
fevereiro de 2021). O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (CEUA) da mesma instituicdo sob o protocolo (n° 12/20).
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Foram utilizados 12 alevinos de de dourado (Sa/minus brasiliensis) com peso
médio inicial de 7,89 + 1,05g, e 12 alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
com peso médio inicial de 2,80 + 0,17 g. Cada modelo bioldgico foram distribuidos em
12 aquarios sendo um peixe por unidade experimental. Cada aquario possuia um volume
de 10L revestidos com material impermeabilizante a base de latex, com o intuito de isolar
os animais da movimentagao rotineira do laboratdrio a fim de minimizar possiveis efeitos
sobre o comportamento dos peixes. Os aquarios continham individualmente sistema de
aeracao, controle de temperatura (termostato de 15 watts) e iluminagao, respeitando seu
ciclo natural (12L:12E do fotoperiodo). Cada unidade experimental possuia uma tampa
transparente com um orificio no centro para a adi¢do dos peletes.

Os peixes passaram por um periodo de adaptacao e treinamento de dez dias para
que os animais se adaptassem a presenca humana, para o registro de comportamento
alimentar, quantificacdo de pelete necessario a sua saciedade aparente, horarios de
alimentagdo ¢ manejo dos aquarios. Neste periodo, os peixes foram alimentados até a
saciedade aparente duas vezes ao dia nos horarios (10h00min e 15h00min) com uma ragao
comercial com 40% de proteina bruta e didmetro do pelete de 1,0mm.

As alimentagdes foram divididas em duas etapas (manha e tarde) em consequéncia
do parametro comportamental referente ao periodo de trato (alimentacdo) dos individuos
ser um fator de condi¢@o para a selecdo do alimento. Para isso, essa metodologia do
treinamento alimentar permitiu observar que ambas as espécies consumiram em média
cerca de 20 peletes por refei¢ao.

Diariamente, todos os aquarios foram sifonados para remocao de excretas e/ou
restos alimentares e entdo foi realizado a renovagdo da agua (30%). O delineamento
experimental foi do tipo quadrado latino com duas medidas repetidas (manha e tarde),
distribuidos de forma inteiramente casualizado nas respectivas unidades experimentais.
Esse planejamento experimental foi selecionado por proporcionar o controle simultaneo
das variagdes individuais dos peixes e da ordem de oferta das dietas experimentais, visto
que, cada peixe recebeu em alternancia entre os seis dias, cada uma das dietas (Sampaio,
2002). Como existiam a disposi¢ao 12 aquarios, o quadrado latino foi realizado com duas
réplicas para ambas as espécies (Figura 1).

Foi estabelecido um periodo de trés minutos de filmagem para cada alimentagdo
realizada com uma ciAmera modelo GoPro® Hero 5 Black 12 MP 4K, assim que a dieta
foi introduzida nos aquarios de observagdo. A camera foi instalada fora do aquario e

acoplada em um tripé especifico para a mesma. A mesma era retirada e colocada no
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préximo aquario. Para ambos os estudos, o ensaio teve a duracao de seis dias, obtendo-se
288 filmagens (12 peixes x seis alimentagdes, dois ensaios ao dia), para cada alimento
testado houve 72 ensaios de alimentagao.

O monitoramento das variaveis fisico-quimicas foi realizado durante o periodo
experimental, sendo mensuradas diariamente a temperatura da agua (29,00 + 0,36 °C),
oxigénio dissolvido (5,41 + 0,61 mg.L™) e pH (7,05 * 0,26), com o auxilio de uma sonda
multiparametro (YSI, Pro Plus, Yellow Springs-Ohio, USA). Os parametros de qualidade

da 4gua mantiveram-se na faixa ideal para o desenvolvimento de ambas as espécies.
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Figura 1. Delineamento experimental.

Fonte: Ricacio Gomes.
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5.4.2 Dietas experimentais

Foram elaboradas seis dietas, cinco contendo niveis crescentes de inxluséo da
proteina hidrolisada de figado suino (PHFS — 1, 2, 3, 4 e 5%), e uma dieta controle
contendo farinha de peixe de residuo de tilapia (FPRT). As dietas foram formuladas
através do programa Supercrack®, sendo isoenergéticas (3.250 Kcal de energia
digestivel.kg da dieta™) e isoproteicas (40% de proteina bruta), de acordo com Furuya
(2010) e NRC (2011) (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo percentual e centesimal das racbes experimentais contendo
diferentes niveis de inclusdo de proteina hidrolisada de figado suino para alevinos de
dourado e tilapia-do-Nilo.

Dietas contendo niveis crescentes de PHFS (%)

Ingredientes

0 1 2 3 4 5

Farinha de penas 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Farinha de sangue 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Farinha de visceras de aves 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Farelo de soja 48% 16,33 15,99 15,65 14,31 14,96 14,62
Farinha de tilapia 5,00 4,00 3,00 2,00 1,00 0,00
Figado suino 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Fubé de milho 34,13 34,16 34,16 34,20 34,23 34,27
Arroz quirera 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo de soja 0,59 0,65 0,71 0,78 0,84 0,90
Premix * 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Sal comum 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Calcério 0,11 0,21 0,30 0,40 0,50 0,60
Fosfato bicalcico 0,35 0,49 0,62 0,76 0,89 1,02
Cloreto de colina 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Antifungico 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Antioxidante 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Vitamina C 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14
L-lisina HCL 0,08 0,09 0,11 0,12 0,13 0,14
L-triptofano 0,01 0,02 0,02 0,03 0,04 0,05
DL-metionina 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Nutrientes (%)

Acido linoleico 1,82 1,84 1,86 1,88 1,90 1,92
Amido 25,60 25,61 25,62 25,63 25,64 25,65
Energia digestivel tilapia (Kcal) 3250 3250 3250 3250 3250 3250
Proteina bruta 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
Fibra bruta 1,30 1,29 1,27 1,26 1,25 1,23
Fésforo total 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Gordura total 6,01 6,09 6,17 6,25 6,33 6,41
Célcio 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
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Matéria mineral 6,20 6,06 5,92 5,77 5,63 5,48

Vitamina C 490,00 490,00 490,00 490,00 490,00 490,00
Colina 1200 1200 1200 1200 1200 1200
Arginina total 2,60 2,57 2,53 2,50 2,46 2,43
Fenilalanina + tirosina total 3,24 3,23 3,22 3,21 3,20 3,19
Histidina total 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96 0,96
Isoleucina total 1,55 1,55 1,54 1,54 1,54 1,54
Leucina total 3,07 3,07 3,07 3,07 3,07 3,07
Lisina total 2,13 2,13 2,13 2,13 2,13 2,13
Metionina total + cisteina total 1,57 1,57 1,57 1,57 1,57 1,57
Metionina total 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73
Treonina 1,69 1,69 1,68 1,67 1,66 1,65
Triptofano 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Valina 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31

Composicao quimica (Matéria natural %)

Energia bruta (Kcal) 4468 4409 4555 4506 4609 4493
Matéria seca 95,46 94,36 96,05 95,35 95,55 93,97
Proteina bruta 52,65 49,18 51,11 50,27 50,70 51,80
Extrato etéreo 6,01 6,09 6,17 6,25 6,33 6,41
Matéria mineral 721 7,36 7,45 7,79 7,69 7,30

INiveis de garantia por quilograma do produto: vit. A - 500.000 Ul; vit. D3 - 200.000 Ul; vit. E - 5.000 mg; vit. K3 - 1.000 mg; vit.
B1 - 1.500 mg; vit. B2 - 1.500 mg; vit. B6 - 1.500 mg; vit. B12 - 4.000 mg; &cido folico - 500 mg; pantotenato de célcio - 4.000 mg;
vit. C - 15.000 mg; biotina - 50 mg; inositol - 10.000; nicotinamida - 7.000; colina - 40.000 mg; cobalto - 10 mg; cobre - 500 mg;
ferro - 5.000 mg; iodo - 50 mg; manganés - 1.500 mg; selénio - 10 mg; zinco - 5.000 mg.

* Hidrolisado de proteina em p6 produzido por meio de um processo de hidrolise enzimética e fornecido pela empresa BRF
Ingredient’s ® (Concoérdia — SC, Brasil).

Para a producgéo das ragdes, os macroingredientes foram triturados em moinho
tipo martelo (Moinhos Vieira, modelo MS 280, Tatui — Sao Paulo, Brasil) em peneira de
malha 0,3 mm de diametro. Uma pré-mistura foi combinada e misturados com o
hidrolisado proteico e demais ingredientes. A umidade da mistura foi ajustada para (20 a
22%). A mistura obtida foi extrusada (Exteec Maquinas, Ribeirdo Preto — Sdo Paulo,
Brasil) a 100°C em matriz de 1 mm de didmetro, e os granulos resultantes foram secos a
55°C por 24 horas em estufa de ventilacdo forcada.

As quantidades de 6leo de soja incluida nas dietas experimentais variaram (0,59 a
0,90%). Apds a secagem das dietas foi feita o 6leo de soja foi adicionado a massa
resultante por meio de aspersdo e as dietas foram colocadas por 10 minutos em um
misturador mecanico tipo “Y”, (modelo MA 200, marca Marconi Equipamentos
Laboratoriais, Piracicaba — SP, Brasil), e por fim armazenda em freezer (-20°C) até serem

utilizadas.

5.4.3 Analises quimicas
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A composigédo centesimal das dietas foi determinada pela metodologia proposta
pela AOAC (2005). As analises de energia bruta foram realizadas com o auxilio da bomba
calorimétrica (IKA® C2000). Essas analises foram realizadas no Laboratério de
Qualidade de Alimentos — LQA do Grupo de Estudos de Manejo na Aquicultura —
GEMA(q — da Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE. As anélises de
aminoacidos totais das dietas (Tabela 2) foram determinadas pelo método MA-009
(White et al., 1986; Hagen et al., 1989) por um laboratério comercial (CBO Analises
Laboratoriais Ltda., Valinhos — SP).

Tabela 2. Composicio dos aminoécidos (g.kg™) das dietas experimentais.
Dietas contendo niveis crescentes de PHFS (%0)

AA(%)
0 1 2 3 4 5

Essenciais
Arginina 3,22 2,76 3,38 2,75 2,78 3,2
Fenilalanina 1,47 1,86 1,35 2,01 2,05 1,38
Histidina 0,84 0,86 0,81 1,01 1,09 0,74
Isoleucina 1,18 1,59 1,10 1,53 1,50 1,09
Leucina 2,80 3,30 2,57 3,62 3,70 2,57
Lisina 2,43 1,91 2,25 2,12 2,20 2,31
Metionina 0,75 0,89 0,71 0,89 0,88 0,71
Treonina 1,54 1,7 1,39 1,70 1,75 1,37
Valina 1,88 2,14 1,74 2,35 2,33 1,76
N&o essenciais
Acido Aspértico 2,53 3,34 2,22 3,30 3,62 2,48
Acido Glutamico 5,06 5,12 4,74 5,16 5,22 4,94
Alanina 4,00 2,18 4,26 2,38 2,44 3,99
Cistina 0,50 1,02 0,39 0,96 0,97 0,46
Glicina 6,62 2,86 7,47 2,94 2,91 6,94
Histidina 0,84 0,86 0,81 1,01 1,09 0,74
Prolina 4,16 2,73 4,63 2,66 2,70 4,26
Serina 1,84 2,64 1,70 2,56 2,61 1,74
Taurina 0,09 ND ND ND ND 0,08
Tirosina 1,02 1,31 0,92 1,38 1,37 0,96

Total de amino&cidos 41,93 38,21 41,7 39,12 40,12 40,98

AA(%)= Amino4cidos totais; ND= N&o detectado.

5.4.4 Avaliacéo do indice de palatabilidade

Apbs a coleta dos dados, as filmagens foram examinadas com o propoésito de
analisar os posteriores comportamentos alimentares: a) nimero de peletes consumidos;
b) nimero de rejeicdo do pelete apos captura; ¢) numero de aproximacgdo sem haver a

captura do pelete; e d) tempo de captura do primeiro pelete.

Caunesp 66



O ensaio de palatabilidade foi realizado por meio da metodologia descrita por
Kasumyan e colaboradores (Kasumyan & Morsi, 1996; Kasumyan & Doving, 2003).
Estes autores indicaram o indice de palatabilidade como um célculo aproximado da
preferéncia gustativa (em porcentagem) empregando a seguinte formula:

IP= ((R-C)/(R+C))*100;

no qual:

IP = indice de palatabilidade;

R = Consumo de peletes da ragéo teste; e

C = Consumo de peletes da racdo controle.

Sendo assim, o indice de palatabilidade foi calculado para cada tratamento.

5.4.5 Andlise estatistica

Os dados das variaveis do comportamento alimentar foram observados quanto a
normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Teste de Levene) foram
checados, e a partir disto os dados foram submetidos a analise de variancia fatorial, a fim
de verificar diferencas na interacdo dos niveis crescentes de inclusdo de proteina
hidrolisada de figado suino (PHFS) e periodo (manha e tarde) e, quando apresentaram
diferencas significativas foi realizado o teste de comparacdo de médias de Tukey, em

nivel de 5% de significancia com auxilio do software Statistic 7.1°.

5.5 Resultados

Todas as dietas contendo proteina hidrolisada de figado suino (PHFS)
apresentaram valores positivos para o indice de palatabilidade para ambas as espécies. As
variaveis de consumo de peletes (%), numero de rejeicdo de peletes apos a captura do
pelete, nimero de aproximacdo sem haver a captura de pelete e tempo de captura do
primeiro pelete (s) apresentaram resultados semelhantes (P>0,05) ndo apresentaram
interacdo entre os fatores, diferencas entre periodo do dia e dietas contendo niveis

crescentes de proteinas hidrolisadas de figado suino (P>0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3. Comportamento alimentar de alevinos de dourado e tilapia-do-Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de proteina
hidrolisada de figado suino (PHFS).

- ) - i
Variaveis* Periodo Niveis crescentes de PHFS (%) Probabilidade (P-valor)

Espécies 0 1 2 3 4 5 AL’ p8 1°

M®>  64,17+848 66,25+9,56 6542+9,88 6583+1041 67,08+ 12,15 72,08 + 11,96

CP* (%) 011 009 089
T®  6500+10,00 66,67+10,94 69,17 +11,04 72,08+7,22 72,08+10,76 73,33 8,88
Sourads NR2 200+074  217£072 208+079 208+067 217083 1832083 .o (o (g
(Salminus 208079 200+074 217072 225+087 200£085 1,92%0,79
brasiliensis) NAPROX? 2584108 233098 233%078 200085 183083 208090 .0 o0 g
208+090 208+079 192+100 1,92+079 208+0,79 1,75+0,62
TCP (9 2025+352 2042300 19424268 1983+321 1950£288 1967+246 (o0 (o4 (g
19,83+321 2025+3,28 20,08+275 19,67+3,37 2092+2,15 19,33+261
cP (%) 80,00+16,24 B167+14,07 8333+1303 8542+ 1157 87021097 8917949 o\ (o0 (g0

79,17 +9,73 83,75+ 11,31 88,33+10,08 87,50+9,65 86,67+9,13 86,67+ 10,30

Tilapia-do-

Nilo

(Oreochromis

niloticus)

4444445 4LZ

2,08 +0,79
2,00+0,74
1,92 +0,79
2,00+0,74
1,92 + 0,67
2,00+ 0,74

2,00+0,74
2,00+0,74
1,92 +0,79
1,92 +0,79
1,83 +0,83
1,83+0,72

1,92 +0,79
2,00+0,74
1,92 + 0,90
1,92 +0,79
1,92 +0,79
1,92 +0,79

1,75+ 0,75
1,92 + 0,67
1,83+0,72
1,92 +0,90
2,08 + 0,67
2,00+ 0,74

1,75 £0,75
1,92 +0,67
1,75+0,75
1,83 +0,83
1,92 +0,79
2,00+ 0,74

1,83 +0,83
1,75+ 0,87
1,83 +0,83
1,75+ 0,87
2,08 +0,79
1,92 +0,79

0,78

0,97

0,96

1,00

0,84

0,91

0,99

1,00

0,99

PHFS= Proteina hidrolisada de figado suino.
Consumo de peletes; 2Nimero de rejeicdo de pelete apds a captura; NUmero de aproximagdo sem haver a captura do pelete; “Tempo de captura do primeiro pelete; SManh3;

STarde; "Alimento; 8Periodo; °Interacio.
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5.6 Discussao

No presente estudo, observou-se uma sequéncia de comportamento alimentar de alevinos
de dourado e tilapia-do-Nilo composta por rea¢fes de procura, movimentacdo de busca,
deteccdo, ataque, captura, degluticéo e rejeicao.

No atual estudo, as dietas contendo niveis crescentes de PHFS incrementaram o
indice de palatabilidade para ambas as espécies, demonstrando sua elevada propriedade
nutricional (substancias aminoacidicas fortemente solGveis em agua encontrados nos
hidrolisados) que desperta a sensibilidade do sistema de quimiorrecepcao (olfato) dos
alevinos de dourado a localizarem o alimento (Halver & Hardy, 2002), de modo, que
esses compostos quimicos agiram como atrativos e palatabilizantes promovendo o
consumo alimentar dos peixes.

Em se tratando do dourado, a utilizacdo desse ingrediente alternativo em dietas
aquicolas se torna uma estratégia nutricional interessante principalmente para espécies
carnivoras que exigem um alto teor de proteina na ragdo (Oliva-Teles et al., 2015), bem
como, no custo de producdo (NRC, 2011).

O aumento dos niveis de PHFS nas dietas ndo influenciou o pardmetro referente
ao numero de rejeicao do pelete apds a captura para as duas espécies, sendo que o dourado
e a tilapia-do-Nilo apresentaram um numero médio de 2,07 e 1,93 de péletes rejeitados
por trato (quantidade média de rejeicdo) semelhante a dieta controle. Foi verificado, que
apos os alevinos de dourado capturarem os peletes, bem como, os alevinos de tilapia-do-
Nilo, os mesmos passaram por um determinado periodo na boca dos peixes definido como
tempo de retencdo (Kasumyan & Mikhailova, 2018), bem como, foi constatada uma série
de rejeicdes, particularidade de muitos peixes (Mikhailova & Kasumyan, 2016).

Dessa forma, sugere-se que os diferentes niveis de suplementacdo de PHFS
(composicdo aminoacidica) e a dieta controle ndo inibiram a detec¢do de substancias
estimulantes, o que melhorou a taxa de ingestdo e o indice de palatabilidade.

Os aminoacidos desempenham papel importante no fornecimento de substancias
quimicas (incitantes e estimulantes) sobre o sistema extraoral e oral dos peixes
(Kasumyan & Ddvin, 2003). A atratividade é um requisito essencial nas dietas dos peixes,
pois € um dos fatores que influencia se o animal sera capaz de responder a estimulos
olfativos por meio de processos de movimentagdo (natacdo) em busca de determinada

fonte quimioatrativa (Barnad, 2006).
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Valentin¢i¢ (2004) enfatiza que o0s peixes tém um sistema quimiossensorial
extremamente sensivel aos aminodcidos, sendo capazes de detectarem milhares de odores
por via de células receptoras que transmitem sinais (axoénios) para o bulbo olfatorio, que
em associacdo com o reflexo encefélico fornecem informacGes sobre as substancias
incitantes.

No presente estudo, todas as dietas proporcionaram um numero de aproximacao
sem captura do pelete menor que a dieta controle, entretanto, ndo afetaram o respectivo
comportamento alimentar, sugerindo que as duas espécies foram capazes de detectarem
as fontes quimioatrativas, de modo, a estimularem o sistema olfativo dos peixes.

De forma similar, outras pesquisas foram conduzidas com o intuito de avaliar
compostos quimicos em dietas para peixes, em respostas aos comportamentos
alimentares. Nesse sentido, Alves et al. (2019a), testaram subprodutos de aves (visceras
e penas) e suinos (miudos) na dieta para tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) e
demonstraram que o0s peixes que receberam as dietas contendo proteina hidrolisada de
frango e figado suino apresentaram um menor numero de aproximagao sem captura do
pelete em relacdo a dieta controle (farinha de peixe).

Sabe-se que os hidrolisados proteicos sdo obtidos ap6s a conversao enzimatica ou
quimica de proteinas intactas, gerando um produto com uma composicao fisico-quimica
rica em aminoacidos (Dieterich et al., 2014). Assim, em funcdo da importante funcdo dos
processos hidroliticos sobre o fornecimento destes compostos quimicos, salienta-se a
importancia da realizacdo de novos estudos com o intuito de ter o entendimento sobre o
comprimento e sequéncia de aminoacidos, visto que, esses fatores podem neutralizar as
fontes quimioatrativas.

A avaliacdo de um ingrediente depende de sua composicdo quimica,
digestibilidade, atratividade e palatabilidade, além de suas propriedades fisicas. Como
resultado, estratégias nutricionais baseadas nestes aspectos influenciardo positivamente
na méxima utilizacdo dos nutrientes, e consequentemente, no crescimento dos animais
(Glencross et al., 2007).

O efeito sinérgico entre atratividade e palatabilidade sobre as dietas € um elemento
chave para reduzir o tempo que 0s peixes gastam para ingerir o alimento, restringindo a
lixiviagdo dos nutrientes e mitigando a degradacéo do ambiente de criacdo (Cyrino et al.,
2000).

E notério que a nutricdo estd diretamente atrelada ao sucesso produtivo sobre

aspectos do crescimento e rentabilidade na criagdo de peixes (Furuya, 2010). De maneira
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geral, a proteina é o nutriente mais dispendioso na formulacdo de dietas, sendo
responsavel por 70% dos custos de producdo (Cyrino, 2000). Dessa forma, o
comportamento alimentar referente a resposta gustativa (olfato) € de suma importancia
para avaliar a atratividade do alimento, visto que, a rapida procura e captura da racao
reduz a perda de nutrientes que esta associada a reducdo dos custos (Tacon & Foster,
2003).

O aumento dos niveis de PHFS nas dietas ndo influenciaram (P>0,05) o
comportamento alimentar referente ao tempo de captura do 1° pelete. Apesar da auséncia
de diferenca significativa, foi observado que todas as dietas contendo o ingrediente teste
reduziram o tempo médio em segundos de captura do pelete em relacdo a dieta controle.
Percebe-se que a suplementacdo das dietas contendo niveis de PHFS apresentou
substancias incitantes (compostos aminoacidicos) que estimularam a imediata
assimilacdo do alimento, podendo ser um indicativo do desenvolvimento do sistema
extraoral dos peixes (Kasumyan & Ddvin, 2003).

Os resultados deste estudo demonstraram que as dietas contendo niveis crescentes
de proteina hidrolisada de figado suino (PHFS) tiveram a capacidade de atrair e estimular
0 consumo alimentar de alevinos de dourado e tilapia-do-Nilo.

O entendimento do comportamento alimentar do dourado e da tilapia-do-Nilo
quanto ao uso de hidrolisado torna-se necessario para o desenvolvimento seguro de
estratégias nutricionais, visto que, existem auséncias de informacg6es sobre o uso da
proteina hidrolisada de figado suino na nutricio das espécies. E necessario a realizacio
de novos estudos sobre preferéncia alimentar (sistema gustativo), desempenho e respostas
fisiolégicas em diferentes fases de criacdo do dourado e da tilapia-do-Nilo, bem como,

outras espécies de cunho comercial.

5.7 Conclusao

As dietas contendo proteina hidrolisada de figado suino estimulam o sistema
extraoral e oral dos alevinos de dourado e tilapia-do-Nilo, assim, refletindo positivamente
no indice de palatabilidade em relagéo a dieta controle. Portanto, recomenda-se a inclusao
de 5% de PHFS nas formulagdes de dietas comerciais para inducdo da captura e ingestéo

das dietas para as duas espécies.
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6.0 Consideracdes finais

Nos ultimos anos, a criacdo de peixes no Brasil vem se desenvolvendo e
conquistando maior espago no mercado. Simultaneamente, aumenta a demanda de farinha
de peixe na formulacédo de ragdes que possam assegurar a condigédo nutricional e, assim,
proporcionar mais saude, melhorar o desempenho produtivo dos animais e indices de
produtividade. Contudo, a alimentacdo corresponde de 50 a 70% do custo de producao
dos animais. Desta maneira, a escolha por ingredientes alternativos que sejam ricos em
proteinas e que apresente custo mais acessiveis, e que mantenha a mesma qualidade séo
imprescindiveis para proporcionar uma nutricdo adequada e melhorar o metabolismo dos

animais a fim de manter a producéo de peixes em ascensao.

Nas condi¢des experimentais utilizada nesta pesquisa a proteina hidrolisada de
figado suino, mostra-se um ingrediente alternativo para alevinos de dourado e tilapia-do-
Nilo. Para o ensaio de desempenho produtivo, as dietas contendo PHFS ode ser
eficientemente utilizado garantindo ganho em performance, peso, sobrevivéncia e
lucratividade. A suplementacdo de PHFS para esta fase de desenvolvimento da tilapia-
do-Nilo é de 2,91%. Para o experimento de atratividade e palatabilidade, os niveis de
PHFS estimulou o consumo de racdo das espécies, sendo que a dieta contendo 5% do

respectivo ingrediente ofereceu o melhor indice de palatabilidade para ambas as espécies.

Desta forma, as informacdes obtidas nesse estudo em conjunto com novas
pesquisas em diferentes fases de criacdo, podem servir de subsidios para a formulacéo de
racOes especificas com o intuito de promover melhoria de performance, salde e custo-

beneficio.
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