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CAPITULO |
CONSIDERACOES INICIAIS



1 INTRODUCAO

A alimentagdo representa o maior custo no cultivo intensivo da tilapia-do-Nilo,
sendo a proteina o nutriente mais nobre e caro da dieta. Os esfor¢os para reduzir estes
custos resultam em sua maior parte na utilizacdo de fontes de proteina de origem
vegetal.

O farelo de soja, por apresentar excelente valor nutricional e alta
disponibilidade ¢ o alimento proteico vegetal mais utilizado na alimentagcdo animal,
podendo compor mais de 40% da racdo da tilapia, portanto, a substituicdo parcial do
farelo de soja por fontes proteicas mais baratas reduziria os custos com a alimentagao.

Os grios secos de destilaria com soluveis conhecidos como DDGS (distiller’s
dried grains with solubles), coproduto da producdo do etanol a partir de cereais, pode
ser 48,58% mais barato, tomando por base uma unidade de proteina, do que o farelo de
soja. Aproximadamente 98% dos DDGS produzidos na América do Norte sio
provenientes da producdo do etanol para combustivel, enquanto que 1-2% sdo da
producao de bebidas (Bucheit, 2002).

Na América do Sul, em alguns paises, o etanol ¢ produzido a partir de varios
cereais. No Brasil, as usinas de producao de etanol a partir da cana de acucar podem
utilizar os cereais como segunda matéria-prima e produzirem ndo s6 combustivel, mas
também alimento proteico, além disso, algumas destilarias produzem etanol somente a
partir do milho e do sorgo, o que torna os DDGS disponiveis para as industrias de
racoes.

Os DDGS apresentam bom teor proteico, em média 30% de PB, sem a
presenca dos fatores antinutricionais comumente encontrados nos alimentos proteicos
de origem vegetal (Zhou et al., 2010). Destaca-se que este alimento, segundo Lim et al.
(2008), contétm a levedura dentre as substancias que o compde, com razoavel
quantidade de B-glucanos, objeto de estudo como moduladores da resposta imune em
peixes.

Atualmente, os DDGS sdao amplamente estudados na alimentagdo animal (Stein
& Shurson, 2009), embora sua utilizacdo na alimentagdo de peixes seja restrita,
provavelmente por seu baixo teor de lisina, reflexo do cereal empregado para a

producdo do etanol (NRC, 1993). Segundo Webster et al. (1995), as pesquisas para



determinagdo do valor nutritivo do DDGS tiveram inicio em 1940. Estes autores
afirmaram que este alimento se mostra com potencial para compor a formulagdo da
dieta de diferentes espécies, como a truta arco-iris (Oncorhynchus mykis) (Cheng &
Hardy, 2004), o bagre do canal (Ictalurus punctatus) (Tidwell et al., 1990; Webster et
al., 1993; Lim et al., 2008) e a tilapia (Oreochromis niloticus) (Wu et al., 1996; Tidwell
et al., 2000; Lim et al., 2007).

Os resultados destes estudos baseiam-se, principalmente, nas respostas de
desempenho produtivo e composi¢do corporal, enquanto os autores sugerem estudos
objetivando verificar a influéncia do DDGS na higidez dos peixes. Destaca-se, ainda, a
falta de informacgdes sobre o valor nutritivo do DDGS obtido pelas destilarias de etanol

no Brasil.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Método de obtencdo e caracteristicas fisicas dos DDGS

O DDGS (distiller’s dried grains with solubles) ¢ co-produto seco da producao
do etanol apds fermentagdo do amido de graos de cereais por leveduras. A obtencdo de
etanol a partir de cereais ¢ basicamente resumida por dois processos: moagem tmida ou
moagem seca. Na moagem Umida o grdo ¢ fracionado em componentes primarios
(amido, gérmen e fibra), sendo que este processo gera varios co-produtos. No processo
de moagem a seco existem seis etapas majoritarias: moagem, cozimento, liquefacao,
sacarificacdo, fermentacao e separacdo. Os produtos finais da moagem a seco incluem
alcool combustivel, dioxido de carbono e grao secos de destilaria com solaveis (Kim &
Dale, 2005).

Assim como no etanol produzido a partir da cana de aclcar, durante a
fermentagdo, a glicose ¢ convertida em etanol pela acdo da levedura Saccharomyces
cereviseae. O liquido produzido segue para um conjunto de centrifugas, na qual ¢é
separada a parte fina (que pode ser recirculada no processo) e a parte restante segue para
evaporadores, nos quais ¢ produzido o xarope (com cerca de 50% de umidade). O
xarope ¢ misturado aos sélidos retirados da centrifuga e seco, dando origem ao DDGS.
As demais etapas de destilagdo sdo equivalentes as de obtencdo de etanol a partir da

cana (Rausch & Belyea, 2005; Xu et al., 2009). A cada 2,54 kg de milho fermentado sdo



produzidos 1,02 L de etanol, 0,28 kg de di6éxido de carbono e 0,82 kg de DDGS (Lim &
Yildirim-Aksoy, 2008).

Os DDGS do milho sao produtos granulares com coloragdo que pode variar do
amarelo claro ao marrom escuro, pois, varios fatores podem influenciar sua coloragao,
como a quantidade de soluveis adicionados aos graos de destilaria antes da secagem, até
a temperatura e tempo de secagem. A cor da matéria prima influencia pouco a coloragao
final do DDGS (Rosentrater 2006; Liu 2009).

O principal entrave quanto a utilizagdo dos DDGS em dietas ¢ a variagdo no
teor nutricional devido a diferencas nos métodos de processamento para obtengdo de
etanol (Liu 2009). A coloragdo ¢ forte indicadora do valor nutricional do DDGS, ou
seja, métodos incorretos de processamento (temperatura, tempo de secagem ou ambos,
por exemplo) resultam em produtos com cor mais escura €, consequentemente, com

menor valor nutritivo para os animais (Fastinger et al., 2006).

2.2 Composicao quimica e avaliacdo nutricional dos DDGS

O milho contém cerca de dois tercos de amido que quando convertido em
etanol durante a fermentacdo torna os nutrientes (proteina, acidos graxos, minerais e
vitaminas) contidos neste cereal mais concentrados. O DDGS contém de trés a quatro
vezes mais proteina, fosforo e fibra do que o milho. Desse modo, a composi¢ao quimica
do DDGS pode variar de acordo com as fontes e a qualidade dos graos utilizados para
producao de etanol, sendo desejado que nao haja variagcdes no conteudo em nutrientes
mesmo que sejam de plantas diferentes. No entanto pode haver variacdo até mesmo
entre os graos provenientes da mesma espécie de planta dependendo, por exemplo, do
tempo e eficiéncia da fermentagdo, além do processo de secagem (Lim & Yildirim-
Aksoy, 2008).

Embora o milho seja o principal grao, trigo, cevada e sorgo também podem ser
utilizados na produgdo de etanol. Lee et al. (1991) estudaram a composi¢cdo de DDG
(distiller’s dried grains) e DDGS provenientes do milho e do trigo e observaram no co-
produto do milho conteudo inferior em proteina bruta e maior teor de extrato etéreo
(DDG 32,9% e DDGS 28,7% de PB; DDG 17,6% e DDGS 17,6% de EE) do que no
obtido a partir do trigo (DDG 48,7% e DDGS 42,7% de PB; DDG 6,2% e DDGS 5,6%

de EE). Resultados semelhantes foram obtidos por Dong et al. (1987) em estudo com



DDGS do milho, trigo branco e trigo vermelho, que encontram valor de proteina bruta e
extrato etéreo de 31,6% e 8,9% para o milho; 40,4% e 3,2% para o trigo branco; e
34,4% e 3,4% para o trigo vermelho, respectivamente.

Segundo Lodge et al. (1997) os DDGS do sorgo apresentam conteido em
proteina bruta semelhante aos dos DDGS do milho com 31,4%, valor superior ao
encontrado por Hancock (1995), que em estudo também com DDGS de duas
variedades, o sorgo bronze e o amarelo, encontrou valores de 26,6 ¢ 25,6% de proteina
bruta, respectivamente.

No intuito de se obter co-produtos que se tornem mais atrativos no ponto de
vista de utilizagdo na aquicultura, pesquisas buscam elevar o conteido proteico e
reduzir o teor de fibra ndo digerivel dos ingredientes (Stone et al., 2005). Isto pode ser
alcangado aplicando-se tecnologia de fracionamento, para separar a fragdo fermentavel
do grao, da por¢ao ndo fermentavel antes da moagem e processamento por fermentagao
(Singh et al., 2005; Robinson et al., 2008). Um dos co-produtos que resultam a partir
deste processo ¢ o HPDDG (high protein distiller’s dried grains), que comparado ao
DDGS convencional produzido a partir do milho, possui maior conteido em proteina
bruta (44,7 e 27,5%), menor teor de gordura (5,4 e 18,5%) e menor teor de fibra em
detergente neutro (7,3 e 26,5%), respectivamente (Singh et al., 2005; Overland et al.,
2013).

Para a obtencdo de DDG a partir do trigo com maior conteudo proteico e
menor quantidade de polissacarideos ndo amilaceos, Reveco et al. (2012) extrairam a
proteina de dois diferentes tipos de DDG, por meio de precipitagdo com adig¢do de agua,
autoclavagem e secagem em estufa, obtendo um co-produto denominado DDG-PC
(distiller’s dried grains protein concentrate) que passou de 24,95 para 52,22 e 43,18 para
68,51% de proteina bruta, respectivamente. Estes autores encontraram ainda, valores
maiores de aminoacidos nos dois DDG-PC, a lisina apresentou aumento nos valores de
0,95% para 1,39% e de 1,00% para 1,80%, e a metionina passou de 0,41% para 0,98% e
0,69% para 1,41%, respectivamente.

O perfil de aminoacidos encontrado nos DDGS ¢ semelhante ao do grao de
origem (Dong et al., 1987). A proteina do milho ¢ deficiente em lisina, assim, o produto
gerado a partir dele conservara essa caracteristica. Devido ao menor teor de proteina, as

porcentagens de aminodcidos essénciais de produtos de graos de destilaria a partir do



milho, trigo, sorgo e cevada sdo consideravelmente mais baixas do que as encontradas
no farelo de soja.

O aminoacido mais limitante em DDGS a partir dessas fontes quando
comparadas ao farelo de soja ¢ a lisina (Dong et al., 1987; Hancock et al., 1995;
Feedstuffs, 2008). A concentracdo de vitaminas e minerais diferem entre as fontes e os
lotes de DDGS. Os DDGS de milho sao ricos em vitamina A, niacina, colina, e fosforo,
que ¢ altamente biodisponivel (Lim et al., 2011a).

E de essencial importincia a determinagdo dos valores digestiveis dos
alimentos para que se torne possivel formular dietas balanceadas. Deste modo,
Thompson et al. (2008) avaliaram a digestibilidade do DDGS pelo sunshine bass
(Morone chrysops X M. saxatilis) e obtiveram valores de coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA) da proteina bruta e lipideos de 64,94 e 68,72%, respectivamente. Li et
al. (2013) avaliaram o valor nutritivo do DDGS do milho pelo bagre do canal (Ictalurus
punctatus), ¢ encontraram CDA da matéria seca, proteina bruta, energia, lisina e
metionina do DDGS de 50,8, 89,9, 58,5, 72,1 ¢ 84,8% respectivamente.

Magalhaes et al. (2015), em estudo para verificar o valor nutritivo de dois
diferentes DDGS de milho pelo European seabass (Dicentrarchus labrax) e pelo meagre
(Argyrosomus regius) obtiveram CDA da matéria seca, proteina e energia, de 63,3 e
56,7; 96,3 € 92,1; 67,9 e 63,6% pelo European seabass e 65,6 ¢ 57,2; 97,9 ¢ 91,8; 67,4 ¢
58,0% pelo meagre. Estes autores concluiram que apesar dos elevados CDAs para
proteina, os CDAs da matéria seca sao baixos devido ao alto teor de fibra bruta dos dois
DDGS (7,2 e 7,8%).

Além de conter bom contetido protéico, os DDGS possuem na levedura
presente em sua composi¢cdo boa quantidade de B-glucano e mananos que tem sido
objeto de varios estudos sobre sua agdao como estimuladores da resposta imune em

peixes (Lim, 2008).

2.3 Utilizacdo de DDGS em dietas para peixes
Embora o emprego de produtos gerados pelas destilarias em aquicultura seja
recente, a utilizagdo de DDGS em dietas para peixes tem sido estudada desde o ano de

1940 (Webster et al., 1995).



Phillips et al. (1964) em estudo com truta marrom (Sal/mo trutta) reportaram
que os peixes alimentados com dieta contendo farinha de peixe, farelo de algodao,
levedura de cerveja e DDGS apresentaram desempenho produtivo igual aos peixes
alimentados com dietas contendo misturas de farinhas de carne. Além disso, esta foi a
primeira dieta seca a proporcionar ovos vidveis de matrizes de truta, com taxa de
eclosdo total de 86% e sobrevivéncia de 88% no estagio de olhos. Anteriormente, a taxa
de ovos viaveis para incubagdo obtida com alimentacao de dieta seca era de 4 a 5%.

Em estudo com truta arco-iris (Oncorhynchus Mykiss) Cheng & Hardy (2004),
alimentaram os peixes com dieta referéncia contendo 30% de farinha de peixe em que
as dietas teste substituiram 25, 50 e 75% desta farinha, formuladas para serem
isoproteicas e isoenergéticas, com e sem a suplementa¢do de lisina e metionina, os
DDGS constituiram 7,5; 15 e 22,5% da dieta total. Estes autores relataram que para os
peixes alimentados com 15% de DDGS na dieta, ou seja, 50% da substitui¢do pela
farinha de peixe sem a suplementacdo de lisina e metionina ndo houve decréscimo no
desempenho produtivo, sendo que para a inclusdo de 22,5% de DDGS (75% de
substitui¢do da farinha de peixe) se faz necessaria a suplementagao destes aminoacidos
para que nao haja perda de produtividade.

Stone et al. (2005) também realizaram estudo com a truta arco-iris, objetivando
substituir a farinha de peixe pela combinag¢do do DDGS e do gluten de milho em dietas
extrusadas e peletizadas. Estes autores concluiram que até 18,4% de produtos do milho
(10% de DDGS e 8,4% de glaten) pode ser utilizado na dieta, independentemente do
seu processamento, sem afetar o desempenho produtivo.

Em pesquisa para obteng¢do e utilizagdo de DDG-PC proveniente de dois
diferentes DDG do trigo, Reveco et al. (2012) avaliaram a inclusdo em dietas para truta
arco-iris destes co-produtos nos niveis de 7,5; 15,0; 22.,5; 30,0% e uma dieta sem
inclusdo. Os autores ndo encontraram diferencas significativas para o ganho de peso,
consumo de racdo e conversdo alimentar, indicando que a utilizagdo do DDG-PC até
30,0% nao reduz o desempenho produtivo.

Em estudo para avaliar a substituigdo de ingredientes de origem vegetal
(concentrado proteico de soja, farelo de girassol, farelo de colza e ervilha) pelos DDGS
e HPDDG nos niveis de 50 e 100% em dietas para truta arco-iris, Overland et al. (2013)

concluiram que a substituicdo por ambos elevou o consumo de ra¢do o ganho de peso e



melhorou a conversdo alimentar. Prachom et al. (2013) incluiram o HPDDG nos niveis
de 0, 5, 10 e 15%, em substitui¢do ao gluten de milho em dietas para truta arco-iris e
determinaram melhor utilizagdo da proteina e retencdo de fosforo pelos peixes
alimentados com dietas contendo HPDDG, do que os alimentados com dieta controle.
Os autores sugerem ainda, que a melhor utilizacdo do fésforo € possivel devido ao
HPDDG nao apresentar fatores atinutricionais, como o fitato, comumente presentes nos
ingredientes de origem vegetal.

O DDGS possui alta palatabilidade para bagre do canal, porém contém
aproximadamente 45% a menos de lisina em sua composi¢do, quando comparado ao
farelo de soja. A substituicdo de toda proteina animal pela do farelo de soja ¢ bem
sucedida para bagre do canal, e parte desta proteina também pode ser substituida por
outras proteinas vegetais, tais como as do DDGS (Robinson & Li, 2008).

Em estudo com alevinos de bagre do canal Deyoe & Tiemeire (1969)
recomendaram a inclusdo de 10% de DDGS em dieta contendo 26% de proteina,
enquanto Robinette (1984) em pesquisa com mesma espécie sugeriu inclusdo de 7,5%
de DDGS em dieta contendo 36% de proteina bruta.

Estudos mais recentes demonstram que a inclusdo de 15 a 30% de DDGS em
substitui¢do as proteinas de origem animal e ao farelo de soja para bagre do canal,
proporcionam desempenho produtivo semelhante (Webster et al., 1991). Em estudo com
mesma espécie Lim et al. (2009) relataram que a substitui¢do de 40% da mistura de
farelo de soja e milho por DDGS quando suplementado com lisina ndo alterou o ganho
de peso e a eficiéncia alimentar. A substituicdo da dieta contendo farelo de soja e milho
sem a suplementagdo de lisina para bagre do canal, ndo alterando o desepenho produtivo
e utilizagdo do alimento, é de 30% (Zhou et al., 2010).

Renukdas et al. (2014) avaliaram com bagre do canal e um hibrido (Ictalurus
punctatus % Ictalurus furcatus) a substitui¢ao parcial do farelo de soja pelo DDGS em
duas dietas contendo 28,0 e 32,0% de proteina bruta e ndo verificaram diferengas no
desempenho produtivo, composic¢ao centesimal da carcaca, rendimento de filé, producdo
de nuggets e caracteristicas organolépticas do produto, além de reduzir os custos da
dieta com a inclusdo de 20% de DDGS.

Com objetivo de determinar a possibilidade de utilizar o DDGS como fonte

proteica para a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), Wu et al. (1996) realizaram



pesquisa e concluiram ser possivel a inclusdo, sem prejuizo ao desempenho produtivo,
de 16 a 49% de DDGS, em combinac¢do com o gluten de milho, em dietas contendo de
32 a 40% de proteina bruta. Estes mesmos autores (Wu et al., 1997), em estudo com a
mesma espécie, incluiram de 63 a 82% de DDGS em combinacdo com farelo de soja e o
gluten de milho, com e sem suplementacdo de lisina e triptofano, em dietas contendo 28
e 32% de proteina. Apos oito semanas, observaram que duas dietas contendo 28% de
proteina e ambas suplementadas com lisina (67% de gliten de milho e 26% de farelo de
soja e 77,15% de DDGS e 15% de farelo de soja) proporcionaram de forma semelhante,
as melhores respostas produtivas.

Em pesquisa em tanque rede, Tidwell et al. (2000) avaliaram as respostas de
desempenho da tilapia-do-Nilo em consorcio com o camardao (Machrobrachium
rosenbergii), alimentadas com dietas peletizadas (26% de PB), em que a dieta teste
continha o0 DDGS (26% PB) obtido a partir do milho. Estes autores concluiram, apds 12
semanas, que o desempenho produtivo dos peixes alimentados com DDGS foi
significativamente inferior, assim como os custos das ra¢des (U$ 0,66/kg da ragdo
controle e de U$ 0,26 a 0,37/kg com DDGS).

Coyle et al. (2004) avaliaram em tilapia hibrida (O. niloticus x O. aureus) a
inclusdo de 30% de DDGS em dietas contendo farinha de peixe e farinha de carne e
ossos e determinaram menor ganho de peso, taxa de crescimento especifico e taxa de
eficiéncia alimentar em peixes alimentados com dieta contendo 30% de DDGS na
auséncia de farinha de peixe e farinha de carne e ossos, comparado com os peixes
alimentados com a dieta controle (a base de farelo de soja e farinha de peixe) e dietas
contendo 30% de DDGS e 8% de farinha de peixe ou 26% de farinha de carne e o0ssos.
Em estudo com a mesma espécie, Welker et al. (2014) avaliaram DDGS provenientes de
diferentes graos (milho, sorgo e trigo) em substituicdo de 30% do farelo de soja
combinado com farelo de milho (relacdo de 1,8) e ndo encontraram diferencas no
desempenho produtivo, hematologia e imunidade.

Em trabalho realizado com juvenis de tildpia-do-Nilo, utilizando niveis
crescentes de DDGS (0, 10, 20, 40 e 40% com suplementagdo de lisina) em substitui¢ao
ao farelo de soja e milho, Lim et al. (2009), observaram que os peixes alimentados com
dieta contendo 40% de DDGS sem adi¢do de lisina, apresentaram ganho de peso

reduzido comparado aos tratamentos com substitui¢do pelo DDGS até 20%. Estes
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autores realizaram ainda desafio bacteriano (Streptococcus iniae), ndo sendo observado
efeito sobre a resposta imune nos peixes alimentados com DDGS.

Shelby et al. (2008) observaram menor ganho de peso e eficiéncia alimentar
pela tilapia-do-Nilo alimentadas com dieta contendo 60% DDGS sem adi¢do de lisina
em comparacdo aos peixes alimentados com as dietas controle a base de farelo de soja e
dietas contendo menor quantidade de DDGS (0, 30 e 30% + lisina). A adi¢do de lisina
em dietas contendo 60% de DDGS melhorou o ganho de peso e a eficiéncia alimentar a
niveis verificados com a dieta controle, sugerindo que, com a suplementacio de lisina,

podem ser incorporados 60% de DDGS em dietas de tilapia.

2.4 Nutricdo e saude de peixes

Ao longo dos ultimos anos a aquicultura se mostrou em seu pleno
desenvolvimento, sendo a produgdo de peixes, responsavel por boa parte deste
crescimento. Tal fato deve-se a intensificagdo dos sistemas de producdo e melhorias
realizadas nos canais responsaveis pela distribuigao.

Para que se torne possivel o desenvolvimento da atividade intensiva, se
tratando da producdo de peixes, faz-se necessaria a implantacdo de boas praticas de
manejo, controle da qualidade da &gua, utilizacdo de densidades adequadas e,
principalmente, os cuidados com a alimentacdo e nutri¢do, tendo em vista que ragdes
sdo a Unica fonte de alimento para os animais confinados devendo, por sua vez, atender
em todos os aspectos suas exigéncias nutricionais.

Do mesmo modo que nas outras espécies de producdo, a probabilidade de
ocorrerem doencas em sistema intensivo de cultivo é maior (Bondad-Reantaso et al.,
2005). Dessa forma o maior desafio para a aquicultura ¢ manter os peixes em condi¢do
saudavel, para possibilitar rapido crescimento e maior percentual de sobrevivéncia. Essa
condi¢do pode ser assegurada por meio de nutricdo adequada, com formulacdes de
dietas que fornegam ndo apenas os nutrientes essenciais, mas que preparem 0s peixes
para situagdes que possam afetar sua satude (Gatlin III, 2002).

O conceito em se balancear dietas deve ser sustentando com base em trés
pilares, nutricdo, satde e responsabilidade ambiental. Muitas vezes, ragdes que
promovem o rapido crescimento dos peixes sdo as que determinam melhor resisténcia a

doencgas (Blazer, 1992). Nesse sentido as pesquisas cientificas tém ampliado o numero
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de areas de conhecimento no intuito de estabelecer compreensdo sobre as intimeras
relacdes existentes entre nutricao e satde.

Desse modo Hesser (1960), propde o uso de parametros hematoldgicos como
indicadores de satide. A hematologia assim como a imunologia, tém exercido importante
papel no entendimento da nutri¢ao possibilitando o desenvolvimento de estratégias para
reduzir os efeitos provocados pelo estresse e elevar a resisténcia imunoldgica nos peixes
permitindo a manutengdo do equilibrio orgdnico nas diferentes situacdes em que o0s
animais, inevitavelmente, sdo expostos em sistemas intensivos de producao.

Qualquer alteracao fisiologica ¢é, concomitantemente, refletida no sangue
podendo afetar os parametros sanguineos (Hrubec et al., 1997). Devido a essa
caracteristica, varios trabalhos t€ém buscado avaliar a saude dos peixes por meio de
parametros hematologicos com a intencdo de demonstrar, que dietas que promovem
melhor desempenho nem sempre proporcionam melhor higidez, ou ainda que
contribuam de alguma forma para que os animais respondam da melhor maneira
possivel a exposi¢cdo a agentes estressores (Barros et al., 2009; Lim et al., 2009; Signor
etal., 2010b; Lim et al., 2011b; Teixeira et al., 2011; Barros et al., 2014).

Os DDGS possuem em sua composicao a levedura (Saccharomyces cerevisiae)
e suas concentragdes podem chegar a representar 3,9% da biomassa total destes
alimentos (Ingledew, 1999). Dentre os constituintes da parede celular das leveduras
encontram-se os mananoligossacarideos (MOS), que sdo oligossacarideos compostos
por 40% de B-glucanos e 40% de a-D-manana (Hough, 1990).

Os B-glucanos sdo objeto de estudos atuando como moduladores da resposta
imune em peixes (Lim et al., 2007), melhorando a atividade do sistema imune ndo
especifico e a resisténcia contra determinados patogenos (Elis, 2001; Costas et al.,
2011) por meio do aumento da concentracdo plasmatica de lisozima e pelos
componentes do sistema complemento, que elevam a atividade fagocitica de
macrofagos (Nikl et al., 1991; Anderson, 1992; Chen & Ainsworth, 1992; Dalmo &
Bogwald, 2008; Chang et al., 2013).

As o-D-mananas exercem fung¢do de ligagdo nos receptores lecitinas
especificos de manose das bactérias enteropatogénicas, atuando como atrativos € com
isso prevenindo a adesdo as glicoproteinas da superficie do vilo, desse modo, reduzindo

o risco de colonizagdo e disseminagdo dos patdgenos bacterianos (Firion et al., 1983).
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2.5 Estresse em peixes

A resposta do organismo a qualquer demanda que cause alteracdo da condigdo
fisiologica do animal, além do estado normal de repouso, foi definida como estresse por
Selye (1973). No ambiente, a resposta ao estresse pode ser representada pela capacidade
dos peixes em mobilizar reservas de energia de forma a evitar ou vencer imediatamente
situagoes de ameaga.

Em piscicultura intensiva, as situagdes de estresse podem afetar o desempenho
produtivo, prejudicar o estado de satde e aumentar a suscetibilidade a doencas dos
animais (Carmichael, 1984). Neste sistema de produ¢do, varios sdo os fatores
promotores de estresse aos animais, dentre eles podemos listar praticas de manejo
comumente aplicadas como, por exemplo, biometrias e classificagdo dos peixes
objetivando crescimento mais homogéneo. Estas praticas rotineiras envolvem vdrios
processos de manipulagdo dos animais fora do ambiente aquatico, ou seja, os peixes sao
submetidos a exposi¢ao ao ar. Nesse sentido, Silva et al. (2012) em estudo realizado em
tilapia-do-Nilo alimentada com dieta comercial puderam, por meio de parametros
sanguineos e bioquimicos (colesterol, glicose, calcio e sddio) diagnosticar ocorréncia de
estresse fisiologico nos peixes expostos ao ar.

O estresse pode influenciar negativamente na resisténcia a doengas,
crescimento, reproducado, sobrevivéncia e condi¢do geral de saude dos animais (Barton e
Iwama, 1991). Em fun¢do desses possiveis efeitos, atencdo especial tem sido dada a
formas de se reduzir tais consequéncias.

A condicdo de estresse provoca ajustes imediatos desencadeados nos diversos
niveis da organiza¢do metabdlica, predominantemente ocasionando mudangas no
comportamento. De forma geral, esses ajustes possuem custo energético e buscam
minimizar os efeitos organicos impostos pelo agente estressor (Val et al., 2005).

No entanto, em peixes, nem sempre ocorre mortalidade quando desafiados por
agentes estressores. Normalmente, existe adaptacdo ao estresse por periodo de tempo
finito (Barton & Iwama, 1991). Neste periodo, os peixes aparentam estar normais,
porém, estdo depletando reservas e redirecionando energia em funcdo das exigéncias
extras impostas pela condicao de estresse. Desse modo, os peixes deixam de crescer e

reproduzir e buscam retornar a condi¢cdo de homeostase.
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Em decorréncia da condigdo de estresse, o organismo promove eventos em
forma de cascata no intuito de manter a homeostase. A resposta ao estresse pode ser
classificada em priméria (aguda), secundaria (cronica) e terciaria (cronica prolongada),
sendo denominada como Sindrome de Adaptacao Geral (Pickering, 1981; Moyle &
Cech, 1998). A resposta primdaria, ou neuroenddcrina, € caracterizada pelo significativo
aumento dos hormonios corticosteroides (cortisol) e concentragdo de catecolaminas
(adrenalina e noradrenalina), enquanto a resposta secundaria ¢ usualmente definida
como a canalizag@o das acdes e efeitos imediatos desses hormonios em nivel sanguineo
e de tecidos, estimulando a hidrolise das reservas de glicogénio no figado, aumentando
os niveis de glicose no sangue, diminuindo a proteina muscular, aumento do batimento
cardiaco, causando disturbios osmorregulatorios e piora do perfil hematologico.
Decorridos tais eventos, a resposta terciaria envolve todo o organismo do animal, de
forma que o crescimento, a reproducdo e o sistema imune sdo comprometidos
(Wedemeyer et al., 1990). Esta resposta ¢ marcada, principalmente, pela diminui¢do da
resisténcia as doengas pelos peixes provocando diminui¢do no numero de leucocitos
(leucopenia); linfocitos (linfopenia) e aumento do niimero de neutrofilos circulantes
(neutrofilia) (Mazeuaud et al., 1977). Contudo, a fase de desenvolvimento e a dieta
podem interferir nas respostas secundarias pelos peixes (Val et al., 2005).Desse modo,
havendo a necessidade de redistribuicdo de energia, os animais devem estar aptos,
principalmente, para prover energia, além de outros compostos como vitaminas e
minerais que agirdo na forma de substrato para o correto funcionamento do sistema
imunologico.

Com base nessas informagdes, este projeto buscou realizar experimentos para
avaliar o valor nutritivo, em ensaio de digestibilidade, dos DDGS provenientes do milho
e do sorgo pela tilapia-do-Nilo, assim como a substitui¢do da proteina do farelo de soja
pela desses dois alimentos, por meio de ensaio de desempenho produtivo, avaliando
também o perfil hematoldgico antes e apds a exposi¢ao ao estresse por classificagdo.

Os resultados obtidos estdo apresentados em dois capitulos — Capitulo II
intitulado “Grao seco de destilaria com soluveis do milho em dietas para tildpia-do-
Nilo: valor nutritivo, desempenho produtivo, morfometria intestinal e respostas
fisiologicas em condi¢do de estresse” e Capitulo IIL, intitulado “Substitui¢ao da proteina

do farelo de soja pela proteina do grdo seco de destilaria com soliveis do sorgo em
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dietas para tilapia-do-Nilo, sobre o desempenho produtivo, morfometria intestinal e
respostas fisiologicas em condicdo de estresse” — redigidos segundo normas para

publicagdo do peridédico Aquaculture.
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CAPITULO I

Graos secos de destilaria com soltveis do milho em dietas para tilapia-do-Nilo:
valor nutritivo, desempenho produtivo, morfometria intestinal e respostas

fisiologicas em condigdo de estresse
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Graos secos de destilaria com solGveis do milho em dietas para tilapia-do-Nilo:
valor nutritivo, desempenho produtivo, morfometria intestinal e respostas

fisioldgicas em condicdo de estresse

Resumo: O presente estudo objetivou determinar o valor nutritivo dos graos secos de
destilaria com soluveis do milho (DDGSM) produzido no Brasil, assim como a
substitui¢do da proteina do farelo de soja (FS) pela do DDGSM em dietas para tilapia
do Nilo. Foi conduzido estudo para avaliar os coeficientes de digestibilidade aparente
(CDA) dos nutrientes e energia do FS e DDGSM. Os CDA foram determinados pelo
método indireto (0,1% de Cr,O; como indicador inerte) com base na substitui¢ao de
30% de uma dieta referéncia (26,81 PD e 3036 kcal kg'1 de ED) pelos ingredientes teste
(FS e DDGSM). Para o estudo de desempenho produtivo, com duracdo de 90 dias, 220
juvenis (peso médio de 32,89 + 1,05 g) foram distribuidos em 20 aquarios (250 L) e
foram alimentados com dietas isoproteicas e isocaldricas, contendo 10, 30, 50 e 70% de
substitui¢do da proteina do FS pela proteina do DDGSM e uma dieta controle sem
substitui¢do, formuladas com base nos valores digestiveis obtidos no estudo de
digestibilidade para o FS e DDGSM. Apds o término do ensaio de desempenho, dez
peixes por tratamento foram submetidos ao estresse por classificacdo e em seguida
determinado o perfil hematoldgico. As varidveis de desempenho produtivo ndo foram
afetadas pelos tratamentos, assim como os parametros hematologicos antes e apds
estresse por classificagdo, no entanto houve aumento (P<0,05) para relagao altura de
vilosidades:profundidade de criptas nos peixes alimentados com dietas contendo 50 e
70% de substituicdo da proteina do FS pela proteina do DDGSM. Houve aumento
(P<0,05) no hematdcrito e hemoglobina dos peixes que receberam dieta com
substituicdo de 30% e na proteina plasmatica total e albumina nos que receberam dieta
com 50% de substituicdo. Observou-se leucopenia, linfopenia, neutrofilia e aumento nas
concentragdes de glicose plasmatica para todos os peixes apds o estresse por
classificagdo. A proteina do DDGSM pode substituir a proteina do FS em até 70% sem
prejuizos ao desempenho produtivo e satde, além de melhorar a integridade da mucosa

intestinal de juvenis de tilapia do Nilo.

Palavras-chave: DDGS, digestibilidade, nutrigdo e saude, Oreochromis niloticus.



22

Corn distillery dry grain with soluble in diets for Nile tilapia: nutritional value,
growth performance, intestinal morphology and physiological responses to stress

conditions

Abstract: This study aimed to determine the nutritional value of corn distillery dry
grain with soluble (CDDGS) produced in Brazil, as well as replacement of soybean
meal protein (SM) by the CDDGS in diets for Nile tilapia. Was conducted study to
evaluate the apparent digestibility coefficients (ADC) of nutrients and energy from the
SM and CDDGS. ADC were determined by the indirect method (0.1% Cr,0O; as an inert
indicator) based on replacement of 30% of a reference diet (26.81 DP and 3036 kcal kg
" DE) by test ingredients (SM and CDDGS). For the growth performance, 220 juveniles
(mean weight of 32.89 + 1.05 g) were distributed in 20 tanks (250 L). The fish were fed
isocaloric and isoproteic diets containing replacement levels of 10, 30, 50 and 70% of
SM protein by protein CDDGS and a control diet without replacement, formulated
based on digestible values obtained in the digestibility study for the SM and CDDGS.
At the end of 90 days were evaluated the performance parameters and feed utilization,
intestinal morphology and determination of hematological profile. After this period, 10
fish per treatment were subjected to grading-induced stress and hematological profile
was determined. Growth performance and feed utilization were not affected by
treatments, as well as hematological parameters before and also after grading-induced
stress, however there was a increase (P<0.05) for villus:crypt ratio in fish fed diets
containing replacement of 50 and 70% of SM protein by protein CDDGS. An increase
(P<0.05) in hematocrit and hemoglobin fish fed diet with replacement of 30% and total
plasmatic protein and albumin in receiving diet with 50% replacement. It was observed
leucopenia, lymphopenia and neutrophilia increase in plasma glucose concentrations for
all fish after stress. The protein CDDGS can replace the SM protein up to 70% without
impair growth performance and health, and improve the integrity of the intestinal

mucosa of Nile tilapia juvenile.

Key words: DDGS, digestibility, nutrition and health, Oreochromis niloticus



23

1. Introducgéo

O farelo de soja, por possuir preco inferior as farinhas de origem animal,
qualidade consistente, disponibilidade e alto valor nutritivo, € o ingrediente proteico de
origem vegetal mais utilizado em ragdes para peixes. No entanto, o prego pago por esse
ingrediente quase dobrou desde 2005 (ERS, 2013), o que resultou em elevagdo do custo

das racdes e dessa forma estimulando a utilizagdo de alimentos proteicos alternativos.

Os graos secos de destilaria com soluveis (DDGS) sdo o residuo seco resultante
apos a fermentacdo do amido de griaos de cereais por leveduras para a producdo de
etanol e sua disponibilidade como ingrediente para alimentacdo animal esta aumentando
em virtude do crescimento da industria de bicombustiveis (Li et al., 2011; Brown et al.,
2012; Liu, 2012).

Além de possuir teor relativamente elevado de proteina bruta, em média 30%,
os DDGS ndo apresentam os fatores antinutricionais comumente encontrados na
maioria dos alimentos proteicos de origem vegetal (Lim et al., 2009). Atualmente, os
DDGS s3o amplamente utilizados como fonte proteica em ragdes para animais
terrestres, mas sua utilizacdo em alimentos para peixes ¢ limitada, devido ao seu baixo
teor em aminodcidos essenciais, em especial a lisina, que ¢ cerca de 40% menor que o
encontrada no farelo de soja (NRC, 1993; Feedstuffs, 2008).

Os DDGS de milho sdo ricos em vitamina A, niacina, colina, e fosforo, que €
altamente biodisponivel e presente em niveis elevados, no entanto, as concentragdes de
vitaminas e minerais diferem entre as fontes e os lotes que originaram este residuo (Lim
et al., 2011). Destaca-se ainda, que este alimento contém a levedura (Saccharomyces
cerevisiae) e dentre de seus constituintes encontram-se os mananoligossacaridos
(MOS), que sdo oligossacarideos compostos por cerca de 40% de B-glucanos, 40% de
a-D-manana (Hough, 1990).

Os B-glucanos sdo objeto de estudos atuando como moduladores da resposta
imune em peixes (Lim et al., 2007), melhorando a atividade do sistema imune ndo
especifico e a resisténcia contra determinados patogenos (Elis, 2001; Costas et al.,
2011) por meio do aumento da concentragdo plasmatica de lisozima e também pelos
componentes do sistema complemento, que elevam a atividade fagocitica de

macrofagos (Nikl et al., 1991; Anderson, 1992; Chen e Ainsworth, 1992; Dalmo e



24

Bogwald, 2008; Chang et al., 2013). Enquanto que as o-D-mananas, demonstraram
atividade antioxidante e antimutagénica (Krizkova et al., 2001).

Os mananoligossacarideos podem ter efeito prebiotico induzindo a proliferagao
de bactérias benéficas e melhorando o sistema imune (Savage et al., 1996). Estudos
realizados com tilapia do Nilo indicam ainda, que dietas contendo MOS promovem
efeito significativo no aumento da altura de vilosidades intestinais e melhora na
conversao alimentar (Schwarz et al., 2010; Schwarz et al., 2011).

Algumas destilarias brasileiras tém incluido os cereais, principalmente milho e
sorgo, como fontes para produgdo de etanol, disponibilizando os DDGS em grande
quantidade em determinadas regides do pais. No entanto, ndo ha informagdes acerca do
valor nutritivo e o potencial de utilizacdo dos DDGS produzidos no Brasil para tildpia
do Nilo. Dessa forma, este estudo foi realizado para avaliar o valor nutritivo e a
influéncia da substitui¢do da proteina do farelo de soja pela do DDGS do milho
(DDGSM) em dietas para tilapia do Nilo, sobre a digestibilidade, desempenho
produtivo, eficiéncia de utilizacdo do alimento, morfometria intestinal e hematologia

antes e apos estresse por classificagao.

2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados na Universidade Estadual Paulista, Faculdade
de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Laboratério de Nutrigdo de
Organismos Aquaticos — AquaNutri. Os procedimentos adotados na condugdo destes
experimentos foram aprovados pelo comité de ética da institui¢do (protocolo n°

218/2012 CEUA).

2.1 Estudo I - Ensaio de digestibilidade

A dieta referéncia para o ensaio de digestibilidade foi formulada com base no
milho e farelo de soja, para conter 26,81% de proteina digestivel e 3036 kcal kg™ de
energia digestivel (Tabela 1). Para as dietas teste foram substituidos 30% da dieta
referéncia pelo ingrediente teste, farelo de soja (FS) e grao seco de destilaria com

soluveis do milho (DDGSM). As ragdes foram formuladas para conter 0,1% de 6xido de
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cromio III como marcador inerte (Bremer Neto et al., 2003). A composi¢do quimica
cententesimal, energia bruta, perfil aminoacidico, calcio, fosforo, % de 6xido de cromio
recuperado e respectivos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) das dietas
utilizadas no ensaio de digestibilidade estdo apresentados na Tabela 2.

Para confeccdo das ragdes, os ingredientes foram moidos (didmetro geométrico
médio menor que 0,7 mm), pesados e homogeneizados. Em seguida, foi adicionado
23% de agua (70 °C) e procedeu-se extrusdo em equipamento de rosca simples
(Extrutec®, Ribeirdo Preto, Brasil). A secagem foi realizada em estufa de ventilagcdo
forcada (55°C por 24 h), em seguida as dietas foram armazenadas em camara fria (4°C)
até sua utilizagao.

O ensaio foi realizado em sistema de recirculacao de agua, dotado de filtro fisico
e biologico e o monitoramento dos parametros fisicos e quimicos da dgua foi feito
utilizando-se sonda multi pardmetros YSI 556" (YSI Environmental, Yellow Spring,
OH, USA), além de kit para determinacdo dos valores para améonia toxica (Labcon®).
Os valores aferidos para pH (6,71 = 0,06), oxigénio dissolvido (6,15 £ 0,32 mg L™,
solidos totais dissolvidos (0,17 += 0,03 g L"), aménia téxica (0,002 + 0,000 ppm) e
temperatura (26,22 + 1,32 °C) se mantiveram dentro das condi¢des de conforto para a
espécie estudada (Boyd, 1996).

Para realizacdo desse estudo foram utilizados seis aquarios de alimentagdo
(formato circular e capacidade para 250 L) e trés aquarios para coleta de fezes (formato
conico e capacidade para 300 L), confeccionados em fibra de vidro. Nos aquérios de
alimentagdo dotados em seu interior de gaiola confeccionada em tela plastica foram
alojados 60 juvenis de tilapia-do-Nilo com peso médio de 85 g (dez peixes por aquario)
e adaptados por 12 dias, neste periodo os peixes receberam dieta referéncia quatro vezes
ao dia. Em seguida os peixes foram adaptados recebendo as dietas denominadas
referéncia e testes (FS e DDGSM), em intervalos de tempo de 3 h, tendo inicio as 8 h:
30 min, pelo periodo de sete dias. Durante o experimento os peixes foram alimentados
com maior frequéncia no periodo vespertino. Ao final do dia as gaiolas foram
transferidas para os aquarios de coleta de fezes permanecendo at¢ a manha do dia
subsequente, momento em que foi realizada a coleta. Posteriormente, as gaiolas

retornaram aos aquarios de alimentagdo e se deu inicio a nova fase de coleta.
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As fezes coletadas foram congeladas e armazenadas a -20 °C e, posteriormente
secas em estufa de ventilacdo forgada a 55 °C por 48 h. Em seguida as fezes foram
moidas e armazenadas em freezer para posteriores analises quimicas.

Os CDA da proteina, aminoacidos, matéria seca, energia e fosforo nas ragdes
foram determinados com base na seguinte formula:

CDAyiets = [ 1 — (Cr203 na dieta x nutriente ou energia das fezes / Cr,O3 nas fezes x

nutriente ou energia das dietas)] x 100

Os CDA do FS assim como do DDGSM foram calculados de acordo com

Bureau et al. (1999) da seguinte maneira:

CDAingrediente = CDAdieta teste [(CDAdieta teste — CDAa’ieta referéncia) X (037 X Dref. / 0,3 X
Dingr.)]

Em que D, ¢ a % do nutriente (ou kcal kg'l) da dieta referéncia (base na
matéria seca) € Dj,g. € a % do nutriente (ou kcal kg'l) da dieta teste (base na matéria

seca).
2.2 Estudo II — Desempenho produtivo

Para o experimento de desempenho produtivo, cinco dietas isoproteicas (26,81%
de proteina digestivel) e isoenergéticas (3036 kcal kg™ de energia digestivel) foram
formuladas para conter os niveis de substitui¢do da proteina do FS pela proteina do
DDGSM de 10, 30, 50, 70%, mais uma dieta sem susbstituicdo (Tabela 3), tendo como
base os valores obtidos por meio do ensaio de digestibilidade para o FS e DDGSM e os
valores de exigéncia para a espécie e composicao dos demais ingredientes descritos por
Furuya et al. (2010). Dessa forma, os ingredientes foram moidos (diametro geométrico
médio menor que 0,7 mm), pesados e homogeneizados para confec¢do das ragdes, em
seguida foi adicionado 23% de 4gua (70 °C) e procedeu-se extrusdao em equipamento de
rosca simples (Extrutec”, Ribeirdo Preto, Brasil). Apés o processamento as ragdes
foram secas em estufa de ventilagdo forcada (55°C por 24 h) e em seguida armazenadas

em camara fria (4°C) até sua utilizagdo.
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Foram recebidos alevinos de tilapia-do-Nilo, provenientes da Piscicultura Trifish
(Botucatu, Sao Paulo). Os peixes foram alojados em dois tanques circulares com
capacidade de 1000 L cada, onde permaneceram por 14 dias para periodo de adaptagao
e posterior distribui¢cao nos aquarios experimentais.

Apoés a adaptagdo, 220 juvenis com peso médio de 32,89 + 1,05 g foram
distribuidos aleatoriamente em 20 aquarios de formato circular com capacidade para
250 L (11 peixes por aquario), em sistema de recirculagdo de agua, dotado de filtro
fisico e biologico, aquecimento controlado por termostato digital e aeracdo. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualisado, composto por cinco
tratamentos e quatro repeti¢des.

O arragoamento foi realizado até saciedade aparente quatro vezes ao dia, em
intervalos de tempo de 3 h, com inicio as 8 h: 30 min. Semanalmente foi realizado
monitoramento dos parametros fisicos e quimicos da agua utilizando sonda multi
parmetros YSI 556" (YSI Environmental, Yellow Spring, OH, USA) além de kit para
determinagdo dos valores para aménia toxica (Labcon™). Os valores aferidos para pH
(6,67 = 0,08), oxigénio dissolvido (6,13 + 0,22 mg L'l), solidos totais dissolvidos (0,19
+ 0,03 g L"), aménia toxica (0,002 + 0,000 ppm) e temperatura (26,49 + 1,28 °C) se
encontraram dentro das condi¢des de conforto para a espécie (Boyd, 1996).

Ao final do periodo experimental de 90 dias, os peixes foram mantidos em jejum
por 12 h, em seguida anestesiados com benzocaina (67 mg L") e retirados
aleatoriamente, oito peixes por tratamento (dois peixes por aquario) para determinagdo
do perfil hematoldgico anterior ao estresse. Posteriormente foram utilizados mais dez
peixes por tratamento provenientes de nova amostragem para serem desafiados pelo
estresse por classificacdo, apds isso foi determinado o peso final de todos os animais
para posterior calculo dos indices zootécnicos.

Para coleta e pesagem da gordura visceral, foram abatidos 12 peixes por
tratamento sendo que de seis animais foram coletados também a por¢do proximal do
intestino (trés centimetros a partir do piloro) para posterior analise de morfometria. Para
1sso, as amostras foram presas em uma base de cartolina retangular e fixadas
individualmente em solu¢ao de formol (10%) por 24 h e a conservacao foi feita em
alcool 70° até o momento da realizacdo do procedimento histoldgico. Para andlise de

composicao centesimal da carcaga foram amostrados cinco peixes por tratamento.
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2.3 Parametros de crescimento ¢ de utilizagdao do alimento

Ao final do ensaio de desempenho foram analisados os seguintes parametros de

crescimento ¢ utilizacao do alimento:

Ganho de peso (g):
GP = peso final (g) — peso inicial (g);
Consumo de ragdo (g):
CR = quantidade de alimento ingerido na matéria seca (g);
Conversao alimentar:
CA = alimento ingerido na matéria seca (g) / GP (g);
Taxa de eficiéncia proteica:
TEP = [GP (g)/consumo de proteina bruta na matéria seca (g)]
Retengdo de Nitrogénio (%):
RN = [((peso final x proteina na carcaca final (%)) — (peso inicial x proteina na
carcaga inicial (%))/6,25 x 1000]/(peso médio x nlimero de dias);
Retencao de Energia (%):
RE = [((peso final x energia na carcaca final (%)) — (peso inicial x energia na
carcaga inicial (%)] x 1000)/(peso médio x numero de dias);

Gordura visceral (%):
GV = (peso da gordura (g)/peso final (g)) x 100;

Sobrevivéncia (%):

SOB = (nimero de animais final/nimero de peixes inicial) x 100;

2.4 Morfometria intestinal

Para as analises morfométricas foi utilizada a por¢do proximal do intestino de
seis peixes por tratamento. O procedimento histologico foi realizado para obtengdo de
cortes seriados em parafina, com 5 um de espessura, corados com hematoxilina-eosina
(HE). As andlises foram realizadas em microscopia de luz utilizando sistema analisador
de imagem Leica Qwin 3.0 (Copyright © Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd,

Cambridge, UK) foram tomadas as medidas de altura de vilosidades e profundidade das
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criptas de 30 vilosidades por lamina. Em seguida foi realizado calculo para obtencdo da

relacdo vilo:cripta (V:C) por meio da seguinte formula:

V:C = altura da vilosidade (um) / profundidade da cripta (um)

2.5 Anélises quimicas

As andlises quimico-bromatoldgicas foram conduzidas no Laboratério de
Bromatologia da FMVZ-UNESP/Botucatu e Laboratério de Quimica do IBB-
UNESP/Botucatu segundo as metodologias descritas pela AOAC (2000). A
determinagdo do perfil aminoacidico foi realizado no laboratério de anélise
bromatologicas LABTEC seguindo os protocolos determinados pela AOAC (2000).

Para o ensaio de digestibilidade foi determinado no FS, DDGSM, nas racdes e
nas fezes os teores de matéria seca, proteina bruta, perfil de aminoacidos, matéria
mineral, fibra bruta, extrato etéreo e energia bem como as concentragdes de calcio,
fosforo e Cr,03. No experimento de desempenho produtivo foram realizadas anélises da
composi¢do centesimal do peixe inteiro inicial € nos diferentes tratamentos ao término
do periodo experimental, quanto aos teores de matéria seca, matéria mineral, proteina
bruta, extrato etéreo e energia, bem como das dietas incluindo a determinacao dos teores

de fibra bruta, calcio e fosforo.

2.6 Estresse por classificagdo

No ensaio de estresse por classificagdo de tamanho, os animais (10 peixes por
tratamento) foram alojados em cinco aquarios (250 L) dotados em seu interior de gaiola
confeccionada em tela plastica, para posterior simulagdo do estimulo estressor. Apos
periodo de 24 h, as gaiolas foram suspensas durante 15 minutos, porém permanecendo
os animais ainda na &gua, para simulacdo de adensamento que ocorre durante a
execu¢do deste manejo em campo. Em seguida, as gaiolas foram retiradas dos aquérios
e os peixes foram mantidos sobre uma mesa, separados por tamanho e apds um minuto
retornaram aos aquarios. Logo apos foram retirados, aleatoriamente, oito peixes de cada

tratamento para coleta de amostras de sangue para determinagdo do perfil hematoldgico.
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Os peixes foram mantidos e alimentados com as dietas experimentais por mais 14 dias

apods serem submetidos a situagdo de estresse para verificacdo da mortalidade.

2.7 Analises Hematoldgicas

Os animais foram anestesiados com benzocaina (67 mg L) e o sangue foi
coletado por pung¢do caudal utilizando seringas de 1 mL banhadas com anticoagulante
(EDTA 3,0%, Ttec, Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ).

O numero de eritrdcitos foi determinado por meio do método do hemocitometro
em camara de Neubauer, utilizando Azul de Toluidina Merck® a 0,01% em pipeta
automatica, na propor¢do de 1:200. A porcentagem de hematocrito (HTC) foi obtida
utilizando o método de microhematocrito, de acordo com metodologia descrita por
Goldenfarb et al. (1971). A taxa de hemoglobina (Hb) foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina, utilizando kit comercial (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa,
MGQG) para determinacdo colorimétrica, conforme Collier (1944).

Com base nos resultados obtidos nessas andlises foram calculados os indices
hematimétricos volume corpuscular médio [VCM = (HTC x 10)/eritrocitos] e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média [CHCM = (Taxa de hemoglobina x
HTC) x 100], segundo Wintrobe (1934).

A diferenciag@o de leucoécitos foi realizada por meio de extensdes em laminas,
coradas com May-Griinwald Giensa (duas laminas por peixe). A contagem diferencial
foi realizada em microscopio utilizando aumento de 100 vezes. Para isso, foram
contadas 200 células, estabelecendo-se o percentual de cada componente celular
(linfécito, neutrofilo e mondcito). A contagem total de leucdcitos foi realizada nas
mesmas extensoes, € determinada por meio da relagdo eritrocito:leucocito. Em cada
extensdo foi realizada contagem de 2000 células e marcados o niumero de leucocitos
(Ranzani-Paiva et al., 2013).

Para a determinagdo da proteina plasmatica total (PPT) foi utilizado refratometro
manual de Goldberg, por meio da quebra do capilar de microhematdcrito acima da
camada de leucdcitos, apds a leitura do HTC. A albumina (ALB) foi determinada em
amostras de sangue coletadas sem a utilizagdo de anticoagulante. Estas foram

centrifugadas em centrifuga refrigerada a 3000 rpm durante 10 minutos para obteng¢ao
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do soro. Os valores de ALB foram determinados pelo método do verde de bromocresol
utilizando-se kit comercial (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG), para determinagdo
colorimétrica. Com base na determinacao da ALB ¢ da PPT foi calculado os valores de
globulina (GLOB) no soro e, posteriormente, a relacao albumina:globulina (A:G) (Jain,
1986). A andlise de glicose foi realizada no plasma com a utilizagdo de kit (Labtest

Diagnostica, Lagoa Santa, MG).

2.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e quando
significativos (P<0,05) foi aplicado teste de comparagdo de médias de Tukey. Para os
dados hematologicos foi realizado teste t, para comparagdo entre os momentos (antes e

apos estresse por classificagdo).

3. Resultados

A composi¢do quimica cententesimal, energia bruta, perfil aminoacidico, calcio
e fosforo e respectivos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) contidos no FS e
no DDGSM estdo apresentados na Tabela 4.

O desempenho produtivo, assim como a composi¢do corporal ndo foram
influenciados (P>0,05) pelos niveis de substituicdo da proteina do FS pela proteina do
DDGS (Tabelas 5 e 6). Para as variaveis de morfometria intestinal (Tabela 7), altura de
vilo e profundidade de cripta ndo houve diferenca significativa (P>0,05). Contudo,
houve diferenca (P<0,05) para a relacao altura de vilo:profundidade de cripta, sendo que
os niveis de substituicdo de 50 e 70% da proteina do FS pela do DDGS determinaram
maior relagdo quando comparados aos demais tratamentos (0, 10 e 30% de
substitui¢cdo).

As variaveis hematologicas e bioquimicas dos peixes nao foram influenciadas
(P>0,05) pelos tratamentos ao final do periodo de 90 dias e apds estresse por
classificagdo (Tabela 8). No entanto, comparando-se o valor anterior e posterior ao
estresse observou-se aumento (P<0,05) para os valores de HTC e Hb nos peixes que

receberam dietas com substitui¢do de 30% e, nos valores de PPT e Alb nos peixes que
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receberam dieta com 50% de substituicdo (Tabela 8). Houve aumento (P<0,05) nas
concentragdes de glicose plasmatica dentro de todos os tratamentos apos estresse
(Tabela 8).

Comparando-se os peixes antes € apos o estresse, foi determinada linfopenia,
leucopenia e neutrofilia para os peixes em todos os tratamentos (Tabela 9). O estresse
provocou ainda aumento (P<0,05) para o nimero total de neutrdfilos nos peixes que
receberam dieta sem substituicdo e reducdo no nimero total de monocitos nos peixes
que receberam dieta contendo 70% de substitui¢do (Tabela 9). Nao foi observada
durante 14 dias, mortalidade dos peixes apos o desafio por classificagdo para nenhum

dos tratamentos.

4. Discussao

Em funcdo do grio de origem, os DDGS podem se apresentar deficientes em
lisina, treonina e triptofano, em relagdo as exigéncias nutricionais da tilapia-do-Nilo,
quando comparado ao FS (Lim et al., 2011) e, se tratando de lisina, as deficiéncias sdo
substanciais (Lim e Yildirim-Aksoy, 2008). Este fato pode ser observado no ensaio de
digestibilidade realizado no presente estudo e que serviu de base para a formulacao das
dietas utilizadas no estudo de desempenho produtivo. Os valores obtidos para lisina
foram 74% inferiores no DDGSM em comparag¢do ao FS, contudo, os valores para
metionina foram 14% superiores, o que reduziu a suplementacido deste aminodcido nas
dietas que continham este alimento. Dessa forma, a adi¢do de outras fontes de proteina
com perfil complementar de aminoacidos essenciais, além da suplementacdo com
aminodacidos cristalinos nas ragdes, pode ser utilizada com eficiéncia para suprir essa
deficiéncia (Welker et al., 2014).

As dietas do presente estudo foram formuladas para atender todas as exigéncias
nutricionais estabelecidas para espécie estudada, com base nos valores digestiveis de
cada alimento no intuito de verificar possiveis efeitos negativos ou positivos do
DDGSM sobre as variaveis de desempenho produtivo e parametros de saude da tilapia-
do-Nilo. Desse modo a auséncia de diferenga significativa nesses parametros
observadas neste estudo sugere que a inclusio do DDGSM em substitui¢do parcial a

proteina do farelo de soja considerando a mesma base proteica nas dietas ¢ vidvel para a
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espécie estudada. Outros autores recomendaram niveis de inclusdo do DDGS em dietas
para tilapia-do-Nilo e bagre do canal (Ictalurus punctatus) que variam de 30 a 40%,
quando realizada a suplementagdo somente com lisina ou quando ha utilizacao de outros
ingredientes ricos neste aminoacido para suprir a deficiéncia deste ingrediente (Lovell,
1980; Tidwell et al., 1990; Webster et al., 1991; Webster et al., 1993; Lim et al., 2007).

No entanto, para atender as exigéncias dos outros aminoacidos essenciais como,
metionina, treonina e triptofano, além de possibilitar a substituicdo da proteina do FS no
nivel de 70%, o limite de inclusdo do DDGS para este estudo pdde ser estabelecido em
32,40%.

A sintese proteica pode ser negativamente afetada quando da deficiéncia de
aminodacidos essenciais na dieta. Alguns autores observaram este efeito na composi¢ao
corporal dos peixes alimentados com dietas contendo elevados niveis de inclusdo de
DDGS sem a suplementagdo de lisina, de forma que estes apresentaram contetido em
proteina na carcaga inferior aos peixes que receberam a dieta controle (Webster et al.,
1992; Lim et al., 2007). No entanto, com o atendimento das exigéncias em aminoacidos
essenciais, ndo foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos para
nenhuma das variaveis de composi¢ao corporal analisadas neste estudo. Dessa forma,
outros autores relataram a auséncia de efeitos negativos sobre a composicao corporal de
peixes alimentados com dietas contendo niveis elevados de DDGS (30 a 40%) quando
suplementadas com lisina ou em conjunto com alimentos ricos neste aminoacido
(Webster et al.,1993; Lim et al., 2007).

O desenvolvimento da mucosa intestinal consiste no aumento da altura e
densidade dos vilos, processo que decorre de dois eventos citologicos associados:
renovagdo celular (proliferacdo e diferenciacdo), resultante das divisdes mitoticas
sofridas por células totipotentes localizadas nas criptas e perdas de células que ocorrem
normalmente no apice dos vilos (Uni et al., 1998; Maiorka et al., 2002). O equilibrio
entre esses dois processos implica em renovagdo constante (proliferagdo - migracao -
extrusdo), mantendo o tamanho dos vilos. Se algum agente estressor provocar reacdo da
mucosa intestinal e desbalango nesse equilibrio ocorrem modificagdes na altura dos
vilos. Contudo, se houver aumento na taxa de proliferacao (mitose) com diminui¢do ou
manutengdo da taxa de extrusdo, havera aumento no numero de células e,

consequentemente, aumento na altura dos vilos. Se o estimulo levar ao aumento na taxa
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de extrusdo, havendo manuten¢do ou diminuicdo da taxa de proliferagcdo, o intestino
devera responder com a redug¢do na altura dos vilos (Maiorka et al., 2002).

A melhor integridade da mucosa intestinal nos peixes que receberam as dietas
contendo 50 e 70% de substitui¢do da proteina do FS pela do DDGSM, pode ser
atribuida a auséncia de fatores antinutricionais comumente encontrados na maioria dos
alimentos proteicos de origem vegetal como inibidores de tripsina, lectinas, gossipol,
glucosinolatos, acido erucico, além de conter baixos niveis de fitato (Hertrampf e
Piedad-Pascual, 2000; Lim et al., 2011; Brown et al., 2012; Overland et al., 2013). No
entanto, a presenga da levedura como componente do DDGSM também pode ter
exercido influéncia.

A concentragdo de levedura existente nos DDGS pode chegar a representar
3,9% de sua biomassa total e contribuir com aproximadamente 5,3% de seu teor em
proteina (Ingledew, 1999) e, dentre os componentes da levedura estdo os
mananoligossacarideos (MOS). As lectinas especificas de manose predominam em
muitas bactérias patogénicas intestinais e, por meio de ligagcdes na superficie do epitélio
do intestino, conferem aderéncia e, consequentemente, colonizagdo e infeccao (Baumler
etal., 1997).

As o-D-mananas compreendem aproximadamente 40% da composicao de MOS
presente na levedura e exercem funcdo de ligagdo nos receptores lecitinas especificos de
manose das bactérias enteropatogénicas, servindo como atrativos e prevenindo a adesdo
as glicoproteinas da superficie do vilo, consequentemente reduzindo o risco de
colonizagdo e disseminacdo dos patdogenos bacterianos (Firon et al., 1983). Outros
autores também destacam que o MOS pode exercer efeitos benéficos a morfologia
intestinal (Yilmaz et al., 2007; Salze et al., 2008; Schwarz et al., 2010; Refstie et al.,
2010). Entretanto, os nucleotideos também podem ter contribuido para melhor
integridade da mucosa intestinal nos peixes.

Os nucleotideos presentes na levedura podem modificar o tipo e crescimento da
microflora intestinal, beneficiando as bifidobactérias que atuam reduzindo o pH
intestinal por meio da capacidade de hidrolisar agucar para acido latico, desse modo
suprimindo a proliferacdo de bactérias patogénicas (Uauy et al., 1994).

Os B-glucanos sdo outro componente presente na composicao da levedura em

grandes quantidades e, estudos apontam sua a¢do como imuno estimulante nos peixes
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(Chen e Ainsworth, 1992; Robertson et al., 1994; Barros et al., 2014). Lim et al. (2007)
encontraram valor para concentragio de p-glucanos no DDGS de 5,7 g kg'. Porém,
neste estudo, ndo houve efeitos significativos entre os tratamentos para a maioria dos
parametros hematologicos e bioquimicos analisados, antes e apds estresse por
classificagdo, sendo que estes se mantiveram dentro do intervalo de referéncia
estabelecido para a espécie e ao obtido para tilapias higidas sob condig¢des
experimentais semelhantes (Ferrari et al., 2004; Hrubec e Smith, 2010; Tachibana et al.,
2010).

Os resultados obtidos quanto a possiveis respostas imunomodulatorias
proporcionadas pelos DDGS se mostram inconsistentes. Estudos realizados com tilapia-
do-Nilo alimentada com dietas contendo DDGS buscando avaliar a satide por meio de
analises hematologicas e imunoldgicas ndo encontraram efeito significativo sobre esses
parametros (Lim et al., 2007; Welker et al., 2014). Contudo, estudo realizado com bagre
do canal verificou influéncia positiva sobre estes mesmos parametros nos peixes
alimentados com ragdes contendo DDGS em sua composi¢cdo quando submetidos a
desafio bacteriano (Lim et al., 2009). Dessa forma mais estudos devem ser direcionados
para avaliar os possiveis efeitos dos DDGS sobre a saude dos peixes.

A elevacao dos niveis de glicose plasmatica obtidos no presente estudo para os
peixes de todos os tratamentos apos estresse por classificacdo de tamanho configura-se
como resposta fisiologica de ajuste para restauracdo da homeostase sugerindo possivel
ativacdo da glicogenolise e glicongénese, atribuida as catecolaminas e ao cortisol,
buscando atender a maior demanda de energia devido ao estimulo imposto (Costas et
al., 2011, 2012; El-Khaldi, 2010; Jun et al., 2015). Além das alteragdes osmoticas e
i0nicas, o cortisol pode exercer efeitos negativos sobre o sistema imune. Dessa forma
foi observado também neste estudo, linfopenia, leucopenia e neutrofilia nos peixes em
todos os tratamentos apds o estresse. Estas alteracdes sdo frequentemente reportadas em
situacdes de exposicdo ao estresse (Falcon et al., 2008; Fernandes Junior et al., 2010;
Barros et al., 2014).

Houve melhora significativa para os valores de HTC, Hb, PPT e Alb em
tratamentos diferentes que receberam dieta contendo DDGSM, assim como ocorreu
para o nimero total de neutrofilos e redu¢do no nimero de mondcitos. Contudo, ha

variagdo na contagem total das células do sistema imunolédgico, podendo ser a causa de
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ndo ter revelado diferencgas significativas para os demais tratamentos. Pesquisas sdo
necessarias para verificar nos DDGS compostos que tenham influéncia sobre a higidez
dos peixes e possiveis varidveis que possam ser afetadas.

O presente estudo avaliou o valor nutritivo e o potencial de utilizagao do
DDGSM como fonte proteica alternativa ao FS em dietas para juvenis de tilapia-do-
Nilo obtendo o mesmo desempenho produtivo, higidez e melhora na estrutura intestinal.
As caracteristicas deste alimento conferem potencial para utilizagdo em dietas pela
industria aquicola. Novos estudos devem ser desenvolvidos em cultivo intensivo para
validar os resultados obtidos no laboratério, buscando efeito sobre o desempenho
produtivo correlacionado a melhor integridade da mucosa intestinal e saude dos animais
submetidos a este sistema de produgao.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo até 70% da proteina do FS
pode ser substituida pela do DDGSM quando atendidas as exigéncias em aminoacidos
essenciais, sem prejuizos no desempenho produtivo e saude, além de melhorar a

integridade da mucosa intestinal em juvenis de tildpia-do-Nilo.
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Table 1. Formulation (%) and calculated composition

of reference diet.

Ingredients (%)
Soybean meal 48.10
Corn gluten - 60 4.50
Wheat middling 10.00
Corn 33.96
Soybean oil 0.19
L-lysine 0.22
DL-methionine 0.31
L-threonine 0.33
Dicalcium phosphate 1.63
Antioxidant (BHT)' 0.02
Salt 0.10
Vitamin and mineral premix’ 0.50
Vitamin C’ 0.04
Chromium oxide-III 0.10
Calculated composition

(wet weight basis)

Digestible energy (kcal kg™) 3036
Digestible protein 26.81
Crude fiber 4.50
Calcium 0.57
Avaliable phosphorus 0.51
Lysine 1.53
Methionine 0.58
Methionine +Cystine 0.92
Threonine 1.18
Tryptophan 0.30

'Butylated hydroxytoluene; “Vitamin and mineral supplement (levels per kg of
product): vitamin A = 1,200,000 IU; vitamin D3 = 200,000 IU; vitamin E =
12,000 mg; vitamin K3 = 2,400 mg; vitamin Bl = 4,800 mg; vitamin B2 =
4,800 mg; vitamin B6 = 4,000 mg; vitamin B12 = 4,800 mg; folic acid = 1,200
mg; calcium pantothenate= 12,000 mg; vitamin C = 48,000 mg; biotin = 48 mg;
choline = 65,000 mg; nicotinic acid= 24,000 mg; Mn = 4.000 mg; Zn = 6.000
mg; T =20 mg; Co =2 mg; Cu = 4 mg e Se = 20 mg; *Vitamin C Rovimix@
Stay-35, DMS Nutritional Products, Switzerland.
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Table 2. Proximate composition and apparent digestibility coefficients (ADCS %)’ of
nutrients and energy of the experimental diets (% dry matter) *.

Diets
Ref’’ 70%-Ref. + 70%-Ref. +
30%-CDDGS* 30%-SB’
Proximate composition
Dry matter 96.42 (77.92) 96.28 (67.99) 96.26 (73.71)
Crude protein 30.91 (94.23) 30.93 (92.93) 37.06 (94.36)
Crude fat 1.30 (75.81) 2.34 (82.79) 1.77 (82.66)
Crude fiber 3.63 6.02 4.56
Ash 4.93 (43.92) 5.21 (40.94) 5.69 (44.17)
Gross energy, kcal/kg'1 4478 (80.36) 4659 (71.52) 4567 (76.93)
Amino acids
Alanine 1.45 (93.77) 1.69 (94.29) 1.58 (94.98)
Arginine 1.78 (98.51) 1.60 (97.63) 2.19 (98.75)
Aspartic acid 2.62 (97.67) 2.33(96.74) 3.27 (98.32)
Glycine 1.16 (92.67) 1.12 (91.41) 1.40 (93.47)
Isoleucine 1.28 (95.83) 1.21 (95.17) 1.52 (96.39)
Leucine 2.59 (96.20) 3.01 (95.87) 2.85(96.58)
Glutamic acid 5.39 (98.32) 5.45(97.79) 6.15 (98.51)
Lysine 1.87 (97.01) 1.55(95.34) 2.24 (97.41)
Cystine 0.26 (99.97) 0.32 (99.02) 0.31 (99.21)
Methionine 0.50 (99.41) 0.47 (98.53) 0.45 (98.64)
Phenylalanine 1.47 (96.75) 1.48 (96.03) 1.70 (97.31)
Tyrosine 0.80 (99.02) 0.84 (95.87) 0.97 (97.17)
Threonine 1.34 (95.23) 1.24 (93.03) 1.41 (95.24)
Tryptophan 0.11 (81.34) 0.10 (67.50) 0.14 (85.00)
Proline 1.75 (96.20) 2.03 (95.58) 1.90 (96.15)
Valine 1.32 (94.55) 1.34 (94.07) 1.54 (95.26)
Histidine 0.76 (97.19) 0.78 (96.89) 0.88 (97.58)
Serine 1.42 (96.07) 1.43 (95.42) 1.63 (96.63)
Calcium and Phosphorus
Total calcium 0.49 0.39 0.42
Total phosphorus 0.52 (44.54) 0.39 (43.66) 0.50 (27.28)
Marker®
Cr03 0.090 0.093 0.102

TADCS = apparent digestibility coefficients; 2Values are means (n=3); Ref. = Reference diet; *CDDGS = Corn
distillers dry grains with solubles; *SB = Soybean meal; *Marker Cr,0; = Chromium oxide-III percentage of

recovered in diets.
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Table 3. Formulation (%), calculated and analyzed composition of experimental diets.

Ingredients

Levels of replacement (%)1

0 10 30 50 70
Soybean meal 28.60 25.69 20.00 14.30 8.60
CDDGS - 4.50 13.80 23.10 32.40
Poultry viscera meal 12.00 12.30 12.78 12.92 13.78
Corn gluten - 60 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Corn 42.31 40.61 36.71 33.02 28.40
Soybean oil 0.02 0.11 0.50 0.99 1.44
L-lysine - 0.10 0.20 0.28 0.38
DL-methionine 0.13 0.13 0.10 0.08 0.06
L-threonine 0.30 0.30 0.30 0.28 0.28
L-tryptophan 0.04 0.06 0.09 0.12 0.15
Dicalcium phosphate 3.80 3.78 3.76 3.78 3.70
CMC? 2.00 1.61 0.97 0.32 -
Vitamin and mineral premix’ 0.63 0.63 0.63 0.63 0.63
Vitamin C* 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Antioxidant (BHT)’ 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Salt 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Calculated composition (% original matter)
Digestible energy (kcal kg-1) 3036 3036 3036 3036 3036
Digestible protein 26.81 26.81 26.81 26.65 26.79
Crude fiber 4.07 4.00 4.00 4.00 4.29
Crude fat 4.74 5.04 5.82 6.65 7.53
Total calcium 1.85 1.85 1.86 1.87 1.87
Phosphorus available 0.51 0.51 0.51 0.52 0.52
Lysine 1.54 1.58 1.57 1.53 1.53
Methionine 0.54 0.54 0.52 0.52 0.52
Methionine + Cystine 0.92 0.93 0.93 0.94 0.96
Threonine 1.18 1.21 1.21 1.18 1.18
Tryptophan 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Proximate composition (% dry matter)
Dry matter 96.88 96.12 95.44 95.26 94.67
Gross energy, kcal/kg™ 4014 4058 4146 4221 4312
Crude protein 29.60 30.48 30.22 30.44 31.01
GE: CP® 135.62 133.14 137.20 138.71 139.04
Crude fiber 3.63 3.75 3.71 4.00 4.15
Crude fat 4.67 5.87 5.57 6.52 7.78
Total calcium 1.84 1.97 1.81 1.88 1.86
Total phosphorus 1.01 0.97 1.07 1.00 1.12

'Replacement levels of protein soybean meal for the CDDGS; “CMC = Carboxy methyl cellulose; *Vitamin and
mineral supplement (levels per kg of product): vitamin A = 1,200,000 IU; vitamin D3 = 200,000 IU; vitamin E =
12,000 mg; vitamin K3 = 2,400 mg; vitamin B1 = 4,800 mg; vitamin B2 = 4,800 mg; vitamin B6 = 4,000 mg;
vitamin B12 = 4,800 mg; folic acid = 1,200 mg; calcium pantothenate= 12,000 mg; vitamin C = 48,000 mg; biotin =
48 mg; choline = 65,000 mg; nicotinic acid= 24,000 mg; Mn = 4.000 mg; Zn = 6.000 mg; I = 20 mg; Co =2 mg; Cu
=4 mg e Se = 20 mg; *Vitamin C Rovimix@ Stay-35, DMS Nutritional Products, Switzerland; 3 Butylated
hydroxytoluene; °GE:CP = energy:protein ratio.



Table 4. Proximate composition and apparent digestibility coefficients (ADCS %)’

of nutrients and energy of the test ingredients (% dry matter)”.

Ingredients

CDDGS Farelo de soja

Proximate composition

Dry matter 88.20 (42.64) 85.80 (63.34)
Crude protein 32.46 (90.04) 51.70 (94.42)
Crude fat 7.71 (85.53) 3.50 (85.22)
Crude fiber 11.58 6.01

Ash 5.01 (34.09) 6.24 (42.56)
Gross energy, kcal/kg™ 5090 (53.36) 4751 (69.77)

Amino acids

Alanine 2.45 (95.02) 2.10 (96.93)
Arginine 1.30 (94.81) 3.53(99.03)
Aspartic acid 1.84 (93.64) 5.36 (99.07)
Glycine 1.15 (88.43) 2.21(94.46)
Isoleucine 1.17 (93.49) 2.34 (97.10)
Leucine 4.33 (95.41) 3.87 (97.16)
Glutamic acid 6.09 (96.68) 8.87 (98.78)
Lysine 0.90 (87.23) 3.47 (97.92)
Cystine 0.51 (99.60) 0.49 (99.54)
Methionine 0.42 (94.45) 0.36 (94.28)
Phenylalanine 1.63 (94.51) 2.52 (98.08)
Tyrosine 1.00 (88.15) 1.53 (93.71)
Threonine 1.10 (86.78) 1.77 (95.25)
Tryptophan 0.05 (nd’) 0.22 (89.39)
Proline 2.93 (94.71) 2.53 (96.06)
Valine 1.51 (93.11) 2.32 (96.21)
Histidine 0.90 (96.29) 1.32 (98.10)
Serine 1.58 (94.05) 2.37(97.42)
Calcium and Phosphorus

Total calcium 0.17 0.24
Total phosphorus 0.27 (47.87) 0.47 (26.05)

'ADCS = apparent digestibility coefficients; *Values are means (n=3); *nd = no detected.



Table 5. Growth performance and feed utilization of Nile tilapia fed experimental diets for 90 days'.

46

Levels of replacement (%) 0 10 30 50 70 P-value
Weight gain (g)* 177.60 £4.69  172.86 +6.24 170.76 +£9.25 175.69 £ 4.77 179.70 = 1.38 0.252
Feed intake (g)" 171.05+0.58  171.31+1.14 170.91 £2.45 170.89 +1.31 172.00 + 1.45 0.829
Feed conversion ratio® 0.94 +0.03 0.99 +0.03 0.99 % 0.05 0.97 +0.02 0.98 +0.01 0.601
Protein efficiency ratio (%)d 3.63+0.09 347+0.12 3.44+£0.17 3.50+0.09 3.43 £0.09 0.152
Nitrogen retention (%)° 53.80+2.90 48.57+2.79 51.85+4.66 50.60 +2.62 49.57 +2.68 0.227
Energy retention (%)" 38.04 £ 7.07 36.34 £2.95 36.42 +4.36 32.67+2.29 37.675 £ 1.696 0.413
Visceral fat (%)® 2.47 £0.65 2.44 +0.52 2.45+0.39 2.46 +£0.63 2.45+0.54 0.981
Survival (%)" 100.00 £ 0 97.72 £4.55 97.72 £4.55 95.45+5.25 97.72 £ 4.55 0.684

"Values presented as means + standard deviation. Means in the same row with different letters differ (P<0.05) by Tukey test. n= 4. Replacement levels of protein soybean meal for the
CDDGS; *Weight gain: [final weight (g) - initial weight (g)]; "Feed intake: dry matter ingested feed (g); “Feed conversion: [dry matter feed intake (g)/weight gain (g)]; “Protein
efficiency ratio: [weigh gain (g)/(dry matter crude protein intake (g)]; “Nitrogen retention (% Nitrogen intake): (Nitrogen retention/Nitrogen intake)*100; 'Energy retention (% Energy
intake): (Energy retention/Energy intake)*100; 8Visceral fat (VF) = (visceral fat weight/body weight) x 100; "Survival: [(number of final fish/number of initial fish)]*100.



Table 6. Whole-body composition (wet weight basis) of Nile tilapia fed experimental diets for 90 days'.
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Levels of replacement (%)°

Initial 0 10 30 50 70 P-value
Moisture (%) 70.94+7.88  70.57 £2.06 70.94 + 1.09 70.39 + 1.50 70.92 +0.94 69.04 +0.51 0.185
Protein (%) 14.65+4.17 15.14+0.34 15.52 +0.81 15.63 +£0.47 15.88 £ 0.43 15.54 £ 0.65 0.387
Lipid (%) 9.91+2.25 10.15+2.44 8.30+1.73 9.05+2.07 8.01 £0.58 9.97+1.66 0.265
Gross energy (kcal kg™) 1681 + 444 1663 + 189 1663 £ 102 1758 £ 130 1644 + 89 1825 + 88 0.143
Ash (%) 420+ 1.35 4.19+0.28 3.98 +0.47 4.10+0.21 4.66 £0.33 4.52+0.78 0.137

"Values presented as means + standard deviation (n = 5). Means in the same row with different letters differ (P<0.05) by Tukey test; “Replacement levels of protein soybean meal for the CDDGS.
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Table 7. Villus height (VH), crypt depth (CD) and villus:crypt ratio (V:C) of Nile tilapia fed experimental diets for 90 days'.

Levels of replacement (%) 0 10 30 50 70 P-value
VH (um) 288.10+37.70 310.93 £15.53 303.50+61.00 322.00+40.30 313.50+26.30 0.643
CD (um) 23.07 £2.65 25.55+1.29 25.00 £3.71 22.81 +£3.07 21.83+1.92 0.116
V:C 12.54+1.38b 12.19+0.88b  12.13+1.63b 14.19+1.57a 1440+ 1.18a 0.011

"Values presented as means + standard. Means in the same row with different letters differ (P<0.05) by Tukey test. n= 180.
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Table 8. Hematological and biochemical parameters of Nile tilapia fed diets containing levels of replacement protein soybean

meal by the CDDGS for 90 days and subjected to grading-induced stress'.

Levels of replacement (%)

Group
0 10 30 50 70
RBC (10° uL) No stress 1.66 +£0.18 1.75+0.15 1.73 £0.29 1.72 £0.15 1.74+£0.19
Stressed 1.71 £0.22 1.78 £ 0.15 1.82+£0.15 1.79+£0.19 1.77£0.18
HTC (%) No stress 26.18 £2.88 27.78 £2.16 26.38 £ 1.81b 26.38 £3.20 26.66 +£2.72
Stressed 27.50+£3.18 28.09 £1.35 29.16 £ 2.32a 28.00 £2.38 27.78 £3.79
Hb (g dL™) No stress 6.81 £0.84 6.89 +£0.59 6.62 +0.63b 6.70 £ 0.73 6.66 £ 0.74
Stressed 7.18£0.77 7.27+£0.53 7.66 £0.75a 7.23 £0.83 7.09 +£0.85
MCV (fL) No stress 157.70 £ 1095  159.06 £ 13.69  154.68 £15.22 154.16+18.86 154.54+17.36
Stressed 161.31 £ 14.64 159.19+1543 16047+11.28 156.76 £10.75 157.42+16.67
MCHC (%) No stress 26.01 £1.05 24.83 £1.55 25.10 £ 1.73 2549 +2.16 25.01 £1.48
Stressed 26.14+1.10 25.87+1.23 26.27 £ 1.51 25.78 £ 1.60 25.69 +£2.45
TPP (mg dL™) No stress 2.86 £0.54 2.84 +0.48 291 £0.18 2.64 +0.20b 2.78 £0.36
Stressed 2.89+0.30 2.85+0.34 3.04+0.21 3.06+0.31a 3.06 £ 0.32
ALB (mg dL™) No stress 0.99 £0.25 0.94 +0.25 1.00+0.14 0.96 = 0.13b 0.97+0.18
Stressed 1.05+0.25 0.98 +0.27 0.94 +0.08 1.11£0.12a 1.14£0.20
GLOB (mg dL™) No stress 1.87£0.34 1.90 +£0.38 1.92 £0.21 1.68 +£0.25 1.18 £0.38
Stressed 1.84 +0.28 1.87+0.23 2.10+0.27 1.95+0.30 1.92+0.22
A:G (mg dL™) No stress 0.53+£0.10 0.51+0.19 0.53+0.12 0.59+0.19 0.57+£0.23
Stressed 0.59+0.19 0.53+0.16 0.45+0.08 0.59£0.15 0.60 +0.12
GLU (mg dL™) No stress 54.07 £ 19.47b 55.23 +£7.75b 57.65+12.10b 65.62+18.75b 56.38+11.69b
Stressed 113.56 £24.35a 101.45+37.97a 114.37+39.02a 94.67+1538a 95.58+16.48a

'Values are means + standard deviation of eight replicates and compare the different groups (no stress and stressed) with treatment fixed. Means followed by different
letters differ statistically (t test; P<0.05). 2Replacement levels of protein soybean meal for the CDDGS; RBC = red blood cell; HTC = hematocrit; Hb = hemoglobin;
MCV = mean corpuscular volume; MCHC = mean corpuscular hemoglobin concentration; TPP = total plasma protein concentration; ALB = albumin; GLOB =
globulin; A:G = albumin:globulin ratio; GLU = glucose.



Table 9. Percentage lymphocyte, neutrophil and monocyte and leukocyte, lymphocyte, neutrophil and monocyte of Nile tilapia fed diets containing

levels of replacement protein soybean meal by the CDDGS for 90 days and subjected to grading-induced stress'.
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Levels of replacement (%)2

Group
0 10 30 50 70

No stress  80.38 + 14.02a 78.44 + 16.15a 80.31 +22.55a 73.06 + 23.08a 76.13 £ 19.90a
Lymphocyte (%)

Stressed ~ 48.00 + 18.26b 52.19 + 14.92b 52.00 + 17.19b 50.06 + 13.61b 49.50 + 13.74b

No stress  13.44 +10.20b 14.88 = 13.50b 13.25+17.57b 19.75 + 18.80b 17.75 £ 17.06b
Neutrophil (%)

Stressed ~ 45.88 £ 15.58a 41.13 £12.53a 42.31 £ 14.61a 41.75 £ 13.09a 44.63 £ 11.06a

No stress 6.19 £4.91 6.69 +3.24 6.44 +5.15 7.19+5.12 6.13 £3.27
Monocyte (%)

Stressed 6.13 +3.69 6.69 +3.71 5.69+4.17 8.19+3.98 5.88 +£3.69

No stress 51544 + 8632a 55029 +5271a 56275 + 4686a 51304 +9794a 54195 + 5038a
Leukocyte (cells pL™)

Stressed 27844 + 5612b 27959 + 3821b 26253 £ 9973b 25686 + 6716b 25731 + 8895b

No stress 42149 + 13353a 43269 = 10673a 45564 + 13492a 36989 + 13797a 41174 £ 10886a
Lymphocyte (cells uL™)

Stressed 13183 £ 5575b 14745 + 5025b 13459 + 7045b 12556 + 4407b 12820 + 5753b

No stress 6272 +4571b 8044 + 7504 7075 + 8661 10474 + 11046 9598 + 9158
Neutrophil (cells pL™)

Stressed 12985 + 5516a 11378 £ 3166 11114 + 6322 10931 + 5567 11501 £ 5108

No stress 3084 +2302 3650 = 1822a 3565 +2625 3772 £3160 3355+ 1826a
Monocyte (cells pL™)

Stressed 1653 £ 1089 1798 £ 971b 1655 £ 1667 2159 £ 1166 1370 £ 827b

"Values are means = standard deviation of eight replicates and compare the different groups (no stress and stressed) with treatment fixed. Means followed by different letters differ statistically (t
test; P<0.05). *Replacement levels of protein soybean meal for the CDDGS.



CAPITULO 11l

Substituicdo da proteina do farelo de soja pela proteina dos graos secos de
destilaria com soltveis do sorgo em dietas para tilapia-do-Nilo, sobre o
desempenho produtivo, morfometria intestinal e respostas fisiolégicas em condicéo

de estresse
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Substituicdo da proteina do farelo de soja pela proteina dos graos secos de
destilaria com soluveis do sorgo em dietas para tilapia-do-Nilo, sobre o
desempenho produtivo, morfometria intestinal e respostas fisiologicas em condicao

de estresse

Resumo: Os graos secos de destilaria com soluveis do sorgo (DDGSS) foram avaliados
com objetivo de determinar seu valor nutritivo e os efeitos da substituicdo da proteina
do farelo de soja (FS) pela do DDGSS em dietas para tilapia do Nilo. Os coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes e energia do FS e DDGSS foram
determinados pelo método indireto (0,1% de Cr,O; como indicador inerte) com base na
substituigio de 30% de uma dieta referéncia (26,81 PD e 3036 kcal kg™ de ED) pelos
ingredientes teste (FS e DDGSS). Para o ensaio de desempenho produtivo, cinco dietas
isoproteicas e isocaldricas foram formuladas com base nos valores digestiveis dos
alimentos para conter: 10, 30, 50 e 70% de substituicdo da proteina do FS pela proteina
do DDGSS, além de dieta sem substitui¢do. 220 juvenis de tildpia do Nilo (peso médio
de 32,89 + 1,05 g) foram distribuidos aleatoriamente em 20 aquarios de 250 L. Apds 90
dias, dez peixes por tratamento receberam o estimulo de estresse por classificacdo de
tamanho, para determinag¢do do perfil hematologico. O desempenho produtivo e
utilizagdo do alimento, assim como o perfil hematologico antes e apds o estresse ndo
foram influenciados pelos tratamentos. Observou-se aumento (P<0,05) na relacdo
vilo:cripta nos peixes alimentados com dieta contendo 70% de substitui¢dao da proteina
do FS pela do DDGSS. Houve aumento (P<0,05) para hemoglobina e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média nos peixes que receberam dieta com 30 e 70% de
substituigdo, respectivamente. Foi determinada leucopenia, linfopenia e neutrofilia,
assim como, aumento nas concentragoes de glicose plasmatica para todos os peixes apos
o estresse por classificacdo. Dessa forma, o DDGSS se apresenta como fonte proteica
alternativa e pode substituir 70% da proteina do FS, sem afetar os parametros de
crescimento, eficiéncia de utilizagdo do alimento e saude dos animais, além de melhorar

a integridade da mucosa intestinal de juvenis de tilapia do Nilo.

Palavras-chave: DDGS, digestibilidade, nutrigdo e saude, Oreochromis niloticus
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Replacing the soybean meal protein by sorghum distillery dry grain with soluble
protein in diets for Nile tilapia, on performance, intestinal morphology and

physiological responses under stress conditions

Abstract: Sorghum distillery dry grain with soluble (SDDGS) was evaluated in order to
determine the nutritional value and the effect of this food protein replacement by protein
soybean meal (SBM) in diets for Nile tilapia. Apparent digestibility coefficients (ADC)
of nutrients and energy from the SM and SDDGS were determined using the indirect
method (0.1% Cr,03 as an inert indicator) based on replacement of 30% of a reference
diet (26.81 DP and 3036 kcal kg DE) by test ingredients (SM and SDDGS). For the
growth performance, five isoprotein and isocaloric diets were formulated based on the
values of digestible food to contain: 10, 30, 50 and 70% replacement of SM protein by
protein SDDGS, in addition to diet without replacement. 220 juvenile of Nile tilapia
(average weight of 32.89 + 1.05 g) were randomly divided into 20 aquariums (250 L).
After 90 days 10 fish per treatment received the grading-induced, for the determination
of new hematology profile. The growth performance and feed utilization, as well as the
hematology profile before and also after the stress were not affected by treatments. A
increase (P<0.05) in villus: crypt ratio in fish fed diet containing 70% protein
replacement of SM by the SDDGS. A increase (P<0.05) to hemoglobin and mean
corpuscular hemoglobin concentration in fish fed diet with replacement of 30 and 70%,
respectively. It was determined leukopenia, lymphopenia and neutrophilia, as well as
increase in plasma glucose concentrations for all fish after stress rating. Thus, the
SDDGS is an alternative protein source and can replace 70% of the SM protein without
affecting the growth performance, feed utilization and animal health, and improve the

integrity of the intestinal mucosa in juvenile of Nile tilapia.

Key-words: DDGS, digestibility, nutrition and health, Oreochromis niloticus
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1. Introducéo

A tilapia-do-Nilo esta entre as espécies de peixes mais cultivadas no mundo em
sistema intensivo de producdo, sendo que dietas formuladas para esta espécie podem
conter mais de 40% de farelo de soja (Lim, 1989). Este ingrediente ¢ uma das fontes
alternativas de proteina mais utilizada com éxito em dietas para esta e outras espécies de

peixes (Gatlin et al., 2007; Ayadi et al., 2011).

No entanto, a utilizagdo de commodities em ragdes para peixes estd diminuindo
(Karapanagiotidis, 2014) devido o crescimento da producdo aquicola para garantir a
demanda do consumo, aumento na procura por produtos derivados da pesca,
disponibilidade mundial limitada, flutuacdes no abastecimento do mercado e,
consequentemente, elevacdes nos precos (Magalhdes et al., 2015). Desse modo as
investigacdes sobre a utilizagdo de alimentos alternativos sustentdveis estdo sendo

estimuladas (Gatlin et al., 2007).

Nos ultimos anos, a demanda por etanol para utilizagdo como combustivel vem
aumentado em detrimento ao uso de combustiveis fosseis, o que resultou em elevado
aumento na producdo de etanol a partir de graos de cereais (milho, trigo, sorgo, centeio)
(Liu e Han, 2011). Os graos secos de destilaria com soluveis (DDGS) sdo o residuo seco
que permanece apds a fermentacdo de graos de cereais por leveduras para a produgdo de
etanol e, sua disponibilidade como ingrediente para alimentacdo animal estd
aumentando em virtude do crescimento da industria de biocombustiveis (Li et al., 2011;
Brown et al., 2012; Liu, 2012). Com aumentos na disponibilidade, o pre¢o do DDGS se
torna mais competitivo e isso tem reforcado a sua utilizacdo em racdes (Renewable
Fuels Association, 2013). Os DDGS tem preco mais baixo, tomando por base uma

unidade de proteina, do que o valor pago pelo farelo de soja (Lim et al., 2011).

O DDGS tem se mostrado promissora fonte de proteina em dietas para animais
terrestres e peixes (Lim e Yildirim-Aksoy, 2008). O teor de proteina bruta dos DDGS
pode variar entre 26 a 33% e a gordura de 9 a 14% (Liu, 2012). A composi¢cdo em

nutrientes presentes nos DDGS ¢ cerca de trés a quatro vezes maior do que as do grao
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de origem, devido ao processo de fermentacgdo e, tem perfil de aminodcidos semelhante

ao contido nos graos integrais (Dong et al., 1987; Stein, 2006; Brown et al, 2012).

Devido ao menor teor de proteina, o contetido de aminoacidos essénciais em
DDGS ¢ mais baixo do que o encontrado no farelo de soja. As deficiéncias em varios
aminoacidos essenciais pode limitar sua utilizagdo como principal fonte proteica em
dietas para tilapia-do-Nilo (Welker et al., 2014). O aminoacido mais limitante em
DDGS quando comparadas ao farelo de soja ¢ a lisina (Dong et al., 1987; NRC, 1993;
Hancock et al., 1995; Feedstuffs, 2008). Em estudo realizado com tilapia do Nilo, Lim
et al. (2007) constataram que a inclusdo de 40% de DDGS do milho em substituicdo ao
farelo de soja e milho, pode ser feita sem prejuizo no desempenho produtivo, quando

suplementadas as ra¢des com lisina (0,4%).

No Brasil, a principal fonte para producao de etanol tem sido a cana de agucar.
No entanto, com a crescente demanda de combustivel, as destilarias tém incluido os
cereais neste processo, elevando a disponibilidade dos DDGS. Contudo ndo ha
informagdes acerca do valor nutritivo e o potencial de utilizagdo dos DDGS produzidos
no Brasil para tildpia-do-Nilo. Portanto, este estudo foi realizado para avaliar o valor
nutritivo e a influéncia da substituicdo da proteina do farelo de soja pela do DDGS do
sorgo (DDGSS) em dietas para tildpia-do-Nilo, sobre a digestibilidade, desempenho
produtivo, eficiéncia de utilizacdo do alimento, morfometria intestinal ¢ hematologia

antes e apos estresse por classificacdo.

2. Material e Métodos

O presente estudo foi conduzido na Universidade Estadual Paulista, Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Laboratério de Nutri¢do de
Organismos Aquaticos - AquaNutri. Os procedimentos adotados na condugdo deste
experimento foram aprovados pelo comité de ética da institui¢do (protocolo n° 218/2012

CEUA).
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2.1 Ensaio de digestibilidade

Para o experimento de digestibilidade, foi formulada dieta referéncia a base de
milho e farelo de soja, para conter 26,81% de proteina digestivel, 3036 kcal kg de
energia digestivel e 0,1% de 6xido de cromio III (Cr,03) como marcador inerte segundo
metodologia proposta por Bremer Neto et al., (2003) (Tabela 1). Outras duas dietas
foram obtidas por meio da mistura de 70% da dieta referéncia e 30% do ingrediente
teste; farelo de soja e do grdo seco de destilaria com soluveis do sorgo (DDGSS). A
composicdo quimica cententesimal, energia bruta, perfil aminoacidico, célcio, fosforo e
% de oxido de cromio recuperado, assim como o0s respectivos coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA) das dietas utilizadas no ensaio de digestibilidade estao

contidos na Tabela 2.

As dietas foram confeccionadas a partir da moagem dos ingredientes para
obtencdo do diametro geométrico médio menor que 0,7 mm, seguido por pesagem,
homogeneiza¢do e adicdo de 23% de agua (70 °C), procedendo-se extrusdo em
equipamento de rosca simples (Extrutec”, Ribeirdo Preto, Brasil). As ragdes foram
secas em estufa de ventilagdo forcada (55°C por 24 h) e em seguida armazenadas em

camara fria (4°C) até a utilizagdo.

O estudo foi realizado em sistema de Guelph modificado segundo metodologia
proposta por Pezzato et al. (2001). Para o monitoramento dos parametros fisicos e
quimicos da 4gua foi utilizada sonda multi pardmetros YSI 556® (YSI Environmental,
Yellow Spring, OH, USA). Os valores determinados para pH (6,71 + 0,06), oxigénio
dissolvido (6,15 = 0,32 mg L™), solidos totais dissolvidos (0,17 + 0,03 g L"), amonia
toxica (0,002 + 0,000 ppm — kit Labcon™) e temperatura (26,22 + 1,32 °C) se

mantiveram nas condi¢des de conforto para a espécie estudada (Boyd, 1996).

Os peixes, 60 juvenis de tilapia-do-Nilo com peso médio de 85 g foram alojados
nos aquarios de alimentagdo dotados em seu interior de gaiola confeccionada em tela
plastica, totalizando dez peixes por aquario. Em seguida foram adaptados ao sistema de
digestibilidade por 12 dias, recebendo dieta referéncia. Logo apds este periodo, os

peixes foram novamente adaptados recebendo as dietas denominadas referéncia e testes
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(farelo de soja e DDGSS), em intervalos de tempo de 3 h, com inicio as 8 h: 30 min,
pelo periodo de sete dias. Durante o periodo experimental os peixes foram alimentados
com maior frequéncia no periodo vespertino. Ao final de cada dia as gaiolas foram
transferidas para os aquarios de coleta de fezes, onde permaneceram até a manha do dia
subsequente, em que foi realizada a coleta do material fecal. Apds a coleta, as fezes
foram desidratadas em estufa com ventilagdo for¢ada de ar (55,0 °C/48 horas), moidas e

armazenadas a - 20,0 °C para posteriores analises.

Para a determinacdo dos CDA da proteina, aminoacidos, matéria seca, energia e

fosforo nas ragdes foi empregada a seguinte formula:

CDAier = [ 1 — (Cr,03 na dieta x nutriente ou energia das fezes / Cr,O3 nas fezes x

nutriente ou energia das dietas)] x 100

Para obtencdo dos CDA do farelo de soja assim como do DDGSS foi aplicada a

seguinte formula apresentada por Bureau et al. (1999):

CDAingrediente = CDAdieta teste T [(CDAdieta teste — CDAdieta referéncia) X (037 X Dr{gf / 0,3 X
Dingr.)]

Em que D, ¢ a % do nutriente (ou kcal kg') da dieta referéncia (base na
matéria seca) € D, € a % do nutriente (ou kcal kg'l) da dieta teste (base na matéria

seca).

2.2 Ensaio de desempenho produtivo

A partir dos valores digestiveis obtidos para o farelo de soja e DDGSS por meio
do ensaio de digestibilidade, cinco dietas isoproteicas (26,81% de proteina digestivel) e
isoenergéticas (3036 kcal kg™ de energia digestivel) foram formuladas para conter os

niveis de substitui¢do da proteina do farelo de soja pela do DDGSS de 10, 30, 50, 70% e
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uma dieta sem susbstituicdo (Tabela 3). Os valores de exigéncias nutricionais e
composi¢ao dos demais ingredientes foram descritos por Furuya et al. (2010). Para a
confecgdo das dietas os ingredientes foram submetidos a moagem para obtengdo do
diametro geométrico médio menor que 0,7 mm, em seguida foram pesados,
homogeneizados e adicionados 23% de agua (70 °C). A extrusdo das ragdes foi
realizada em equipamento de rosca simples (Extrutec®, Ribeirao Preto, Brasil), secas
em estufa de ventilagdo forcada (55°C por 24 h) e armazenadas em camara fria (4°C)

até a utilizagao.

O estudo de desempenho foi realizado em sistema composto por 20 aquarios de
formato circular (250 L), com recirculagdo de dgua, dotado de filtro fisico e bioldgico,
aquecimento controlado por termostato digital e aeracdo. Semanalmente foi realizado
monitoramento dos pardmetros fisicos e quimicos da agua utilizando sonda multi probe
YSI 556" (YSI Environmental, Yellow Spring, OH, USA). Os valores aferidos para pH
(6,67 = 0,08), oxigénio dissolvido (6,13 + 0,22 mg L'l), solidos totais dissolvidos (0,19
+0,03 g L"), aménia toxica (0,002 + 0,000 ppm — kit Labcon™) e temperatura (26,49 +

1,28 °C) se encontraram dentro das condigdes de conforto para a espécie (Boyd, 1996).

Foram recebidos alevinos de tilapia-do-Nilo, provenientes da Piscicultura Trifish
(Botucatu, Sao Paulo) e, inicialmente alojados em dois tanques circulares onde
permaneceram por 14 dias (1000 L cada) recebendo dieta comercial com 32% de
proteina bruta trés vezes ao dia, para adaptagdo e posterior distribui¢do nos aquarios
experimentais. Apds periodo de adaptagdo, 220 juvenis com peso médio de 32,89 + 1,05
g foram distribuidos aleatoriamente nos aquarios experimentais (11 peixes por aquario).
O delineamento experimental aplicado foi o inteiramente casualisado, composto por
cinco tratamentos e quatro repeticdes. O arracoamento foi realizado até saciedade

aparente quatro vezes ao dia, em intervalos de tempo de 3 h, com inicio as 8 h: 30 min.

2.3 Variaveis de crescimento, utilizagdo do alimento e gordura visceral

Com o término do estudo de desempenho produtivo e das andlises quimico-

bromatologicas foram calculados os seguintes parametros:
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Ganho de peso (g):

GP = peso final (g) — peso inicial (g);
Consumo de ragdo (g):

CR = quantidade de alimento ingerido na matéria seca (g);
Conversao alimentar:

CA = alimento ingerido na matéria seca (g) / GP (g);
Taxa de eficiéncia proteica:

TEP = [GP (g)/consumo de proteina bruta na matéria seca (g)]
Retencao de Nitrogénio (%):

RN = [((peso final x proteina na carcaga final (%)) — (peso inicial x proteina na

carcaga inicial (%))/6,25 x 1000]/(peso médio x nlimero de dias);
Retengdo de Energia (%):

RE = [((peso final x energia na carcaga final (%)) — (peso inicial x energia na

carcaca inicial (%)] x 1000)/(peso médio x numero de dias);
Gordura visceral (%):

GV = (peso da gordura (g)/peso final (g)) x 100;
Sobrevivéncia (%):

SOB = (nimero de animais final/niimero de peixes inicial) x 100;

2.4 Coleta das amostras e dados

Ao final do periodo experimental de 12 semanas, os peixes foram mantidos em
jejum por 12 h. Para a determinagdo do perfil hematologico anterior ao estresse, foram

retirados aleatoriamente, oito peixes por tratamento (dois peixes por aquario) e, em



60

seguida, foram capturados mais dez peixes por tratamento provenientes de nova

amostragem para serem desafiados pelo estresse por classificacdo de tamanho.

Para determinagdo do peso final e posterior calculo dos indices zootécnicos
todos os peixes foram anestesiados com benzocaina (67 mg L™). Para coleta e pesagem
da gordura visceral, foram abatidos 12 peixes por tratamento sendo que de seis animais
foram coletados também a por¢ao proximal do intestino (trés centimetros a partir do
piloro) de seis peixes por tratamento, para posterior andlise de morfometria. Para isso,
as amostras foram presas em uma base de cartolina retangular e fixadas individualmente
em solu¢do de formol (10%) por 24 h e a conservagdo foi feita em alcool 70° até o
momento da realizagdo do procedimento histoldégico. Para andlise de composi¢do

centesimal da carcaca foram amostrados cinco peixes por tratamento.

2.5 Analises das amostras

As andlises quimico-bromatologicas foram realizadas no Laboratorio de
Bromatologia da FMVZ-UNESP/Botucatu e Laboratério de Quimica do IBB-
UNESP/Botucatu segundo as metodologias descritas pela AOAC (2000). Para
determinagdo do perfil aminoacidico as amostras foram enviadas para o laboratorio de
analise bromatologicas LABTEC e realizadas seguindo os protocolos determinados pela

AOAC (2000).

No ensaio de digestibilidade foram determinados no FS, DDGSS, nas ragdes e
nas fezes os teores de matéria seca, proteina bruta, perfil de aminoacidos, matéria
mineral, fibra bruta, extrato etéreo e energia bem como as concentragdes de calcio,
fosforo e Cr,0s. Para o experimento de desempenho produtivo foram realizadas analises
da composi¢do centesimal do peixe inteiro no inicio € ao término do periodo
experimental bem como analises das dietas quanto aos teores de matéria seca, matéria

mineral, proteina bruta, extrato etéreo, energia, fibra bruta, célcio e fosforo.

Para a andlise de morfometria intestinal, foi realizado procedimento histolégico
para obten¢do de cortes seriados em parafina, com 5 um de espessura, corados com

hematoxilina-eosina (HE). As andlises foram realizadas em microscopia de luz,
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utilizando sistema analisador de imagem Leica Qwin 3.0 (Copyright® Leica
Microsystems Imaging Solutions Ltd, Cambridge, UK). Foram tomadas as medidas de
altura de vilosidades, profundidade das criptas de 30 vilosidades por lamina. Em

seguida para obtencao da relacao vilo:cripta (V:C) foi empregada a seguinte formula:

V:C = Altura da vilosidade (um) / Profundidade da cripta (um)

2.6 Estresse por classificacao

Para a realizacdo do ensaio de estresse por classificagio de tamanho, foram
utilizados 10 peixes por tratamento, alojados em cinco aquérios (250 L) dotados em seu
interior de gaiola confeccionada em tela plastica. Apos periodo de 24 h, as gaiolas
foram suspensas durante 15 minutos, porém permanecendo com o0s animais ainda na
agua, para simulacdo de adensamento decorrente da execucao deste manejo no campo.
Logo apds a simulagdo de adensamento as gaiolas foram retiradas dos aquarios e os
peixes foram mantidos sobre uma mesa, separados por tamanho e ap6s um minuto
retornaram aos aquarios. Em seguida foram retirados aleatoriamente oito peixes de cada

tratamento para coleta de amostras de sangue para determinacao do perfil hematologico.

2.7 Hematologia

Para a coleta de sangue, os peixes foram anestesiados com benzocaina (67 mg L~
Heo sangue foi retirado via pun¢ao caudal utilizando seringas de 1 mL banhadas com

anticoagulante (EDTA 3,0%, Ttec, Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ).

Para o niimero de eritrocitos foi aplicado o método do hemocitometro em
camara de Neubauer, utilizando Azul de Toluidina Merck® a 0,01% em pipeta
automatica, na propor¢cdo de 1:200. A porcentagem de hematocrito (HTC) foi

determinada de acordo com metodologia descrita por Goldenfarb et al. (1971). A taxa
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de hemoglobina (Hb) foi determinada por meio de kit comercial (Labtest Diagnostica,

Lagoa Santa, MG), segundo metodologia descrita por Collier (1944).

A partir dos resultados obtidos nessas andlises foram calculados os indices
hematimétricos volume corpuscular médio [VCM = (HTC x 10)/eritrocitos] e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média [CHCM = (Taxa de hemoglobina x

HTC) x 100] (Wintrobe, 1934).

Para a diferencia¢do e contagem total de leucdcitos foram realizadas extensdes
em laminas, coradas com May-Griinwald Giensa, no nimero de duas laminas por peixe,

de acordo com metodologia proposta por Ranzani-Paiva et al. (2013).

A determinagdo da proteina plasmatica total (PPT) foi realizada com auxilio de
refratobmetro manual de Goldberg, por meio da quebra do capilar de microhematdcrito
acima da camada de leucocitos, apos a leitura do HTC. Os valores de ALB foram
determinados utilizando-se kit comercial (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG), para
determinagdo colorimétrica. Com a determinacdo da ALB e da PPT foi possivel realizar
os célculos dos valores de globulina (GLOB) no soro e, posteriormente, a relagcdo
albumina:globulina (A:G), segundo Jain (1986). Para determinagdo da concentragdo de

glicose no plasma foi utilizado kit (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG).

2.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando
significativos (P<0,05) foi aplicado teste de comparagdo de médias de Tukey. Para os
dados hematolégicos foi realizado teste t, para comparagdo entre os momentos (antes e

apos estresse por classificacao).



63

3. Resultados

Os valores obtidos para composicdo centesimal e respectivos coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca, nutrientes e energia contidos no
DDGSS e farelo de soja estdo apresentados na Tabela 4.

As médias para as variaveis de desempenho produtivo, utilizagdo do alimento e
sobrevivéncia apos 90 dias de alimentagdo com dietas contendo niveis de substituicao
da proteina do farelo de soja pela proteina do DDGSS estdo presentes na Tabela 5. Nao
houve influéncia (P>0,05) dos niveis de substituicdo sobre essas variaveis. A
composicdo corporal dos peixes também ndo foi influenciada (P>0,05) pelos
tratamentos (Tabela 6).

Para as variaveis de morfometria intestinal (Tabela 7), altura de vilo e
profundidade de cripta ndo houve diferencas (P>0,05) entre tratamentos. No entanto,
houve influéncia (P<0,05) na substituicdo da proteina do farelo de soja pela proteina do
DDGSS sobre a relacdo vilo:cripta (V:C). O nivel de substituicdo de 70% determinou
maior V:C quando comparado aos tratamentos com 10% e sem a substitui¢do da
proteina do FS pela proteina do DDGSS.

Nao houve influéncia significativa dos tratamentos sobre os parametros
hematologicos e bioquimicos (Tabela 8), assim como para os valores obtidos para
percentual de linfocitos, neutrofilos, mondcitos e, nimero de leucocitos, linfocitos,
neutréfilos € monocitos (Tabela 9) nos peixes apds serem alimentados por 90 dias com
as dietas experimentais. Na comparacdo entre os peixes nos momentos antes € apos
estresse por classificagdo houve diferencas (P<0,05) para o CHCM nos peixes que
receberam dieta com 30% de substituicdo da proteina do farelo de soja pela proteina do
DDGSS e nos valores de Hb para os que receberam dieta contendo 70% de substituicao.
Houve, ainda, aumento (P<0,05) nos valores de glicose (GLU) nos peixes de todos os
tratamentos ap0s o estresse por classificacdo (Tabela 8).

Para os valores de percentual de linfocitos e neutrofilos, assim como para o
numero de leucocitos e linfocitos, houve influéncia (P<0,05) quando comparados os

momentos antes e apos estresse por classificacao para todos os tratamentos (Tabela 9).
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4. Discussao

O DDGS se apresenta como alimento proteico disponivel e sua incorporagcdo em
dietas para animais terrestres e aquaticos tém sido realizada com sucesso (Welker et al.,
2014). No entanto, existem restri¢gdes que devem ser levadas em consideragdo quanto a
inclusdo de niveis elevados de DDGS em dietas para tildpia do Nilo, como demonstrado
no presente estudo de digestibilidade que serviu de base para formulacao das dietas
utilizadas no estudo de crescimento. O DDGSS apresenta elevado teor em fibra e,
apesar de apresentar bom conteudo proteico, mostrou-se deficiente em aminoacidos
essenciais, principalmente lisina, treonina e triptofano, além de CDA inferior para esses
nutrientes quando comparado ao farelo de soja. Desse modo, a adicao de outras fontes
proteicas com perfil complementar em aminoacidos essenciais, assim como a
suplementagdo com aminodcidos cristalinos nas ragdes, podem ser utilizadas com
eficiéncia para suprir essas deficiéncias (Welker et al., 2014).

O teor proteico encontrado no presente estudo para o DDGSS se assemelha ao
verificado por Lodge et al. (1997) de 31,4%. Entretanto, esses valores sdo superiores
aos apresentados por Hancock (1995), que encontrou em DDGS de duas variedades de
sorgo teores de proteina bruta de 26,6 e 25,6%. O contetido em lisina do DDGSS no
presente estudo também foi superior ao relatado por estes autores (0,60 e 0,55%,
respectivamente). As variagdes que ocorrem na composi¢do dos DDGS podem ser
atribuidas a diferentes fatores, tais como tempo e eficiéncia da fermentagcdo, bem como
pelo processo de secagem (Lim e Yildirim-Aksoy, 2008).

A incorporagdo de 30% de DDGS, obtidos a partir do milho e trigo, em dietas
sem a suplementagdo com aminodcidos cristalinos foi realizada com sucesso para
diferentes espécies de peixes como a truta arco-iris (Oncorhynchus myskiss), tilapia
hibrida, tilapia-do-Nilo e bagre do canal (Ictalurus punctatus), no entanto foi observado
que em niveis de inclusdo superiores a este as dietas apresentam deficiéncia em
aminodcidos essenciais, necessitando as dietas de suplementagdo (Cheng e Hardy, 2004;
Coyle et al., 2004; Lim et al., 2009; Li et al., 2011; Li et al., 2012).

Pesquisa realizada por Welker et al. (2014) mostrou deficiéncia em metionina de
30% com relagdo as exigéncias para tildpia-do-Nilo em dieta contendo 24,2% de

DDGSS, quando ndo suplementada com esse aminoacido. Desse modo, para obtengdo
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de dietas com mesma base proteica, que atendam todas as exigé€ncias nutricionais
estabelecidas para esta espécie, considerando os valores digestiveis dos alimentos, a
inclusdo de niveis elevados de DDGSS realizada neste estudo implicou na necessidade
de suplementagao das dietas com aminodcidos essenciais. O correto balanceamento das
dietas do presente estudo, portanto, pode ter sido a causa da auséncia de efeitos
significativos nas variaveis de desempenho analisadas.

Assim, como no desempenho produtivo, a composi¢do corporal dos peixes nao
foi influenciada pelos niveis de substituicdo da proteina do farelo de soja pela proteina
do DDGSS. Estudos realizados com a mesma espécie encontraram redugao significativa
no teor de proteina da carcaga dos peixes alimentados com dietas contendo de 36,11 a
40% de DDGS do milho sem a suplementacdo de lisina, sugerindo que a deficiéncia
deste e de outros aminoacidos essenciais possa ter influenciado na sintese proteica (Lim
et al., 2007; Salama et al., 2011). No entanto, quando realizada suplementagdo com
lisina, a inclusdo de 40% do DDGS do milho pode ser realizada em dieta sem
influéncias sobre os parametros de composicao corporal da tilapia-do-Nilo quando
comparada a dieta controle (Lim et al., 2007).

A mucosa intestinal foi influenciada pelos niveis de substituicdo da proteina do
farelo de soja pela do DDGSS. O desenvolvimento da mucosa intestinal € explicado por
dois eventos citoldgicos associados, o primeiro consiste em renovagdo celular,
resultante das divisdes mitdticas realizadas por células totipotentes que se localizam nas
criptas e, o segundo, se caracteriza pelas perdas celulares que ocorrem naturalmente no
apice dos vilos (Uni et al., 1998; Maiorka et al., 2002). Para que haja equilibrio entre
esses dois processos mantendo o tamanho dos vilos, ¢ preciso que haja renovagao
celular constante (proliferagdo — migracdo — extrusdo). No caso de desbalanco neste
equilibrio, provocado por algum agente estressor, haverd modificagdes na altura dos
vilos (Maiorka et al., 2002).

Dessa forma, varios fatores podem agir como agentes estressantes a mucosa
intestinal, dentre eles a presenca de fatores antinutricionais comumente presentes nos
alimentos de origem vegetal tais como inibidores de tripsina, lectinas e oxalatos (Krause
e Mahan, 2005; Zang et al., 2006), bem como a presenca de bactérias patogénicas

intestinais que se aderem, por meio de lectinas especificas de manose, na superficie do
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epitélio intestinal, consequentemente realizando colonizacdo e infec¢do (Baumler et al.,
1997).

Os DDGS nao possuem os fatores antinutricionais comumente encontrados na
maioria dos alimentos proteicos de origem vegetal (Hertrampf e Piedad-Pascual., 2000;
Lim et al., 2011; Brown et al., 2012; Overland et al., 2013), além de possuir em sua
composicao a levedura, que pode representar 3,9% de sua biomassa total (Ingledew,
1999) e, dentre seus componentes estdo os mananoligossacarideos (MOS) e os
nucleotideos.

Os mananoligossacarideos possuem em sua composi¢do aproximadamente 40%
de a-D-mananas, que exercem funcao de ligacdo nos receptores lecitinas especificos de
manose das bactérias enteropatogénicas, servindo como atrativos e prevenindo a adesdo
as glicoproteinas da superficie do vilo, reduzindo o risco de colonizagdo e dissemina¢do
dos patdgenos bacterianos (Firon et al., 1983), enquanto os nucleotideos podem
modificar o tipo e crescimento da microflora intestinal, beneficiando as bifidobactérias
que atuam reduzindo o pH intestinal por meio da capacidade de hidrolisar agucar para
acido latico, reduzindo a proliferagdo de bactérias patogénicas (Uauy et al., 1994).
Outros estudos sugerem que o MOS e os nucleotideos podem exercer efeitos
melhoradores da saude intestinal (Devresse, 2001; Burrels et al., 2001; Yilmaz et al.,
2007; Salze et al., 2008; Refstie et al., 2010). Desse modo, esses fatores podem ter
contribuido para o aumento na relagdo vilo: cripta, indicando melhor integridade da
mucosa intestinal nos peixes que receberam dietas contendo DDGSS.

As leveduras sdo ricas em vitaminas do complexo B e B-glucanos, que podem
exercer fun¢do imunomodulatéria e tém sido associadas a melhorias no que diz respeito
a resisténcia a doengas (Sakai, 1999). Os B-glucanos podem ser encontrados em
concentracdes de até 5,7 g kg nos DDGS obtidos do milho, contudo, podem existir
variacoes no teor de B-glucanos dependendo da fonte utilizada em que se obteve este
alimento. Por exemplo, em DDGS provenientes do trigo as concentragdes podem ser
trés vezes maiores do que em DDGS do milho (Lim et al., 2007; Lim et al., 2011). No
entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos para os
parametros hematologicos e bioquimicos, assim como para o leucograma ao final dos
90 dias de alimentacdo e, apOs o estresse por classificagdo. Os parametros

hematologicos observados no presente estudo mantiveram-se dentro do intervalo de
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referéncia estabelecido para a espécie, assim como para os valores determinados em
condi¢des experimentais semelhantes (Ferrari et al., 2004; Hrubec e Smith, 2010;
Tachibana et al., 2010).

As respostas dos DDGS quanto a possiveis efeitos como melhoradores da
resposta imune tem se mostrado inconsistentes. Estudo realizado com bagre do canal
indicou que os peixes alimentados com dietas contendo de 20 a 40% de DDGS de milho
apresentaram maior resisténcia a infeccdo contra a bactéria Edwardsiella ictaluri (Lim
et al., 2009). No entanto, outros autores ndo observaram efeitos significativos sobre os
pardmetros hematologicos e imunologicos da tildpia-do-Nilo alimentada com dietas
contendo niveis semelhantes de DDGS provenientes do milho e trigo (Lim et al., 2007;
Shelby et al., 2008).

Alguns fatores podem influenciar as propriedades imunoestimulantes dos
ingredientes e aditivos em peixes, como a idade, a espécie, o nivel de inclusdo,
frequéncia alimentar e tempo de administracdo (Welker et al., 2012). Dessa forma,
houve melhora significativa somente para Hb e CHCM em peixes alimentados com
DDGSS apdés o estresse. No entanto, as respostas para essas variaveis foram
encontradas em tratamentos com diferentes niveis de substituigdo da proteina do farelo
de soja pela proteina do DDGSS.

Virias respostas fisiologicas podem configurar ajustes para que haja restauragao
da homeostase. A elevagdo dos niveis de glicose plasmaticos encontrados no presente
estudo, apds o estimulo por classificagdo de tamanho, pode ser considerada uma delas.
O aumento da concentragdao de glicose no plasma por curtos periodos de tempo ¢
exigido para compensar a maior demanda por energia em situagdes de estresse (Barton,
2000). Essas alteragdes foram relatadas para tilapia-do-Nilo e podem ser observadas em
outras espécies de peixes tropicais, tais como a matrinxd (Brycon cephalus) e o
tambaqui (Colossoma macropomum) submetidas a diferentes estimulos estressores
(Carneiro e Urbinati, 2002; Gomes et al., 2003; Urbinati et al., 2004; Falcon et al.,
2007; Silva et al., 2012; Barros et al., 2014).

Além das alteracdes nos niveis plasmaticos de glicose, o sistema imune pode
sofrer efeitos negativos sobre situagcdes de estresse. Nesse sentido foi observado no
presente estudo linfopenia, leucopenia e neutrofilia nos peixes para todos os tratamentos

apos o estresse por classificagdo. A redugdo no niimero de linfécitos circulantes pode
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representar importante relacdo entre a resposta ao estresse e doencas devido a niveis
elevados de cortisol plasmatico (Pickering e Pottinger, 1985). Essas alteragdes
fisiologicas sdo frequentemente reportadas em muitas espécies de peixes quando
submetidos a algum agente estressor ¢ podem conduzir os animais a menor resisténcia
contra agentes patogénicos (Englesma et al., 2003; Urbinati e Carneiro, 2004; Barros et
al., 2014).

Este estudo verificou o potencial de utilizacdo do DDGSS em dietas para juvenis
de tilapia-do-Nilo como alimento alternativo ao FS, promovendo mesma resposta de
crescimento e utilizacdo do alimento assim como a higidez, além de melhorar a
integridade da mucosa intestinal dos peixes. Os resultados obtidos permitem ainda
afirmar a potencialidade de inclusao deste alimento em dietas pela industria aquicola.
Mais estudos devem ser conduzidos em condi¢des de cultivo intensivo no intuito de
promover maior desafio para os peixes, buscando elucidar melhor os efeitos do DDGSS
sobre a saide da mucosa intestinal correlacionada aos pardmetros de desempenho
produtivo e, possiveis efeitos sobre a saide dos animais.

Dessa forma, os resultados do presente estudo possibilitam concluir que a
substitui¢do de até¢ 70% da proteina do farelo de soja pela do DDGSS pode ser realizada
quando atendidas as exigéncias em aminodcidos, sem prejuizos no desempenho
produtivo e na higidez, além de promover melhor saide da mucosa intestinal de juvenis

de tilapia-do-Nilo.
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Table 1. Formulation (%) and calculated composition

of reference diet.

Ingredients (%)
Soybean meal 48.10
Corn gluten - 60 4.50
Wheat middling 10.00
Corn 33.96
Soybean oil 0.19
L-lysine 0.22
DL-methionine 0.31
L-threonine 0.33
Dicalcium phosphate 1.63
Antioxidant (BHT)' 0.02
Salt 0.10
Vitamin and mineral premix” 0.50
Vitamin C’ 0.04
Chromium oxide-III 0.10
Calculated composition

(wet weight basis)

Digestible energy (kcal kg™) 3036
Digestible protein 26.81
Crude fiber 4.50
Calcium 0.57
Avaliable phosphorus 0.51
Lysine 1.53
Methionine 0.58
Methionine +Cystine 0.92
Threonine 1.18
Tryptophan 0.30

'Butylated hydroxytoluene; “Vitamin and mineral supplement (levels per kg of
product): vitamin A = 1,200,000 IU; vitamin D3 = 200,000 IU; vitamin E =
12,000 mg; vitamin K3 = 2,400 mg; vitamin Bl = 4,800 mg; vitamin B2 =
4,800 mg; vitamin B6 = 4,000 mg; vitamin B12 = 4,800 mg; folic acid = 1,200
mg; calcium pantothenate= 12,000 mg; vitamin C = 48,000 mg; biotin = 48 mg;
choline = 65,000 mg; nicotinic acid= 24,000 mg; Mn = 4.000 mg; Zn = 6.000
mg; T =20 mg; Co =2 mg; Cu = 4 mg e Se = 20 mg; *Vitamin C Rovimix@
Stay-35, DMS Nutritional Products, Switzerland.
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Table 2. Proximate composition and apparent digestibility coefficients (ADCS %)’ of
nutrients and energy of the experimental diets (% dry matter) *.

Diets
Ref’ 70%-Ref. + 70%-Ref. +
30%-DDGSS"’ 30%-SB’
Proximate composition
Dry matter 96.42 (77.92) 96.62 (65.74) 96.26 (73.71)
Crude protein 30.91 (94.23) 33.03 (86.30) 37.06 (94.36)
Crude fat 1.30 (75.81) 2.43 (84.35) 1.77 (82.66)
Crude fiber 3.63 5.58 4.56
Ash 4.93 (43.92) 4.31 (45.39) 5.69 (44.17)
Gross energy, kcal/kg'1 4478 (80.36) 4773 (67.63) 4567 (76.93)
Amino acids
Alanine 1.45 (93.77) 1.91 (85.81) 1.58 (94.98)
Arginine 1.78 (98.51) 1.58 (94.60) 2.19 (98.75)
Aspartic acid 2.62 (97.67) 2.42 (94.01) 3.27 (98.32)
Glycine 1.16 (92.67) 1.12 (85.06) 1.40 (93.47)
Isoleucine 1.28 (95.83) 1.32 (89.05) 1.52 (96.39)
Leucine 2.59 (96.20) 3.21 (87.94) 2.85 (96.58)
Glutamic acid 5.39(98.32) 5.75 (94.12) 6.15 (98.51)
Lysine 1.87 (97.01) 1.53(92.94) 2.24 (97.41)
Cystine 0.26 (99.97) 0.27 (99.64) 0.31 (99.21)
Methionine 0.50(99.41) 0.48 (95.31) 0.45 (98.64)
Phenylalanine 1.47 (96.75) 1.55(90.41) 1.70 (97.31)
Tyrosine 0.80 (99.02) 0.87 (89.30) 0.97 (97.17)
Threonine 1.34 (95.23) 1.23 (88.80) 1.41 (95.24)
Tryptophan 0.11 (81.34) 0.13 (41.07) 0.14 (85.00)
Proline 1.75 (96.20) 2.06 (90.97) 1.90 (96.15)
Valine 1.32 (94.55) 1.42 (85.83) 1.54 (95.26)
Histidine 0.76 (97.19) 0.76 (91.65) 0.88 (97.58)
Serine 1.42 (96.07) 1.40 (92.54) 1.63 (96.63)
Calcium and Phosphorus
Total calcium 0.49 0.35 0.42
Total phosphorus 0.52 (44.54) 0.43 (50.55) 0.50 (27.28)
Marker®
Cr,04 0.090 0.096 0.102

TADCS = apparent digestibility coefficients; Values are means (n=3); °Ref. = Reference diet; *SDDGS = Sorghum
distillers dry grains with solubles; *SB = Soybean meal; *Marker Cr,0; = Chromium oxide-III percentage of

recovered in diets.
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Table 3. Formulation (%), calculated and analyzed composition of experimental diets.

Levels of replacement (%)1

Ingredients

0 10 30 50 70
Soybean meal 28.60 25.60 20.00 14.30 8.44
SDDGS - 3.80 14.56 24.39 34.10
Poultry viscera meal 12.00 12.80 13.10 13.80 14.70
Corn gluten - 60 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Corn 42.31 40.76 34.37 28.89 23.27
Soybean oil 0.02 0.25 1.68 2.85 4.03
L-lysine - 0.02 0.19 0.29 0.41
DL-methionine 0.13 0.13 0.12 0.09 0.06
L-threonine 0.30 0.29 0.30 0.31 0.33
L-tryptophan 0.04 0.08 0.09 0.12 0.15
Dicalcium phosphate 3.80 3.74 3.77 3.75 3.71
CMC? 2.00 1.72 1.03 0.42 -
Vitamin and mineral premix’ 0.63 0.63 0.63 0.63 0.63
Vitamin C* 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Antioxidant (BHT)’ 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Salt 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Calculated composition (% original matter)
Digestible energy (kcal kg-1) 3036 3036 3036 3036 3036
Digestible protein 26.81 26.81 26.81 26.81 26.81
Crude fiber 4.07 4.02 4.00 4.00 4.15
Crude fat 4.74 5.25 7.05 8.66 10.29
Total calcium 1.85 1.85 1.85 1.86 1.86
Phosphorus available 0.51 0.51 0.51 0.52 0.52
Lysine 1.54 1.53 1.55 1.53 1.53
Methionine 0.54 0.54 0.54 0.53 0.52
Methionine + Cystine 0.92 0.93 0.93 0.92 0.92
Threonine 1.18 1.18 1.18 1.18 1.18
Tryptophan 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Proximate composition (% dry matter)
Dry matter 96.88 95.19 94.88 94.09 94.02
Gross energy, kcal/kg™ 4014 4098 4230 4380 4474
Crude protein 29.60 30.32 31.43 30.90 31.58
GE: CP® 135.62 135.14 134.56 141.73 141.66
Crude fiber 3.63 3.71 3.59 3.71 3.86
Crude fat 4.67 5.60 5.70 8.63 9.80
Total calcium 1.84 1.95 1.83 2.03 1.87
Total phosphorus 1.01 1.12 1.04 1.00 1.08

'Replacement levels of protein soybean meal for the SDDGS; “CMC = Carboxy methyl cellulose; *Vitamin and
mineral supplement (levels per kg of product): vitamin A = 1,200,000 IU; vitamin D3 = 200,000 IU; vitamin E =
12,000 mg; vitamin K3 = 2,400 mg; vitamin B1 = 4,800 mg; vitamin B2 = 4,800 mg; vitamin B6 = 4,000 mg;
vitamin B12 = 4,800 mg; folic acid = 1,200 mg; calcium pantothenate= 12,000 mg; vitamin C = 48,000 mg; biotin =
48 mg; choline = 65,000 mg; nicotinic acid= 24,000 mg; Mn = 4.000 mg; Zn = 6.000 mg; [ =20 mg; Co =2 mg; Cu
=4 mg e Se = 20 mg; *Vitamin C Rovimix@ Stay-35, DMS Nutritional Products, Switzerland,; 5Butyla‘red
hydroxytoluene; °GE:CP = energy:protein ratio.



Table 4. Proximate composition and apparent digestibility coefficients (ADCS %)’

of nutrients and energy of the test ingredients (% dry matter)”.

Ingredients

SDDGS Farelo de soja

Proximate composition

Dry matter 89.15 (38.41) 85.80 (63.34)
Crude protein 38.70 (66.41) 51.70 (94.42)
Crude fat 7.96 (87.70) 3.50 (85.22)
Crude fiber 10.70 6.01

Ash 2.18 (48.77) 6.24 (42.56)
Gross energy, kcal/kg™ 5349 (41.49) 4751 (69.77)

Amino acids

Alanine 3.25(77.53) 2.10 (96.93)
Arginine 1.23 (81.40) 3.53(99.03)
Aspartic acid 2.13 (83.50) 5.36 (99.07)
Glycine 1.13 (66.86) 2.21(94.46)
Isoleucine 1.57 (76.19) 2.34 (97.10)
Leucine 5.05 (78.03) 3.87(97.16)
Glutamic acid 7.18 (86.74) 8.87 (98.78)
Lysine 0.81 (70.98) 3.47 (97.92)
Cystine 0.34 (98.50) 0.49 (99.54)
Methionine 0.45 (83.17) 0.36 (94.28)
Phenylalanine 1.91 (78.99) 2.52 (98.08)
Tyrosine 1.12 (71.53) 1.53(93.71)
Threonine 1.08 (70.18) 1.77 (95.25)
Tryptophan 0.16 (nd) 0.22 (89.39)
Proline 3.03 (83.89) 2.53 (96.06)
Valine 1.79 (70.90) 2.32 (96.21)
Histidine 0.83 (79.87) 1.32 (98.10)
Serine 1.46 (84.53) 2.37(97.42)
Calcium and Phosphorus

Total calcium 0.12 0.24
Total phosphorus 0.21 (49.39) 0.47 (26.05)

'ADCS = apparent digestibility coefficients; *Values are means (n=3); *nd = no detected.



Table 5. Growth performance and feed utilization of Nile tilapia fed experimental diets for 90 days'.
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Levels of replacement (%) 0 10 30 50 70 P-value
Weight gain (g)* 177.60 £+4.69  178.86 +5.44 185.41+£7.73 183.53 £ 6.36 182.88 £11.95 0.581
Feed intake (g)" 171.05+0.58 17294+ 1.46 172.32 +1.00 173.25 £ 0.66 172.81 +1.07 0.056
Feed conversion raio® 0.94 +0.03 0.97 £ 0.02 0.94 +0.03 0.96 £ 0.03 0.97 £ 0.06 0.614
Protein efficiency ratio (%)d 3.63+0.09 3.51+0.09 3.54+£0.14 3.55+0.12 342 +£0.21 0.351
Nitrogen retention (%)° 53.80+2.90 52.95+1.84 55.02+1.47 54.96 + 3.45 52.28 +3.41 0.552
Energy retention (%)" 38.04 + 7.07 40.88 £3.72 41.64 +2.41 39.28+5.44 44.68 + 4.04 0.389
Visceral fat (%)% 247 +£0.65 2.45+0.45 2.46 +0.58 2.46 £0.56 2.46 £0.65 0.998
Survival (%)" 100.00 £ 0 95.45 +£5.25 97.72 £ 4.55 100.00 £ 0 95.45+5.25 0.293

"Values presented as means + standard deviation. Means in the same row with different letters differ (P<0.05) by Tukey test. n= 4. >Replacement levels of protein soybean meal for the
CDDGS; *Weight gain: [final weight (g) - initial weight (g)]; "Feed intake: dry matter ingested feed (g); “Feed conversion: [dry matter feed intake (g)/weight gain (g)]; 9Protein
efficiency ratio: [weigh gain (g)/(dry matter crude protein intake (g)]; “Nitrogen retention (% Nitrogen intake): (Nitrogen retention/Nitrogen intake)*100; 'Energy retention (% Energy
intake): (Energy retention/Energy intake)*100; 8Visceral fat (VF) = (visceral fat weight/body weight) x 100; "Survival: [(number of final fish/number of initial fish)]*100.



Table 6. Whole-body composition (wet weight basis) of Nile tilapia fed experimental diets for 90 days'.

79

Levels of replacement (%)*

Initial 0 10 30 50 70 P-value
Moisture (%) 70.94+7.88  70.57+2.06  68.93+1.06 69.46+0092  69.68+1.72  67.75+1.34 0.079
Protein (%) 14.65+4.17 15.14+034  1571+0.66  1598+039  1541+0.64  15.94+0.60 0.111
Lipid (%) 991£225 1015244  11.77+130  1122+1.15 10.84£2.00 15234137 0.098
Gross energy (kcal kg™) 1681 + 444 1663 £ 189 1844 + 139 1823 £112 1767 £ 185 1916 £ 45 0.112
Ash (%) 420+135  4.19+0.28 4.29 £ 0.40 4.04+0.17 4.45+0.39 4.18 £ 0.44 0.485
[Values presented as means + standard deviation (n = 5). Means in the same row with different letters differ (P<0.05) by Tukey test; “Replacement levels of protein soybean meal for the SDDGS
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Table 7. Villus height (VH), crypt depth (CD) and villus: crypt ratio (V:C) of Nile tilapia fed experimental diets for 90 days'.

Levels of replacement (%) 0 10 30 50 70 P-value
VH (um) 288.10 = 37.70 302.61 +33.49 305.35 £ 54.88 343.44 £ 41.82 361.89 + 54.50 0.093
CD (um) 23.07 £2.65 22.78 £ 1.85 22.96 +1.74 23.03 £2.00 22.11+2.29 0.401
V:C 12.54 £ 1.38b 13.28 £ 0.83b 13.29 +2.16ba 15.02 +2.41ba 16.44 + 2.62a 0.037

"Values presented as means + standard. Means in the same row with different letters differ (P<0.05) by Tukey test. n= 180. “Replacement levels of protein soybean meal for the SDDGS.
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Table 8. Hematological and biochemical parameters of Nile tilapia fed diets containing levels of replacement protein soybean

meal by the SDDGS for 90 days and subjected to grading-induced stress'.

Levels of replacement (%)

Group
0 10 30 50 70
RBC (10° uL™) No stress 1.66 +0.18 1.79+0.19 1.71 £0.19 1.72+0.17 1.76 £0.18
Stressed 1.71 £0.22 1.79 £0.20 1.82+0.24 1.75+£0.19 1.79 £ 0.21
HTC (%) No stress 26.18 +2.88 29.06 +2.82 29.06 +2.09 26.63 +2.00 26.88 +£2.70
Stressed 27.50 +£3.18 29.38 +3.59 27.84 +2.37 27.25 +3.09 28.53 +£2.93
Hb (g L™ No stress 6.81 +0.84 7.18+0.74 7.04 +0.64 6.76 = 0.49 6.71 £0.63b
Stressed 7.18+0.77 7.54 +1.03 7.36 +£0.51 7.13+1.12 7.52 +0.28a
MCV (fL) No stress 157.70 £10.95 162.84 +9.70 171.93+£1990  156.71 £19.86  153.88+17.41
Stressed 161.31 £ 14.64 164.57 +7.87 154.20 £ 15.55 155.86 = 8.00 160.82 £ 18.88
MCHC (%) No stress 26.01 = 1.05 24.74 £ 1.55 24.28 £2.03b 2543 +1.72 25.04 £1.68
Stressed 26.14 +1.10 25.66 = 1.52 26.51 £1.40a 26.04 £2.36 26.34 £1.09
TPP (mg L No stress 2.86 = 0.54 3.06 £0.46 2.81£0.38 2.81+£0.33 2.86 +0.39
Stressed 2.89+0.30 3.08+£0.20 3.10+£0.29 2.81+£0.22 3.00+0.17
ALB (mg L) No stress 0.99 +£0.25 0.97+£0.19 1.01 £0.19 1.03+£0.14 1.14 +£0.25
Stressed 1.05£0.25 1.02+0.16 1.11 +£0.31 1.02 +£0.22 1.22+0.36
GLOB (mg dL™) No stress 1.87+0.34 2.09£0.53 1.95 £0.50 1.78 £0.31 1.71 £0.40
Stressed 1.84 £0.28 2.05+0.13 1.99 £0.21 1.79 £0.24 1.78 £0.31
A:G (mg L No stress 0.53+0.10 0.50+0.19 0.48 +£0.23 0.60 £0.15 0.71+0.28
Stressed 0.59+£0.19 0.50 +£0.08 0.57+0.19 0.59+£0.20 0.74 £ 0.37
GLU (mg L No stress 54.07+1947b 5726+12.58b 61.04+11.63b 6937+16.80b 55.07+13.76b
Stressed 113.56 £24.35a 118.48 £+25.20a 142.68 £42.26a 124.81 £47.72a 127.60 +46.93a

'Values are means + standard deviation of eight replicates and compare the different groups (no stress and stressed) with treatment fixed. Means followed by different
letters differ statistically (t test; P<0.05). *Replacement levels of protein soybean meal for the SDDGS; RBC = red blood cell; HTC = hematocrit; Hb = hemoglobin;
MCV = mean corpuscular volume; MCHC = mean corpuscular hemoglobin concentration; TPP = total plasma protein concentration; ALB = albumin; GLOB =
globulin; A:G = albumin:globulin ratio; GLU = glucose.



Table 9. Percentage lymphocyte, neutrophil and monocyte and leukocyte, lymphocyte, neutrophil and monocyte of Nile tilapia fed diets containing

levels of replacement protein soybean meal by the SDDGS for 90 days and subjected to grading-induced stress'.
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Levels of replacement (%)2

Group
0 10 30 50 70

No stress  80.38 + 14.02a 75.75 +21.60a 75.69 £ 23.33a 78.19 £ 17.19a 75.31+£21.65a
Lymphocyte (%)

Stressed ~ 48.00 + 18.26b 49.94 + 14.47b 48.94 +19.81b 53.38£16.12b 53.13+£11.82b

No stress  13.44 +10.20b 16.06 = 15.81b 17.19 + 18.34b 14.69 £+ 13.49b 17.56 = 19.46b
Neutrophil (%)

Stressed ~ 45.88 £ 15.58a 41.31 £ 12.49a 44.00 + 16.92a 40.19 = 13.89a 39.44 £9.45a

No stress 6.19 +4.91 8.19+6.99 7.13+£5.32 7.13 +£4.74 7.13 £3.29
Monocyte (%)

Stressed 6.13 £3.69 8.75 +4.97 7.06 £4.71 6.44 £ 4.52 7.44 £3.85

No stress 51544 + 8632a 52819 + 3369a 51180+ 6182a 54074 + 6592a 55019 + 7309a
Leukocyte (cells pL™)

Stressed 27844 + 5612b 29968 + 4128b 32096 + 10006b 30313 £ 11601b 22839 + 9008b

No stress 42149 + 13353a 40458 = 13112a 38186+ 11481a 42557+ 11701a 40871 £ 11145a
Lymphocyte (cells uL™)

Stressed 13183 + 5575b 14997 + 5012b 18613 + 8466b 15660 + 7185b 12377 + 6373b

No stress 6272 + 4571 8215+ 7770 9242 + 10298 7660 + 7200 10134 + 11603
Neutrophil (cells pL™)

Stressed 12985 +£ 6516 12457 + 4353 17310 + 8486 12723 + 8682 8953 £ 4115

No stress 3084 + 2302 4145 £ 3379 3688 + 3155 3782 £2564 3943 £ 2070
Monocyte (cells pL™)

Stressed 1653 £ 1089 2514 £ 1308 2776 £2019 1884 + 1453 1470 +£ 1240

"Values are means =+ standard deviation of eight replicates and compare the different groups (no stress and stressed) with treatment fixed. Means followed by different letters differ statistically (t
test; P<0.05). *Replacement levels of protein soybean meal for the SDDGS.
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IMPLICACOES

No presente estudo foi possivel evidenciar o potencial de utilizagdo dos
DDGS como alimentos proteicos alternativos ao farelo de soja, além de fornecer
subsidios para inclusdo destes como ingredientes em formulacdes de dietas.

As deficiéncias dos DDGS em termos de composi¢cdo aminoacidica,
indicam a necessidade de suplementagao de aminoacidos na forma cristalina ou a
utilizagdo em conjunto com ingredientes que disponham de perfil de aminoacido
que possam complementar e, desse modo, atender as exigéncias nutricionais
estabelecidas para tilapia-do-Nilo. O elevado teor em fibra é outro fator que limita
a inclusdo de niveis elevados dos DDGS em dietas para peixes.

A melhor integridade da mucosa intestinal nos peixes alimentados com
dietas contendo DDGS sugere que, além da utilizagdo deste alimento como
substituto parcial a proteina do farelo de soja sua inclusdo em racgdes, pode ainda,
exercer efeitos positivos sobre as caracteristicas morfologicas intestinais da
tilapia-do-Nilo.

Os DDGS contém substancias como os B-glucanos que possuem agao
conhecida sobre a melhor resposta do sistema imune e outros estudos detectaram
efeitos positivos deste alimento em diferentes espécies de peixes, dessa forma,
futuras pesquisas devem ser conduzidas para verificar possiveis efeitos deste
alimento sobre a satide dos peixes.

A abordagem realizada neste estudo demonstra relevancia do ponto de
vista pratico, fornecendo informagdes para o desenvolvimento de formulagdes
com ingredientes proteicos alternativos e de custo relativamente baixo que irdo

beneficiar toda a cadeia produtiva.



