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Introducéao geral

A producédo de peixes de agua doce cresce continuamente, dados recentes
mostram que em 2016 foram produzidos mundialmente cerca de 51,4 milhGes de
toneladas. Neste cenario o Brasil representa apenas o 13° lugar entre os produtores,
contribuindo com 1,93% da produgdo mundial. As maiores poténcias do setor sdo
China e india, com 19,93 e 12,57% da produgdo mundial, respectivamente (FAO,
2018).

No Brasil, a tilapia do Nilo é a espécie mais produzida, representa 58.4% de
todo pescado produzido, ou seja, 283,36 mil toneladas em 2017 (IBGE, 2017). O
motivo para esta grande representatividade esta associado a diversos fatores, como a
boa adaptacdo aos diferentes sistemas de producéo (Michelato et al., 2016), rapido
crescimento (He et al., 2013), rusticidade (Takashita et al., 2009; He et al., 2013), filé
com boas caracteristicas organolépticas e auséncia de espinhas intramusculares em
forma de “Y” (Furuya et al., 2005), o que facilita o processamento e a aceitacéo pelo
consumidor. Além disso, a espécie possui potencial de producédo tanto em regides

tropicais quanto em subtropicais (Fitzsimmons, 2000).

Diante das qualidades da espécie, o filé € o principal produto da producéo de
tilapias e a aceitacdo do mercado pelo filé de tilapia cresce a cada ano (Schulter e
Vieira Filho, 2017). Contudo, para que haja um bom desempenho dos animais, a
alimentacao fornecida deve atender a exigéncia nutricional da espécie (Ghomi et al.,
2012). Neste contexto, a proteina é o nutriente que mais eleva 0s custos para
formulacédo das dietas (Secco et al., 2002; Wilson et al. 2002), implicando na realizac&o
de diversas pesquisas para determinar a exigéncia nutricional que permita o melhor

crescimento do animal e viabilize economicamente a producédo (Borin et al., 2002).

Embora a proteina tenha importancia na alimentacdo dos peixes, eles ndo
possuem exigéncia neste nutriente, mas sim em quantidades balanceadas de
aminoacidos que garantem o melhor desempenho zootécnico (Wilson e Poe, 1985;
Wilson, 2002; Webster e Lim, 2002).

Os aminoacidos sao classificados como essenciais e ndo essenciais. Os
aminoacidos essenciais ndo sao sintetizados pelos peixes e por isso devem estar
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disponiveis na dieta. Isso significa que eles podem ser disponibilizados através de sua
forma sintética, quando suplementados na dieta, ou pela quebra da proteina de origem
vegetal ou animal dos ingredientes dietéticos. Por outro lado, os aminoacidos nao
essenciais sao sintetizados pelo organismo do animal (Li et al., 2009). Os aminoacidos
sdo essenciais a diversas fun¢Bes do organismo, como a sintese de proteina e de
outros compostos associados ao metabolismo, incluindo  hormonios,
neurotransmissores, purinas e enzimas. Também, poderdo ser catabolizados para
suprir a demanda energética na auséncia de gorduras e carboidratos (Ballantyne,
2001).

Os aminoacidos sao extremamente importantes para o 6timo crescimento dos
peixes, no entanto, o excesso e a deficiéncia destes componentes na dieta podem
provocar prejuizos na producédo. A deficiéncia de lisina, por exemplo, pode promover
a diminuicdo do crescimento e a eficiéncia alimentar, como também podem provocar
a erosdo das nadadeiras dorsais e caudais, como constatado em truta arco-iris e carpa
comum (Ketola, 1983; Guillaume et al., 1999; NRC, 2011). Os aminoacidos em
excesso, podem promover a reducao da qualidade da dgua e impactos negativos ao
ambiente aquatico, em virtude do aumento da excre¢do de nitrogénio (Furuya, 2001a;
Furuya, 2001b; Henry-Silva et al., 2006).

Deste modo, o conceito de “proteina ideal” € aplicado em diversos trabalhos,
cujo objetivo é determinar, através de um aminodcido referéncia, a exigéncia de outros
aminoacidos de forma balanceada (Green e Hardy, 2002; Rollin et al., 2003; Pezzato
et al., 2004; Bomfim et al., 2005; Furuya et al., 2005). A partir desse conceito, a lisina
€ utilizada como aminoacido de referéncia em estudos com proteina ideal, porque além
da sua importante funcdo na sintese proteica, ela atua em conjunto com outros

aminoacidos (Furuya et al., 2004; Furuya et al., 2005; Ball et al., 2007).

Segundo Sandell e Daniel, 1988; Boisen et al., 2000; Hauler e Carter, 2001,
Furuya et al., 2004; Rollin et al., 2003; Furuya et al., 2006; Mai et al., 2006 e Gatlin et
al., 2007, a lisina é geralmente o aminoacido mais limitante em ingredientes de origem
vegetal que substituem a farinha de peixe. Ja no corpo e no filé, a lisina é o aminoacido

encontrado em maior proporcéo (Teixeira et al., 2008).
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Em quantidades balanceadas com outros aminoacidos, a lisina pode promover
algumas vantagens, como a melhora no ganho de peso, converséao alimentar, retencéo
de nitrogénio e reducéo da gordura corporal (Bai e Gatlin, 1994; Davies et al., 1997;
Berge et al., 1998; Furuya et al., 2006; Marcouli et al., 2006; Nguyen et al., 2014). Além
disso a lisina, em acao conjunta com a metionina, promove a sintese da L-carnitina,
responsavel pelo transporte de acidos graxos de cadeia longa para dentro da
membrana mitocondrial e que gera energia necessaria para as funcodes fisioldgicas do

animal (Tanphaichitr et al. 1971).

Para determinacgéo do nivel adequado de aminoacidos uma opc¢ao € a utilizagédo
do método de dose-resposta. Nesta metodologia duas técnicas podem ser aplicadas,
a suplementacao ou a diluicdo. A técnica da suplementacéo € utilizada em diversos
estudos tendo como objetivo estimar a exigéncia de aminoacidos, no qual envolve a
adicdo gradual deste componentes em uma dieta basal deficiente no aminoécido
limitante (D’Mello, 1982). Contudo, esse procedimento é criticado, uma vez que a
suplementacao dos niveis do aminoacido testado pode gerar mudancas na relacéo
com outros aminoacidos, podendo provocar respostas ndo relacionadas ao
aminoacido estudado (Fisher e Morris, 1970; Gous, 1980; Gous e Morris, 1985). Outra
desvantagem da técnica de suplementacao é a dificuldade de obtencéo de niveis mais
baixos do aminoécido teste (limitante na dieta), sendo necesséario aumentar a inclusao

de aminoacidos cristalinos nas dietas experimentais (Gous e Morris, 1985).

Ja a técnica da diluicdo, proposta por Fisher e Morris (1970), consiste em
promover uma série de diluicdes de uma dieta com alto teor proteico, limitante no
aminoacido teste, com uma dieta isenta de proteina, mantendo os niveis iguais de
energia. Com a aplicacdo do método € possivel obter os niveis intermediarios do
aminoacido teste e manter a relacdo entre os aminoacidos, colaborando para a
avaliacdo das respostas do aminoacido em estudo, sem a interferéncia de outros
componentes da dieta (Gous e Morris, 1985). Além disso, a técnica evita a inclusédo de

uma elevada quantidade de aminoacidos sintéticos nas dietas (Abboudi et al., 2007).

Desta forma, os estudos de avaliacdo de exigéncia de lisina sdo de relevancia

para o avanco da pesquisa em nutricao de peixes, pois 0 uso da técnica da diluicdo é
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uma alternativa para estimar a exigéncia de lisina e dos demais aminoacidos através
da aplicacdo do conceito de proteina ideal, para tildpias em fases de crescimento ainda
nao estudadas. A contribuicdo de informacdes geradas complementardo os estudos
anteriores realizados pela técnica de suplementacdo, fornecendo subsidios para
novas pesquisas que visem por dietas mais precisas e gque impactem menos 0

ambiente aquatico.
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Resumo

Trés experimentos foram conduzidos para determinar a exigéncia de lisina digestivel,
mantenca e eficiéncia de utilizacdo da lisina para estabelecer o perfil de aminoacidos
essenciais pelo conceito de proteina ideal para diferentes fases de crescimento da
tilapia do Nilo. Os peixes foram distribuidos em um delineamento inteiramente ao
acaso com oito tratamentos e quatro repeticbes com 15 peixes por caixa na fase inicial
(2,35 = 0,05 g) e sete tratamentos e trés repeticbes com 11 peixes e 9 peixes por caixa
nas fases de crescimento (433,18 = 12,49 g) e terminacao (733,34 + 11,24 g). Os
tratamentos foram organizados em sete dietas isoenergéticas com niveis crescentes
de lisina digestivel e uma dieta adicional contraprova (3,59; 5,94, 8,85; 12,03; 15,03;
18,74 e 23,05 g kg!) na fase inicial e seis niveis crescentes de lisina digestivel e uma
dieta adicional contraprova (3,68; 7,14; 10,40; 13,58; 17,10 e 20,02 g kg?) para as
fases de crescimento e terminacédo, formulados pela técnica da diluicdo. O variaveis
ganho de peso, deposicdo de proteina, taxa de eficiéncia alimentar e rendimento de
filé (apenas para as fases de crescimento e termina¢éo) obtiveram maiores respostas
mediante ao nivel crescente de lisina na dieta. A taxa de eficiéncia proteica apresentou
melhores resultados na dieta contendo 5.94 g kg de lisina, na fase inicial e para as
fases posteriores, entre os niveis de 10.40 e 13.58 g kg. Os niveis 6timos de lisina
digestivel foram estimados pela variavel ganho de peso, resultando nas exigéncias de
19,4, 14,6 e 13.6 g kg'! (matéria natural) para fases inicial, crescimento e terminacgéo,
respectivamente. A exigéncia de mantenca e a eficiéncia de utilizacdo da lisina foram
19.87 mg kg°8.dial e 67.68% na fase inicial, 40.26 mg kg%8.dial e 67.54% na fase
de crescimento; 50.25 mg kg9-8.dia! e 64.32% na fase de terminacgédo. O perfil ideal de
aminoécidos foi determinado para as diferentes fases de crescimento da tilapia do Nilo,
sendo importante para a fabricacdo de dietas com contetdo aminoacidico balanceado,
para juvenis e principalmente para tilapias adultas, no qual pouco se conhece a

respeito da exigéncia de aminoacidos.

Palavras chave: Aminoacidos, dose resposta, exigéncia de mantenca, eficiéncia de

utilizacao da lisina.

Caunesp 6



Mestrando Rafael de S. Romaneli Orientador Dr. Jodo Batista K. Fernandes

Abstract

Three trials were conducted to determine the requirement of digestible lysine for growth
and maintenance and efficiency of lysine utilization and establish the amino acid profile
by “ideal protein concept” in different growth stages of Nile tilapia. A completely
randomized design was used which consisted of 8 treatments and 4 replicates each
and a total of 15 fish with an initial average body weight of 2.35 + 0.05g were stocked
per tank in the started growth phase. The grower and the finisher phase consisted of 7
treatments and 3 replicates each, with 11 (initial average body weight, 433.18 £ 12.49Q)
and 9 (initial average body weight, 733.34 + 11.24q) fish stocked per tank, respectively.
Isoenergetic diets formulated according to the dilution technique with the
supplementation of seven increasing levels of digestible lysine and an additional diet
(counter-proof) (3.59, 5.94, 8.85, 12.03, 15.03, 18.74 and 23.05 g kg?) in the started
phase and six increasing levels of digestible lysine and an additional diet (counter-
proof) (3.68, 7.14, 10.40, 13.58, 17.10 and 20.02 g kg?) in the grower and finisher
phase, respectively were fed to fish. The body weight gain, protein gain, feed efficiency
ratio and fillet yield (only in the grower and finisher phase) were improved with
increasing dietary lysine levels in all the trials. Protein efficiency ratio was improved
with the supplementation of diets containing 5.94 g kg of lysine in the juvenile and
from 10.40 to 13.58 g kg lysine in the adult tilapias. Based on the weight gain data,
the optimum lysine levels were determined to be 19.4, 14.6 and 13.6 g kg™ (as fed
basis) in the started, grower and finisher phase, respectively. Maintenance requirement
and the efficiency of lysine utilization were 19.87 mg kg%8 and 67.68% in the started
phase, 40.26 mg kg?® and 67.54% in the grower phase, and 50.25 mg kg?8.day* and
64.32% in the finisher phase, respectively. The ideal amino acid profile was evaluated
in different life stages of Nile tilapia being relevant to improve the quality of practical

diets in terms of amino acid balance.

Keywords: Amino acids; dose-response; maintenance requirement; lysine utilization

efficiency.
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Introduction

Protein composed of balanced quantities of amino acids is an essential nutrient
in aquafeeds due to its important role in growth and physiological functions of animals
(Wilson and Poe, 1985; Wilson, 2002; Webster and Lim, 2002). Providing the exact
amount of dietary amino acids required by fish for maintenance purposes and body
protein accretion is essential to achieve maximum growth and nitrogen utilization
efficiency. Amongst essential amino acids, lysine is often referred to as the first limiting
in feed ingredients with plant feedstuffs sources (Mai et al., 2006; Gatlin et al., 2007).
Lysine is commonly used as a reference amino acid in the concept of ideal protein,
because it has an important role in protein deposition and metabolic interaction with
other amino acids (Ball et al., 2007). The proper supplementation of dietary lysine
improves growth performance and health status (Li et al., 2009), nitrogen retention
(Cao et al., 2012) and reduces body fat content in fish (Nguyen et al., 2014). As well
as, it is responsible for the synthesis of L-carnitine and in combination with methionine,
vitamin C and other compounds having an important role to transport the long-chain

fatty acids into the mitochondria (Harpaz, 2005).

These advantages are just met, when maintenance demands were satisfied (He
et al., 2013). In this context, several studies have been conducted to determined
maintenance requirement and utilization efficiency of amino acids of many fish species
(Abboudi et al., 2006, 2007; Bodin et al., 2009; He et al., 2013; Kroeckel et al., 2013).
These parameters in combination with other inputs obtained by different methodologies
are important to elaborate factorial models, that allows the estimation of the essential

amino acids requirements at different size of fish (NRC, 2011).

To determine the optimum amino acid level, the most common method used in
fish is the dose-response (Madrid et al. 2019). In this procedure two methods can be
applied, the supplementation and dilution techniques. The graded supplementation
technique is widely used to determined amino acids requirement, which involves the
gradual addition of test amino acids in a basal diet deficient in the limiting amino acid
(D’'Mello, 1982). Even though, this procedure is criticized, since the gradual increase of

the levels of test amino acid can causes changes in the amino acid ratio that may result
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in responses related to another amino acids (Fisher and Morris, 1970; Gous and Morris,
1985). Moreover, at high levels of supplementation the test amino acid could not be the
first-limiting in the diet. Another limitation is that to formulate a basal diet with the test
amino acid at such a low level, being necessary adding more crystalline amino acids

to maintain the other amino acids in adequate proportions (Gous and Morris, 1985).

The dilution technique proposed by Fisher and Morris (1970) is an alternative to
supplementation technique, where successive dilutions are made by the mixing of a
high protein diet with a nitrogen-free diet in proper proportions maintaining the same
energy level. The method allows obtaining the intermediary levels of the test amino
acid and maintains the relationship among the amino acids (Gous and Morris, 1985).
In addition, the dilution technique allows using a wide range of levels and formulating
diets at lowest level without high inclusion of crystalline amino acids, thus enabling
determine maintenance requirement.

Among commercially cultured fish species in the world, the Nile tilapia
Oreochromis niloticus production has been increased because of its fast growth, good
disease resistance capability, tolerance to different environmental conditions and high
meat quality (Michelato et al., 2016; Xiao et al., 2017). The previous studies regarding
the determination of lysine requirements have been based on the graded
supplementation method, which in small tilapias are ranging from 13.1 to 21.7g kg of
lysine in the diet (Santiago and Lovell, 1988; Furuya et al., 2006; Liebert, 2009;
Takishita et al., 2009; Bomfim et al., 2010; Furuya et al., 2012; Furuya et al., 2013;
Rampe et al., 2014; Diogenes et al., 2016). Little is known about this topic and to our
knowledge a single dose-response study is published about adult Nile tilapia reporting
the lysine requirement of 14.6 g kg* (Michelato et al., 2016). Therefore, the current
study aimed to assess the optimum digestible lysine requirement for growth and
maintenance and efficiency of lysine utilization and the establishment of ideal AA profile

for different growth phases of Nile tilapia using dilution technique.
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Conclusion

In conclusion, the optimum lysine level established in the present study for Nile
tilapia was in agreement with previous literature for the same species. The digestible
lysine requirements determined in different growth stages based on weight gain were
19.4, 14.6 and 13.6 g kg (on fed basis) in the started, grower and finisher phase,
respectively. The maintenance requirement and efficiency of lysine utilization
established was 19.87 mg kg?® day?! and 67.68% in the started phase, 40.26 mg kg
08 day! and 67.54% in the grower phase; 50.25 mg kg?8.day?! and 64.32% in the
finisher phase. The ideal AA profile determined in our work may help to improve
practical diets for Nile tilapia in different life stages through adequate amino acids
balance with low dietary protein levels. Moreover, the present profile also provides
information that may be important to determine amino acids requirements for large fish

in future researches.
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Consideracgodes Finais

Em conclusao aos trabalhos desenvolvidos, foi possivel estimar a exigéncia de
lisina digestivel para diferentes fases de crescimento com a aplicacdo da técnica de
diluicdo. Os dados obtidos no presente estudo irdo colaborar para a elaboracéo de
modelos fatoriais, cujo produto final serd& o desenvolvimento de uma planilha
eletrdnica. No entanto, algumas consideracbes sobre a aplicacdo do método de
formulagdo devem ser apontados. Primeiro, a variagdo dos niveis de gordura nas

dietas, no qual estéo relacionadas a alta inclusao de 6leo de soja na dieta “isenta em
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proteina”, medida aplicada para manter as dietas isoenergética. A técnica preconiza
manter os mesmo niveis dos nutrientes entre as dietas, no entanto com a grande
discrepancia entre os niveis de gordura, o procedimento realizado foi de encontro aos
principios do método. Deste modo, para estudos futuros sera necessario estabelecer

medidas que resolvam este problema.

7

A segunda consideracdo é sobre a utilizacdo de valores mais baixos para
manter a deficiéncia relativa do aminoacido estudado. No presente estudo, a lisina foi
formulada para extrapolar 50% da exigéncia recomendada em literatura e os demais
aminoacidos esséncias foram extrapolados em 80% da exigéncia, com isso foi obtido
uma deficiéncia relativa de 30%. A medida foi aplicada para termos certeza que a lisina
seria limitante nas dietas experimentais, visto que, ha uma grande discrepancia entre
os dados de exigéncia de lisina em literatura. Como sugestdo para futuros estudos,
sugere-se a utilizacao de valores mais baixos, como 20% acima da exigéncia para o
aminoacido em estudo e 40% para os demais aminoacidos, procedimento aplicado em
estudos para aves e suinos. Isto diminuiria a porcentagem de lisina em relacédo a
proteina, no qual apresentou-se elevada em relacao a outros estudos. Como também,
facilitaria a formulacdo das dietas por ndo precisar atingir niveis tdo altos de
aminoécidos.

Portanto, a técnica da diluicdo atentou as demandas do presente estudo, sendo
aplicavel em pesquisas que visem estimar a exigéncia de aminoacidos. No entanto,
mais estudos devem ser realizados com peixes para levantar informacdes sobre a

aplicabilidade da técnica.
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