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Incluséo de Single Cell Protein em dietas para peixes: uma avaliacdo sobre

a palatabilidade

Resumo

Alimentos alternativos em substituicdo a farinha de peixe vem sendo estudado
constantemente devido ser um recurso que se encontra sobreexplotado enquanto a
demanda aumenta cada vez mais. E, no intuito de substituir este produto, o presente
estudo objetivou avaliar a palatabilidade de Single cell protein em diferentes niveis de
incluséo (3, 6, 9 e 12%) além de uma dieta controle sem a inclusdo do Single Cell Protein,
ofertadas durante cinco dias a juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e betta
(Betta splendens) duas vezes ao dia, as 10 e 14 horas. Para tanto, foram utilizados 10
peixes de cada espécie distribuidos em aquarios com capacidade de 10 L, em
delineamento do tipo quadrado latino. Apds cada periodo de alimentacdo foram realizadas
filmagens com duragdo de 5 min cada, afim de obter os parametros de eficiéncia relativa
de captura (EDC), ingestdo relativa (ING), rejeicdo relativa de pélete (RDP), tempo
relativo ao consumo inicial (TCI), tempo relativo ao consumo total (TCT) e o indice de
palatabilidade (IP). Para a tilapia ndo foram encontrados efeitos significativos entre 0s
tratamentos, no entanto, as dietas com 3 e 6% de inclusdo de SCP mostram-se mais
palataveis. Enquanto que para o betta a dieta com os melhores resultados foi a com 12%
de inclusdo de SCP. Portanto, recomenda-se a inclusdo de 6% de Single cell protein para
tilapia do Nilo e de 12% para peixe betta.

Palavras-chave: nutricdo de organismos aquaticos; comportamento alimentar; Manejo

alimentar; Palatabilizantes; Substituicdo da farinha de peixe



Inclusion of Single Cell Protein in fish diets: a palatability evaluation

ABSTRACT

Alternative foods to replace fishmeal have been constantly studied because it is a resource
that is stagnant while the demand is increasing more and more. Thus, the present study
aimed to evaluate the palatability of Single cell protein at different inclusion levels (3,6,9
and 12%) together with the control diet offered during five days to Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) and betta (Betta splendens) juveniles twice a day, at 10 am and
2 pm. After each feeding period, the fish were filmed for 5 min each, in order to obtain
the parameters of relative capture efficiency (RCE), relative ingestion (ING), relative
pellet rejection (RDP), relative time to initial consumption (TCI) and relative time to total
consumption (TCT), and the palatability index (P1). For tilapia no significant effects were
found between treatments, however, the diets with 3 and 6%SCP were shown to be more
palatable. While for betta the diet with the best results was the one with 12% SCP.
Therefore, the authors recommend the inclusion of 6% Single cell protein for Nile tilapia
and 12% for betta fish.

Keywords: nutrition; aquatic organisms; feeding behavior
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Efeitos da inclusdo de Single cell protein em dietas para peixes de producéo e

ornamental

Introducéo Geral

Na aquicultura, a alimentagdo dos organismos representa mais de 60% dos custos
operacionais, sendo a fonte proteica o ingrediente mais caro (Asche & Oglend, 2016). A
composicao de aminoacidos, o excelente balanceamento, ser rica em vitaminas, minerais
e acidos graxos insaturados, bem como promover o crescimento das espécies, mesmo que
estes ndo sejam de conhecimento, tornam a farinha de peixe a proteina de maior qualidade
para diversas espécies da cadeia de producéo (Xie et al., 2016).

A farinha de peixe é também, um dos ingredientes alimentares mais caros na racao
de peixes, sendo o desenvolvimento de fontes alternativas para alimentacdo desses
animais uma preocupacao constante durante a formulacdo das dietas para organismos
aquaticos, visto que o preco no mercado internacional continuara a aumentar devido a
elevada procura e escassez de fontes naturais de peixes usadas como fonte de farinha de
peixe, bem como a expanséo global da aquicultura. Portanto, uma fonte alternativa para
farinha de peixe, a qual tenha uma oferta estavel e que seja barata, tem sido de interesse
para nutricionistas e fabricas de ragdes em diversos lugares do mundo (Kim et al, 2021).
No entanto, ocorre que apesar dos coprodutos, utilizados na substituicdo da farinha de
peixe fornecerem beneficios financeiros e nutricionais as dietas dos peixes, a sua
qualidade varia e o desequilibrio dos aminoacidos limita seriamente o uso regular
(Hernandez et al,2010; Wu et al, 2020).

Uma caracteristica importante para novas fontes de proteinas € que elas néao
podem afetar negativamente a nutricdo ideal necessaria para o crescimento, salde e
qualidade do produto final (Zhao et al.2015). Também, as fontes alternativas devem ser
economicamente viaveis, ndo poluentes, de facil armazenamento e manuseio, garantindo
sua sustentabilidade e um bom perfil de aminoacidos (Sweetman 2008). Existem algumas
alternativas as quais apresentam as caracteristicas mencionadas anteriormente, a exemplo
do farelo de soja (Francis et al.,2001), proteinas de levedura (Ferreira et al., 2010),
hidrolisados (Sanaz et al., 2015) e proteina de célula unica (Single Cell Protein) (Ogello
etal., 2014).
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Portanto, se faz necessario a continuidade dos estudos voltados a substituicdo da
proteina de origem animal nas elaboracGes das ragdes para organismos aquaticos bem
como seus efeitos sobre aceitacdo e no desenvolvimento dos individuos ( Sicuro, 2017),
garantindo desse modo a reducéo de desperdicio de alimentos, bem como fornecer novas

alternativas alimentares de qualidade disponiveis no mercado (Tantikitti, 2014).
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Capitulo 1: Inclusédo de Single Cell Protein em dietas para juvenis de tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus): uma avaliagéo sobre a palatabilidade

Inclusion of Single Cell Protein in diets for juvenile Nile tilapia

(Oreochromis niloticus): a palatability evaluation

ABSTRACT

The palatability of diets containing single cell protein (SCP) intended for Oreochromis
niloticus juveniles were evaluated in experimental trials. In a Latin-Square design in
duplicates, 5 diets, with levels of 0, 3, 6, 9 and 12% of SCP, were fed 2 times a day to 10
individuals for 5 days. The amount of feed offered was 30 pellets/meal/juvenile, and the
following behaviors were observed: consumption, number of approach and rejection after
capture, first pellet capture time and total capture time. Based on these variables, relative
capture efficiency (EDC), relative intake (ING), relative pellet rejection (RDP), relative
time to initial consumption (TCI) and relative time to total consumption (TCT) were
computed, in addition to the palatability index. These facets were subjected to principal
component analysis and the retained axes were evaluated with main effects ANOVA.
Although no significant effects were observed between treatments, the 3% and 6%
inclusions were satisfactory in terms of central trends. In conclusion, the results of this
study indicate that the inclusion of up to 6% of SCP makes the feed more palatable.

Keywords: fish nutrition; attractiveness; sustainability in aquaculture; palatable

ingredients; feeding behavior
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Incluséo de Single Cell Protein em dietas para juvenis de tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus): uma avaliacé@o sobre a palatabilidade
Bezerra, G.S.1"; Fava, A.F.1; Sebastien, N.Y.?; Boscolo, W.R.%; Piana, P.A.!

'Programa de Pés-Graduacido em Recursos Pesqueiros e Engenharia de Pesca,
Universidade Estadual do Oeste do Parand, Centro de Engenharias e Ciéncias Exatas,
Jardim Santa Maria, Toledo-Parana.

2Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Ambientais, Universidade Estadual do Oeste
do Parana, Centro de Engenharias e Ciéncias Exatas, Jardim Santa Maria, Toledo-
Parana.

*Autor correspondente: gildetesb@gmail.com

Resumo:

As palatabilidades de ra¢des contendo single cell protein (SCP) destinadas a juvenis de
Oreochromis niloticus foram avaliadas em ensaios experimentais. Em delineamento
Quadrado-Latino em duplicatas, 5 races, com niveis de 0, 3, 6, 9 e 12% de SCP, foram
fornecidas 2 vezes ao dia a 10 individuos durante 5 dias. A quantidade de racao ofertada
foi de 30 péletes/refeicao/juvenil, sendo observados 0s seguintes comportamentos:
consumo, numero de aproximacao e rejeicdo apos captura, tempo de captura do primeiro
pélete e tempo de captura total. Com base nestas varidveis, foram computados a eficiéncia
relativa de captura (EDC), ingestdo relativa (ING), rejeicdo relativa dos péletes (RDP),
tempo relativo do consumo inicial (TCI), e tempo relativo do consumo total (TCT), além
do indice de palatabilidade. Estas facetas foram submetidas a analise de componentes
principais e os eixos retidos foram avaliados com ANOVA de efeitos principais. Embora
ndo tenham sido observados efeitos significativos entre os tratamentos, as inclusées de
3% e 6% se mostraram satisfatorias em termos de tendéncias centrais. Em conclus&o, os
resultados deste estudo indicam que a inclusdo de até 6% de SCP tornam a ragdo mais
palatavel.

Palavras-chave: Nutricdo de peixes; atratividade; sustentabilidade; ingredientes

palataveis; comportamento alimentar
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Introducéo

O cultivo continental de organismos aquaticos € a atividade que mais contribui
para produgdo mundial de peixes (FAO, 2018). Em 2018 a produgdo de organismos
aquaticos chegou a 82 milhdes de toneladas, sendo 51,3 correspondentes a aquicultura
continental de peixes (FAO, 2020). Estes elevados patamares foram alcancados devido
aos avangos cientificos que ocorreram nos Ultimos 50 anos, os quais permitiram o
melhoramento das condicGes voltadas para o funcionamento dos ecossistemas aquaticos,
bem como a conscientizagdo mundial da necessidade de haver uma administracdo
sustentavel (Vieira et al. 2018). Espera-se, ainda, que a producdo da aquicultura continue
a crescer, como parte da solucdo para fornecer alimentos para uma projecdo de mais de
nove bilhGes de pessoas em 2050 (FAO, 2018).

No Brasil, a tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), tem destaque
por ser uma das principais espécies cultivadas devido a facil reproducdo, boa aceitacao
aos diversos tipos de alimentos e excelente desenvolvimento em cultivo intensivo (Osti,
2018). No entanto, o crescimento da tilapicultura deve alicercar-se nos principios de
sustentabilidade, como o uso racional de recursos limitados (farinha e 6leo de peixe), bem
como a mitigacdo de impactos negativos oriundos de descargas de nutrientes no ambiente
aquatico (Aragdo et al. 2019; Coldebella et al. 2020; Gentelini et al. 2021).

Nesse contexto, a alimentacédo artificial representa cerca de 50 a 70% do custo
total das diversas fases de cultivos da tilapia (Arbelaez-Rojas et al. 2002), sendo a farinha
de peixe uma das principais fontes proteicas utilizadas na formulacéo de racGes (Suarez
et al. 2009). No entanto, ha um entrave para 0 uso continuo desta proteina, visto que o
aumento exponencial do mercado implica na possibilidade futura de maior procura, que
tornara a oferta limitada ou até mesmo escassa, podendo aumentar os custos e diminuir
0s lucros na cadeia produtiva (Silva et al. 2017; Turchini et al. 2018).

Assim, a busca por ingredientes alternativos a farinha de peixe, que sejam
economicamente viaveis, disponiveis, de igual ou superior teor proteico para serem
utilizados na elaboracéo de dietas para peixes € um tema relevante e de total interesse a
cadeia produtiva (Kavitha et al. 2018; Interaminense et al. 2019; Zhou et al. 2019;
Kuebutornye et al. 2020). E também relevante que os ingredientes alternativos
contribuam para redugéo de nitrogénio e fosforo eliminados no ambiente durante o cultivo
(Coldebella et al. 2020), reduzindo o impacto ambiental causado pela atividade (Boyd &
McNevin, 2015).


https://scholar.google.com.br/citations?user=zIE1bIIAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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Os estudos ja realizados neste contexto, em sua maioria, sdo concentrados em
substituir ou reduzir o uso da farinha de peixe mantendo a qualidade da proteina, a
atratividade e a palatabilidade da racéo (Tacon & Metian, 2015; Apper et al. 2016), e
permitem a substituicao de até 50% da farinha de peixe durante o cultivo (Hardy, 2010).
Alguns alimentos, como farelo de soja (Nascimento et al. 2019), residuos de café e manga
(Pimenta et al. 2011; Souza et al. 2013), bem como subprodutos da industria de
processamento de pescado, como hidrolisados proteicos, farinha de sangue, carcaca de
peixes (Silva et al. 2017), plantas aquéticas (El-Sayed et al. 2000) e proteinas de célula
unica (SCP) (El-sayed & Tacon, 1997), ja demostram resultados satisfatérios no que diz
respeito a substituicao parcial ou total da fonte proteica principal (Nascimento et al. 2019;
Sanches et al. 2019; Araujo et al. 2019; Alves et al. 2019ab).

As SCP correspondem a particulas de microrganismos desidratadas provenientes
de leveduras, fungos, algas e bactérias que, por sua vez, podem ser usadas como fonte de
proteina destinadas a alimentagdo de animas e humanos (Najafpour, 2015). O principio
deste processo consiste na reciclagem de nutrientes, mantendo uma relacéo entre carbono
e nitrogénio ideal para o crescimento bacteriano heterotréfico, convertendo aménia em
proteinas (Azim e& Little, 2008). Desta maneira, os subprodutos derivados das SCP sao
altamente nutritivos e possuem em torno de 38% de proteinas, 3% de lipidios e 6% de
fibras, considerados necessarios para producdo de diversos organismos, dentre eles a
tilapia do Nilo Oreochromis niloticus (Widanarni et al. 2012).

Na escolha da proteina alternativa deve-se levar em consideracdo alguns aspectos,
como a composi¢do nutricional, o perfil dos aminoacidos, assim como palatabilidade,
digestibilidade e desempenho zootécnico que os animais obtém ao consumir esta fonte
(Turchini et al. 2018), visto que, alimentos saborosos e nutritivamente equilibrados
resultam em excelentes taxas de crescimento (Ogello et al. 2014). Sendo assim, a
determinacdo de caracteristicas como preferéncias alimentares (Carlberg et al. 2015),
perfil aminoacidico e palatabilidade (Vinogradskaya & Kasumyan 2019; Alves et al.
2019) séo importantes quanto a aceitabilidade do novo ingrediente. Com isso, diante do
atual cenario pela busca de novos ingredientes, bem como sua aceitabilidade, o presente
estudo teve por objetivo avaliar a palatabilidade de dietas formuladas com proteinas de
célula dnica (single cell protein - SCP) em substituicdo a farinha de peixe, destinadas ao
cultivo de juvenis de tilapia do Nilo.

Material e Métodos
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Todos os procedimentos desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da UNIOESTE, conforme o Certificado
Experimental de Uso de Animais n°11/20. O ensaio experimental foi realizado em 10
aquarios individuais, isolados, de capacidade para 10 L, dispostos no Laboratorio de
Aquicultura do Grupo de Estudos de Manejo na Aquicultura (GEMAQ), na Universidade
Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, Campus Toledo, PR, Brasil, durante 0 més
de novembro de 2019.

Aquisicdo dos ingredientes e Formulacéo das dietas

A single cell protein (SCP) utilizada foi fornecida pela empresa Brasil Foods S/A
(BRF) e produzida pela multinacional String Bio®. A proteina foi obtida através da
fermentacdo de gases (metano e nitrogénio) na agua, formando nutrientes que foram
consumidos por bactérias metanotréficas, Methylococcus capsulatus, dando origem a
base da proteina. Em seguida a mesma foi separada do meio aquoso em que foi cultivada
e devolvida ao fermentador com &gua e nutrientes. Por fim, a proteina foi seca e embalada
para formulacdo das racdes.

Cinco dietas experimentais isoproteicas e isoenergéticas foram formuladas de
acordo com as necessidades nutricionais da espécie, como recomendado por Furuya
(2010) (Tabela 1). Estas foram as seguintes:

1. C (controle) = dieta com nivel de inclusdo de 12% de farinha de peixe.

2. 3% SCP = dieta com nivel de inclusdo de 3% de single cell protein.

3. 6% SCP = dieta com nivel de inclusdo de 6% de single cell protein.
4. 9% SCP = dieta com nivel de inclusdo de 9% de single cell protein.
5

12% SCP = dieta com nivel de incluséo de 12% de single cell protein.

Tabela 1. Ingrediente utilizados das racdes experimentais com farinha de peixe (Controle = C) e diferentes
niveis de single cell protein (SCP), utilizadas para avaliagdo da atratividade e palatabilidade de juvenis de

tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Ragoes
Ingredientes C 3% SCP 6% SCP 9% SCP 12% SCP
Fubé de milho 29,03 28,16 28,18 28,21 28,24
Farelo de soja (48%)* 21,84 21,18 20,59 20,00 19,41
Farinha de visceras (aves) 19,76 19,17 19,16 19,15 19,14
Farinha de penas 10,31 10,00 10,00 10,00 10,00

Farinha de peixe (58%)* 12,00 9,00 6,00 3,00 0,00
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Single cell protein (68%)? 0,00 3,00 6,00 9,00 12,00
Quirera de arroz 5,15 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo de soja 2,52 2,45 2,62 2,80 2,98
Suplemento mineral e 0,52 0,50 0,50 0,50 0,50
vitaminico®

Sal comum 0,31 0,30 0,30 0,30 0,30
Calcario calcitico 0,27 0,26 0,52 0,78 1,04
Cloreto de colina 0,21 0,20 0,20 0,20 0,20
L-lisina HCL 0,19 0,18 0,20 0,22 0,24
Fosfato bicélcico 0,15 0,15 0,29 0,44 0,59
Vitamina C 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14
DL-metionina 0,11 0,10 0,10 0,10 0,09
Antiflngico® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
L- tripitofano 0,09 0,09 0,06 0,03 0,00
Antioxidante (BHT)* 0,02 0,02 0.02 0,02 0,02
L-treonina 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Total 100 100 100 100 100

1e2 Teor proteico do ingrediente; Propianato de Calcio; “Butil-hidroxi-tolueno; °Niveis de garantia por
quilograma de produto: vit.A:1.750.000 Ul; vit. D3:375000 UI; vit. K3: 500 mg, vit B1: 2000 mg; vit B2:
2500 mg; vit B6: 2500 mg; vit B12: 5000 mg; acido folico: 625 mg; pantotenato de calcio: 7500 mg; vit C:
37500 mg; Biotina: 50 mg; inositol: 12500 mg; niacina: 8750 mg; colina: 100000 mg; cobalto: 50 mg;
cobre: 1250 mg; ferro: 15000 mg; iodo: 100 mg; manganés: 3750 mg; selénio: 75 mg; zinco: 17500 mg.

Formulacéo das dietas

Os ingredientes foram triturados em moinho do tipo martelo e passados em
peneira com 0,3 mm de malha. Em seguida, para cada formulacao de racéo foi acrescido
20% de agua e homogeneizado por 15 minutos em um misturador mecénico do tipo Y.
Todas as rac6es foram extrusadas em 1,0 mm de didmetro. Apos a extrusdo, foram secas

em estufa de ventila¢do por 12 horas a 55°C.

Analise Quimica

As ragdes experimentais foram submetidas as analises para determinagdo da
composi¢do quimica, nas quais foram obtidos os niveis de fosforo total, lipidios, matéria
mineral, proteina bruta, calcio, energia digestivel e fibra bruta (Tabela 2). As analises
foram realizadas no Laboratério de Qualidade dos Alimentos (LQA) do GEMAQ,
conforme metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2004).
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Tabela 2. Composicdo quimica das racGes experimentais com farinha de peixe (Controle = C) e diferentes
niveis de single cell protein (SCP), utilizadas para determinacdo da atratividade e palatabilidade para

juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Racgoes
Composicdo quimica C 3% SCP 6% SCP 9%SCP  12% SCP
Célcio (%) 1,88 1,88 1,88 1,88 1,89
Energia digestivel*(kcal.kg™?) 3,40 3,40 3,40 3,40 3,40
Fibra bruta (%) 1,42 1,39 1,37 1,35 1,32
Fdsforo total (%) 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10
Lipidio (%) 7,99 8,08 8,16 8,25 8,34
Material mineral (%) 7,43 7,15 6,86 6,58 6,29
Proteina bruta (%) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00

*A energia digestivel para juvenis de tilapia.

Uma amostra de SCP foi enviada a um laboratorio comercial (CBO Analises
Laboratoriais Ltda) que realizou a composicdo de aminoécidos (Tabela 3), seguindo o
método MA-009 (Hagen et al. 1989; White et al. 1986) e MA-010 (Bernardo e Soleto,
1980).

Tabela 3. Perfil percentual dos aminoacidos presente na single cell protein (SCP), utilizada na elaboragéo
das dietas experimentais para determinacao da atratividade e palatabilidade para juvenis de tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus). ND = ndo detectado.

Composig¢do quimica SCP

Aminoécidos Livres N&o livres
Acido aspartico 0,02 6,08
Acido glutamico 0,17 6,49
Serina 0,03 2,17
Glicina 0,69 3,81
Histidina 0,21 1,55

Taurina ND ND
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Arginina 0,02 3,65
Treonina 0,30 2,81
Alanina 1,76 4,90
Prolina 0,54 2,68
Tirosina 0,63 2,67
Valina 1,03 3,81
Metionina 0,43 1,54
Cistina 0,16 0,47
Isoleucina 0,67 2,88
Leucina 1,13 521
Fenilalanina 0,45 3,07
Lisina 0,13 3,65
Triptofano ND 1,51
Asparagina ND 0,01
Glutamina ND 0,03
Soma dos aminodcidos 8,37 58,99

Ensaio de atratividade e palatabilidade

Para o ensaio de atratividade e palatabilidade, 10 aquarios foram equipados com
sistemas de aeracdo, controle de temperatura (termostatos de 15 W) e iluminacéo (fita de
led, branca, de 25 W), simulando as oscilagdes do ciclo circadiano (11 h de luz, 13 h de
escuro). Tampas transparentes, com orificio centralizado, foram sobrepostas aos aquarios
para adicdo dos péletes de racdo. Adicionalmente, uma barreira de polietileno foi
colocada ao redor dos mesmos, com intuito de isola-los da rotina diaria do laboratdrio,
bem como minimizar possiveis efeitos no comportamento dos animais, conforme
recomendacéo de Alves et al. (2019).

Apbds equipar os aquarios, cada um recebeu de forma aleatéria, um juvenil de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) de aproximadamente 3,0 = 0,05 g, os quais foram
submetidos a 10 dias de adaptacéo para a rotina do laboratorio. Neste periodo os juvenis

receberam alimentagédo ad libitum de ragcdo comercial peletizada a 1 mm, contendo 40%
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de proteina bruta, as 10h e 15h, seguindo as recomendacdes de Andrade et al. (2015). No
periodo de adaptacdo observou-se que 0s juvenis consumiram até 30 péletes por refeicao.

Imediatamente ap6s a adaptacdo, iniciou-se 0 ensaio para mensuracdo da
palatabilidade das racdes experimentais. O termo palatabilidade refere-se a condigédo de
aceitacdo do alimento pelo peixe durante o processo que envolve aproximacao, ingestao,
recusa e tempo de captura do mesmo (Kasumyan e Morsi,1995; Lakkeborg et al. 2014).
Assim, ap0s cada evento de alimentacdo, marcado pelo momento em que foram
fornecidos os péletes aos peixes, 0s 5 minutos subsequentes foram filmados com camera
do tipo GoPro (Hero 5 Black 12 MP 4K), conforme recomendacfes de Kasumyan &
Morsi  (1996), Kasumyan & Dgving (2003) e Kasumyan & Sidorov (2012).
Posteriormente, as filmagens foram visualizadas para obtencao de variaveis relacionadas

a palatabilidade, assim definidas:

EDC = CP/NA
ING = PC/NA
RDP = RP/CP

TCI =TCPP/TOT

TCT =TTCP/TOT

Onde: EDC é a eficiéncia relativa de captura; CP € o nimero de péletes
capturados; NA = nimero total de abordagens; ING = ingestdo relativa; PC = péletes
consumidos; RDP = rejeicao relativa de péletes; RP = nimero de péletes rejeitados; TCl=
tempo relativo ao consumo inicial; TCPP = tempo de captura do primeiro pélete; TTO =
tempo total de observagédo; TCT = tempo relativo ao consumo total; TTCP = tempo total
de captura de péletes.

Para obtencdo destas variaveis, 30 péletes de cada racdo experimental (Controle,
3% SCP, 6% SCP, 9% SCP e 12% SCP) foram ofertados a cada peixe, as 10 h e as 15 h,
durante 5 dias, por meio de um delineamento em Quadrado-Latino 5x5 em duplicata (Fig.
1). Esse delineamento foi escolhido por possibilitar o controle simultaneo das variacfes
individuais dos peixes e da ordem de oferta das racgdes, visto que cada peixe recebeu,
alternadamente entre os 5 dias, cada uma das ragOes (Sampaio, 2002). Como havia

disponiveis 10 aquarios, 0 Quadrado-Latino pdde ser realizado em duas réplicas.
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{5} Controle | 3% SCP | 6% SCP | 9% SCP | 12% SCP

{;} 3% SCP | 6% SCP | 9% SCP [12% SCP | Controle

i} 6% SCP | 9% SCP [ 12% SCP | Controle | 3% SCP

i} 9% SCP [12% SCP | Controle | 3% SCP | 6% SCP

{3 12% SCP | Controle | 3% SCP | 6% SCP | 9% SCP
{}10vh @®15h

Figura 1. Esquema do delineamento em Quadrado-Latino utilizado para realizacdo do ensaio de
palatabilidade em juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus). Controle = farinha de peixe, SCP = single cell

protein.

O indice de palatabilidade (IP) (Kasumyan e Morsi,1996) também foi calculado,
visto que ele fornece uma medida da palatabilidade das racdes de interesse em relacéo a
racdo controle. Como todos os juvenis receberam todas as ragbes, os IPs foram

computados em relagdo a cada juvenil:

IP = (consumo no tratamento- consumo no controle) / (consumo no tratamento + consumo
no controle)

Diariamente, todos os aquarios foram sifonados apds a ultima alimentagéo para
remover excretas e restos de comida, sendo neste momento realizada a renovagéo de 10%
de &gua. Ao longo do experimento foram monitoradas a temperatura, pH e oxigénio
dissolvido com o auxilio de sonda multiparametros. A amdnia total também foi
monitorada, porém pelo método descrito em APHA (2017). Todos os parametros foram
mantidos dentro da faixa segura e confortavel de qualidade de &gua indicada para o
cultivo de juvenis de tilapia (Ridha e Cruz, 2001), sendo a temperatura mantida em 27,15
+ 0,15 C°; pH em 7,07 + 0,06; oxigénio dissolvido em 5,81 + 0,11 mg/l; e amonia total
de 0,2 £ 0,03 ppm.

Analise Estatistica
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Foi realizado uma abordagem multivariada de analise estatistica com o0 emprego
da analise de componentes principais (PCA; Hothorn et al.,2008). Para retengcdo dos
componentes interpretaveis utilizamos o critério de Kaiser-Guttman, segundo o qual, para
que um componente seja interpretado, ele deve possuir variabilidade superior aquela
esperada em média para uma variavel (autovalor > 1; Guttman,1954; Kaiser,1960). Apds
identificar os componentes interpretaveis, avaliamos suas associa¢fes com as variaveis
por meio da correlagcdo de Pearson e empregamos sobre cada um deles a analise de
variancia (ANOVA) de efeitos principais, a qual € a indicada para o delineamento
experimental empregado (Scheinner e Gurevitch, 1996).

Também utilizamos a ANOVA para avaliar o IP. Na ANOVA, consideramos
como efeitos principais 0s juvenis, os dias, os periodos e o foco do estudo, as racoes
experimentais. Em caso de efeitos significativos na ANOVA, utilizamos o teste de
Dunnett para comparag6es das médias contra o controle (Dunnett, 1955). Checamos 0s
pressupostos da ANOVA nos residuos, por meio dos testes de Shapiro-Wilk para
normalidade e Levene para homogeneidade de variancia e nenhuma transformacao foi
necessaria para atingi-los. Todos os testes foram avaliados a 5% de probabilidade no
software R (R Core Team,2019).

Resultados

As estatisticas descritivas das varidveis relacionadas a palatabilidade indicaram
boa aceitacdo de todas as racdes experimentais, com valores médios superiores a 85%
para eficiéncia relativa de captura e ingestao relativa, rejeicdo relativa de péletes abaixo
de 5% (com excecdo da ragdo com 12% SCP que atingiu quase 20%), tempos para
consumo do 1° pélete inferior a 13s, sendo os mais lentos observados no controle e no
tratamento com 9% SCP; e tempo inferior a 61% (=183 s) para o consumo total observado
(Tabela 4).

Tabela 4 — Médias + desvios padrdes para eficiéncia relativa de captura (EDC), ingestdo relativa (ING),
rejeicdo relativa de péletes (RDP), tempo relativo ao consumo inicial (TCI), e tempo relativo ao consumo

total (TCT), observados nos grupos formados pelas racdes avaliadas (C = farinha de peixe, SCP = single

cell protein).
Racéo EDC ING RDP TCI TCT
C 0,972+0,032 0,875+0,253 0,045+0,162 0,041+0,162 0,502+0,402

3% SCP 0,960+0,047 0,961+0,107 0,044+0,157 0,006+0,011 0,377+0,341
6% SCP 0,954+0,065 0,966+0,063 0,040+0,138 0,005+0,006 0,520+0,349



27

9% SCP 0,943+0,085 0,880+0,142 0,028+0,047 0,018+0,047 0,604+0,411
12% SCP  0,873%0,192 0,850+0,277 0,193+0,593 0,008+0,016 0,535+0,392

A abordagem multivariada foi eficiente e sumariou o conjunto de variaveis em
dois componentes principais, sendo que o primeiro componente respondeu 55% da
variabilidade total (autovalor = 1,62) e se mostrou associado positivamente com RDP e
TCT e negativamente com ING e EDC. Este componente teve como fonte significativa
de variagdo os individuos (F(, 1) = 6,195; p < 0,0001) controlados no quadrado latino,
mas ndo para os dias (F, 81 = 0,572; p = 0,6839), periodos (F(, s1) = 0,002; p = 0,9614),
nem ragdes experimentais (F@,s1) = 2,193; p =0,0771). Embora sem efeitos significativos,
as tendéncias centrais dos tratamentos de SCP 3% e SCP 6% foram melhores que a da
racao controle, enquanto dos tratamentos de 9% SCP e 12% SCP foram piores em termos
das caracteristicas de palatabilidade associadas ao primeiro componente (Fig. 2a).

O segundo componente representou 25% da variabilidade (autovalor = 1,13) e
esteve negativamente associado com TCI. Este componente teve como fontes
significativas de variag&o os dias (Fa, s1) = 3,314; p = 0,0145) e os individuos (F, s1) =
2,040; p = 0,0450) controlados no quadrado latino, mas ndo para o periodo (F, 81) =
2,061; p = 0,1550) e nem as racOes experimentais (Fu, s1) = 1,466; p = 0,2201). Embora
ndo significativos, as tendéncias centrais da racao controle e do tratamento de 9% SCP

foram os mais lentos a iniciar o consumo de péletes (Fig. 2b).
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Figura 2 — Médias e intervalos de 95% de confianca computados da ANOVA de efeitos principais para o
primeiro (a) e segundo (b) componentes da analise de componentes principais (PCA) aplicada sobre a
matriz das variaveis: eficiéncia relativa de captura (EDC), ingestdo relativa (ING), rejeicdo relativa de
péletes (RDP), tempo relativo ao consumo inicial (TCI), e tempo relativo ao consumo total (TCT),
observados nos grupos formados pelas rac6es avaliadas (FDP = farinha de peixe, SCP = single cell protein).

Percentagens de explicacdo e correlacdes (r) das variaveis aos componentes principais (PC1 e PC2) também
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sdo apresentados. O teste de Dunnett ndo foi realizado porque a ANOVA de efeitos principais nédo

identificou efeito significativo.

O indice de palatabilidade (IP) computado em relacédo a racédo controle teve como
fontes de variacéo significativas os individuos (F, s1) = 5,013; p < 0,0001) e os periodos
(F(, 81y = 10,53; p = 0,0019), enquanto que os dias (F@4,s1) = 0,578; p = 0,6769) e ragdes
experimentais ndo foram significativas (Fa, sy) = 0,925; p = 0,4342). Embora néo
significativas, as tendéncias centrais novamente indicaram os tratamentos de 3% SCP e
6% SCP como os mais palataveis (Fig. 3), corroborando os resultados obtidos pelas
tendéncias centrais dos componentes principais da PCA.
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FDP 3% SCP 6% SCP 9% SCP 12% SCP

Figura 3 — Médias + intervalo de 95% de confianca para o indice de palatabilidade (IP) computado para o0s
grupos formados pelas ragGes experimentais (SCP 3%, SCP 6%, SCP 9% e SCP 12%). Tratamento controle

(FDP) representado pela linha tracejada.

Discusséo

Estudos voltados para avaliacdo do comportamento alimentar dos animais séo
realizados desde os primordios (Snowdon, 1999) e, como pode ser observado no presente
estudo, € inquestiondvel que os peixes apresentam preferéncias por alimentos. O
conhecimento de tal aspecto é de extrema importancia para 0 manejo dos organismos,
avaliacdo de bem-estar e resolugdo de problemaéticas acerca dos métodos de criacdo
(Volpato, 2007; Broom & Fraser, 2010).
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As distintas facetas da palatabilidade avaliadas, bem como o indice utilizado,
indicaram que dietas com diferentes niveis de inclusdo de SCP em substitui¢do a farinha
de peixe foram relevantes. Embora ndo tenha sido obtida significancia estatistica, os
tratamentos com inclusdo de 3% e 6% de SCP obtiveram os maiores valores pontuais
médios de ingestdo e os menores de rejeicdo de péletes, tempo de captura do primeiro
pélete e tempo total de captura. No entanto, o tratamento com SCP 9% resultou num
prolongamento do tempo para o consumo total, e a incluséo de 12% de SCP resultou em
aproximadamente 20% de rejeicdo dos péletes. Esses comportamentos podem ter relagédo
com a composicdo dos aminoacidos presentes nas dietas, pois 0s mesmos podem ser
denominados como estimulantes, e, por sua vez influenciam na atratividade do alimento
(Lokkeborg et al. 2014). Os AAs que ganham mais notoriedade sdo a cisteina, betaina,
acido glutamico, serina, glicina, alanina, prolina, metionina, fenilalanina, arginina,
tirosina, valina, leucina e glutamina (Kasumyan e Morsi, 1996 ; Kasumyan, 1997,
Kasumyan e Dgving, 2003; Hara, 2011; Suresh, et al.2011; Kasumyan e
Sidorov, 2012 ; Alves et al. 2019; Alves et al. 2019b; Alves et al. 2020 ). Estando estes
presentes na composic¢ao do SCP, com excecdo da cisteina.

Alves et al. (2019) desenvolveram estudos voltados para inclusdo de hidrolisados
na alimentacdo de juvenis de tilapia do Nilo por meio da atratividade e palatabilidade.
Em um dos estudos foi testado a substituicdo de farinha de peixe por 5% de diferentes
tipos de hidrolisado proteico, no qual o de frango apresentou melhor indice de
palatabilidade enquanto de figado suino obteve menor aceitacdo. Tais resultados
corroboram com os encontrados por este estudo, para o indice de palatabilidade, consumo
de pelete e nimero de rejeicdes de péletes ap6s a captura. E sabido da existéncia da
relacdo entre a composicao quimica e a aceitabilidade dos alimetos pelos organismos, esta
por sua vez varia de acordo com a espécie, pois cada individuo tem preferéncia quanto as
caracteristicas da dieta ofertada (Olsen e Lundh, 2016; Moraes, 2016; Alves et al. 2020).

De acordo com 0 NRC (2011), as proteinas quando digeridas sdo hidrolisadas em
aminoéacidos livres formando novas proteinas as quais sdo destinadas ao crescimento,
reproducdo e manutencdo do individuo. Estes fatores podem ser relacionados também
com a ingestdo regular de ingredientes de boa qualidade os quais garantem ao peixe 0s
aminoacidos necessarios para formacéo e reposicao de proteinas que serdo metabolizadas
pelo corpo (Fracalossi e Cyrino, 2013). Desta forma, o organismo produz mais
aminoacidos tornando seu perfil aminoacidico mais diversificado em relagdo as demais

dietas em virtude da presenca de aminoacidos e peptideos livres, sendo 0s mesmos mais
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importantes para a palatabilidade da dieta (Kasumyan e Dgving, 2003; Fracalossi e
Cyrino, 2013). Sendo assim, é importante ressaltar que fazer o uso de estimulantes
alimentares que permitam resultados positivos para o desempenho zootécnico do
individuo é de extrema importancia para cadeia produtiva (Felix e Sudharsan, 2004).

Em relacdo ao tempo de captura do primeiro pélete, a inclusdo de 12% SCP
apresentou atraso de 22 segundos em compara¢do com a dieta mais atrativa (3% SCP).
Estes parametros influenciam de forma direta as questfes ambientais relacionadas a
qualidade da agua, de forma que a procura e captura rapida do alimento reflete em menor
lixiviagdo de nutrientes na agua, reduzindo os teores de nitrogénio total e fosforo
presentes no efluente e no consumo total da dieta, esta que sera balanceada de acordo com
as necessidades do peixe (Cyrino et al. 2010; Coldebella et al. 2018). Além disto, 0 uso
de ingredientes com capacidade de deteccao rapida pelo peixe desencadeia uma resposta
positiva quanto a procura do alimento, bem como um estimulo extra-oral no paladar do
peixe (Kasumyam e Dgving, 2003; Hara, 2011b; Lakkeberg et al. 2014)

A palatabilidade de uma racdo envolve dois componentes principais que Sdo o
perfil de aminoacidos e as exigéncias dos mesmos, pois como dito anteriormente 0s
peixes tém a capacidade de detectar e reconhecer substancias com sabor, e entdo, tomar
a decisdo de ingerir ou rejeitar, durante o exercicio bucal, e ainda a quantidade a ser
consumida (Lekkeborg et al., 2014; Olsen e Lundh, 2016). Estudos realizados por
Kasumyan e Dgving (2003) constataram que espécies da mesma familia podem
apresentar respostas distintas quanto ao mesmo estimulante alimentar.

Mesmo a composi¢do aminoacidica ndo sendo o foco do presente estudo, demos
importancia a estes componentes devido aos inimeros estudos classificando 0os mesmos
como incitantes ou estimulantes, ou ainda, determinando a atratividade dos peixes por
alimentos palataveis, visto que os aminoacidos podem agir de forma individual ou em
conjunto, no comportamento alimentar das espécies (Lgkkeborg et al. 2014; Olsen e
Lundh, 2016, Alves et al 2019; Alves et al. 2020). Visto que, Hu et al. (2008) indicaram
melhora da palatabilidade quando a farinha de peixe foi substituida por ingredientes
proteicos de origem animal com suplementacédo de lisina e metionina em dietas para carpa
de gibel (Carassius auratus gibelio). Neste estudo, todas as dietas foram consideraveis
atrativas e palataveis para os juvenis de tilapia do Nilo, os autores acreditam que a
aceitabilidade esta relacionada com a composi¢éo dos aminoacidos presente na single cell

protein.
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Conclusao

Com base nas andlises realizadas foi possivel constatar que ndo ocorreram
diferencas entre os alimentos (farinha de peixe, 3% de SCP, 6% de SCP, 9% de SCP e 12
% de SCP). Contudo, para melhor aproveitamento do alimento, bem como menor uso de

ingredientes, evitando o desperdicio, recomendamos a inclusao de até 6% de SCP.
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Capitulo 2: Palatabilidade de ra¢es com inclusdo de single cell protein em dietas

de Betta splendens (Regan, 1910)

Palatability of diets including single cell protein for Betta splendens

(Regan, 1910)

ABSTRACT

Single cell protein (SCP) is a highly nutritional ingredient with great potential for use in
the food industry, provided that it is accepted by the body. Thus, this study evaluated the
palatability of SCP-supplemented diets for betta fish, Betta splendens. To this end, five
experimental diets were formulated with 0, 3, 6, 9 and 12% SCP as a fishmeal
replacement. The diets were fed individually to 10 bettas, at 10 am and 3 pm, for 5 days,
following a Latin-Square experimental design in duplicate, in which all fish alternately
received all diets. All feedings were filmed for 5 min. From the videos, pellet capture
efficiency, intake, relative time to capture the first pellet, and relative time to total
consumption were obtained. These variables were analyzed individually and combined
using principal component analysis and palatability index. The results indicated that the
inclusion of 12% SCP generated higher palatability in the feed, thus Betta splendens is

recommended.

Keywords: palatability; ornamental aquaculture; fish feed; fish nutrition; taste receptors
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Resumo:

Single cell protein (SCP) € um ingrediente altamente nutricional com grande potencial
para uso na industria alimenticia, desde que aceito pelo organismo. Assim, neste estudo
foi avaliada a palatabilidade de racGes suplementadas com SCP em dietas para peixes
betta, Betta splendens. Para isto foram formuladas cinco ragdes experimentais com 0, 3,
6, 9 e 12% de SCP em substituicdo a farinha de peixe. As racdes foram ofertadas
individualmente a 10 bettas, as 10 e 15 h, durante 5 dias, seguindo um delineamento
experimental Quadrado-Latino em duplicada, no qual todos os peixes receberam
alternadamente todas as ra¢0es. Todos as alimentag¢des foram filmadas por 5 min. A partir
dos videos foram obtidas a eficiéncia de captura de pélete, a ingestdo, o tempo relativo de
captura do primeiro pélete e o tempo relativo de consumo total. Estas variaveis foram
analisadas individualmente e combinadas por meio da anélise de componentes principais
e do indice de palatabilidade. Os resultados indicaram que a inclusdo de 12% de SCP

gerou maior palatabilidade na racdo, sendo assim, recomendada Betta splendens.

Palavras-chave: palatabilidade; aquicultura ornamental; ragdo para peixe; nutri¢éo de

peixes; receptores de sabor
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Introducéo

O comércio de peixes ornamentais é considerado pela industria global uma
atividade altamente rentavel, com valor estimado entre 300 milhdes de dolares provindos
da comercializacdo de aproximadamente 400 milhdes de unidades de espécies (Prathvi,
et al., 2013; Yamamoto et al., 2021). Embora altamente lucrativa, essa atividade ainda é
predominantemente extrativista, com cerca de 95% dos individuos obtidos diretamente
de seus ambientes naturais (Murray & Watson, 2014). Dessa forma, a aquicultura surge
como um meio de mitigar os impactos negativos dessa exploracdo (Moorhead & Zeng,
2015).

O cultivo de peixes ornamentais enfrenta 0s mesmos gargalos da producdo de
peixes destinados ao consumo humano, em especial a disponibilidade de farinha de peixe,
principal fonte proteica utilizada nas rages (Sicuro, 2017; Velasco-Santamaria &
Corredor-Santamaria, 2011). Isto deve-se ao crescimento da aquariofilia devido a elevada
diversidade de peixes que apresentam grande apelo visual (Allen et al., 2017; Sneddon &
Wolfenden, 2018), sendo o betta uma das principais espécies destinadas ao aquarismo
(Novék et al., 2020).

O Betta splendens, mais conhecido popularmente como peixe lutador siamés, tem
origem no Sudeste Asiatico (Gianecchini et al., 2012) e ganhou destaque no mercado
ornamental devido as caracteristicas atrativas como variedade de cores e nadadeiras
longas e largas (Zuanon et al., 2009; Novak et al., 2020), principalmente nos machos
(Thongprajukaew et al., 2014). Em ambiente natural, estes peixes se alimentam de larvas
de mosquitos, vermes tubifex, pequenos insetos aquaticos ou zooplancton. Entretanto, em
cultivos sédo utilizados alimentos secos em formato de péletes ou folhas desidratadas, pois
a utilizacdo de alimentos vivos requer mais mdao-de-obra e maior espaco fisico

(Thongprajukaew et al., 2018).

Os alimentos artificiais sdo formulados de modo a atender as exigéncias
nutricionais dos peixes com o acréscimo de carotenoides para realcar a coloracdo das
espécies ornamentais. Embora similares, as formulacfes de racdes para peixes devem
atender as exigéncias especificas de cada espécie (NRC, 2011), além de serem palataveis
aos organismos (Carlberg etal., 2015). Além disto, a utilizagdo dos chamados “ingredientes
alternativos”, de qualidade igual ou superior, ¢ preferivel desde que reduzam os custos

relativos & alimentagéo (Arana, 1999).
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Geralmente a farinha de peixe é a principal fonte proteica de racfes para peixes
(Silva et al., 2017) e também o item de maior custo na sua formulagdo (Velasco-
Santamaria & Corredor-Santamaria, 2011). Por isso, ingredientes alternativos, de baixo
custo, alto teor proteico e elevada disponibilidade, devem ser buscados para substituir a
farinha de peixe (De Marco et al., 2015). A single cell protein (SCP) é um ingrediente
com alta potencialidade, pois atende a estes trés requisitos. As SCPs sdo células secas de
fungos, bactérias, leveduras e algas. Elas apresentam elevado teor proteico, similar ao da
farinha de peixe (Ogello et al., 2014), e podem ser cultivadas sobre diversos tipos de
substratos, principalmente os restos da propria industria alimenticia, como os residuos da
cana-de-agucar, do suco de manga, da uva e de residuos animais (Suman et al., 2015;
Ahuja & Kumari, 2019; Jones et al., 2020). No entanto, informacGes sobre a aceitacéo
dos peixes por rac6es que usam SCP em sua composi¢do ainda sdo desconhecidas. Dessa
forma, neste estudo avaliamos a palatabilidade de SCP em dietas para adultos de Betta

splendens.

Material e Métodos
Ensaio

O experimento foi realizado na Universidade Estadual do Oeste do Parand,
Campus de Toledo no Setor de Aquicultura do Grupo de Estudos de Manejo na
Aquicultura (GEMAQ), durante o més de dezembro de 2019. Todos os procedimentos
desenvolvidos no presente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA) da UNIOESTE, conforme o Certificado Experimental de Uso de
Animais n°73-19.

Elaboracéo das racoes

A matéria-prima, single cell protein (SCP), utilizada na formulacgdo das dietas foi
cedida pela empresa Brazil Foods S/A (BRF) e produzida pela Startup String Bio®. Foram
elaboradas cinco dietas isoproteicas e isoenergéticas de acordo com as recomendagoes
nutricionais propostas por Zuanon et al. (2016), sendo estas: controle, 3% SCP, 6% SCP,
9% SCP e 12% SCP. Essas condicdes foram obtidas pela substituicdo gradual de farinha
de peixe por SCP (Tabela 1).
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No preparo das racdes, os ingredientes foram pesados, triturados em moinho tipo
martelo, peneirados em peneira de 0,3 mm de malha e misturados até homogeneizacéo
em um misturador mecanico do tipo Y por 15 min. Durante a mistura foi adicionado 20%
de &gua para auxiliar na homogeneizacdo. Por fim, as ragdes foram extrusadas a 1,0 mm
de didmetro, expostas em estufa de ventilacdo por 12 h a 55°C e armazenadas em sacos

plasticos devidamente etiquetados até o seu uso.

Tabela 1. Composicdo nutricional das races experimentais com os diferentes niveis de

single cell protein (SCP), utilizadas para avaliacdo da palatabilidade de peixe betta (Betta

splendens).
Racoes
Ingredientes Controle 3% SCP 6% SCP 9% SCP 12% SCP

Fuba de milho 29,03 28,16 28,18 28,21 28,24
Farelo de soja (48%)* 21,84 21,18 20,59 20,00 19,41
Farinha de visceras (aves) 19,76 19,17 19,16 19,15 19,14
Farinha de penas 10,31 10,00 10,00 10,00 10,00
Farinha de peixe (58%)* 12,00 9,00 6,00 3,00 0,00
Single cell protein (68%)? 0,00 3,00 6,00 9,00 12,00
Quirera de arroz 5,15 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo de soja 2,52 2,45 2,62 2,80 2,98
Suplemento mineral e 0,52 0,50 0,50 0,50 0,50
vitaminico®

Sal comum 0,31 0,30 0,30 0,30 0,30
Calcério calcitico 0,27 0,26 0,52 0,78 1,04
Cloreto de colina 0,21 0,20 0,20 0,20 0,20
L-lisina HCL 0,19 0,18 0,20 0,22 0,24
Fosfato bicalcico 0,15 0,15 0,29 0,44 0,59
Vitamina C 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14
DL-metionina 0,11 0,10 0,10 0,10 0,09
Antiflngico® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
L- tripitofano 0,09 0,09 0,06 0,03 0,00

Antioxidante (BHT)* 0,02 0,02 0.02 0,02 0,02
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L- tripitofano 0,09 0,09 0,06 0,03 0,00
L-treonina 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Total 100 100 100 100 100

12 Teor proteico do ingrediente; 3Propianato de Célcio; *Butil-hidroxi-tolueno; °Niveis
de garantia por quilograma de produto: vitamina A:1.750.000 Ul; vitamina D3:375000
Ul; vitamina K3: 500 mg, vitamina B1: 2000 mg; vit B2: 2500 mg; vitamina B6: 2500
mg; vitamina B12: 5000 mg; acido folico: 625 mg; pantotenato de célcio: 7500 mg;
vitamina C: 37500 mg; Biotina: 50 mg; inositol: 12500 mg; niacina: 8750 mg; colina:
100000 mg; cobalto: 50 mg; cobre: 1250 mg; ferro: 15000 mg; iodo: 100 mg; manganés:
3750 mg; selénio: 75 mg; e zinco: 17500 mg.

Analises Quimicas

O perfil de aminoacidos do SCP (Tabela 2) foi realizado segundo o método MA-
009 (Hagen et al., 1989; White et al., 1986) e MA-010 (Bernardo & Soleto, 1980) no
CBO Anaélises Laboratoriais Ltda, enquanto as composi¢des quimicas das racdes (Tabela
3) foram realizadas Laboratério de Qualidade dos Alimentos (LQA) do GEMAGQ,

conforme metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2004).

Tabela 2. Perfil dos aminoécidos presente na single cell protein (SCP), usado na
elaboracdo das dietas experimentais para determinacdo palatabilidade de Betta splendens.

ND = ndo detectado.

Composicdo quimica SCP

Amino&cidos Livres N&o livres
Acido aspartico 0,02 6,08
Acido glutamico 0,17 6,49
Serina 0,03 2,17
Glicina 0,69 3,81
Histidina 0,21 1,55

Taurina ND ND
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Arginina 0,02 3,65
Treonina 0,30 2,81
Alanina 1,76 4,90
Prolina 0,54 2,68
Tirosina 0,63 2,67
Valina 1,03 3,81
Metionina 0,43 1,54
Cistina 0,16 0,47
Isoleucina 0,67 2,88
Leucina 1,13 5,21
Fenilalanina 0,45 3,07
Lisina 0,13 3,65
Triptofano ND 1,51
Asparagina ND 0,01
Glutamina ND 0,03
Soma dos aminoacidos 8,37 58,99

Tabela 3. Composi¢do quimica das racOes experimentais com farinha de peixe (controle)

e diferentes niveis de single cell protein (SCP), utilizadas para determinacdo da

palatabilidade de Betta splendens.

RacGes
Composic¢ao quimica Controle 3% SCP 6% SCP 9% SCP  12% SCP
Célcio (%) 1,88 1,88 1,88 1,88 1,89
Energia digestivel*(kcal.kg™) 3,40 3,40 3,40 3,40 3,40
Fibra bruta (%) 1,42 1,39 1,37 1,35 1,32
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Fosforo total (%) 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10
Lipidio (%) 7,99 8,08 8,16 8,25 8,34
Material mineral (%) 7,43 7,15 6,86 6,58 6,29
Proteina bruta (%) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00

Metodologia experimental

O ensaio de palatabilidade foi realizado pela observacdo diaria da alimentacéo de
10 exemplares de Betta splendens (machos) com peso aproximado de 20 + 0,15g, durante
cinco dias. Os exemplares foram distribuidos individualmente de forma aleat6ria em 10
aquarios de vidro com capacidade de 10 L, equipados com termostato de 25 W regulados
para 28 °C, e fita led de 15 W para ciclo circadiano com 11 h de luz e 13 h de escuro. Os
aquarios foram mantidos isolados por uma estrutura semelhante a uma cabine com
orificio na parte superior destinada a alimentaco.

A principio os organismos passaram por um periodo de 7 dias para adaptacéo as
condicdes do laboratorio. Nesse periodo eles foram alimentados duas vezes ao dia com a
racdo controle, sendo observado a quantidade de péletes consumidos por refeicdo. Na
sequéncia, iniciou-se 0 experimento para avaliacdo da palatabilidade das racoes, o qual
teve duracdo de cinco dias. Durante o experimento, 0s peixes receberam duas refeigdes
diarias, as 10 h e as 16 h. A cada refeicdo foram ofertados 10 péletes de cada racédo
experimental a cada individuo, seguindo um delineamento Quadrado-Latino com
duplicatas (Figura 1). Apos a oferta dos péletes, os 5 min subsequentes foram filmados
com uma camera do tipo GoPro® (Hero 5 Black 12 MP 4K) acoplada a um tripé e aderida
a estrutura dos aquéarios. O tempo de observacdo foi estipulado em concordancia a
Kasumyan & Morsi (1995). Ao final de cada alimentacdo, o excedente de péletes foi
retirado dos aquarios.

Diariamente os aquéarios foram sifonados para remoc¢édo de excretas e troca de
cerca de 10% da quantidade de adgua. A temperatura, pH, oxigénio dissolvido e aménia
total na agua também foram monitorados diariamente e permaneceram dentro das faixas
aceitaveis: 28 £ 0,9 °C, 7 + 0,04, 5,60 = 0,50 mg L e 0,60 + 0,20 ppm, respectivamente.
As trés primeiras foram monitoradas com auxilio de uma sonda multipardametros,

enguanto a amonia total foi determinada de acordo com APHA (2017).
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Determinacgéo da palatabilidade das racdes

Os videos gerados foram visualizados para observacdo dos tempos de captura do
primeiro pélete e de consumo total, nimeros de capturas de péletes, de rejeicdes apos
captura e nuimero de aproximacbes sem captura. Estas observacdes foram entdo

convertidas nas seguintes variaveis:

EDC = CP/NA
ING = PC/NA
RDP = RP/CP

TCI =TCPP/TOT

TCT=TTCP/TOT

IP = (CT —CC)/(CT+CC)*100

Onde:
EDC ¢ a eficiéncia relativa de captura; CP € o nimero de péletes capturados; NA é o
namero total de abordagens; ING é a ingestdo relativa; PC € o nimero de péletes
consumidos; RDP ¢ a rejeicdo relativa de péletes; RP é o nUmero de péletes rejeitados;
TCI é o tempo relativo ao consumo inicial; TCPP é o tempo de captura do primeiro pélete;
TTO é o tempo total de observacdo; TCT € o tempo relativo ao consumo total; TTCP é 0
tempo total de captura de péletes (s); IP é o indice de palatabilidade de Kasumyan &
Morsi (1996); CT é o consumo no tratamento e CC € o consumo no controle.
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Figural. Esquema do delineamento experimental Quadrado-Latino desenvolvido para

avaliacdo da palatabilidade de single cell protein (SCP) em Betta splendens.
Analises estatisticas

Devido ao fato das variaveis resultantes do presente estudo representarem
distintos aspectos da palatabilidade, existe uma probabilidade elevada das mesmas serem
correlacionadas. Desse modo, foi analisado a correlagéo linear entre os mesmos optando-
se por uma abordagem multivariada de analise estatistica com emprego da analise de
componentes principais (PCA; Hothorn et al., 2008). Foi empregado o critério de Kaiser-
Guttman (A>1; Guttman, 1954; Kaiser, 1960) com intuito de reter os componentes
interpretaveis. Em seguida, avaliamos suas associa¢fes com as variaveis por meio da
correlacdo de Pearson e empregamos sobre cada um deles a analise de variancia
(ANOVA) de efeitos principais (Scheiner e Gurevitch, 2001). Também utilizamos a
ANOVA para avaliar o IP. Os dados desta variavel foram transformados em raiz quadrada
para atingir oS pressupostos.

Na ANOVA, consideramos como efeitos principais 0s peixes, 0s dias, 0s periodos
e o foco do estudo, as racBes experimentais. Em caso de efeitos significativos na ANOVA,
utilizamos o teste de Dunnett para comparagdes das médias contra o controle (Dunnett,
1955). Checamos os pressupostos da ANOVA nos residuos, por meio dos testes de
Shapiro-Wilk para normalidade e Levene para homogeneidade, afim de atingir os
pressupostos. Todos os testes foram avaliados a 5% de probabilidade no software R (R
Core Team, 2019).

Resultados

As analises realizadas apontaram que 0s peixes demostraram excelente aceitacédo
as dietas com inclusdo de single cell protein. No entanto, a variavel eficiéncia relativa de
captura teve como melhor resposta os tratamentos com 12% SCP e 3
% SCP, enquanto o melhor consumo correspondeu as dietas controle e 3% SCP com 90%,
jaem relacdo a rejeicdo relativa de péletes o maior valor correspondeu a dieta 6% SCP e
9%SCP com aproximadamente 40%, enquanto os parametros de tempo relativo de
consumo inicial e total, as dietas controle, 3% SCP e 12 SCP% apresentaram os melhores

tempos (Tabela 4).
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Tabela 4 — Médias = DP para eficiéncia relativa de captura (EDC), ingestdo relativa
(ING), rejeicdo relativa de péletes (RDP), tempo relativo ao consumo inicial (TCI), e
tempo relativo ao consumo total (TCT), observados nos grupos formados pelas ragdoes

avaliadas (Controle = farinha de peixe, SCP = single cell protein) para Betta splendens.

Racéo EDC ING RDP TCI* TCT*

Controle  0,824+0,230 0,925+0,129 0,245+0,394 0,007+0,010 0,531+0,363
3% SCP  0,862+0,213 0,925+0,137 0,140+0,245 0,019+0,039 0,538+0,371
6% SCP  0,767+0,235 0,760+0,211 0,413+0,622 0,014+0,027 0,787+0,353
9% SCP  0,749+0,242 0,755+0,208 0,363+0,498 0,007+0,012 0,854+0,292
12% SCP 0,878+0,229 0,860+0,193 0,097+0,239 0,022+0,053 0,546+0,397

* Calculado com base em 300s.

Com relacdo a abordagem multivariada, a anélise de componentes principais
resultou em dois eixos a serem interpretados. O primeiro representou 51.73% da
variabilidade total (A=1,61), foi positivamente relacionado a RDP e TCT e negativamente
a EDC e ING. Quanto as fontes de variacdo neste componente, apenas o periodo ndo
apresentou efeito significativo (F81) = 1,08; p = 0,30), enquanto que peixes (F,g1) =
11,26), dias (Fusy = 540) e ragdes (Fusy = 8,28) foram altamente significativas
(p<0.001). Pelo teste de Dunnett, as dietas com 3 e 12% de SCP ndo diferiram do controle
enguanto 6 e 9% de SCP obtiveram alta rejeicdo e tempo elevado de consumo total (Fig.
2A).

O segundo componente principal, com representatividade de 20.48% da
variabilidade total (autovalor = 1,01), foi negativamente associado a TCI. Este
componente apresentou como fonte significativa de variacdo apenas os peixes (F,s1) =
3,38; p = 0,001), enquanto dias (F@,g1) = 1,74), periodos (F,81) = 1,57) e racoes (F,g1) =
0,66) ndo foram significativos (p>0.05). Contudo, mesmo existindo uma pequena
diferenca entre as medias, as mesmas ndo podem ser consideradas significativas tendo as

dietas testes ndo diferido do controle (Fig. 2B).
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Figura 2. Médias + 95% IC para o primeiro (PC1) e segundo (PC2) eixos da analise de
componentes principais (A e B, respectivamente) aplicada sobre a matriz das variaveis:
eficiéncia relativa de captura (EDC), ingestdo relativa (ING), rejeicdo relativa de péletes
(RDP), tempo relativo ao consumo inicial (TCI), e tempo relativo ao consumo total (TCT),
observados nos grupos formados pelas racOes avaliadas (Controle = farinha de peixe, SCP
= single cell protein). r corresponde a correlagcdo de Pearson com o componente principal
(PC1 e PC2). Valores em vermelho diferenciam do controle de acordo com o teste de
Dunnett a 5% de probabilidade.
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A avaliacdo do IP (indice de palatabilidade) levando em consideragio o controle
demonstrou que apenas o periodo (F, 62 = 0,60; p = 0,44) ndo apresentou diferengas
significativas, enquanto que os dias (Fa, 62) = 4,16), os individuos (F,e2) = 2,99) e as
racoes (F, 62 = 3,09) foram significativas (p<0.05). Isto corrobora o resultado da PCA,
que identificou as racGes com 6 e 9% de SCP como as piores em relagdo ao controle, pois
apresentaram elevada rejeicdo, enquanto as ragfes com 3 e 12% SCP foram
paliativamente similares a racdo controle (Fig. 3).
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Figura 3 — Médias £ 95% IC para o indice de palatabilidade (IP) analisados conforme os
grupos formados pelas ragdes experimentais (3% SCP, 6% SCP, 9%SCP e 12%SCP).
Tratamento controle (farinha de peixe) representado pela linha tracejada. Valores em
vermelho diferenciam do controle de acordo com o teste de Dunnett a 5% de

probabilidade.

Discussdo

A farinha de peixe é considerada uma das fontes proteicas preferidas a ser incluida
em dietas de peixes (Mamuad et al. 2020), entretanto, existem algumas restri¢des que
tornam seu uso continuo um obstaculo para o setor aquicola. Estas restricbes séo
ocasionadas pela elevada demanda das fabricas de ra¢fes, mudancas climaticas e EI Nifio,
tornando a sua producdo instavel e elevando o valor da matéria prima, bem como do

produto final (FAO, 2018). Desta forma, o uso de fontes alternativas de proteinas para
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dietas de peixes vem crescendo aceleradamente (Zhou et al. 2019) e neste estudo
obtivemos resultados satisfatérios quanto a substituicdo da farinha de peixe por single
cell protein (SCP) em todos os niveis de incluséo.

Os resultados indicaram que B. splendens tiveram maior eficiéncia de captura e
ingestdo pelas dietas com inclusdo de SCP a 3 e 12%. Sabe-se que o comportamento
alimentar dos peixes é controlado por diversas modalidades sensoriais, sendo olfato e
paladar os principais sentidos (Lekkeborg et al., 2014). O olfato é o primeiro a ser
acionado, agindo como um sensor que detecta estimulos a distancia na dgua, em seguida
induz o comportamento de busca de alimentos e atracdo pela fonte e, posteriormente, 0s
itens sdo avaliados pelo sistema gustativo (Mearns, 1986). Além disto, € importante
ressaltar que as espécies exibem diferencas quanto as preferéncias alimentares, tornando

os ingredientes repelentes ou atrativos (Morais, 2016; Alves et al., 2020a).

Por ser uma importante fonte proteica, com aminoacidos essenciais e ter elevada
palatabilidade, a farinha de peixe tem sido o ingrediente mais utilizado na formulagéo de
racdes para aquicultura (Zhao et al., 2015). As caracteristicas desse ingrediente refletiram
no resultado positivo apresentado pelo tratamento controle. No entanto, a substituicao de
3 e 12% de farinha de peixe por SCP resultou em resultado similar ao controle,
possivelmente pelo fato de que a single cell protein apresenta excelente teor proteico e
diversos aminoacidos em sua composicdo. Esses resultados tornam explicita a
importancia de haver uma fonte proteica padronizada voltada para elaboracdo das dietas,
visto que a mesma é um alimento completo, devido as suas caracteristicas bromatoldgicas
(Hardy, 2010).

Levando em consideracdo o tempo total de captura dos péletes, B. splendens
novamente demonstrou maior interesse pelas dietas contendo a menor e a maior
percentagem de SCP (3% e 12%). Tais resultados podem estar relacionados com as
respostas aos efetores alimentares. Afetores alimentares sdo quimio-atraentes,
estimulantes ou estimuladores, em sua maioria aminoacidos, como a glicina, arginina,
acido glutamico e alanina (Smith et al., 2005), todos presentes nas dietas avaliadas. O
tempo gasto para o individuo entrar em contato, bem como consumir o alimento, esta
diretamente relacionado com a atratividade e palatabilidade dos compostos naturais ou
sintéticos presentes na ragdo. Estes por sua vez, vem sendo amplamente estudados com

intuito de compreender o comportamento alimentar (Ali et al., 2007; Grey et al., 2009).
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Nesse sentido € possivel afirmar que os quimiorreceptores sdo fundamentais para
atratividade dos ingredientes. E importante que os quimiorreceptores possuam baixo peso
molecular (a exemplo aminoéacidos, nucleotideos e aminas biogénicas) e sejam sollveis
em agua, aumentando a deteccdo pelo organismo (Nunes et al, 2006). Isto possivelmente
explica o fato do baixo tempo de primeira captura de pélete observado neste estudo, no

qual os peixes levaram, em média, menos de 7s.

E de conhecimento que ingredientes de origem animal aquética (farinha de peixe,
crustaceos e moluscos), sdo ricos nos compostos citados anteriormente, sendo assim,
atuam como excelentes atrativos (Ali et al., 2007). No entanto, vale ressaltar que
alimentos a base de coprodutos de animais, por exemplo farinha de aves, sangue,
hidrolisados, plantas aquaticas e proteina de célula Unica vem demostrando excelente
aceitacdo e palatabilidade em peixes (Martinez et al., 2018; Ogello et al., 2014; Alves et
al., 2019ab; Alves et al., 2020ab; Zapata et al., 2021). Por exemplo, em estudo realizado
por Martinez et al. (2018), Macrobrachium tenellum, apresentaram maior atragcdo por
racdo contendo farinha de ave, enquanto a mais palatavel foi a racdo contento farinha de
peru, levando cerca de 20s para consumo total dos péletes ofertados. Isto mostra o
potencial do uso de proteinas alternativas para melhorar a palatabilidade das racdes,
conforme observado neste estudo, onde 0 uso de SCP obteve respostas positivas quanto
a palatabilidade. De acordo com Kasumyan & Sidorov (2012), existem aminoacidos que
atuam como atraentes ou repelentes, e neste caso, acredita-se que 0s atraentes se

sobressairam sobre os repelentes.

Todos estes resultados foram corroborados pelo indice de palatabilidade, o qual
indicou boa aceitacdo pela racdo contendo 12% de SCP, demostrando que ha uma
correlacdo entre a boa aceitacdo das dietas com sua composicdo bromatoldgica
(Lekkeborg et al., 2014; Siikavuopio et al., 2017). Isso porque, além dos aminoacidos
atraentes (cisteina, prolina, acidos glutamico e aspartico, alanina, glutamina, lisina,
leucina, tirosina, glicina, asparagina, isoleucina, neutro histidina, e outros compostos
como, norvalina, acido citrico, cloreto de célcio, cloreto de sodio e sacarose) (Hara, 2011;
Kasumyan & Sidorov, 2012; Alves et al., 2019b) a proteina também influencia na
preferéncia alimentar (Couto et al, 2018). Esta Gltima também reflete nos parametros
zootécnicos do peixe, pois 0 baixo consumo de ragdo reduz a taxa de crescimento e 0

desempenho do organismo (Yuan et al., 2021). Assim, as dietas formuladas devem ser
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qguimicamente atraentes para auxiliar na localizacéo rapida e na ingestdo completa o mais

répido possivel.

As dietas com incluséo de 6 e 9% de SCP apresentaram respostas menos
satisfatorias para as variaveis respostas analisadas, sendo considerado intermediario em
relagdo ao tempo relativo de consumo inicial. Tal comportamento sugere maior
sensibilidade atrativa de busca pelo alimento do que pelo consumo do mesmo (Morais,
2016). Embora algumas combinacGes de aminoacidos agem como estimulantes
alimentares, a presenca individual de alguns deles pode néo ser estimulante (Adams &
Johnsen, 1986). Isto se da pela necessidade conjunta de certos aminoécidos para ativacao
de receptores independentes de sabor, 0s quais S80 expressos nas mesmas ou em
diferentes células gustativas (Ogawa & Caprio, 2010). Assim, é possivel que as dietas
contendo SCP possuem alguns compostos (p. e., nucleotideos, acidos organicos,
aminodcidos, etc..) que melhoraram a atratividade e palatabilidade das dietas

experimentais.

Conclusao

Recomenda-se a substituicdo de 12% de farinha de peixe por SCP nas formulagdes
de racOes destinadas ao consumo por B. splendens, sem que ocorra perda de

palatabilidade.
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Consideracdes Finais

Considerando o tema de suma importancia abordado no presente estudo, referente

a inclusdo de novos ingredientes de teor proteico com a mesma qualidade da farinha de

peixe, bem como a demanda crescente do setor aquicola por uma proteina de qualidade,

producdo constante, baixo custo e facil acesso, os autores recomendam, baseado nos

resultados obtidos e observacGes durante o periodo experimental que sejam realizadas as
seguintes situagoes:

I. A necessidade de estudos futuros relacionados aos efeitos do uso de SCP

sobre os parametros de desempenho zootécnico dos peixes ainda séo
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necessarios para a consolidacdo deste ingrediente nas formulacdes de
racBes. Portanto, mais estudos sdo necessarios.

Desenvolvimento de estudos com diferentes espécies de interesse
comercial, com a finalidade de aumentar a gama de respostas quanto ao
ingrediente teste.

Maior diversidade quanto ao manejo empregado durante a execucdo do
estudo, pois, a escolha do manejo no experimento desenvolvido pelos
autores, aparentemente ndo afetou a capacidade de consumo dos peixes e
a substituicdo da farinha de peixe por single cell protein (SCP) apresentou

resultados satisfatorios.



Anexo

Certificados do Comité de ética de uso em animais
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de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentag&o Animal (CONCEA), e foi aprovado pelo COMITE
DE ETICA NO USQ DE AMNIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO
PARAMA (UNIOESTE), em reunido de 13/03/2020.

Finalidade Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo 10/12/2019 a 10/01,/2020
Espécie/linhagem/raga Peixe — Tildpia - Oreochromis niloticus
N2 de animais 10

Peso/Idade 2,0g 30 dias

Sexo Masculino

Origem GEMAg - Toled
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Universidade Estadual do Deste do Parana
Pré-Reitoria de Pesquisa ¢ Pos-Graduacio
Comité de Etica no Uso de Andmaiz - CEUA

Certificado Experimental no Uso de Animais em Pesquisa

N°® 40/20 - CEUA

Certificamos que a proposta intitulada “Respostas de betta a atratividade e palatabilidade
de proteina extraida do metano”, registrada com o ndmero “73-19", sob a responsabilidade de
Wilson Rogerio Boscolo”, que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizag8o de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
{ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de & de outubro de 2008,
do decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com a2 normas editadas pelo Conselho Macional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pelo COMITE DE ETICA NO USO
DE AMIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA (UMICESTE), em
reunido de 0210/2020.

Finalidade Pesquisa Cientifica
\Vigéncia da autorizacio 1022019 a 10V01/2020
Espécieflinhagemiraga Peixe — Betta - Betta splendens
N® de animais 10
Pesolidade 120 dias — 20q
Sexo Machos
Origem GEMAQ - Toledo
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