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MICROENCAPSULACAO DE HIDROLISADOS DE SUBPRODUTO DO
PROCESSAMENTO DE FRANGO PARA SUPLEMENTACAO DE RACAO
PARA ALEVINOS DE TILAPIA DO NILO (OREOCHROMIS NILOTICUS).

RESUMO GERAL

A aquicultura, principalmente a tilapicultura € o setor que tem crescido mais rapido que outros
setores e juntamente com este, cresce a demanda por insumos onde a ragdo corresponde a mais
de 50% dos custos de produgdo. Os residuos de frango tém ganhado especial atencdo pois seu
grande volume resultante da cadeia produtiva pode refletir em problemas ambientais e sua
valorizacao resultaria em reducdo de custos. A hidrdlise € um processo utilizado em residuos
proteicos que permite a liberacdo de peptideos bioativos menores, antes inativos na cadeia
original e que pode sofrer perda de atividade em contato com enzimas gastricas do organismo
que o consome. O encapsulamento, técnica que envolve e protege o composto alvo pode
minimizar tais efeitos contudo carece de estudos em processos € em testes in vivo. Com base
neste contexto o atual trabalho foi organizado de forma que o capitulo I apresenta o estado da
arte onde estdo contextualizados as principais questdes concernentes ao tema. No capitulo II
sdo abordados os principais atributos nutricionais apresentadas pelo hidrolisado de visceras
de aves e que segundo literatura suprem as necessidades da tilapia do Nilo como teor proteico
e de aminodcidos, perfil lipidico, minerais, atividade de &4gua, cor, valor calorifico,
propriedades funcionais e atividades antioxidante e antimicrobiano. O capitulos III tem como
foco o desempenho zootécnico, a histologia do figado, musculo e intestino e indice
viscerossomatico em resposta ao arracoamento de alevinos de tilapia do Nilo com hidrolisado
de visceras de frango encapsulado com maltodextrina, goma arabica e isolado proteico de
soja. As capsulas foram produzidas e caracterizadas quanto a cor, tamanho, potencial da carga
superficial da particula, grupos funcionais e eletromicrografia de varredura. A racdo contendo
hidrolisado encapsulado (3% de inclusdo) foi produzida com 40% de proteina bruta e
3500(kcal/kg) de energia digestivel, originando trés tratamentos com cinco repeti¢des, sendo:
racdo com encapsulado de maltodextrina (MD), goma ardbica (GA), isolado proteico de soja
(IS) e o tratamento controle com hidrolisado de visceras (CO). Para o desempenho zootécnico
foram utilizados 300 alevinos de tilapias do Nilo (£8g) distribuidos em 20 tanques. Ap6s 30
dias com seis arragoamentos por dia e a qualidade da 4gua monitorada. Os parametros de peso
final, ganho de peso, conversdao alimentar aparente, taxa de eficiéncia proteica, taxa de
crescimento especifico, comprimento total, sobrevivéncia, comprimento do intestino, indice
hepatossomatico, indice viscerossomatico e indice de gordura visceral foram avaliados. O
hidrolisado de visceras de frango apresentou indices e percentuais ideais as necessidades da
tilapia do Nilo segundo literatura consultada nos atributos avaliados, boa atividade
antioxidante e auséncia de atividade antimicrobiana. As microcépsulas apresentaram carga
superficial, tamanho, grupos funcionais e eletromicrografia de varredura que confirmam a
formac¢ao do encapsulamento pelos materiais de parede. O desempenho zootécnico apresentou
diferenca significativa com piores médias para tratamento com goma arabica e ndo apresentou
diferenca estatistica entre os tratamentos IS ¢ MD quando comparados ao CO. Desta forma,
os encapsulados com IS e MD apresentaram-se como mais indicados para a utilizacdo em
racoes para alevinos de tilapias do Nilo.

Palavra-chave: Nutricdo de peixes; residuos de frango; economia circular; hidrdlise;
microencapsulagdo; desempenho
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MICROENCAPSULATION OF CHICKEN BY-PRODUCT
HYDROLYSATE FOR DIET SUPPLEMENTATION FOR NILE TILAPIA
FINGERLINGS (Oreochromis niloticus).

ABSTRACT

Aquaculture, especially the farming of tilapia, has grown faster than other industries, and
along with it, the demand for inputs, where feed accounts for more than half of production
costs. Due to its high volume and potential impact on environmental issues, chicken waste has
attracted particular interest. Its valorization would also result in cost savings. Protein residues
can be hydrolyzed to produce smaller bioactive peptides that were inactive in the original
chain and may lose their activity when they come into contact with the gastric enzymes of the
organism that eats them. Encapsulation, a method that incorporates and safeguards the target
molecule, can reduce a loss of activity, however it lacks in vivo experiments and process
studies. Based on this backdrop, the current work was structured so that chapter I presents the
state of the art where the main issues concerning the theme are contextualized. The chapter 11
talks about the main nutritional properties of the hydrolyzate of poultry viscera that meet the
needs of Nile tilapia. These properties include protein and amino acid content, lipid profile,
minerals, water activity, color, calorific value, and functional properties. and activities that
fight free radicals and bacteria. In Chapter III, the effects of feeding Nile tilapia fingerlings
chicken viscera hydrolyzate encapsulated with maltodextrin, gum arabic, and soy protein
isolate are examined in relation to zootechnical performance, liver, muscle, and intestine
histology, as well as viscerosomatic index. Color, size, surface charge potential of the particle,
functional groups, and scanning electromicrography were used to manufacture and describe
the capsules. The feed with 3% inclusion of encapsulated hydrolyzate had 40% crude protein
and 3500 kcal/kg of digestible energy. There were three treatments with five repetitions: feed
with maltodextrin encapsulation (MD), gum arabic (GA), soy protein isolate (IS), and viscera
hydrolyzate as the control (CO). For the zootechnical performance, about 300 Nile tilapia
fingerlings (each about 8g) were put into 20 tanks. After 30 days of getting six feedings a day
and water quality monitoring, the final weight, weight gain, apparent feed conversion, protein
efficiency rate, specific growth rate, total length, survival, gut length, hepatosomatic index,
viscerosomatic index, and visceral fat index were assessed. According to the literature
consulted in the evaluated qualities, the hydrolyzate of chicken viscera provided indexes and
percentages optimal for the needs of Nile tilapia, including good antioxidant activity and
absence of antibacterial activity. The scanning electron micrograph, the surface charge, the
size, and the functional groups of the microcapsules all showed that the encapsulation was
made by the wall materials. When compared to CO, the zootechnical performance showed a
statistically significant difference with worse averages for the gum arabic treatment and no
statistically significant difference between the IS and MD treatments. Therefore, those
enclosed in IS and MD were better suited for usage in fingerling Nile tilapia.

KEYWORDS: Fish nutrition; chicken waste; circular economy; hydrolysis; microcapsule;
performance;
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APRESENTACAO

A espécie Oreochromis niloticus, (familia Cichlidae, ordem Perciformes),
popularmente conhecida como Tilapia do Nilo, é originaria da Africa e foi introduzida no
territorio brasileiro na década de 70 com a finalidade de aumentar a producao nacional (FAO,
2018; SARDINHA, 2017). Esta espécie foi selecionada devido a grande adaptagdo as
condi¢des ambientais, pouca suscetibilidade as doencas e a boa aceitagdo por apresentar uma
carne saborosa e auséncia de espinhas intramusculares (BARRETO, 2018; OSTRENSKY;
BORGHETTI; SOTO, 2008; SARDINHA, 2017). Desde entdo, a tilapicultura como atividade
comercial saltou de uma producgdo de 12 mil toneladas para 357 mil toneladas de 1995 a 2017,
colocando o Brasil no quarto lugar no ranking mundial e no contexto nacional, o Parana
assume o primeiro lugar (FAO, 2014; ANUARIOI PEIXE BR, 2018).

Prevendo um aumento na producdo nacional para 500 mil toneladas em 2020
(ANUARIOI PEIXE BR, 2018), a necessidade por alimentos voltados a aquicultura cresce
proporcionalmente, e o principal componente proteico da ragdo, a farinha de peixe sofre
limitagdes em funcdo da demanda gerada (EL-SAYED, 1999; BOSCOLO; HAYASHI;
MEURER, 2002). Este componente representa a maior parte da composicao da ra¢do e o de
maior preco, elevando o custo final do produto, fazendo-se necessario a busca de alternativas
para sua substituicdo (MEURER; HAYASHI; BOSCOLO, 2003; BOSCOLO et al. 2005).

Alternativas vidveis para a farinha de peixe devem apresentar ampla disponibilidade,
preco competitivo e facilidade na utilizagdo e armazenamento durante a elaboragdo da ragao
(GATLIN III et al., 2007; VEIBERBERG, 2011;). Segundo estudos realizados por Pezzato e
colaboradores (2002), farinhas de visceras e de penas resultantes da avicultura obtiveram
resultados semelhantes a melhores quando comparados com farinha de peixe.

A avicultura brasileira destaca-se como atividade com grande produgdo (12 milhdes
de toneladas em 2014) e como resultante, grandes quantidades de residuos sao produzidas
dentre eles, visceras, musculos, gordura, ossos, sangue e penas (FERREIRA et al, 2017)
tornando-se desta forma um potencial substituto de baixo custo para a farinha de peixe.

As proteinas para serem melhor aproveitadas pelos organismos vivos podem passar
por processos de quebra de moléculas, podendo estes ser quimicos ou enzimaticos. O processo
de hidrolise enzimatica vem sendo amplamente utilizado no segmento industrial de fabricagao
de racdes (SILVA et al, 2014), por proporcionar ao final do processo a quebra das moléculas
em peptideos bioativos de diferentes tamanhos que sdo amplamente utilizados em alimentos,

pois melhoram o funcionamento de organismos vivos além de agregar valor comercial ao
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produto de interesse (ESPITIA et al., 2012; SILVA et al, 2014; MARTINS et al., 2014;).

Em busca de melhor eficacia quanto a eficiéncia de absor¢ao das moléculas bioativas
técnicas de microencapsulagdo tem sido estudadas e empregado pela industria farmacéutica e
alimenticia. A microencapsulagdo ¢ um processo onde moléculas bioativas sdo envoltas por
um material polimérico formando uma camada fina que se dissolve por estimulos especificos,
liberando-as em local ou tempo ideais (SILVA et al, 2014; MOHAN et al., 2015).

Segundo Mohan e colaboradores (2015), alguns aspectos da microencapsulagao ainda
nao sao claramente compreendidos como: métodos utilizados, razdo material bioativo e
material de parede, condi¢des de encapsulagdo bem como viabilidade e estabilidade dos
compostos bioativos encapsulados em modelos vivos.

A busca de moléculas bioativas visando o desenvolvimento de novos produtos com
elevada eficacia de aplicagao e também com valor comercial competitivo, vai de encontro
com o novo mercado consumidor, seja ele humano ou animal, o qual tem com enfoque a busca
por produtos funcionais, preventivos e promotores de saide (CARUSO, 2016).

Neste contexto a iniciativa de uso de um subproduto para uma aplicacdo mais nobre,
como ¢ o caso dos hidrolisados de residuos de processamento animal, vem de encontro com
o preconizado para que haja maior crescimento e o desenvolvimento da industria, da pesquisa,
da economia e consequentemente melhoria das questdes ambientais com a exploracdo
sustentavel dessas fontes e sociais ao agregar valor a subprodutos que seriam descartados
(FAO, 2014).

Desta forma o intuito deste trabalho sera o desenvolvimento de pesquisas cientificas e
tecnologicas com a producdo de microcapsulas de residuo de frango hidrolisado, visando
colaborar com as praticas em manejo e processos industriais da avicultura que poderao refletir

em beneficios econdomicos e ambientais para a cadeia produtiva do frango e do peixe.
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CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO

Um dos cenarios mais projetados para as proximas décadas ¢ o alcance de 10 bilhdes
de pessoas habitando o planeta Terra. Todas essas pessoas irdo demandar por alimentos
principalmente por proteina animal, que nos ultimos anos aumentou em 40% (FERREIRA et
al., 2017; RAGASRI & SABUMON 2023). Esta demanda tem refletido em muitas areas de
alimentos e tem feito da aquicultura um dos setores mais dindmicos no sistema de alimentacao
mundial. A aquicultura ¢ responsavel por pelos menos 20% da dieta proteica da populacdo
global e tem papel fundamental na seguranga alimentar. Apresentou crescimento mais rapido
que outros setores, contribuindo com metade dos peixes consumidos no mundo e com boas
expectativas, a medida que a pesca selvagem excede seus limites de sustentabilidade e as
tecnologias desenvolvem-se cada vez mais (TROELL et al., 2014; XAVIER, 2022; WILLER
& ALDRIDGE 20117)

No cenario mundial, o Brasil ocupa a quarta posi¢ao na producao de tilapias do Nilo,
ficando abaixo de China, Indonésia e Egito. No Brasil, em 2021, a producao de peixes nativos
como tambaqui foi responséavel por 31,2% do total produzido, carpas, trutas e pangasius
representaram 5,3% enquanto a tildpia absorveu 63,5% da produgdo nacional, com aumento
de 9,8% em relacdo ao ano anterior segundo o Anudrio PEIXE BR de 2018 e 2022.

Esta preferéncia nacional pela espécie Oreochromis niloticus, popularmente
denominada Tilapia do Nilo ndo ocorre sem motivo. A tilapicultura beneficia-se com o rapido
crescimento da espécie, boa adaptabilidade a diferentes tipos de cativeiro, facilidade de
manuseio, boa tolerancia a altas densidades, habito onivoro e principalmente pela boa
resisténcia a doencgas e boa aceitagdo do consumidor com caracteristicas atrativas como
auséncia de espinhos em forma de “Y”, o que facilita a filetagem além de carne branca de
textura firme e sabor suave (EL-SAYED, 2006; XAVIER, 2022; SCHULTER AND VIEIRA
FILHO 2017).

O habito onivoro da tilapia, propicia a versatilidade quanto a gama de alimentos aceitos
pelo animal, fazendo com que tenha boa aceitacdo no consumo de racdo, principal alimento
ofertado na tilapicultura. Uma dieta apropriada com insumos adequados tém papel
fundamental na produgdo, tanto no desempenho do animal uma vez que ingredientes de alta
qualidade refletirao no vigor do animal quanto nos custos finais (SCHULTER AND VIEIRA
FILHO 2017; DOS SANTOS CARDOSO et al., 2021).
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No sistema intensivo, a racao representa entre 50 a 75% dos custos de produgdo e o
atual cenario econdmico tem apresentado encarecimento nos componentes da ragdo, elevando
também os custos de producdo, principalmente a farinha de peixe. A principal fonte proteica,
a farinha de peixe (peixes pelagicos como pescada branca, arenque, anchoveta, etc.) constitui
em torno de 50% do total de proteina da ragdo para Cyprinus carpio, Gadus morhua,
Oncorhynchus mykiss, Oreochromis niloticus entre outros, ¢ atualmente o ingrediente mais
utilizado por sua alta palatabilidade e seu valor nutricional. Seu rendimento gira em torno de
22% da matéria fresca e sua principal fonte vem da pesca predatéria que atualmente vem
sofrendo declinio pela pesca indiscriminada (SCHULTER AND VIEIRA FILHO 2017,
XAVIER, 2022; DOS SANTOS CARDOSO et al., 2021; TELES et al., 2019).

Diante do atual cenario, muitas pesquisas tem sido conduzidas na busca de potenciais
substitutos proteicos para farinha de peixe que possam suprir as necessidades nutricionais do
animal, garantir o desenvolvimento da cadeia produtiva, bem como reduzir os impactos
ambientais causados pela pesca predatoria (DOS SANTOS CARDOSO et al.,, 2021; ROCHA
etal, 2021)

Residuos de origem animal, principalmente peixe, porco e frango, advindos da
agroindustria e abatedouros, impréprios ao consumo humano como carcacas, gordura, 0ssos,
penas, sangue e visceras tem demonstrado ser importante fonte de lipidios e proteinas
(FRACALOSSI et al., 2012; DOS SANTOS CARDOSO et al., 2021; MOHAN & LONG
2021). Além da importancia nutricional, o destino adequado ao residuo proveniente de
abatedouro evita consequéncias indesejaveis contra saude humana e qualidade ambiental,
desde solo, 4gua e ar uma vez que sdo altamente poluentes e transmissores de doengas
(FERREIRA et al., 2017)

Uma alternativa aos residuos de peixe, seria seu uso como a farinha de residuos de
peixe que apresenta alto valor nutricional, com altos valores de proteina, gordura e energia
além componentes quimicos soliveis que sao fortes palatabilizante para ragdo. Sao produzidos
a partir de cabega, nadadeiras, pele, visceras e barbatanas e promovem a redu¢do dos custos
na producao animal (FRACALOSSI et al., 2012). Residuos de o6leo de peixe tem sido
utilizados para producao de biodiesel (MAGHAMI; SADRAMELI E GHOBADIAN 2015) e
como ingredientes para ragdo de peixes, crustaceos, porcos, frangos, ruminantes e pets
(AFREEN e UCAK 2020). O sangue proveniente do abate de animais, geralmente de bovinos,
suinos e aves ¢ outro residuo estudado. O sangue coagula de forma réapida, exigindo
processamento rapido de secagem, normalmente utilizando spray-drying (atomizacao), flash-

drying (pneumatica), ring-drying (anel) e drum-drying (tambor). O teor de lisina costuma ser
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um limitante neste produto pois o percentual decresce rapidamente com o tempo de
estocagem. O potencial da farinha de sangue de porco foi utilizado na alimentag¢do de salmao
do Atlantico, reduzindo triglicerideos do figado (LILAND et al., 2014) e melhorando a
performance do salmao Salmo solar (DAVIDSON et al., 2016).

Outro residuo bastante utilizado na producao de farinha sdo os subprodutos do frango
como penas, visceras, fragmentos de carne, gordura, carcaga, sangue entre outros. Segundo
ABPA de 2021, a avicultura ¢ um setor que tem se consolidado como uma das mais
importantes no suprimento de proteina animal no mundo onde o Brasil estd em 3 lugar na
producdo de carne de frango (13.8 milhdes toneladas), atras de Estados Unidos e China e
seguido da Unido Europeia e Russia no ano de 2020 (FERREIRA et al., 2017).

Considerando que o material proprio ao consumo humano represente em torno de 70%
do peso vivo do frango, um percentual de 30% representa residuos que necessitam de
tratamento fisico, quimico e bioldgico apropriado para reducdo do potencial poluente.
(FRACALOSSI ET AL., 2012; FERREIRA et al, 2017). A farinha de penas de aves,
resultante da coccao pressurizada das penas t€m alto valor proteico de baixa digestibilidade e
carente de lisina, histidina, metionina e triptofano, necessitando de cautela no seu uso com
niveis de inclusdes sugeridos entre 5 a 10%. Tem sido uma alternativa para o uso em plastico
biofilme apods extra¢do de queratina da farinha de penas (SHARMA et al., 2018), alternativa
proteica para dietas de Micropterus salmoides ap0s ser irradiado com raios gama (REN ef al.,
2020), proteica na dieta de Claris gariepinus (CHOR, LIM e SHAPAWI 2013) entre outros
trabalhos. Pela baixa digestibilidade da farinha de pena devido ao alto teor de queratina, apesar
de todo processamento, outro processo, a hidrolise, tem sido atualmente utilizado para
melhorar a disponibilidade da proteina para absor¢ao pelos organismos que os consomem.

Hidrolise ¢ um processo onde ¢ possivel quebrar moléculas maiores em moléculas
menores, no caso das proteinas em peptideos, resultando em compostos com dipeptideos (duas
unidades), tripeptideos (trés unidades) ou polipeptideos (quatro unidades ou mais). Esses
peptideos sdo mais biodisponiveis, sugerem a inibicdo de efeitos alergénicos e por
apresentarem baixo peso molecular, melhoram as fungdes fisiologicas por acdo destes
peptideos bioativos que estariam inativos confinados em moléculas maiores (ALVES et al.,
2020; BINSI et al., 2016; AKIBARIAN et al., 2022). A hidrolise pode ocorrer através de
substancias acidas como acido cloridrico, substincias alcalina como hidroxido de sodio
(SUPARMANIAM et al., 2022); enzimas como alcalase (RAZAVIZADEH et al., 2022),
flavourzime (ALAHMAD et al., 2023), protamex (LEE, LEE, JANG 2020), endocut (LIU,
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2022) e microrganismos bifidobacterias (ZININA et al, 2022), Sphingobacterium
(HENDRICK et al., 2022), Bacillus pumilus (FAKHFAKH et al., 2011).

Muitos trabalhos tém utilizado a hidrolise em varios subprodutos e atestando a
atividade dos peptideos bioativos em varios organismos-alvo. A farinha de visceras de frango,
bastante promissora como substituto proteico para a farinha de peixe tem sido submetida a
hidrélise e avaliada quanto seu efeito anti-hipertensivo em ratos (ARAUJO et al., 2022); efeito
anti-idade em colageno de pele humana (KAO, JEN, KAO 2022); resposta imune,
antioxidante e barreira intestinal em Cyprinus carpio (WU et al., 2022); redugdo da
hiperglicemia em ratos (YEH et al., 2022); alta digestibilidade aparente em tildpias do Nilo
(SANTOS DOS SANTOS CARDOSO et al., 2021); antibactericida (CHAKKA et al., 2015)
entre outros.

Alguns peptideos potencialmente bioativos, ao longo do trato digestorio do organismo
que o consome, podem sofrer acdo de enzimas e conferir inatividade a estes peptideos. Uma
forma de proteger e garantir sua total bioatividade ¢ a utilizagdo do processo de encapsulacao
(GHARSALLAOUI et al., 2007, MOHAN et al., 2015)

No processo de encapsulagdo, o composto alvo, também chamado de encapsulado ou
nucleo, ¢ encoberto por material denominado encapsulante, carreadores ou material de parede,
formando pequenas goticulas que sofrem influéncia da solubilidade, polaridade ou
funcionalidades quimicas para sua formagdo. O processo de microencapsulamento pode
ocorrer por atomizagao, liofilizagao, coacervagao, spray-cooling, spray-chilling, revestimento
por suspensdo a ar, extrusdo, extrusdo por centrifugacdo, co-cristalizacdo etc
(GHARSALLAOUTI et al., 2007; MOHAN et al., 2015).

A depender da metodologia empregada, das propriedades fisico-quimicas da matriz e
do nucleo utilizados, € possivel observar formas diferenciadas, basicamente dividida em dois
tipos (Figura 1): o primeiro, denominadas reservatorio, consideradas “verdadeiras
microcapsulas” ocorre quando o nucleo fica concentrado no centro e ¢ completamente envolto
pelo material de parede bem definido e continuo. No segundo tipo, o nucleo fica
uniformemente difuso na matriz denominado microesfera. O que difere os dois tipos € a total
auséncia do nucleo na superficie da cépsula no tipo microcapsula verdadeira enquanto na
microesfera, parte do nucleo fica exposto na superficie da microesfera. Porém, o termo capsula
ou microcapsula assume um sentido mais amplo, estendendo-se aos dois tipos. E possivel
ainda conformagdes com varios nucleos e varias paredes (fig. 2) (AZEREDO 2005; MOHAN
et al., 2015; NANDIYANTO et al., 2011).
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Figura 1. Tipos de cépsula formadas pelo processo de encapsulacdo. (A) microesfera; (B) microcépsula. Fonte
SUAVE et al., 2006

Os materiais de parede mais comuns utilizados no processo de encapsulamento sdo os
carbohidratos como maltodextrina, amidos, xaropes de milho s6lidos, goma arabica, sucrose,
glucoses, pectinas, quitosana entre outros. Sao considerados bons encapsulantes por exibir
baixa viscosidade e boa solubilidade. As gomas também sdo utilizadas por sua propriedade de
formar filme e estabilizar emulsdes, sendo a goma ardbica, alginato, carragena e base de
cardamomo alguns exemplos. Dentre as proteinas, o leite ou soro de leite, gelatinas, caseinas,
proteina de soja entre outros, sdo excelentes pelas propriedades funcionais € bom
envolvimento na particula. Os lipidios sdo utilizados também como encapsulantes com a
vantagem de melhorar a estabilidade, mascarar gosto amargo e proteger contra hidrolise de
enzimas e como exemplo temos a cera, parafina, mono e diglicerideos, 6leos e gorduras
hidrogenadas (GHARSALLAOUI et al., 2007; BARRETO et al., 2015; MENEZES et al.,
2013; SUAVE et al., 2006)

Alguns desafios ainda estdo presentes na producdo de encapsulados como distribuicao
do tamanho da particula, dispersibilidade do p6, contaminagdo, falta de controle do processo,
perda de atividade quimica, rendimento do produto e ampliagao do processo (AZEREDO
HMC 2005; MOHAN et al., 2015; NANDIYANTO et al., 2011).

A metodologia de encobrir e proteger uma substancia alvo com a finalidade de garantir
sua liberagdo em local adequado, alcance preciso, controlado e estavel no organismo que o
ingere tem sido intensamente utilizada pela induastria farmacéutica. A industria alimenticia
utiliza o encapsulamento com foco na cobertura de gosto desagradéavel, higroscopicidade,
hidrofobicidade, incompatibilidade com a matriz alimenticia, bioestabilidade, limitada
biodisponibilidade entre outros (MOHAN et al., 2015; AZEREDO, 2005; GHARSALLAOUI
et al., 2007).
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Figura 2. Tipos de capsula formadas a partir da metodologia spray dryer. Fonte NANDIYANTO et al., 2011

Alguns estudos utilizando material encapsulado tem sido conduzidos nos tltimos anos
como proteina de soja hidrolisada e encapsulada por coacervagao (Xu et al., 2022); condi¢des
gastrointestinais foi avaliada utilizando microcapsulas de soja e goma ardbica com
antocianinas (MANSOUR et al, 2020); hidrolisado de Cynoscion guatucupa foi
microencapsulado e se efeito foi avaliado em Caenorhabditis elegans (LIMA et al., 2021);
produ¢do de microcépsulas para reducdo de sabor amargo de caseina hidrolisada (FAVARO
TRINDADE 2010); caracterizagao de microcapsula de 6mega 3 (KAUSHIK et al., 2014);
encapsulacdo de probidticos e avaliacao em condi¢des de congelamento e simulacao gastrica
(LEE et al., 2019); sangue de Cavia porcellus foi microencapsulado e caracterizado
(LIGARDA SAMANEZ et al., 2022).

Apesar dos estudos ja conduzidos com proteina hidrolisada e encapsulada, a grande
maioria concentra-se na caracterizagdo do encapsulado e pouca investigagdo tem sido
conduzida na busca do entendimento da estabilidade, bioatividade e biodisponibilidade de

peptideos bioativos em modelos vivos, sejam animais ou humanos, ficando os poucos estudos
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restritos a avaliagdo in vitro. Muitos fatores a respeito do processo de encapsulamento ainda
precisam ser desvendado como sistema e tipo de matriz, métodos usados no encapsulamento,
pureza e propor¢ao nucleo e matriz bem como condi¢des de encapsulagdo (MOHAN et al,

2015).
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL
Microencapsular o hidrolisado proteico de subprodutos do processamento de frango e
avaliar seu desempenho como complemento alimentar para alevinos de Tilapia do

Nilo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Caracterizar o hidrolisado (BRF Ingredients) quanto a propriedades fisico-quimicas e
comparar com as necessidade nutricionais de alevinos de tilapia do Nilo;
Caracterizar o encapsulado quanto a propriedades fisico-quimicas:
Produgao e incorporacao do hidrolisado microencapsulado na alimentacao de animais
aquaticos;
Avaliar o desempenho zootécnico e indices viscerossomaticos;

Avaliar parametros Histoldgicos de alevinos de tildpias apds desempenho zootécnico.
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CAPITULO I1

Caracterizacao fisico-quimica e avaliacdo das propriedades do hidrolisado de frango:
informacoes nutricionais para dietas de tilapia do Nilo

Luci Emi Ogava® * Antonio Cesar Godoy®,* = Leticia
Fantini-Hoag® * Vanessa Lopes Fernandes® = Celma
Negrini®* = Camila Dal Pisol* = Oldair Donizete Leite®
* Cristiane Canan® * Monica Lady Fiorese® * Wilson
Rogério Boscolo®

Graphical abstract

RESUMO
A produgdo de alimentos sera um grande desafio para o crescimento da humanidade nas

proximas décadas. Consequentemente, observamos a expansao da avicultura e da tilapicultura
como atividades comerciais. O objetivo deste estudo ¢ caracterizar e avaliar as propriedades
fisico-quimicas do subproduto hidrolisado de frango, visando sua utilizagdo como
complemento nutricional para Tilapia. O hidrolisado de visceras de frango (CVH) foi
caracterizado quanto a sua composicao centesimal: proteina (88.81%), lipidios (6.13%),
umidade (10.49%) e cinzas (4.7%); atividade de dgua (Aw 0.50); cor L*=44.19, a*=2.73,
b*=28.85, C*=28.98, h=84.77; habilidade de absor¢ao de dgua (103.73%), oleo (148.97%),
formagdo de emulsdo (94.33%), estabilidade de emulsdo (87.50%). A andlise calorimétrica
apresentou 5,377 kcal/kg, e andlise termogravimétrica demonstrou estabilidade entre 10 to
200°C, faixa de temperatura também empregada na extrusdo da ragdo. A avaliagdo de minerais
e metais mostrou potassio (K), enxofre (S), fosforo (P) como elementos principais e os
elementos toxicos cadmio (Cd), chumbo (Pb) e aluminio (Al) ndo foram detectados. Dos
acidos graxos detectados no perfil lipidico, 66,10% sdo saturados, 12,43% sao
monoinsaturados e 21,47% sdo poliinsaturados. A atividade antioxidante foi verificada pelas

metodologias  2,2-difenil-1-picril-hidrazil-hidrato (DPPH), 2,2-azino-bis (dcido 3-
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etilbenzotiazolina-6-sulfonico), (ABTS) e poder antioxidante redutor férrico (FRAP),
apresentando resultados de 61,8, 43,9 e 57,9% respectivamente. Os resultados indicam que o

hidrolisado de visceras de frango ¢ uma opg¢ao viavel para complementar dietas de tilapia.

PALAVRAS-CHAVE: Nutricao de peixes; residuos de frango; economia circular; atividade
antioxidante; perfil lipidico; minerais.

AUniversidade Estadual do Oeste do Parana. Rua da Faculdade, 354. Centro de Engenharias e
Ciéncias Exatas. Toledo/PR. Brasil.

®Auburn University. Auburn/AL. USA

“Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Avenida Brasil, 4232, Bairro Independéncia,
Medianeira/PR. Brasil

* Autor correspondente: E-mail: quimicocesargodoy@gmail.com

1. INTRODUCAO

Um grande desafio para a humanidade nas proximas décadas sera a producao de alimentos
para a crescente populagao mundial, que estima-se chegar em 9,23 bilhdes de pessoas em 2050
(Taagepera, 2014; dos Santos Cardoso et al 2021). Nessa perspectiva, a avicultura brasileira
estd em constante crescimento ¢ em 2020 produziu 13.845 milhdes de toneladas de frango,
colocando o Brasil na terceira posi¢do de maior produtor de frango no ranking mundial (de
Torres Bandeira et al, 2022). Como consequéncia da expansdo da avicultura, ha a producao
de residuos e/ou subprodutos gerados no abate e processamento. Estima-se que 30% do peso
do animal seja classificado como subprodutos ou residuos, constituidos por gordura, 0ssos,
sangue, visceras, penas € em alguns casos, partes de menor valor econdémico, como pés e
cabecas (dos Santos Cardoso et al 2021).

Estes residuos tém uma natureza muito complexa, principalmente devido ao seu teor
de agua associado, tendéncia a auto-oxidagdo rapida, alto nivel de atividade enzimatica e seu
grau patogénico (Jayathilakan et al., 2012). Tais residuos, passiveis de ma gestao, representam
uma ameaga a saude ambiental se ndo forem tratados de forma técnica e cientificamente
correta. A nado utilizacdo de subprodutos, o despejo de residuos soélidos em aterros nao
autorizados, a descarga de aguas residuais ricas em nutrientes em esgotos, corpos d'dgua ou
aplicacdo direta na terra representam sérios riscos ambientais e de saude, especialmente nos
paises em desenvolvimento (Ragasri e Sabumon, 2023).

Potanto, agregar valor aos subprodutos da cadeia da proteina animal e seus residuos,
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além de oferecer novas oportunidades para a industria, concorda com os principios
operacionais da economia circular para o desenvolvimento sustentavel (Suédrez-Eiroa et al.,
2019). E preciso considerar a conversio dessas matérias-primas em beneficios ambientais,
sociais € econdmicos para o desenvolvimento de novos produtos e ingredientes funcionais
com significativo valor agregado. E desejavel processar todos os subprodutos em produtos
valiosos para alimentagdo humana, animais de estimacdo, gado, produtos farmacéuticos ou
fertilizantes (Keijer et al., 2019; Mohan e Long, 2021; Suarez-Eiroa et al., 2019; Keijer et al.,
2019; Long e Mohan, 2021).

A tilapia do Nilo estd bem adaptada as condi¢des ambientais do Brasil, tornando a
tildpia uma atividade comercial com 357 mil toneladas em 2017 para 534 mil toneladas em
2021, representando 63% da producdo nacional e colocando o Brasil em quarto lugar no
mundo (PEIXE BR, 2022; Schulter e Vieira Filho, 2017). Observando o forte potencial de
crescimento da demanda interna e do mercado internacional (PEIXE BR, 2022), a demanda
por alimentos para aquicultura cresce proporcionalmente, e o principal componente protéico
da ragdo, a farinha de peixe, ¢ limitado pela demanda (Cardoso et al 2021; Boscolo et al,
2002). Este ingrediente compde a maior parte da racao e € o mais caro, elevando o custo final
do produto, tornando necessaria a busca por substitutos (Meurer et al, 2003; Boscolo et al.
2005).

Alternativas a farinha de peixe devem ser faceis de encontrar, baratas e simples de usar
e armazenar ao fazer racao (Gatlin et al., 2007). Estudos de digestibilidade da farinha de
visceras de frango, realizados por Pezzato et al. (2002) e dos Santos Cardoso et al. (2021),
demonstraram digestibilidade aparente semelhante quando comparada a farinha de peixe.

Diante do contexto descrito € com o intuito de colaborar para que residuos e
subprodutos possam ser reaproveitados e valorizados, este trabalho visa avaliar caracteristicas
fisico-quimicas, perfil lipidico e mineral, além de propriedades funcionais e bioldgicas como
atividades antimicrobiana e antioxidante do hidrolisado de visceras de frango comercial,

visando complementar a demanda nutricional da Tilapia.

2. METODOLOGIA

2.1 Matéria prima e reagentes

O hidrolisado de visceras de frango (CVH) foi fornecido pela Brasil Foods S/A - Setor BRF®
Ingredientes em Concoérdia-SC, Brasil, tendo como matéria-prima visceras, figado e carne de
frangos submetidos a hidrélise enzimatica. Todos os reagentes quimicos utilizados neste

estudo exibiram pureza analitica e 4gua ultrapure.
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2.2 Composicao centesimal

A composi¢ao proximal do CVH, que determina a umidade, contetido mineral, proteina bruta
e lipidios brutos, foi realizada de acordo com a AOAC, (2016). Os lipidios foram extraidos
com hexano, e o fator de conversao de nitrogénio de 6,25 foi usado para determinar a presenga

de compostos nitrogenados nas proteinas.

2.3 Caracterizacao fisica

2.3.1 Atividade de agua

ApoOs estabilizacdo a 25°C, a atividade de agua (Aw) foi medida em triplicata com o

equipamento Aqualab® 4TE (Decagon, Sao Paulo/SP, Brasil).

2.3.2 Cor

O colorimetro Minolta Colorimeter CR-400 (Japao) com componente de iluminagao especular
D65, observagao padrao de 10° e triplicata foi usado para determinar a cor. Usando o sistema
de cores CIELab (Commission Internationale de L'éclairage), os pardmetros L* indicam
Brilho (0 para preto e 100 para branco), a* indica a tendéncia de verde (-a*) para vermelho
(+a*), b* indica a tendéncia do azul (-b*) para o amarelo (+b*), h indica a tonalidade e ¢
representado pelo angulo (0° = vermelho, 90° = amarelo, 180° = verde e 270° = azul) e C *

indica saturacao de cor (Rezende et al., 2018).

2.4 Caracterizagao termogravimétrica
O perfil térmico do hidrolisado foi determinado com o Analisador Térmico STA 6000
(PerkinElmer) aquecendo 10mg do material em um cadinho de platina de 50°C a 600°C, na

taxa de 100°C min™' em atmosfera de nitrogénio a 10 mL.min"!,

2.5 Calorimetria
Com base em Chaves et al., (2018) com modifica¢des, o poder calorifico do CVH foi
determinado por Bomba Calorimétrica, marca lka, modelo C-200, utilizando

aproximadamente 400 mg de material seco, ¢ os valores foram expressos em KJ. g,

2.6 Caracterizagao das propriedades funcionais
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2.6.1 Capacidade de absorcao de agua e dleo

A capacidade de absor¢dao de 4dgua foi determinada de acordo com Kohn et al. (2015), e a
capacidade de absor¢ao de dleo foi determinada de acordo com Sosulski et al. (1976), ambos
com modificagdes e em triplicata. Em um tubo Falcom de 15mL, foram adicionados 1g de
hidrolisado e SmL de 4gua destilada ou SmL de 6leo de milho (Suavit, Maringd, Brasil) para
absorcao de agua ou dleo, respectivamente. A mistura foi agitada em vortex (Logen, LSM56-
4, Brasil) por 1 minuto, mantida em temperatura ambiente por 30 minutos e, em seguida,
centrifugada (Cientec, CT-5000R, Brasil) por 15 minutos a 3800 rpm e 25°C. O sobrenadante
foi entdo descartado, o hidrolisado foi repesado e o calculo baseado na equacao 1 foi expresso

como uma porcentagem do peso inicial:

Capacidade de absor¢do de agua e 6leo (%) _ peso final —'p‘es‘o inicial x 100 (1)
peso inicial

2.6.2 Capacidade de formagao e estabilidade de emulsdo

A capacidade de formagdo e a estabilidade das emulsdes foram avaliadas em triplicata a
temperatura ambiente de acordo com Cano-Medina et al. (2011). Amostras CVH (4g) foram
colocadas em béqueres de 50mL com SmL de tampao fosfato de soédio (0,01 mol.L!, pH 7,0)
e a mistura foi agitada vigorosamente (Fisatom, 713 D, Brasil) a 1000 rpm enquanto o 6leo
de milho foi adicionado ao ponto de emulsao com formacgao de fase homogénea e viscosidade
maxima. A emulsao (10mL) foi entdo transferida para um tubo falcon de 15mL e centrifugada
(Cientec, CT-5000R, Brasil) a 4000rpm e 25°C por cinco minutos. O volume de dleo em
excesso no sobrenadante foi entdo medido, subtraido do volume inicial e o calculo foi expresso
como % do volume inicial usando a equagdo 2. Para determinar a estabilidade desta emulsdo,
10mL da emulsdo formada foram colocados em um Tubo falcon de 15mL, aquecido a 80°C
por 30 minutos e centrifugado (Cientec, CT-5000R, Brasil) a 4000 rpm por 5 minutos a 25°C.
O sobrenadante foi removido com cuidado e a emulsdo pds-centrifugacao foi calculada e

expressa como uma porcentagem do volume inicial usando a equacao 3.

volume apos centrifuga¢ao <100 2)

Capacidade de formagao de emulsao (%) = - - =
volume pré centrifugacao

volume pos centrifuga ¢ao y

Estabilidade de emulsdo (%)= 100 (3)

volume pré centrifuga¢ao
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2.6.3 Capacidade de formacao de espuma e estabilidade de espuma

Com base na pesquisa adaptada de Mohanty, Mulvihill e Fox (1988), a capacidade de
formagao de espuma e a estabilidade da espuma foram avaliadas. Em um tubo falcon de 50mL,
foram adicionados 6g de hidrolisado de visceras, 10mL de tampao fosfato de sodio 0,01
mol.L-1, pH 7,0 e o volume inicial foi avaliado. Apds 10 minutos de vortex (Logen, LSM56-
4, Brasil), a amostra foi agitada vigorosamente por 1 minuto com um misturador espiral
(Reino Unido, BMM?2, Brasil) e o volume final foi medido mais uma vez. De acordo com a
equacgao 4, a capacidade de formacao de espuma foi entdo expressa como uma porcentagem
do volume inicial. O tubo foi deixado em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente
antes de ser reavaliado quanto a estabilidade da espuma. O valor foi expresso em percentual
da capacidade, conforme equagao 5:

volume pods agitacdo — volume pré agitacio 5

Formagio de espuma (%)= 100 “4)

volume pré agitagao

volume pods repouso «

Estabilidade da espuma (%) = 100 ®))

volume pré repouso

2.7 Caracterizagdo elementar: minerais e metais

Nesta investigagdo foram utilizados reagentes de grau analitico. O peroxido de hidrogénio
(H202) 30% m/m foi obtido da Vetec, Duque de Caxias, Brasil. Antes da digestdo do
hidrolisado e das dilui¢des, o acido nitrico (HNO3) (pureza 65%, Sigma Aldrich, St. Louis,
EUA) foi bidestilado em um sistema de quartzo (modelo DuoPur®, Milestone, Sorisole,
Italia). Para a descontaminagdo de todos os materiais foi utilizada soluc¢ao de limpeza HNO3
10% (v/v). Para calibracdo do ICP-OES, solucdes aquosas de referéncia foram preparadas
usando um padrio multielementar SCP33MS (10mg.L!, PlasmaCal ICP-OES & ICP-MS®,
SCP Science, Baie d'Urfé, Canadd). Com o auxilio de um sistema ultrapurificador (Master
System®, Gehaka, Sdo Paulo, Brasil), foram preparadas solucdes de referéncia e diluigdes
com agua purificada.

Para analise mineral, as amostras foram preparadas previamente: cada amostra de
hidrolisado foi pesada (0,500g) em recipientes fechados de 50mL de PTFE-TFM,3 mL de
HNO3 (65% m/v) e 2mL de H202 (30% v/v) foram adicionados, e as garrafas foram deixadas
em temperatura ambiente por 30 minutos. Utilizando o protocolo de digestdo, as amostras
foram submetidas a digestao umida em forno de micro-ondas (Multiwave GO®Plus, Anton

Paar, Graz, Austria): A mistura reaccional ¢ aquecida gradualmente durante 5 minutos até
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atingir 180°C, mantida a 180°C durante 10 minutos e arrefecida. O material de referéncia de
figado bovino (NIST, 1577¢c), digerido nas mesmas condi¢des que as amostras de hidrolisado,
foi usado para avaliar a precisdo, obtendo uma recuperagao de 93%.

Os elementos foram entdo determinados usando ICP-OES (Spectro, modelo Ciros
CCD®, Australia) equipado com um nebulizador pneumatico apds ajuste de volume da

amostra para 25mL com uma solu¢do de HNO; a 0,5% (v/v).

2.8 Lipideos e Acidos Graxos

Foram feitas adaptacdes aos trabalhos de Figueiredo et al. (2016) e Torquato et al. (2020) a
fim de identificar os acidos graxos presentes no CVH. Em um tubo falcon de 15mL, 0,1g de
CVH foi adicionado a de hidréxido de sodio e metanol (1,5 mol.L'"), seguido de
homogeneizacdo e sonicacdo continua (banho de ultrassom Elmasonic P60H, Elma
Ultrasonic, Alemanha) por 5 minutos a 25 Hz, 165W e 100% de poténcia. Finalmente, 1mL
de N-heptano e 500 pL de padrio tricosanoato de metila (Img.mL™"') foram adicionados,
agitados em vortex (Logen, LSM56-4, Brasil) e centrifugados (Cientec, CTS000R, Brasil) a
2000rpm, 25°C , por Imin. O material foi deixado em repouso sob refrigeragao (7°C) por 24
horas para separacdo total das fases, e a fase superior com acidos graxos esterificados foi
coletada e analisada em cromatografo a gas (Perkin Elmer, Clarus 680 GC, Waltham, MA,
USA ) equipado com detector de ionizagdao de chama (FID), coluna capilar de silica fundida
(100 m x 0,25 mm), fase estaciondria com 0,25 m CP 7420 cianopropil polissiloxano, gas
hélio carreador (1,1 mL min™'), chama de gas hidrogénio (40mL min™) e ar sintético (400 mL
min!). As temperaturas especificadas foram de 80°C (permanecendo por 1 min), seguido de
aquecimento em uma rampa de temperatura de 20°C min’! até uma temperatura de 160°C. Em
seguida, foi aquecido a 198°C, com rampa de 1°C min~' e por fim uma rampa de 5°C min™'
até atingir 250°C (permanecendo por 2 min). A temperatura do injetor foi de 240°C, a
temperatura do detector foi de 250°C e a divisdo foi de 1:150. Usando um integrador-
processador CG-300 (Scientific Instruments CG) e tempos de retengdo comparaveis ao padrao
FAME, os picos cromatograficos resultantes foram determinados e identificados (FAME com

37 Componentes, 18919-1AMP, Supelco, EUA).

2.9 Composicao de amino acido
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O aminograma das amostras de CVH foi determinado usando a metodologia de Zou et al.
(2015). As amostras foram pesadas e transferidas para um tubo de ensaio contendo 10 mL de
HCI com concentracdo de 6 mol L! e 0,1% de fenol, que foi selado e hidrolisado a 110°C por
22 horas. Apos o processo de hidrolise, as amostras foram secas a vacuo a uma temperatura
de 50°C. Apos levar a amostra a temperatura ambiente, a solug¢do foi filtrada e o volume
ajustado com agua destilada. Em seguida, 1 mL do filtrado foi transferido para um tubo e seco
a pressdo reduzida (50°C). O residuo foi dissolvido em 2 mL de dgua antes de ser seco
novamente sob pressao reduzida. As amostras foram posteriormente dissolvidas em 2mL de
solucdo de citrato de sodio (pH 2,2). Um filtro de 0,22 m foi usado para filtrar as amostras
homogeneizadas. O filtrado foi injetado em um analisador automatico de aminoécidos
(Hitachi 835-50, Toéquio, Japdo) para analise, com derivatizacdo de ninidrina pds-coluna.
Cada analise foi repetida trés vezes. Usando a area do pico, a concentragao de aminoacidos na

solucao foi determinada.

2.10 Atividade antimicrobiana

Foram feitos ajustes no método colorimétrico de microdiluicdo e corante resazurina 0,1%
utilizado por Dias et al. (2016) para avaliar a atividade antimicrobiana. Em meio Plate Count
Agar e cloreto de trifeniltetrazolio, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica e Escherichia coli foram cultivados. Microplacas
contendo 96 pocos foram carregadas com 100 pl. de meio de cultura Mueller Hinton e 100
pL de hidrolisado diluido no mesmo caldo com 5% de dimetilsulfoxido (DMSO) em
concentragdes variando de 55,6 a 0,027 mg.mL"!. Ao término do procedimento, 10uL (1,0 x
106 UFC mL™) de inéculo bacteriano foram adicionados a cada pogo. As microplacas foram
entdo incubadas a 35°C por 24 horas antes da adi¢do de 10 puL do corante resazurina (0,1
mg.mL™") e incubadas novamente na mesma temperatura por 30 minutos. Apos esse periodo,
a revelacao ocorre por meio de mudanca de coloragdo, sendo azul ou roxo indicando inibi¢ao
do crescimento e rosa indicando promog¢ao do crescimento. A concentragdo inibitdria minima
¢ usada para expressar os resultados. O antibiotico levofloxacino foi utilizado como controle
positivo, e bactérias em meio de cultura Mueller Hinton com 5% de DMSO foi utilizado como

controle negativo.

2.11 Atividade antioxidante
Para avaliar a atividade antioxidante, os compostos foram extraidos usando um método

adaptado de Rufino et al. (2007). Em um tubo falcon de S0mL, 0,3g de HV e 3mL de metanol
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70% foram agitados em vortex (Logen, LSMS56-4, Brasil) por 30 minutos, centrifugados
(Cientec, CT-5000R, Brasil) a 3600rpm, 25°C por 15 minutos , e o sobrenadante foi coletado
e colocado em um frasco de 10mL. A substancia foi extraida duas vezes e o volume do frasco

foi completado com 70% de metanol.

2.11.1 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) radical - ABTS

De acordo com Vignoli et al (2012), o potencial antioxidante foi determinado pela eliminagao
de radicais ABTS em triplicata usando estoque ABTS (estoque ABTS 7mM em persulfato de
potassio 2,45mM) diluido em tampao fosfato (pH 7,4) até a absorbancia em 730nm atingiu
0,700+0,020. Em 10uL da amostra foram adicionados 4mL da solugdo diluida de ABTS e a
absorbancia a 730 nm foi medida em um espectrofotometro UV-Vis (PerkinElmer, Lambda
XLS, Beaconsfield, Reino Unido) apds 6 minutos de reacdo. Os resultados foram relatados

em termos de equivalentes Trolox.

2.11.2 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate radical - DPPH

Com base em Guergoletto et al. (2020) e Vignoli, Bassoli e Benassi, (2011), a atividade
antioxidante foi avaliada usando o método de captura de DPPH em triplicata. 20uL da amostra
foram adicionados a um tubo de ensaio juntamente com 2 mL de tampao acetato 100 mM (pH
=35,5), 2 mL de etanol e 1 mL de solugdo DPPH (250 uM). O tubo de ensaio foi colocado em
escuridao absoluta a temperatura ambiente por 30 minutos. A absorbancia das amostras foi
subsequentemente medida a 517 nm usando um espectrofotometro (PerkinElmer, Lambda
XLS, Beaconsfield, Reino Unido). Os valores foram representados usando a equacao 6:

Ab
1A(100%) =100 — ——mesre__ x](0 (6)

amostra controle

2.11.3 Poder antioxidante de reducao do ferro - FRAP

Em triplicata, 90 uL de amostras de CVH foram adicionados a um tubo de ensaio contendo
2,7 mL de FRAP e 270 pL de 4gua ultrapura, seguido de vortex (Logen, LSM56-4, Brasil)
por 10 segundos e 30 minutos de incubagdo a 37°C . Apos esse periodo, a amostra foi avaliada
por espectrofotometro (PerkinElmer, Lambda XLS, Beaconsfield, Reino Unido) com leitura
de absorbancia a 595nm, sendo os valores expressos em equivalente de sulfato ferroso por

grama de amostra.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao proximal

A composig¢ao centesimal da CVH foi determinada e os resultados sdo apresentados na Tabela
1. Os teores de proteinas (88,81%) e lipidios (6,13%) da CVH a qualificam como uma fonte
potencial de proteinas e lipidios para fins comerciais. Em compara¢ao com outros animais, 0s
peixes tém uma maior exigéncia de proteina. A ragdo para peixes contém entre 28 e 50% de
proteina bruta (PB) (varidvel com base na espécie, habitat e estagio de desenvolvimento),
enquanto suinos e frangos requerem niveis de PB entre 14 € 16% e 18 a 23%, respectivamente

(Andrade et al. , 2015; NRC, 2011; Furuya et al., 2010).

Tabela 1. Caracterizagdo proximal, fisica, térmica e funcional de CVH

hidrolisado de visceras de

Caracterizagéo frango (Média +SD)

Caracterizagdo Centesimal e Termal

Umidade % 10,49+ 0,08
Cinza % 4,27+ 0,03
Proteina bruta % 80,81+ 0,53
Lipidio % 6,13+ 0,05
Calorimetria Kcal/Kg 5377
Caracterizagao propriedades fisicas

Atividade de dgua 0,50+0,02
Cor
L* 44,19+0,92
a* 2,73+0,15
b* 28,85+1,25
C* 28,98+1,37
h 84,77+0,05

Caracterizag¢do propriedades funionais %

Capacidade absor¢ao agua 103,73 £1,95
Capacidade absor¢ao 6leo 148,97+ 2,05
Abilidade de formagao emulsao 94,33+ 1,15
Estabilidade de emulsdo 87,50+ 3,53
Habilidade de formacgao e estabilidade espuma 0,00

Média £SD — Desvio Padrao; Cor - Diferengas usando CIE L* a* b* coordenadas

A tilapia do Nilo utiliza lipidios como fonte eficiente de energia e acidos graxos, sendo

vantajoso incluir lipidios em dietas de tilapias proporcionalmente ao valor energético deste
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nutriente (Davis, 2015). Os teores de proteinas e lipidios dos hidrolisados de subprodutos de
frango, que variam de acordo com a matéria-prima, sao 78,1% e 8,1%, respectivamente para
residuos em geral (Cardoso et al., 2021), 63,3% e 4,8% para intestino (Taheri et al., 2013) e,
74,04% e 1,16% para penas (Vimalraj et al., 2022), 84,66% e 0,7% para pés e cabega
(Bouhamed et al., 2018). Além do material de partida, varidveis associadas ao tipo de hidrélise
(acida, alcalina e enzimatica) e tempo impactam o rendimento e a qualidade das proteinas no
hidrolisado (Nawae e Suntornsuk, 2021). Os valores determinados para umidade e cinzas no

hidrolisado foram 10,49% e 4,7%, respectivamente.

3.2 Caracterizagao fisica
3.2.1 Atividade de agua

O CVH apresentou Aw de 0,50 (Tabela 1), compardvel aos valores observados para
hidrolisado de penas Aw 0,35 (Bouhamed et al., 2018) e hidrolisado de peixe Aw 0,53 (Terres
Ribeiro et al,2020). Esse indice ¢ ideal para armazenamento, pois valores de Aw acima de 0,6
podem promover o crescimento de bactérias (Pseudomonas, Staphylococcus, Salmonella e
Escherichia coli) e fungos (Aspergillus, Pencillum e Saccharomyces), diminuindo a qualidade

do hidrolisado (Lima et al., 2021; Barbosa-Canovas et al., 2020).

3.2.2 Cor

O CVH forneceu as seguintes coordenadas na anélise de cor: L*=44,19, a*=273, b*=28,85,
C*=28,98, h=84,77 (Tabela 1), onde a cor predominante ¢ um tom mais escuro amarelo com
um toque de vermelho. Taheri et al. (2012) determinaram que hidrolisados de cabeca e pés de
frango e hidrolisados de intestino de frango tinham uma tonalidade levemente esverdeada.
Vimalraj et al (2022) determinaram uma tonalidade semelhante, L*=37,53, a*=0,87,
b*=12,22, h= 85,41 e C*=12,26.

Estimulantes alimentares podem desempenhar um papel significativo em relagao a
melhoria do consumo de ragdo e taxa de crescimento dos peixes. No caso da tilapia, as
preferéncias alimentares e dietéticas estdo associadas a varios fatores que foram estudados
extensivamente, incluindo espécie e tamanho da tilapia (Turker et al., 2003), fotoperiodo (Rad
et al., 2006), tamanho e forma da dieta (Santiago et al., 1987), cor de fundo (Lucchiari et al.,
2007; Volpato et al., 2004), condi¢des de cultura (El-Sayed et al., 2013). Nesta investigacao
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mais recente sobre os efeitos da cor da racdo no desempenho de alevinos de tilapia do Nilo,
descobriu-se que as larvas preferem dietas de cor mais escura. No entanto, as investigacdes
visam obter uma melhor compreensdo das respostas alimentares a visdo de peixes ou estimulos

quimicos (Volpato et al., 2013).

3.3 Characterizagao das Propriedades Funtionais

3.3.1 Capacidade de absor¢ao de dgua e 6leo

O CVH foi capaz de absorver 103,73% e 148,97% de agua e 6leo respectivamente em relagao
a massa inicial (Tabela 1), situacdo também observada por Bouhamed et al., (2018) com
proteina de pena hidrolisada contendo 1,08g de 4gua e 1,95g de 6leo por g'! de amostra e
Razavizadeh et al., (2022) com 1,9 mL de 6leo por g de amostra em proteina hidrolisada de
pele de frango. Em 2012, Taheri et al., (2013) relataram alta capacidade de absor¢do de agua
(2,8 mL) e 6leo (2,8 mL) por grama de cabeca e pés de frango hidrolisados. Para a aplicagao
de CVH como suplemento nutricional em ragdo para peixes, a absor¢cdo demonstrada e as
caracteristicas de dgua e 6leo sugerem que ele ¢ um facilitador para a incorporagdo e mistura
efetiva dos constituintes hidrofilicos e hidrofébicos usados na formulacao do processo de

extrusao de ragao.

3.3.2 Capacidade de formagdo de emulsdo e estabilidade de emulsao

A capacidade de formacao e estabilidade das emulsdes em CVH foram de 94,33% e 87,50%,
respectivamente (Tabela 1), semelhantes aos observados por Bouhamed et al., (2018).
Residuos de aminoéacidos hidrofobicos e hidrofilicos funcionam como surfactantes e
contribuem para a estabilidade do sistema de emulsdo 6leo-em-dgua. Segundo relatos, os
peptideos devem conter pelo menos 20 residuos para exibir propriedades surfactantes

(Bouhamed et al., 2018; Elavarasan et al., 2013).

3.3.3 Capacidade de formagdo de espuma e estabilidade de espuma

O CVH nao demonstrou capacidade de formagao de espuma. Comportamento semelhante foi
observado para hidrolisados de pé e cabeca de frango (Taheri et al., 2012). Em contraste, os
hidrolisados de penas de frango exibiram formacao significativa de espuma (Bouhamed et al.,
2018). A formagdo de espuma ¢ dependente do tratamento de hidrélise aplicado ao residuo e
consequentemente do perfil (tamanho) das proteinas e aminoacidos produzidos (Bouhamed et

al., 2018; Bambirra Alves et al., 2020; Razavizadeh et al., 2022).
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3.4 Analise Termogravimétrica

O comportamento termogravimétrico do CVH foi investigado com foco em seu potencial uso
como aditivo alimentar. O processo de extrusdo, que ocorre em temperaturas entre 130 e
150°C e resulta na expansdo e gelatinizacdo da mistura de ingredientes, bem como na
producado de pellets de baixa densidade que flutuam na agua, ¢ um dos métodos mais comuns
para producdo de ragdo para peixes (Reis et al., 2012). A Figura 1 mostra o perfil
termogravimétrico da CVH. E possivel observar termoestabilidade no CVH até 200°C, com
perda de massa de aproximadamente 4,5%, provavelmente devido a perda de agua. A 250°C,
a perda de massa foi de aproximadamente 10%. Comportamento termogravimétrico
semelhante foi observado para hidrolisados de penas de frango (Mokrejs et al., 2010). Ao
analisar o perfil termogravimétrico, observou-se que o CVH ¢ um material termoestavel na
faixa de temperatura utilizada na producdo de racdo extrusada e, portanto, ¢ um candidato a

ingrediente no uso de extrusao para producao de racao.

3.4.1 Calorimetria - Energia Bruta

A energia dietética necessaria para o crescimento da tilapia € expressa como energia digestivel
(DE) ou energia metabolizavel (EM) (Furuya, 2013). Em muitos casos, a alta disponibilidade
de energia nas dietas leva a uma baixa ingestdo de proteinas e, consequentemente, de
nutrientes, resultando em deposicdo de gordura visceral e corporal, perda da qualidade da
carne, alta oxidagao de acidos graxos e menor vida de prateleira. A deficiéncia energética nas
dietas, por outro lado, causa a sintese de energia a partir de proteinas, o que aumenta as taxas
de conversdo alimentar e os custos de producao, além de promover aumento da excregdo de
amoOnia em ambientes aquaticos (Boscolo et al., 2006). O conteudo energético estimado por
quilograma de CVH foi de 5.377 kcal (Tabela 1), valor superior aos 1.195 kcal por quilograma
de hidrolisados de penas de frango (Soares et al., 2020). Boscolo et al. (2006) sugerem
alimentar alevinos de tilapia entre 2900 e 3400 Kcal de DE por quilo de racao.
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Figura 1. Termograma de hidrolisado de viscera de frango

3.5 Avaliacdo de minerais e metais potencialmente toxicos

Os animais aquaticos requerem elementos inorganicos ou minerais para 0S processos normais
da vida, incluindo a constru¢ao e manutencao do esqueleto, bem como a participagao desses
minerais em enzimas essenciais ao bom funcionamento do organismo animal. Os peixes de
cria¢do intensiva, em particular, também podem absorver alguns elementos inorganicos de
seu ambiente (Hardy, 2002). A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos na analise dos
elementos do CVH.

As principais fun¢des dos minerais essenciais nos peixes sao o desenvolvimento do
esqueleto, a manutengdo dos sistemas coloidais (pressdo osmotica, viscosidade e difusdo) e a
regulacao do equilibrio 4acido-base. O célcio e o fosforo sdo essenciais para o desenvolvimento
das estruturas esqueléticas do corpo e sdo normalmente necessarios na faixa de gramas.
Juntamente com fosfatos e bicarbonatos, sddio, potdssio e cloreto mantém a homeostase e o
equilibrio dcido-base. Tragos de metais como Fe, Mn, Cu, Co, Zn, Mo e Cr, entre outros, sao
componentes essenciais de hormonios, enzimas e/ou ativadores enzimaticos, e completam o
ciclo fisiologico necessario para a manutengao da vida (Hardy, 2002; Furuya et al., 2010). As
principais fungdes dos minerais essenciais nos peixes sao o desenvolvimento do esqueleto, a
manuten¢ao dos sistemas coloidais (pressdo osmotica, viscosidade e difusdo) e a regulacio do

equilibrio acido-base. O célcio e o fosforo sdo essenciais para o desenvolvimento das
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estruturas esqueléticas do corpo e sdo normalmente necessarios na faixa de gramas.
Juntamente com fosfatos e bicarbonatos, sddio, potassio e cloreto mantém a homeostase e o
equilibrio acido-base. Tragos de metais como Fe, Mn, Cu, Co, Zn, Mo e Cr, entre outros, sao
componentes essenciais de hormdnios, enzimas e/ou ativadores enzimaticos, € completam o
ciclo fisiologico necessario para a manutengao da vida (Halver e Hardy , 2002; Furuya et al.,

2010).

Table 2. Caracterizagao dos principais minerais no CVH.

MedidaConcentracao
Elemento (ppm) LOQ"

Média +-SD
Aluminio (Al) LOD? - 0.5
Bério (B) 4.76 0.85 0.05
Célcio (Ca) 9210 27 2
Cobre (Cu) 40.1 0.2 0.03
Cromo (Cr) 1.1 0.8 0.05
Cadmio (Cd) LOD? 0.03
Ferro (Fe) 140.3 4.6 0.2
Chumbo (Pb) LOD? - 0.1
Potassio (K) 7297 28 2
Manganés (Mn) 2.15 0.16 0.05
Magnésio (Mg) 854.3 8.6 0.1
Niquel (Ni) 0.37 0.23 0.05
Sédio (Na) 3827 20 2
Enxofre (S) 6.260 10 2
Zinco (Zn) 68.4 0.8 0.1
Fosforo (P) © 5273.7 4.6

2LOD Limite de deteccdo
®LOQ Limite de quantificacio
¢ Fosforo foi estimatedo por método colorimétrico

No presente estudo, a composi¢ao mineral do hidrolisado revelou a presenga de K, S,
P, Na, Ca, Mg e Fe como os elementos mais abundantes (em propor¢des variando de 0,1% a
0,78%). Outros elementos como Ba, Cu, Cr, Mn, Ni e Zn apresentaram concentragdes entre
0,37 e 68,4 partes por milhdo. Embora os peixes sejam capazes de extrair certos elementos da
agua (normalmente, os teores de Ca, Mg, Na, K, Fe, Zn, Cu e Se, derivados do meio aquatico
sdo suficientes para atender algumas das necessidades nutricionais), dietas desprovidas de
desses minerais resultam em perda de apetite, crescimento retardado, anemia hipocromica e
deformidades cranianas. Cloretos, fosfatos e sulfatos sao obtidos de forma mais eficaz a partir

de fontes alimentares em dietas de peixes (Webb, 2019; Furuya et al., 2010).
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O CVH apresentou oito dos dez minerais necessarios para a nutri¢ao da tildpia (Hardy,
2002), com excecao de iodo e selénio. Os niveis de concentracao dos elementos observados
no CVH atendem as exigéncias nutricionais da Tabela brasileira para tildpia, com excegdo do
Se, e sdo praticamente superiores aos observados no hidrolisado de penas de frango (Tabela
3). O CVH apresenta-se como uma fonte mineral alternativa para a tilapia.

A concentragdo e disponibilidade de fosforo na dieta de um animal sdo os dois fatores
mais importantes na retencao de fosforo (Sugiura et al., 1998). A concentracdo de fosforo no
hidrolisado foi de 0,53%, sendo maior que a concentragdo de 0,04% no hidrolisado de penas
de frango (Bouhamed et al., 2020), porém menor que a concentragao no hidrolisado de mucosa
suina com farinha de soja como matriz (0,80%) (Frikha et al., 2014). Como as dietas dos
peixes também sdo compostas por derivados vegetais, a concentracdo de fosforo do
hidrolisado avaliado foi compardvel ou superior a observada em algumas fontes vegetais,
incluindo cevada (0,28%) e milho (0,34%) (Sugiura et al., 1999), farelo de soja (0,22%)
(Parsons et al., 2023) e farelo de trigo (0,53 a 1,20%) (Eeckhout e De Paepe, 1994). Cerca de
dois ter¢os do contetido de fosforo em varios derivados de plantas esta na forma de fitato e,
como resultado, ndo esta prontamente disponivel para peixes e outras espécies monogastricas
(Fries et al., 2020; Signor et al., 2016). Além da baixa disponibilidade de fosforo, o fitato
reduz a disponibilidade de outros nutrientes dietéticos para os animais (Sugiura et al., 1999).
Portanto, a utilizacdo de ingredientes com alta disponibilidade desses elementos, como o

ingrediente avaliado, ¢ fundamental para o alcance de uma alimentagao balanceada

Table 3. Minerais requisitados para Tilapia, a concentracdo de alguns elementos presnte na
pena de frango hidrolisada e no CVH.

Fonte Ca P K Mg Fe Cu Mn Zn I Se
(%)° (%0)° (%) (%) (mg) (mg) (mg) (mg) (ug) (mg)

Hardy 2002* 10.03-0.65 0.9 RY 006 R 3.5 12 20 R R

Furuya 2010% | - 0.46-0.75 - - 60.0 40 - 79.5 - 0.25

Bouhamed, et | 0.2 0.04 02 0.06 - - - - - -

al 2018

Este trabalho | 0.9 0.53 0.73 0.08 140 40 2.15 684 - -

a - Percentual ou montante por kg alimento.

b - Requisicdo de calcio de peixes cultivado em agua doce varia de 0.03 a 0.65% da dieta.
¢ - Fosforo inorgénico.

d- Requerido#.

Além do potassio, que apresentou teores em torno de 0,78% (m/m), os teores

estimados de enxofre ficaram em torno de 0,63% (m/m). A presenga de enxofre ¢ um
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indicativo de aminoacidos sulfurados que podem sofrer decomposicdo durante o
armazenamento, causando um odor desagradavel devido a formagdo de compostos volateis
como o sulfeto de dimetila (Binsi et al., 2016). Elementos potencialmente toxicos e/ou
bioacumulativos como Cd, Pb e Al ndo apresentaram concentracdes significativas no
hidrolisado, ficando abaixo do limite de quantificacdao da técnica analitica.

A incorporacdao de hidrolisados de origem animal na alimentagdo de peixes pode
melhorar o consumo de ragdo, desempenho de crescimento, ser imunomodulador, melhorar o
estado oxidativo ou mesmo aumentar a resposta dos peixes ao estresse ou eventos infecciosos
(Bah et al., 2013). No entanto, uma analise mais abrangente dos constituintes ¢ importante. O
nivel de ferro, constituinte derivado da hemoglobina no sangue, deve ser monitorado para
manter limites adequados na dieta. A incorporagdo de hidrolisados de origem animal na
alimentacdo de peixes pode melhorar o consumo de ragdo, desempenho de crescimento,
imunomodulagdo, estado oxidativo e at¢ mesmo a resisténcia do peixe ao estresse e infeccao
(Bah et al., 2013). No entanto, uma analise mais exaustiva dos constituintes ¢ necessaria. O
ferro, componente derivado da hemoglobina, deve ser monitorado para manter niveis
adequados na dieta. O excesso de ferro pode ser toxico para os peixes, devido ao declinio do
sistema de defesa antioxidante ou disfuncao respiratoria (Singh et al., 2019; Resende et al.,

2022).

3.6 Lipidios ¢ Acidos Graxos

Os lipidios dietéticos sao importantes fontes de energia e acidos graxos essenciais,
importante ao desenvolvimento e crescimento dos organismos vivos. Os constituintes dos
lipidios desempenham papéis cruciais no crescimento, reproducdo, saide e, no caso dos
peixes, na qualidade da carne (Davis, 2022). Dietas deficientes em acidos graxos linoléico e
linolénico resultam em diminui¢do do apetite, crescimento lento, nervosismo (sindrome do
choque) e figado gorduroso em peixes; os lipideos da dieta devem preferencialmente ser
poliinsaturados para melhorar a flexibilidade e permeabilidade das membranas celulares
(Andrade et al., 2015).

A porcentagem média de lipidios extraidos da CVH foi de 6,2% em massa. Esse
percentual ¢ compardvel aos achados de dos Santos Cardoso et al., 2021 (8,1% em massa) e
Soares et al. (2020) (6,8% em massa) referente a hidrolise de subprodutos da cadeia de corte
de frango.

O perfil de 4cidos graxos dos hidrolisados de visceras revelou a presenca de 66,1% de

acidos graxos saturados e 34,12% de 4cidos graxos insaturados (Figura 2D). O 4cido graxo
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saturado mais abundante foi o acido palmitico, que compds 36,35 % do total de adcidos graxos.
Os dois 4acidos graxos monoinsaturados (MUFA) mais prevalentes foram os &cidos

palmitoleico (C16:1) e oleico (C18:1), respondendo por 5,41 e 3,11%, respectivamente.
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Figura 2: Perfil de acidos graxos obtido de CVH; SFA=acidos graxos saturados, MUFA=écidos graxos
monoinsaturados, PUFA=4cidos graxos poliinsaturados; Outros SFA<10mg.g’';Outros MUFA<I0mg.g!;

Outros PUFA<10mg.g’!

A maioria dos peixes sdo incapazes de sintetizar acidos graxos poliinsaturados (PUFA)
das séries n-3 e n-6; consequentemente, devem ser fornecidos na dieta (Davis, 2022). O acido
linolénico dietético, 18:3 n-3, e o acido linoléico, 18:2 n-6, sdo geralmente suficientes para
atender aos requisitos de PUFA dos peixes de dgua doce. Os hidrolisados de visceras de frango
apresenta 0,72% e 16,10% destes, respectivamente.

Segundo Boscolo et al. (2004), a adigao de lipidios na dieta da tilapia causa aumento
da gordura corporal. A tilapia requer 18:2 de acidos graxos da familia linoléica (Kubitza,
1999), sendo 1% suficiente para os alevinos de tilapia do Nilo. A exigéncia, segundo (NRC,
2011), € de 0,5%.

A adigao de acido linoléico (18:2n-6) a dieta da tilapia do Nilo melhora as variaveis
de desempenho produtivo, influencia o metabolismo e a propor¢ao de acidos graxos em filés
e figados e eleva o teor de proteina dos filés (Furuya et al., 2010). Nos trabalhos de Jiao et al.
(2020) e Luo et al. (2023), mais informacdes sobre o metabolismo celular de 4cidos graxos na

tilapia do Nilo podem ser encontradas.

3.7 Composi¢ao Amino acidos
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Os resultados da anélise de EAAs e NEAAs em CVH e outras fontes de hidrolisados (dos
Santos Cardoso et al., 2021) s3o apresentados na Tabela 4: proteina hidrolisada de figado de
porco (HSLP); proteina de muco suino hidrolisada (HSMP); proteina hidrolisada de penas
(HFP); e proteina hidrolisada de aves (HPP).

Na biossintese de proteinas de peixes, sao utilizados 20 aminoacidos (AAs), que sao
classificados como essenciais (EAAs) e ndo essenciais (NEAAs) e, como componentes
primarios do crescimento dos tecidos, sdo tipicamente os nutrientes mais caros na produgao
animal. Além de promover o crescimento, os aminoacidos e seus metabolitos sdo reguladores
cruciais das vias metabolicas primarias necessarias para manutengdao, imunidade,
comportamento, reproducdo e utilizagdo de nutrientes, entre outros (Li et al., 2009, 2021).
Estabelecer os requisitos dietéticos ideais de AA e caracterizar fontes alternativas de
proteina/AA tem sido, portanto, um dos principais focos da pesquisa em nutrigdo de peixes

(Li et al., 2009).

Table 4. Composi¢do de amino acidos (EAAs) e (NEAAS) em (%), do CVH e outros
hidrolisados, descritos na literatura
Este trabalho  Dos Santos Cardoso et al., (2021)

Amino acidos

Amino acido Essencial CVH# HSLP HSMP HFP HPP
(EAA) (%)

Arginina 4.98+0.17 2.66 2.26 4.86 4.77
Histidina 1.87+0.07 1.68 1.22 0.72 1.76
Isoleucina 3.21+0.11 2.83 2.32 3.79 3.06
Leucina 5.77+0.20 5.27 438 6.37 5.54
Lisina 5.11+0.18 3.82 4.07 2.00 4.89
Metionina 1.85+0.06 1.60 1.21 0.70 1.74
Fenilalanina 3.15+0.11 2.72 2.32 3.86 3.00
Treonina 3.10+0.11 2.44 241 3.25 2.95
Triptofano 0.58+0.02 0.70 0.22 0.43 0.51
Valina 3.95+0.14 3.65 3.01 8.03 3.76
Total EAA 33.57+1.17 27.37 2342  34.00 31.99

Amino Acidos Nio Essenciais (NEAA) (%)

Aspartic acid 6.88+0.24 5.60 4.87 5.74 6.60
acido glutamico 10.74+0.38 8.25 7.56 8.36 10.35
Alanina 5.15+0.18 3.89 3.34 3.76 495
Cistina 1.08+0.04 0.78 0.62 2.10 0.99
Glicina 6.69+0.23 3.99 3.67 6.07 6.42
Prolina 4.54+0.16 3.10 2.82 7.37 4.34
Serina 3.19+0.11 2.38 2.40 7.75 3.04
Taurina 0.80+0.03 0.22 0.30 0.15 0.73
Tirosina 2.44+0.09 2.05 1.95 2.51 2.31
Total NEAA 41.51+1.45 30.25 27.52  43.81 39.72
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Total amino acidos 75.08+2.63 57.62 5095  77.80  71.70
CVH=hidrolisado viscera de frango; HPP = hidrolisado proteina de frango; HFP = hidrolisado proteina de penas;
HSMP = proteina hidrolisada de mucosa suina; HSLP = proteina hidrolisada de figado suino # Calculo de %
expresso em gramas de CVH

Na andlise da CVH, aproximadamente 75% da proteina estd na forma de aminoacidos,
sendo 33% essenciais e 41% nao essenciais (Tabela 4). Essas porcentagens foram comparaveis
as observadas em hidrolisados derivados de aves, onde 34% da proteina eram EAAs e 44%
eram NEAAs. O hidrolisado de penas continha 72% de proteina, 32% de EAAs e 40% de
NEAAs. No entanto, hidrolisados protéicos obtidos de fontes suinas especificas (muco e
figado) apresentaram valores inferiores aos observados para CVH (51 a 58% de AAs, dos
quais 23 a 27% eram EAAs e 28 a 30% NEAAs).

Os processos pelos quais os animais utilizam AAs ou proteinas na dieta incluem
digestao, absorcao e metabolismo (Li et al., 2021). Estudos de caracterizagao de hidrolisados,
com subprodutos gerados no processamento do abate de aves (Bambirra Alves et al., 2020),
como fonte de nutrientes, demonstraram que as propriedades bioativas e funcionais desses
hidrolisados melhoraram parametros fisioldgicos, metabdlicos e imunologicos quando
incluidos como suplementos alimentares para animais. Segundo pesquisa (dos Santos Cardoso
et al., 2021), os hidrolisados protéicos avaliados (proteina e penas de aves e muco e figado
suino) sdo digestiveis o suficiente para serem utilizados em dietas de tilapia.

Os peixes obtém a energia necessaria para seus processos metabolicos e crescimento
pela oxidagdao de aminoacidos, acidos graxos e monossacarideos derivados da digestdo e
absor¢ao de proteinas, lipidios e carboidratos da dieta. A possibilidade de CVH fornecer uma
dieta rica em proteinas e aminoacidos, além de substratos energéticos ndo proteicos, como
lipidios e acidos graxos, pode aumentar a probabilidade de os aminoacidos serem usados para
a sintese de proteinas, em vez de substratos energéticos (Konnert et al., 2022). Além disso,
uma melhora na retencdo de aminoéacidos como proteina em peixes pode estar associada a
preocupagdes ambientais, pois os aminodcidos oxidados que ndo sdo retidos pelos peixes sao
excretados como amonia, o que pode contribuir para a eutrofiza¢ao do corpo d'agua.

Na Tabela 5 foram reunidas as exigéncias nutricionais de aminoacidos para tilapia,
com base nas condi¢gdes do NRC (2011) e Tabela Brasileira (Furuya et al., 2010) e os
resultados obtidos para CVH (% representado pelo aminoacido/proteina em CVH).

Com base nos resultados obtidos dos aminoacidos no CVH, Tabela 5, todos os dez
aminoacidos essenciais na dieta da tilapia (Furuya et al., 2010) estdo presentes no hidrolisado

em niveis comparaveis ou superiores aos especificados em NRC (2011) e a Tabela Brasileira
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de Nutricao de Tilépia. Destaca-se o teor de lisina do CVH, que foi de 4,14%. Este aminoécido
esta presente no tecido muscular da Tildpia, com maior concentragdo no filé (Teixeira et al.,
2008).

Os valores apresentados no NRC (2011) sdo derivados de pequenas modificagdes, que
se baseiam em informagdes do trabalho pioneiro de (Santiago e Lovell, 1987), que alimentou
pos-larvas de tildpia com dietas purificadas por oito semanas. Com o avanco do melhoramento
genético, novas tecnologias de processamento de alimentos e pesquisas em manejo, a

literatura tem apresentado novas tendéncias nas exigéncias nutricionais.

Tabela 5. Exigéncias nutricionais de aminoacidos compilados para tilapia do Nilo

Amino acidos CVH! NRC, (2011) Furuya et al., (2010)

(%) masculinizagao pos >100g

masculinizagdo
at¢ 100 g

Lisina 4.14+0.14 1.60 2.20° 1.532 1.38°
Metionina 1.50+0.05 0.70 0.75° 0.52° 0.47°
Metionina + 2.37+0.04 1.00 1.324 0.92* 0.83%
Cistina
Treonina 2.51+0.09 1.10 1.70° 1.18° 1.07°
Arginina 4.03+0.14 1.20 1.816 1.26° 1.14°
Fenilalanina+ 4.53+0.08 1.60 2.38° 1.65° 1.50°
Tirosina
Histidina 1.52+0.05 1.00 0.75¢ 0.526 0.47¢
Isoleucina 2.60+0.09 1.00 1.34° 0.93° 0.84°
Leucina 4.67+0.16 1.90 1.46° 1.01¢ 0.92°
Triptofano 0.47+0.02 0.30 0.43° 0.30° 0.27°
Valina 3.20+0.11 1.50 1.20° 0.836 0.75%

!(Percentagem (%) represented pelo CVH razdo amino acido/proteina;

*6Brazilian Table for Tilapia Nutrition :

2 - Mean value of digestible lysine requirement estimated as percentage of protein;

3 - Value of methionine presented in relation to lysine;

4 _Mean values of methionine + cystine were presented in relation to lysine, based on values of digestible amino
acids;

5 - Mean values of threonine were presented in relation to to lysine, based on digestible amino acid values;

6 Estimated values according to the relationship essential amino acid (including cystine and tyrosine)/digestible
lysine, from requirements determined for Nile tilapia;

Assim como foi observado para minerais, lipidios e acidos graxos, o CVH também ¢

uma fonte promissora de aminoéacidos como suplemento nutricional para tilapia.

3.8 Atividade Antimicrobiana
O CVH nao demonstrou atividade inibitéria contra Klebsiella sp, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Salmonella sp ou Escherichia coli usando a metodologia de
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microplaca. Um efeito semelhante foi detectado por Ovissipour et al. (2014) para larvas de
esturjdo persa, alimentadas com hidrolisado de visceras de atum e alimento vivo, onde a
sobrevivéncia e as contagens intestinais foram maiores em animais alimentados com Artemia
e Daphnia apos infeccdo por Aeromonas hydrophila. Em contraste, Siddik et al. (2020)
observaram um aumento na flora intestinal, principalmente de microrganismos Fusobacteria
e Firmicutes, em juvenis de barramundi alimentados com hidrolisado de atum e farinha
fermentada de subprodutos de frango.

De acordo com Kang et al. (2019), os peptideos t€ém a capacidade de eliminar
microrganismos direta e principalmente indiretamente, aumentando a atividade
imunomoduladora (atividade de anticorpos, macréfagos e leucocitos). Peptideos hidrolisados
com atividade antimicrobiana possuem peso molecular inferior a 10,0 kDa e sequéncia inferior
a 50 aminoacidos (Sidik et al., 2021) e dentre esses aminoacidos, peptideos cationicos como
Lisina e Arginina foram encontrados com maior frequéncia no atum ovos, e ha fortes indicios
de que sdo antimicrobianos (Phethchthumrongchai et al., 2022).

O hidrolisado de penas de frango tem sido oferecido aos microrganismos Cupriavidus
necator como fonte de nitrogénio para a producao de polihidroxialcanoato, um biopolimero
biocompativel e biodegradavel. Estudos com hidrolisado de subprodutos de frango como
substituto da peptona em meios de cultura para o crescimento de bactérias, fungos e leveduras

demonstraram um efeito antagonico promissor (Lasekan et al., 2013; Benesova et al., 2017)

3.9 Atividade Antioxidante

A dieta ¢ um fator abidtico significativo, pode influenciar o estresse oxidativo dos organismos,
e a composicdo da dieta, com ingredientes naturais ou artificiais, afeta o crescimento, o bem-
estar e a promocao da resposta imune (Hoseinifar et al., 2020; Martnez-lvarez et al., 2005;
Van Doan et al., 2020). Ensaios de eliminagao de radicais livres DPPH e ABTS e redugao do
poder FRAP foram usados para avaliar as propriedades antioxidantes da CVH. A Tabela 6

descreve os resultados dos potenciais antioxidants

Tabela 6. Potencial antioxidante do CVH

Actividade Antioxidante CVH Padrio

(mg mL") (mg mL")

0,88+0,00 2,00=+0,00 trolox
ABTS (43,90%)

0,31+0,00 0,50+0.00 trolox
DPPH (61,80%)
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0,18+0,01 0,3140,05 sulf.ferroso

FRAP (57,90%)

O CVH apresentou a maior atividade sequestradora do radical DPPH (61,8%) (Tabela
6). Quanto ao radical, o ABTS apresentou efeito menor (35,3%) que o DPPH. Outra
abordagem sobre a capacidade antioxidante ¢ avaliar o poder antioxidante contra a capacidade
dos compostos de reduzir ferro (III) a ferro (II) (FRAP). Substancias doadoras de elétrons
reduzem o complexo de cianeto férrico a complexo de cianeto ferroso. Na presente andlise, o
CVH apresentou 0,18 mg mL-1 (57,9%).

Segundo Hoseinifar et al. (2020), as fontes de inclusdo de micronutrientes,
macromoléculas e lipidios devem ser avaliadas com cautela, pois, dependendo da dose e do
modelo experimental, diferentes efeitos antioxidantes ou pré-oxidantes podem ser
antecipados. No trabalho de Razavizadeh et al. (2022) para varias condi¢des de hidrdlise
enzimatica de pele de frango, a atividade de eliminagdo do radical DPPH variou de 31,6 a
61,4%. O hidrolisado de farinha de sangue de frango ndo exibiu atividade seqiiestradora do
radical DPPH (Bambirra Alves et al., 2020), apenas com poder redutor (FRAP) quando

utilizado 1,7 mg mL™".

CONCLUSAO

O CVH apresentou composi¢cdo centesimal com baixos teores de lipidios e cinzas e altos
percentuais de proteina. A Aw foi inferior a 0,6, ideal para a inibigdo de microrganismos, € a
cor foi opaca e amarelada. Dentre as propriedades funcionais, absor¢dao de agua e oleo,
formacdo de emulsdes e estabilidade apresentaram percentuais elevados, mas auséncia de
formac¢ao de espuma. De acordo com a avaliacdo de minerais e metais, K apresentou a maior
concentragdo, seguido de S, P, Na, Ca, Mg e Fe, enquanto Cd, Pb e Al ficaram abaixo do
limite de detecgdio. A calorimetria revelou valores caldricos favoraveis (5.377 kcal kg'!) e
estabilidade térmica favoravel, conforme determinado pela analise termogravimétrica, com
perdas a partir de 250 graus Celsius. Os 4cidos graxos saturados foram os mais abundantes no
perfil lipidico do hidrolisado, seguidos pelos acidos graxos poliinsaturados. A atividade
antioxidante apresentou bons percentuais de inibigao pelas metodologias DPPH, seguidas por
FRAP e ABTS, onde a sonicagdo mostrou-se eficaz em aumentar o potencial antioxidante. O
hidrolisado de visceras de frango ¢ uma opgdo viavel para o enriquecimento de dietas
oferecidas a animais aquaticos, domésticos e de corte, entre outros, principalmente para

Tilapicultura, com base nos resultados apresentados.
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DESTAQUES

e Microcdpsulas sdo produzidas facilmente em grande escala, estdveis para

armazenamento e contem nutrientes desejaveis para o crescimento da Tilapia do Nilo;
e Dictas contendo hidrolisados microencapsulados podem substituir parcialmente a

farinha de peixe, principal fonte proteica atual, na produgao de tilapia e contribuir para

a seguranca alimentar sustentavel.
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RESUMO

A tilapicultura cresceu nas ultimas décadas juntamente com a melhoria na qualidade das
racdes processadas. Testes em residuos de frango hidrolisado e encapsulado como fonte
proteica para ragdo de tildpias tem ocorrido em substituicdo a atual proteina contudo sdo
poucos os estudos in vivo. O objetivo deste trabalho foi encapsular a proteina hidrolisada de
visceras de frango e avaliar seu efeito em alevinos de tildpias. As capsulas foram produzidas
em spray-dryer com goma ardbica (GA), maltodextrina (MD) e isolado proteico de soja (IS)
como encapsulantes e hidrolisado de visceras de frango (CVH) como encapsulado na
proporgao 5:1, 5:1 e 2,5:1 respectivamente. O teor de carboidratos (%) das cépsulas foi de:
IS: 4,60; MD: 76,30; GA: 72,50; proteina bruta (%): IS: 75,90; MD:11,20; GA: 12,10. A
avaliagdo de cor foi observado para todos as capsulas. O tamanho de particula ficou entre 1,39
a 1,40pum para IS, 1,17 a 1,59 um para MD e 0,91 a 1,01 um para GA. O potencial das
particulas (PZ) foi de: IS: 2,70mV; MD: -0,50mV; GA: -0,0lmV. Os grupos funcionais por
FTIR e a morfologia das capsulas por MEV foram observados, atestando o éxito do
encapsulamento pelas técnicas indicadas. As ragdes produzidas foram isoenergéticas
(ED:3500Kcal/Kg) e isoproteicas (PB:40%). O desempenho zootécnico foi avaliado em
sobrevivéncia, ganho de peso, conversdo alimentar, taxa crescimento especifico, taxa
eficiéncia proteica, comprimento total e peso final, além do teor de glicose e dos indices
viscerossomaticos, de gordura visceral e hepatossomaticos. No desempenho zootécnico, GA
apresentou diferenga nas médias em relagao ao CO e MD e IS nao apresentaram diferencas
estatisticas. Nao houve diferenca estatistica nos indices viscerossomaticos e histologia
muscular entre tratamentos. MD apresentou diferengas histologicas no figado e IS apresentou
diferenga na altura dos vilos intestinais. Encapsulados de proteina hidrolisada de frango
(CVH) usando maltodextrina e isolado proteico de soja como matriz sao indicados para
alevinos de tilapia com resultados semelhantes ao controle (CVH com 80,8% PB) utilizando

apenas 12,10% e 22,77% de proteina bruta proveniente do CVH respectivamente.

Palavras chaves: Tilapia do Nilo; hidrolisado visceras de frango; microencapsulamento;

Maltodextrina; Goma Arabica; Isolado proteico soja
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INTRODUCAO

A tilapia do Nilo ¢ a principal espécie aquicola produzida no Brasil, com producdo
estimada em 534 mil toneladas em 2021, ranqueando o pais como quarto maior produtor
mundial (ANUARIO PEIXE BR, 2022; SARDINHA, 2017; BARRETO, 2018). Com
tendéncia de forte crescimento para atender demandas nacionais e internacional, a expansao
sustentavel da aquicultura ¢ um componente critico para garantir alimento para 10 bilhdes de
pessoas até 2050 (2014; WAITE et al., 2014). Da mesma forma, a necessidade de insumos e
alimentos para atender a demanda da aquicultura cresce proporcionalmente.

As dietas oferecidas aos organismos aquaticos criados em cativeiro sdo formuladas
com uma mistura de matérias-primas de origem animal e vegetal. A farinha de peixe, principal
insumo de origem animal, ¢ considerada uma fonte proteica de qualidade (66% de proteina
bruta), no entanto, ¢ um dos ingredientes mais caros da ragdo e apresenta limitagcdes de
disponibilidade para atender a demanda, portanto, novas fontes de proteina animal tem sido
exaustivamente estudadas (NAYLOR et al., 2021; MONIRUZZAMAN et al., 2020)

J4 o aumento de fontes proteicas vegetais na dieta, para substituir parcialmente a
farinha de peixe, levantam véarias preocupagdes € questionamentos como competicao entre
alimentos e racdes, pegada de carbono associado ao uso de terra e da 4gua bem como questoes
ambientais associado ao desmatamento para aberturas de novas area de cultivo (AUBIN et al.,
2019; HUA et al., 2019). A incorporacdo de dietas com insumos vegetais ¢ altamente
dependente da espécie de peixe considerada (sendo mais negativa em peixes marinhos
carnivoros) e do nivel de inclusdo na dieta (DANIEL, 2018; NAYLOR et al., 2021) devido a
presenga de fatores antinutricionais como inibidores de proteases, lecitinas, fitatos,
glucosinolatos, saponinas e taninos (FRANCIS et al., 2001).

Atualmente, hidrolisados proteicos, obtidos de subprodutos de origem animal, estao
sendo utilizados, como ingredientes em dietas de peixes e, o desempenho (AKSNES et al.,
2006; KOTZAMANIS et al., 2007; OVISSIPOUR et al., 2014) e a imunidade dos peixes
(GILDBERG, et al., 1996; LEDUC et al., 2018) tem sido avaliados. Teores proteicos,
superiores aos observados em fontes vegetais, bem como a presenca de aminoacidos e
peptideos bioativos de baixo peso molecular, além de acidos graxos, tem sido observado
nestes hidrolisados (SIDDIK, et al., 2021). O hidrolisado de visceras de frango (CVH) tem
sido avaliado como uma potencial fonte dietética em estudos de nutri¢ao da tilapia do Nilo.
Estudos de digestibilidade realizados por dos Santos Cardoso et al. (2021), demostraram
similar digestibilidade aparente do CVH quando comparado a farinha de peixe. Rocha et al,

(2021), avaliaram o desempenho produtivo de alevinos de tilapia do Nilo, alimentados com
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dietas contendo diferentes porcentagens (1 a 6%) de CVH, em substitui¢do a farinha de peixe.
Segundo os autores, a inclusdo do CVH nas dietas melhorou os aspectos produtivos de
alevinos de tilapia do Nilo, e recomenda a inclusdo de 3% do CVH na dieta, em relagdo a dieta
contendo farinha de peixe, para melhor expressao da performance produtiva.

Um estudo de caracterizagdo fisico quimica, do CVH, visando informagdes
nutricionais para dietas de tilapia do Nilo, foi realizado por OGAVA et al, (2023), contendo
88,81% m/m de proteina (destes 75% na forma de amino 4cidos AA, sendo 33% de AA
essenciais e 41% de AA ndo essenciais) e, 6,13% m/m de lipideos. Na andlise do perfil
lipidico, 66% foram caracterizados como &cidos graxos (AQG) saturados, 12,4% de AG
monoinsaturados e 21,5% de AG poli-insaturados. Na avaliagdo de minerais, foram
determinados no CVH, oito minerais, (Ca, P, K, Mg, Fe, Cu, Mn e Zn) dos 10 requeridos para
anutricao da tilapia, em concentragdes adequadas. Os autores também observaram capacidade
antioxidante in vitro do CVH, e, sugerem o enriquecimento de dietas com CVH,
principalmente para tilapicultura.

A escolha da melhor férmula alimentar esta diretamente relacionada as taxas de
crescimento e saude dos animais aquaticos, pois afeta tanto a disponibilidade quanto a
utilizacao de nutrientes no trato gastrointestinal (TRICHET, 2010; CHEN, et al., 2020). Nos
experimentos para avaliar os efeitos dos hidrolisados proteicos obtidos de fontes vegetais e
animais, em substitui¢do a farinha de peixe ou como aditivo alimentar (SIDDIK, et al., 2021;
LIANG, et al., 2006; NWANNA et al., 2004; ZHENG et al., 2013), a quantidade incorporada
de hidrolisados na dieta ¢ muito variavel, normalmente superior a 3% (ROCHA et al., 2021;
SOUZA, 2020) e, incorporada pela mistura aos demais constituintes no preparo da ragao.
Poucos trabalhos na literatura relatam a entrega de hidrolisados (que contém por exemplo
peptideos bioativos) na forma microencapsulado.

O processo de microencapsulagdo ¢ utilizado para modificar e melhorar a aparéncia e
propriedades de algumas substancias, tendo também funcdo importante na diminuicao das
interacdes da substancia encapsulada com fatores ambientais, controlando a lixiviagdo de
moléculas (como aminoacidos) evitando assim a perdas de nutrientes soluveis (PEREIRA et
al., 2018). Nutrientes microencapsulados, podem ser melhor distribuidos ao longo do trato
gastrointestinal, pois estdo mais protegidas da absorcao precoce. Portanto no presente trabalho
o objetivo foi produzir e caracaterizar o microcapsulas de hidrolisado e avaliar o desempenho
e a histologia de tilapias do Nilo com dietas contendo hidrolisado de visceras de frango

microencapsulado e ndo encapsulado.
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1 METODOLOGIA
Producado do Encapsulado

O encapsulamento do CVH foi realizada através do método spray dryier (MSDi 1.0,
Labmaq do Brasil, Ribeirdo Preto/SP, Brasil) e a propor¢ao parede e hidrolisado e as
condig¢des do processo foram baseados nos trabalhos de Ortiz et al. (2008) e Kurozawa et al.
(2009) (Tabela 1). Segundo os autores, as propor¢des utilizadas resultaram em éxito no
encapsulamento de proteinas, utilizando as paredes selecionadas neste trabalho. Desta forma,
foi definido um planejamento fatorial fracionario para avaliar o efeito de duas varidveis,
propor¢ao de hidrolisado (m/m) e temperatura (C°).

Foram selecionados maltodextrina, goma arabica e isolado proteico de soja como
material de parede para o processo de encapsulamento. Os materiais encapsulantes
maltodextrina ou goma ardbica, foram diluidas em 300mL de 4gua destilada seguida do
hidrolisado previamente pesado e agitado vigorosamente (agitador Fisatom, 713 D, Brasil a
1000 rpm/2 min) até completa dissolugdo. Para o encapsulamento de isolado proteico de soja,
o encapsulante foi previamente pesado, 300mL de 4dgua destilada foi adicionado e agitado
vigorosamente (Ultra-turrax IKA T 25 digital 18000rpm/2min) até dissolugdo total e por fim,
o pH foi ajustado em 8,0 (NaOH 1M ou HCI 1M). Sob agitacao constante (agitador magnético
Fisatom 752A), para evitar a decantagdo e promover homogeneidade de entrada, as solucdes
foram atomizadas nas temperaturas de 170 °C e propor¢ao 5:1 maltodextrina ou goma
arabica:hidrolisado de visceras e 120 °C e proporgao 2,5:1 isolado proteico de soja:hidrolisado
de visceras. A pressao de compressao do ar foi de (2—4 Bar), fluxo de ar de (3,5 L/min), bomba
peristéltica alimentadora de 0,5 L/h com bico atomizador de 1 mm de abertura. O material foi
coletado do ciclone base em vidro de borosilicato, pesado e estocado a temperatura ambiente

até analise.

Tabela 1. Relacdo do material encapsulante e encapsulado e parametros utilizados na

produgdo dos encapsulados

Material para producdo das Proporgao Temperatura
. ) encapsulante/encapsulado Torre secagem
microcapsulas o
(m/m) C
Goma Arabica/Hidrolisado 5:1; 10:1; 15:1 160; 170; 180
Maltodextrina/Hidrolisado 5:1; 10:1; 15:1 160; 170; 180
Isolado proteico soja/Hidrolisado ~ 2,5:1; 4:1; 9:1 120; 130; 140

Vazao da solugdo: 0,5 mL/h; vazio de ar 3,5L/min: compressao de ar 2-4 Bar
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Colorimetria

Para determinacdo de cor, foi utilizado o Colorimetro Minolta CR-400 chromameter
(Japan) com componente especular D65 de iluminagdo, 10° observagao padrao e em triplicata.
Através do sistema de cor CIELab (Commission Internationale de L'éclairage), os parametros
L* indica Luminosidade (preto=0 a branco=100), a* indica a tendéncia do verde (-a*) ao
vermelho (+a*), b* indica tendéncia do azul (-b*) ao amarelo (+b*), h indica a tonalidade e ¢
representada por angulo (0°=vermelho, 90°=amarelo, 180°=verde e 270°=azul) e por fim, C*

indica a saturagdo da cor (REZENDE et al., 2018).

DLS — Espalhamento de luz dindmica

O didmetro médio das microcapsulas foram determinados por espalhamento de luz
dinamico utilizando equipamento Litersizer 500, com angulo em backscatter, etanol como
solvente, 25 °C e célula de Quartz. Os valores calculados sob a distribui¢ao de tamanhos em
intensidade e o didmetro médio foi determinado com base na intensidade da luz dispersa do

material (MALVERN, 2011).

PZ — Potencial Zeta
O potencial zeta foi determinado por equipamentos Zetasizer 500 Anton Paar, Austria,
Malvern Instruments, a 25 °C utilizando etanol para diluicdo da amostra. As médias de

potencial zeta das amostrar foram coletadas do equipamento.

FTIR Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Para identificacdo dos principais grupos funcionais do hidrolisado em estudo foi
utilizado a técnica de FTIR-Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
através do equipamento PerkinElmer, FT-IR Spectrum 100S (USA) com Universal ATR.
Amostra em quantia suficiente para encobrir o cristal de diamante/ZnSe foi utilizado e amostra

escaneada de 4000 a 600 cm™! em transmitincia com resolucio de 4 cm™!.

MEYV Encapsulado
A caracterizagdo morfoldgica das microcapsulas foi realizada por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) (SILVA, 2021). As amostras foram colocadas em uma fita

adesiva dupla face de carbono fixada em um suporte (stub) e metalizada com ouro-palddio por
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Imin:30 seg até atingir espessura de 6-9 nm aproximadamente, utilizando-se o sputter SC7620
Quorum Mini Sputter Coater/Glow Discharge System. O microscopio eletronico de varredura

utilizado foi o Zeiss EVO-MA10, operando em voltagem de 10 kV.

Elaboracdo da racdo

Afim de determinar a melhor composicdo da ragdo para o desempenho produtivo,
analise proximal do encapsulado foi realizado. Foi determinado umidade, cinzas, proteina e
lipideos dos encapsulados de maltodextrina, goma arabica e isolado proteico de soja como
parede e foi conduzida baseado em protocolos da AOAC (2016). Os lipidios foram extraidos
com hexano e para determinagdo de compostos nitrogenados em proteinas foi, utilizado o
valor de 6.25 como fator de conversdo do nitrogénio.

Com base nesses resultados, a racao foi formulada de modo que cada tratamento fosse
isoenergética, isoproteica e isoaminoacidica, isoaminoacidica com base em exigéncias
nutricionais da tilapia, NRC (2011). Foi definido 3% de inclusdo de elemento alvo CVH in
natura para o tratamento controle (CO) e encapsulados de CVH com isolado proteico de soja
(IS), maltodextrina (MD) e goma arabica (GA) como material de paredes. Todos os
ingredientes foram pesados, individualmente, brevemente homogeneizados, triturados em
moinho do tipo martelo (MCs 280, Vieira Moinhos e Martelo, Tatui-SP, Brasil) em peneira
de 0.3mm por duas vezes e homogeneizados novamente por 15min em misturador tipo “Y”
(MA 200, Marconi Equipamentos Laboratorios, Piracicaba-SP, Brasil). Foi adicionado em
torno de 22% de agua, homogeneizado manualmente, peneirado e extrusado em matriz de
Imm (Exteec Maquinas, Ribeirdo Preto-SP, Brasil). Apds extrusdo a rag¢ao foi seca em estufa
de recirculagdo de ar por 24 horas a 55 °C (modelo TE-394/3-D, Tecnal Equipamentos
Cientificos para Laboratorios, Piracicaba-SP, Brasil) por 24h para entdo receber o percentual
de 6leo de soja previsto na formulagao. A ragao foi embalada e acondicionada sob refrigeragao
(4 °C) até sua utilizagao.

As formulacgdes das dietas (formulagdes das ragdes experimentais) foram elaboradas
de forma isoenergética, isoproteica e isoaminoacidica com base em exigéncias nutricionais da
tilapia, NRC (2011). O efeito do encapsulamento hidrolisado proteico de soja CVH foi
avaliado nas dietas, incorporando o CVH sem encapsulamento na dieta controle e com
microencapsulados de CVH com: maltodextrina na razdo 1:5; goma arabica na razdo 1:5 e
com isolado proteico de soja na razdo 1:2,5. Foram incluidos 3% de CVH e microencapsulado

de CVH das respectivas dietas, conforme apresentado na Tabela 6.
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Tabela 2. Composicao das dietas experimentais elaboradas, contendo hidrolisado de visceras
(CVH), microencapsulado com maltodextrina, goma arabica e isolado proteico de soja.

Dieta Experimental (%)

Ingredientes Controle Microcapsula Microcapsula Microcapsula
Hidrol. Visceras MD:CVH GA:CVH IS:CVH

BRF PHF CNC 17102017 3,00 0,00 0,00 0,00
Calcario 0,34 0,42 0,42 0,39
DL-Metionina 0,42 0,43 0,44 0,43
Fosfato bicalcico 1,92 1,87 1,89 1,89
Encapsulado HV:maltodextrina 0,00 3,00 0,00 0,00
Encapsulado HV:goma ardbica 0,00 0,00 3,00 0,00
Encapsulado HV:isol. prot. soja 0,00 0,00 0,00 3,00
L-lisina 0,32 0,32 0,35 0,34
L-treonina 0,52 0,51 0,53 0,52
Milho grao 25,00 25,00 25,00 25,00
Oleo de soja 3,84 4,46 4,53 4,57
Penas farinha 8,00 8,00 8,00 8,00
Premix Peixe 1,00 1,00 1,00 1,00
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50
Sangue Farinha 4,00 4,00 4,00 4,00
Soja Conc. Proteico 28,93 33,13 33,01 29,05
Trigo Farinha 12,17 7,35 7,31 11,27
Visceras Farinha Aves 10,00 10,00 10,00 10,00
Nutrientes (%)

Amido 24,98 23,58 21,26 24,29
Arginina Total 2,79 2,86 2,84 2,83
Calcio 1,20 1,20 1,20 1,20
ED Tilapia (Kcal/Kg) 3500 3500 3500 3500
Fenilalanina+Tirosina total 3,22 3,42 3,41 3,22
Foésforo total 1,00 1,00 1,00 1,00
Gordura 7,05 7,44 7,49 7,64
Histidina Total 1,04 1,05 1,05 1,05
Isoleucina total 1,66 1,69 1.67 1,68
Leucina total 3,14 3,18 3,16 3,16
Lisina total 2,60 2,60 2,60 2,60
Metionina+Cistina Total 1,69 1,76 1,77 1,70
Metionina Total 1,00 1,00 1,00 1,00
Proteina bruta 40,00 40,00 40,00 40,00
Sodio 0,30 0,30 0,30 0,30
Treonina total 2,20 2,20 2,20 2,20
Triptofano total 0,46 0,47 0.46 0,46
Valina total 2,23 2,25 2,24 2,24

Niveis de garantia por quilograma do produto: vit. A -500.000 UT; vit. D3-200.000 UTI; vit. E -5.000 mg; vit. K3-
1.000 mg; vit. B1-1.500 mg; vit. B2-1.500 mg; vit. B6-1.500 mg; vit. B12-4.000 mg; acido foélico -500 64mg;
pantotenato de célcio -4.000 mg; vit. C —15.000 mg; biotina -50 mg; inositol -10.000 mg; nicotinamida -7.000
mg; colina -40.000 mg; cobalto -10 mg; cobre -500 mg; ferro -5.000 mg; iodo -50 mg; manganés -1.500 mg;
selénio -10 mg; zinco -5.000 mg.
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Desempenho zootécnico

Para a realizagdo do desempenho zootécnico, foram adquiridos 550 alevinos,
distribuidos em 20 tanques de 15 individuos com peso em torno de 8,0+0,25g, distribuidos
em um delineamento inteiramente casualizado. O sistema foi equipado com filtro mecanico,
sistema de aeragdo e sistema de recirculacao constante. Em quintuplicata, trés tratamentos
com inclusdes de encapsulado (Goma Arébica, Isolado proteico de soja e maltodextrina) e um
tratamento Controle com inclusdo de hidrolisado de visceras. Foram elaborados e ofertados
em seis momentos do dia (8h; 10h; 12h; 14h; 16h e 18h) até saciedade aparente por 30 dias.
Os parametros amonia e nitrito foram monitorados duas vezes ao dia e a temperatura, oxigénio
dissolvido e pH foram aferidas por multiparametro (YSI-PRO PLUS) a cada trés dias, nos
tanques e no filtro. A sifonagem dos tanques foram realizadas diariamente e do filtro quando
se fez necessario. A biometria dos alevinos foi realizada no inicio e ao final do experimento.

Ao final dos 30 dias, os animais foram mantidos em jejum por 24h, anestesiados com
100mg/L de benzocaina (OKAMURA et al., 2010). Todos os individuos tiveram seu pesos €
medidas aferidos e trés animais tiveram o sangue coletado da veia caudal usando seringa ndo
heparinizada de 1 ml e monitorado quanto niveis de glicose por aparelho medidor de glicose
(monitor de glicemia Free Style Optium Neo, Abbott) antes de serem sacrificados e as visceras
e gordura mantidos em gelo logo apods serem retirados, até serem medidos, pesados e
separados para analise histoldgica.

De acordo com NRC (2011), os seguintes parametros zootécnicos foram avaliados
segundo equacdes 1 a 5:
Peso Final (g): Peso do animal ao final do experimento
Comprimento Total (cm): Comprimento total do animal ao final do experimento

Ganho Peso (g): (Peso final — Peso inicial) (1)

Inpeso final (g) —Inpeso inicial (g)

Taxas Crescimento E ifico (%): x100 2
s Crescimento Spectiico (A)) Tempo experimento (dias) ( )
Conversdo Alimentar Aparente (g/g): Alimento consumido 3)
p gg)- Ganho em peso
CA . Ganho em peso
Taxa Eficiéncia Proteica (%): - P _x100 (4)
Proteina consumida
C A . numero peixes final
Sobrevivéncia (%): P 0 5)

numero Peixes inicial

Os indices viscerossomaticos foram analisado segundo célculos segundo equagdes 6, 7 ¢

8:

peso do figado (g) %100 (6)

ndi At 0/
Indice hepatossomatico (%): Ses0 final (@
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(peso da gordura(g)

Indice de gordura viscerossomatico (%): x100 (7

peso do peixe (g)

eso das visceras
p Ceras & ¥100 (8)
peso do peixe (g)

[ndice viscerossomatico (%):

Para analise histologica, amostras de figado, misculo e intestino (por¢ao mediana) foram
acomodadas em cassete histologico devidamente identificado e imerso em solu¢ao Alfac por
24h, retirado e mantido em alcool (70%) até o processo de fixac¢ao e diafanizagdo. O processo
seguinte de desidratagdo ocorreu em trocas crescentes de concentracao de alcool (70 a 100%),
em seguida foi utilizado xilol para a diafanizacdo e os blocos com os tecidos foram
confeccionados em parafina para realizar os cortes histoldgicos. Os blocos foram acomodados
e os cortes de Sum de espessura foram realizados em micrétomo (Microm, International Gmbh
69190), acomodados em laminas devidamente identificadas ¢ submetidas a técnica de
coloracdo HE (hematoxilina e eosina). As laminas foram analisada em microscopio optico
(Olympus Optical, modelo BX51) com camera digital (Olympus DP 25) acoplada para captura
de imagens. Nos cortes de musculo foram avaliados 200 estruturas ¢ tomadas medidas de
menor tamanho. As medidas foram separadas em a) menor que 5 um (<5 um), b) de 5 a 10
pm, c) de 10 a 15 pm, d) de 15 a 20 um baseado na metodologia de Valente et al. (1999). O
tecido hepatico foi avaliada pelo niimero total de hepatocitos em uma area de 10000 um em
aumento de 40x e para determinar as alteragdes no intestino, foram mensurados a altura,
largura e perimetro de 50 vilosidade em aumento de 10 e 20x. Os dados obtidos foram
submetidos a analises de varidncia (ANOVA) e quando observadas diferencas significativas,

as médias foram submetidas ao teste de Tukey quando p<0,05.

Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica com o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk’s, teste de homogeneidade de Levene e para verificacdo de diferengas nas
médias, utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) ao nivel de significancia de 5%. Para
evidentes diferencas, os dados foram submetidos ao teste de comparagdo multipla de médias

de TUKEY. O software utilizado foi STATISTICA 7.0® (STATSOFT, 2005).
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtengdo e caracterizagdo dos microencapsulados de hidrolisados de visceras de frango
empregando isolado proteico de soja, goma ardbica e maltodextrina como material de
parede.

No presente estudo, utilizamos a tecnologia de microencapsulacio do CVH,
empregando como materiais de parede, carboidratos (goma ardbica e maltodextrina) e proteina
(isolado proteico de soja), pela técnica de spray drying, sem a intencdo de melhorar o
rendimento de encapsulamento dos compostos testados. A maioria dos processos tecnologicos
desenvolvidos em microencapsulacao refere-se apenas a uma substancia ou tipo de substancia
com as mesmas propriedades quimicas (ALEXAKIS et al., 1995; HILDEBRAND; TACK,
2000; UDDIN et al., 2001).

Assim o objetivo do microencapsulamento foi envolver os constituintes do CVH
(biomoléculas) para que sejam protegidas e posteriormente, incorporadas como constituintes
na ragdo e, avaliar seu efeito sobre o desempenho, aspectos morfoldgicos e histologicos da
Tilapia, na perspectiva que o encapsulamento possam promover uma liberagdo diferencial dos
nutrientes protegidos ao longo do trato digestorio-intestinal.

Neste contexto, antes do processo de secagem por pulverizagdo (spray drying,) testes
preliminares operacionais buscando obter uma mistura homogénea entre o CVH e os
carreadores ou materiais de parede (goma arabica, maltodextrina e isolado proteico de soja)
com intuito de obter microcapsulas que nao comprometessem sua produgao no equipamento
(devido ao entupimento do bico atomizador). Nestes testes também buscou-se obter uma
relacdo de equilibrio entre a Temperatura de atomizagdo, (°C), vazdo de bombeamento da
mistura homogénea (L/h) e, a vazdo do ar (L/min), para se obter um produto encapsulado com
caracteristicas de umidade adequada.

Apos atomizacao nas condigdes estabelecidas na Tabela 1, foram selecionados os
encapsulados com maior teor proteico uma vez que houve éxito na formagdo todas as
microcapsulas. As temperaturas indicadas na tabela foram especificas para cada proporg¢ao,
seguindo trabalhos de referéncia.

Na Tabela 2, sao apresentados as proporg¢oes entre parede/hidrolisado e as condi¢des

operacionais pré-estabelecidas, utilizadas para a obten¢do das microcapsulas.
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Tabela 3. Relagdo do material encapsulante e encapsulado e parametros utilizados na

produgdo dos encapsulados

Material para produgao das Proporgao Temperatura
. encapsulante/encapsulado  Torre secagem
microcapsulas o
(m/m) C
Goma Arébica/Hidrolisado 5:1 170
Maltodextrina/Hidrolisado 5:1 170
Isolado proteico soja/Hidrolisado 2,5:1 120

Obs.: vazdo da solucgdo (encapsulante/encapsulado) mantida a 0,5 mL/h; vazdo de ar 3,5L/min
2.1.1 Distribuicao de tamanho de particula e analise do potencial zeta

O tamanho dos microencapsulados ¢ um dos parametros fisicos relacionados a aroma,
textura e aparéncia (O'HAGAN et al., 2006). A érea superficial da particula aumenta a medida
que o tamanho diminui. Segundo To6th e Pallai-Varsanyi, (2006), areas superficiais maiores
apresentam maiores afinidades pela umidade e capacidade de aglomerar durante o processo
de microencapsulacao. O potencial zeta reflete a carga superficial das particulas, quando em
solugdo e as magnitudes variam no intervalo de -100 a +100mV. E um pardmetro que permite
inferir sobre a tendéncia dos materiais analisados no processos de aglomeragao, flocula¢do ou
coagulacao (LIGARDA-SAMANEZ et al., 2022; RASHEED et al, 2023).

Na Tabela 3, sdo apresentados os resultados obtidos nas estimativas dos tamanhos
médios das particulas e do potencial zeta do material a ser encapsulado, hidrolisado de visceras
de frango (CVH), e dos microencapsulados obtidos com IS, GA e MD e, nas proporg¢des 2,5:1,

5:1 e 5:1, relacdo massa/massa, com o CVH e IS, GA e MD, respectivamente.

Tabela 4. Estimativa dos tamanhos médios de particulas (um) e do potencial zeta, do CVH e

dos microencapsulados.

Proporc¢ao mat. Tamanho Particulas Potencial Zeta
parede/encapsulado

micréometro mV
CVH 0,70 a 0,80 -24,60
IS/CVH (2,5:1) 1,39 a 1,40 2,70
GA/CVH (5:1) 1,77 a 1,94 -0,10
MD/CVH (5:1) 1,17 a 1,59 -0,50
GA 0,91 a1,01 5,90
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MD 091a1,10 4,10

IS 3,50a4,13 1,20
CVH: Hidrolisado de visceras; IS: Isolado proteico de soja; GA: Goma arabica; MD:
Maltodextrina.

A distribuicdo de tamanho de particula do hidrolisado (CVH), apresentou
predominantemente tamanhos de particulas entre 0,7 a 0,8 um. Ja para os microencapsulados
obtidos, os valores variaram entre: 1,39 a 1,40 um para o IS propor¢ao 2,5:1, de 1,77 a 1,94
um para o GA na propor¢ao 5:1 e, de 1,17 a 1,59 um para MD na proporcao 5:1.

Na Figura 1, sdo apresentados as distribui¢des de tamanho das particulas de pds do

hidrolisado (CVH) e dos microencapsulados contendo diferentes materiais de parede.

a) CVH b) SPI/CVH (2,5:1)
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Figura 1- Distribuicdes de tamanho das particulas de: a) hidrolisado (CVH) e dos microencapsulados contendo:
b) isolado proteico de soja (IS), c) goma arabica (GA), e d) maltodextrina (MD). (n=3)

CVH: hidrolisado de visceras de frango; IS: isolado proteico de soja; GA: goma arabica e
MD: maltodextrina

A distribui¢do de tamanho de particulas de p6, Fig.1, do microencapsulado contendo
isolado proteico de soja (fig. 1b) foi modal, com um pico caracteristico indicando um tamanho
média de particulas predominante de 1,40 um. Ja para o CVH (fig. 1a) e o microencapsulado,
contendo maltodextrina (fig. 1¢ e d) e goma arabica, observa-se uma distribuicao bimodal.
Para o microencapsulado com MD, observa-se a ocorréncia de um pico, com volume de
distribuicdo menor que 4%, que apresenta particulas com didmetro de até 1,6 pm em uma das
replicatas e 12,6 um em outra replicata. O mesmo comportamento ¢ observado para uma das

replicatas do CVH (fig. 1 a) com a ocorréncia de particulas médias em torno de 10,6 pm, numa
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propor¢ao em torno de 2% e para uma replicata do microencapsulado com goma ardbica com
diametros de particulas em tono de 0,28 pm, mas também para uma proporg¢ao inferior a 2%.
Os valores de potencial zeta obtidos para o CVH, microencapsulado com IS, GA e

MD sao apresentados na Tabela 3.

Na analise dos valores de carga das microcapsulas quando comparado com o CVH,
observa-se um aumento do PZ dos microencapsulados para todos os materiais de parede
utilizados. Esse comportamento foi semelhante ao observado no trabalho de Jin et al. (2019)
ao encapsular curcumina com proteina hidrolisada de soja, onde se observou um PZ de -
32,54mV para a curcumina ¢ um PZ de 34,8mV apods encapsulamento. Os autores sugerem
que o aumento na carga no encapsulado foi resultante do processo de encapsulagdo.
Comportamento similar foi observado no trabalho de Xu et al. (2022) que atribuiu o aumento
do PZ de OmV para 23mV para encapsulado de isolado proteico de soja hidrolisada com
alginato de sdédio, atribuindo esse comportamento as interagdes entre as cargas positivas do
hidrolisado de soja com a carga negativa do alginato, sugerindo a efetividade de

encapsulamento.
Analise de cor dos microencapsulados

Os resultados da cor instrumental, expressa em termos de L*, a* e b* dos
microencapsulados de CVH contendo IS, GA ¢ MD, como material de parede estdo
apresentados na Tabela 4.

A aceitabilidade de um produto esta diretamente ligada a cor, que pode sofrer varias
alteragdes como ingrediente, temperatura, luz entre outros, sendo de grande importancia o

monitoramento desta (TAHERI et al, 2012).

Tabela 5. Parametros de cor para os microencapsulados de CVH. Valores segundo CieLab

para os encapsulados de HV

Material de Parede — Hidrolisado de visceras

Proporc¢ao L* a* b*

IS 2,5:1 57,56+3,00° -1,97+£2,304  15,83+2,604
GA 5:1 66,09+4,708¢ -4,14+3,50¢ 14,03+1,508¢
MD 5:1 67,49+6,604BC  -3,81+8,80 13,76+4,70B¢

L*: luminosidade; a*: verde a vermelho; b*: amarelo a azul; IS: Isolado proteico de soja;
GA: Goma arabica; MD: Maltodextrina. Médias seguidos por letra diferente, na mesma
coluna, indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05).
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O parametro luminosidade foi significativamente diferente entre os encapsulados com
isolado proteico de soja em relacdo a maltodextrina e goma arabica. Os encapsulados de soja
apresentaram menos luminosidade que goma arabica e maltodextrina, que foram semelhantes
estatisticamente.

Em relagdo ao pardmetro a*, os valores negativos indicam a predominancia da cor
verde, sendo goma ardbica e maltodextrina mais verde que isolado proteico de soja contudo,
como sao valores proximos a 0, essas diferengas de cores sao muito sutis.

Para a cor b* que envolve cores amarela para valores positivos, os microencapsulados,
com goma arabica e maltodextrina apresentaram o amarelo como cor predominante,
levemente mais clara que isolado proteico de soja.

A luminosidade observada para o microencapsulado de CVH com IS, apresentou
valores proximos aos observados por Mansour et al. (2020) que empregou isolado proteico de
soja como material de parede no encapsulamento de antocianina, com L entre 45,99 a 55,72.
Porém, os parametros a e b obtidos por Mansour et al. (2020) (a*: 8,53 a 19,44 e b*: 0,12 a
1,16) atribuiram uma coloragao mais avermelhada, que o observado nas microcapsulas deste
trabalho com IS.

Comportamento similar de contraste de cor também foi observado, quando empregado
a goma ardbica como material de parede para o encapsulamento das antocianinas, que
encontraram os valores: L* entre 43,97 a 54,47, e, parametros a* entre 8,83 a 21,77, b* entre
1,93 a 2,88, atribuindo ao composto, maior opacidade, um tom mais avermelhado e levemente
amarelo, diferentes dos observados neste trabalho para as microcépsulas com goma ardbica
(L* entre 66,09 a 69,99, a* entre -3,90 a -4,14 (levemente verde) e b* entre 11,88 a 12,54
(mais amarelado) (Mansour et al., 2020). Ou seja ¢ possivel inferir que a cor dos
microencapsulados obtidos ¢ resultante da relagdao entre o material de parede com o material

a ser protegido.

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos
microencapsulados com diferentes materiais de parede

Os espectros de infravermelho (FTIR) do hidrolisado (CVH) e dos microencapsulados
obtidos com maltodextrina (MD:CVH 5:1), goma arabica (GA:CVH 5:1) e isolado de proteina
de soja 2,5:1 (IS:CVH 2,5:1), e dos respectivos materiais de paredes utilizados, estdo

mostrados nas Figura 2, 3 e 4, respectivamente.
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As principais estruturas secundarias de proteinas e peptideos sao as a hélix, B sheet,
turn e espiral aleatoria. A banda amida I (picos que se situam na regido de 1600 e 1700 cm™!,
sdo importantes para identificar proteinas pois envolve vibragdes de estiramento C=0O de
grupos peptidicos, além das bandas amida II (picos referente a inclinacao no plano N-H e
modo de estiramento C—N) e banda amida III (modo de plano do grupo CONH) fornecem
informagdes importantes sobre a confirmagdo da presenca de proteinas e suas alteracdes
(KSHETRI et al., 2022; SHARMA et al., 2018).

Na analise dos espectros de FTIR do CVH (Fig.2-4), observa-se a presenga de um pico
em 1624 cm™! que é atribuida a amida 1. Similar observacdo também foi realizado por
WUBSHET et al. (2017), que identificou a presenga do pico em 1629 cm™ atribuida a amida
I, em estudos de caracterizacgao de hidrolisado de filé de frango. A estrutura secundaria 3 sheet
foi associado por KSHETRI et al. (2022), na caracterizacao de hidrolisado de pena de frango,
pela presenca de pico na regidio entre 1610 a 1640 cm.

Na regido de amida II foi detectado em CVH, picos em 1516 cm™, atribuido a grupos
amida hidrolisada, e um pico assimétrico em 1580 cm™ que estd associado ao grupo
carboxilato (COQO"). Similar identificacdo e interpretagdes foi realizado por (WUBSHET et
al.,2017) para os picos em 1517 cm™' e 1585 cm™ na caracterizacgdo, por FITR, em hidrolisados

de sub produtos de frango.
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Figura 2- Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do CVH, MD e do microencapsulado
MD:CVH. CVH: Hidrolisado de visceras frango; MD: maltodextrina; MD:CVH: microencapsulado de CVH
com MD
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Comparando os espectros de FTIR dos materiais de parede (MD, GA ¢ IS) e dos
microencapsulados obtidos (MD:CVH 5:1), (GA:CVH 5:1) e (IS:CVH 2,5:1) com o
hidrolisado de visceras de frango (CVH), Figs.2-4, observa-se uma significativa similaridade
dos espectros de material de parede e do microencapsulado correspondentes produzidos.

Quando realizamos a comparacao entre os espectros do hidrolisado (CVH), material a
ser encapsulado, e os microencapsulados obtidos com os carbohidratos, maltodextrina
(MD:CVH 5:1) e goma arabica (GA:CVH 5:1), Fig. 2 e 3, respectivamente, observa-se uma
diferenca significativa (posi¢ao dos picos de absorcao) do perfil entre os espectros. Com estas
observagoes € possivel inferir um processo de microencapsulagao do CVH pelos carboidratos,

predominante tipo “cor shell” onde o CVH foi envolvido pelos carbohidratos.
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Figura 3 -Espectros obtidos por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do CVH,

GA e do microencapsulado GA:CVH. CVH: hidrolisado de visceras de frango; GA: goma arabica; GA:CVH:
microcépsula de CVH com GA

Na avaliagdo dos espectros de FITR obtidos na produgcdo de microcapsulas
empregando o isolado de soja como material de parede, Fig.4, observa-se uma grande
similaridade da posicao de picos para o microencapsulado (IS:CVH 2,5:1), material de parede
(IS) e CVH. Porém foram observadas semelhanca de magnitudes de intensidade de absor¢ao
dos picos entre o material de parede e o microencapsulado, ja as intensidades de sinal

observadas no espectro do CVH foram predominantemente maiores. Além disso, observa-se
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uma diminui¢do na intensidade da banda entre 1500 e 1750 cm-1 do CVH, quando

comparando ao IS:CVH 2,5:1 indicando uma possivel interagdo (ligacao) entre o CVH e o IS.
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Figura 4 -Espectros obtidos por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do CVH,
IS e do microencapsulado IS:CVH. CVH: hidrolisado de visceras de frango; IS: isolado proteico de soja;
IS:CVH: microcépsula de CVH com IS.

A similaridade das posicdes dos picos observados nos estudos empregando IS (Fig.4)

se deve ao carater proteico do observado no material de parede e aquele observado no CVH.

Morfologia da particula

Na Fig. 5 (a, b) sdo apresentadas as micrografias SEM do microencapsulados obtidos
com o hidrolisado de visceras de frango (CVH) contendo a) goma arabica, (b) maltodextrina
e, na Fig. 6 (a, b) com isolado proteico de soja, respectivamente.

Segundo Nandiyanto et al. (2011), os produtos resultantes do processo por secagem
por spray-drying, podem apresentar varias formas a depender dos parametros aquecimento,

velocidade da bomba peristaltica, natureza da solugdo, entre outros.
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Fig. 5- Micrografias de hidrolisado de visceras CVH, formulado com goma arabica GA/CVH. Imagens
com amplia¢des de a) 2000x e b) 5000x

b

Fig. 6- Micrografias de particulas de hidrolisado de visceras CVH, formulado com maltodextrina
MD/CVH. Imagens com amplia¢des de a) 2000x e b) 5000x

Fig. 7- Micrografias de particulas de hidrolisado de visceras CVH, formulado com isolado proteico de
soja IS/CVH 2,5:1. Imagem com ampliagdes de a) 2000% e b) 5000.

77



As micrografias do hidrolisado (CVH) com goma arébica, Fig. 5a e5b, maltodextrina
Fig. 6* e 6b, revelaram a formacgdo de algumas particulas esféricas e lisas, porem com

predominancia de particulas de tamanhos irregulares.

A micrografia obtidas do isolado proteico de soja (Fig. 7 a, b) apresentaram particulas
heterogéneas de forma esférica, murcha e ocas, com uma superficie enrugada. Rosenberg et
al. (1985) e Ré (1998) sugeriram que imperfei¢des superficiais, como rugas ou colapsos
ocorrem pelo encolhimento das particulas durante a secagem e resfriamento das gotas
atomizadas. A formacao de vazios pode estar relacionada a diversos mecanismos ligados aos
processos de atomizacdo e secagem em spray drying, tais como: dessor¢cdo dos gases
dissolvidos da emulsdo durante a secagem e posterior expansdo; formacao de uma bolha de
vapor dentro da gota de secagem ou incorporagdo de ar na gota liquida durante a atomizagao

(ROSENBERG et al., 1985).

Composi¢ao Centesimal

As composicdes centesimais do hidrolisado (CVH), materiais de parede, e

microencapsulados foram obtidas segundo AOAC (1995) e estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 6. Composicdo centesimal do material de parede e encapsulado utilizado na
composi¢ao da ragao

A;?ii?e(:ﬁ:;si:a?:j) Umidade  Lipidios Pgﬁfti;la Cinzas Carboidratos
IS:CHV 2,5:1 8,70+£0,05  3,40+0,09  75,90+1,31 7,40+0,02 4,60
MD:CVH 5:1 11,60+0,17 0,20+0,03  11,20+0,33  0,70+0,02 76,30
GA:CVH 5:1 11,30+0,01 0,20+0,01  12,10£1,72  3,90+0,01 72,50
Isolado Prot. de Soja  5,60+0,03 0,00 84,70+1,12  5,50+0,07 4,20
Maltodextrina 5,00+0,30 0,00 0,00 1,30+0,09 93,70
Goma Arabica 5,50+0,12 0,00 2,00+£0,81  5,20+0,16 87,30
CVH 10,00+1,3  6,00+0,85  80,80+1,56 4,00+0,28 0,00

Os valores representam as médias de trés determinagdes + desvios padrdo. CVH:hidrolisado de visceras
de frango; IS: isolado proteico de soja; MD:maltodextrina; GA:goma arabica

Os teores de umidade dos microencapsulados com os diferentes materiais de parede

utilizados foram préximos, sendo de 8,7 % utilizando o isolado proteico de soja, 11,3%

empregando a maltodextrina e 11,6% para microencapsulados obtidos com maltodextrina. As

umidades dos microencapsulados ficaram muito proximas a do hidrolisado de visceras de
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frango (10%). Esse perfil de comportamento de umidade do material a ser encapsulado (10,4
%) e dos microencapsulados obtidos (9,95 a 10,6%) também foram observado nos estudos de
Rashidian et al (2021), que encapsulou hidrolisados de residuos de camardo empregando
quitosana como encapsulante. Segundo Goula e Adamopoulos (2004), em um sistema de
secagem por pulverizagdo o teor de dgua de alimentagdo controla o teor de umidade residual
no po. Teores de umidade final mais baixos podem ser alcancados usando teores mais altos
de solidos de alimentacdo, devido a quantidades reduzidas de dgua livre para evaporagao.

Os microencapsulados produzidos foram utilizados como ingrediente na composicao
das dietas fornecidas a tilapia do Nilo. Assim a estimativa da quantidade de proteina por grama
de microencapsulado, foram de 0,3g de proteina/g de microencapsulado com isolado de
proteina de soja IS:CVH 2,5:1, 0,16g de proteina/g de microencapsulado com maltodextrina
MD 5:1 e, 0,16g de proteina/g de microencapsulado com goma ardbica GA 5:1,

respectivamente.

Desempenho zootécnico

A analise do desempenho zootécnico foi realizado apds 30 dias de arragoamento com
as dietas produzidas (Tabela 6), contendo o CVH e os microencapsulados obtidos com
diferentes materiais de parede. Os peixes foram avaliados quanto as seguintes caracteristicas:
peso final, comprimento total, ganho de peso, taxa de crescimento, conversao alimentar, taxa

de eficiéncia proteica e sobrevivéncia, e os resultados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Caracteristicas avaliados do desempenho zootécnico dos peixes, realizados apds 30
dias de arragoamento com as dietas produzidas com microencapsulado de CVH

Dietas produzidas contendo/controle(CVH) e microcapsulas
Caracteristicas avaliadas  Controle

CVH IS:CVH MD:CVH GA:CVH
Peso Final (g) 27,45+£1,58  26,99+1,40 25,79+£3,04  24,02+1,41
Comp. Total (cm) 10,960,124 10,910,184 10,72+0,2348  10,44+0,248
Ganho Peso (g) 18,99+1,39%  18,49+1,20%8  17,00+3,1848 15,29+1,378

Taxa Crescim. Espec (%) 3,92+0,12*%  3,85+0,104B 3,67+0,4748  3,38+0,208
Conv Alim Apar (g/g) 1,15+0,14%  1,07+0,09% 1,35+0,3148  1,54+0,208
Taxa Efic Proteica (%) 2,34+0,29%  2,52+0,20* 2,11+0,44*8  1,76+0,218
Sobrevivéncia (%) 94,67+£5,58  98,67+2,98 94,67+£5,58  92,00+7,30

Comp. Total: Comprimento médio total. Ganho Peso: Ganho de peso médio (g) (peso final médio — peso inicial médio). Taxa
Crescim Espec (%): Taxa de crescimento especifico ([(In PFM) — (In PIM)/ Periodo experimental]). Conv Alim Apar:
conversdo alimentar aparente (consumo de ragdo / ganho de peso). Taxa Efic Proteica: Taxa de eficiéncia proteica (ganho em
peso/Proteina bruta consumida) *100. Médias seguidas por letras (A e B) diferente, na mesma linha, indicam diferenga
significativa pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Na analise dos parametros de desempenho zootécnico apresentados na Tabela 7, no
contexto dos microencapsulados incorporados as dietas experimentais, estimamos que a
quantidade de proteina bruta presentes nos microencapsulados foram em torno de 12% para
os microencapsulados contendo goma arabica e maltodextrina e, 76% no microencapsulado
empregando isolado proteico de soja (Tabela 5 onde 53,13% representa a proteina da soja e
22,77% a proteina do hidrolisado). Na andlise de sobrevivéncia e peso final dos peixes, ndo
foram observados diferengas estatisticas significativas entre as dietas fornecidas.

Carboidratos em excesso na dieta podem, via rota metabolica (FRACALOSSI;
CYRINO, 2012), propiciar acumulo de gordura visceral e, consequentemente influenciar no
peso final do peixe. Nos microencapsulados contendo maltodextrina e goma arabica, os teores
de carboidratos foram acima de 76% (Tabela 5), porém, este percentual ndo influenciou na
anélise de Indice de gordura visceral (Tabela 8) que ndo apresentou diferengas significativas.

A dieta contendo microencapsulado a base de goma arabica apresentou os piores
indices para os parametros (comprimento total, ganho de peso, taxa de crescimento especifico,
conversao alimentar e taxa de eficiéncia proteica) avaliados (Tabela 8), diferindo
significativamente da dieta controle.

Os parametros do desempenho zootécnico dos peixes decorrentes das dietas controle,
contendo microencapsulado com isolado proteico de soja e com microencapsulado contendo
maltodextrina ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas, porém o teor de proteina
bruta fornecida via CVH no controle foi de 81% e no microencapsulado com isolado proteico
de soja em torno de 22,77%. J4 no microencapsulado contendo maltodextrina o fornecimento
de proteina bruta foi em torno de 11% (aproximadamente 67% menor em média que no CVH

e no IS).

Na andlise dos parametros ganho de peso e taxa de crescimento especifico, nao foi
observada diferenca estatistica do desempenho para com as dietas controle e as dietas

contendo isolado proteico de soja e maltodextrina.

A inclusdo de proteina (proteina bruta), juntamente com aporte energético (energia
digestivel) deve ocorrer de forma balanceada uma vez que o excesso de energia pode levar a
ingestao reduzida de alimento e ao acimulo de gordura visceral, ao passo que a escassez de
energia leva ao metabolismo proteico comprometendo o crescimento do animal (ROCHA et
al., 2021; FRACALOSSI; CYRINO, 2012). Estudos tem apontado que os menores
percentuais de inclusdo de hidrolisado proteico na alimentagdo promove melhor

desenvolvimento quando comparado aos maiores teores como demonstrado nos trabalhos de
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Rocha et al. (2021) com tilapias do Nilo avaliando a inclusao de hidrolisado de frango entre 0
e 6% com indicacdo de 3% para melhor desempenho dos animais (nivel utilizado na dieta
controle). Xavier (2022) em estudo com tildpias do Nilo avaliando a inclusdo de hidrolisado
de penas entre 0 a 5%, indicaram 1 e 2% de inclusdo para alevinos e larvas respectivamente.
Ja Souza (2020) avaliando hidrolisado de pescado em ragdes para tildpias do Nilo em
inclusoes de 4,75 e 2,38% observaram melhores resultados com 2,38%. No entanto, salienta-
se que todos esses niveis determinados pelos autores citados foi do produto puro sem prote¢ao

(microencapsulacao).

Os materiais de parede tém a fungdo de criar uma barreira de protecdo ao material
envolvido, neste caso o hidrolisado de visceras, com o intuito de reduzir as interagdes com o
ambiente, perda de valor nutricional, evitar reagdes prematuras do substrato com enzimas
endogenas além de permitir que o substrato atinja o local onde atuara da forma mais integra
possivel (AZEREDO, 2005). Neste estudo, estes fatores podem ter influenciado na eficiéncia
da absorcdo da proteina do tratamento com menor percentual de proteina bruta/peptideos
bioativos (dieta com microencapsulado de maltodextrina com 11%, quando comparado com
a dieta controle, que forneceu 80% de proteina bruta com CVH in natura) refletindo em
parametros de desempenho zootécnico compativeis ao produto natural (dieta controle com 3%

de CVH).

A taxa de sobrevivéncia dos peixes ndo diferiu entre os dieferentes tratamentos sendo
superior a 92%, sugerindo que as dietas atenderam as necessidades basicas nutricionais dos

peixes e promoveram resisténcia na fase de alevinagem.

Os indices viscerossomaticos, teor de glicose e tamanho de intestino analisados nos
peixes alimentados com as diferentes dietas experimentais estdo apresentados na Tabela 8.
Tabela 8. Indices viscerossomaticos, de gordura visceral, hepatossomaticos, e, a concentracao

de glicose e tamanho de intestino das tilapias apos nutricdo com as dietas experimentais
contendo CVH e microencépsulas com isol. prot. soja, maltodextrina e goma arabica.

Dieta contendo CVH e microencapsulados

Parametros investigados Controle  Isol. Prot. Soja Maltodextrina Goma Arabica
(CVH) IS:CVH MD:CVH GA:CVH
[ndice Viscerossomatico (%) 16,49+2,31 16,70+4,36 16,01+1,13 17,54+1,11
Indice de Gordura Visceral (%) 2,17+0,41 1,66+0,41 2,23+0,60 1,69+0,21
[ndice Hepatossomaticos (%) 2,69+0,25  2,57+0,80 2,81+0,21 3,28+0,43
Glicose mg/dL 27,86+6,17 33,80+5,22 27,27+1,96 27,07+£3,47
Intestino (cm) 63,40+£6,51 59,23+6,29 64,40+7,74 60,37+4,72

Indice Viscerossomatico: (peso das visceras (g)/peso final (g) *100). indice de Gordura Visceral: (peso da
gordura visceral (g)/peso final (g) *100). Indice Hepatossomatico: (peso do figado (g)*100/peso final (g)).
Intestino: Comprimento médio do intestino.
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Avaliando os indices viscerossomatico, hepatossomatico, de gordura visceral, teor de
glicose no sangue e, do tamanho do intestino, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas, sugerindo que ndo se observa efeito negativo dos carboidratos (maltodextrina
e goma arabica) e proteina (isolado proteico de soja) empregado na produgdo das

microcapsulas sobre estes parametros investigados.

Analises Histologicas

As anélises do perfil do tamanho das fibras musculares sdo apresentadas na Tabela 9.
As fotomicrografias dos musculos dos alevinos de tildpia alimentandas com as dietas
experimentais contendo, a) hidrolisado de visceras de frango CVH, controle b)
microencapsulado com isolado proteico de soja IS, c) microencapsulado com maltodextrina

MD e d) microencapsulado com goma arabica GA, sdo apresentados na Figura 17.

Tabela 9 Avaliacdo do perfil das fibras musculares de alevinos de tilapia do Nilo,
alimentados com dietas contendo microencapsulado.

Dietas experimentais

Miseulos (E‘é‘{t/r}%e (IS:CVH2,5:1)  (MD:CVH 5:1) (GA:CVH 5:1)
Fibra < 5 um 4,55+2,49 42042 34 4.4142,42 4,3042,36
Fibra 5a 10 pm 8,47+0,45 8,47+0,13 7,9141,33 8,80-0,77
Fibra 10 a 15 um 12,81+0,16 12,61+0,07 11,90+1,96 12,81+0,23
Fibra 15 a 20 um 17,51+0,07 17,50+0,09 17,5620,28 17,37+0,18

Meédias seguidas por letra diferente, na mesma linha, indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(P<0,05).

Na analise das fibras (tab. 9), verificou-se que os didmetros (ou areas) apresentaram
tamanhos médios entre 4,22 a 17,56 um. Nao foram observados didmetros acima de 20 pm.
Segundo ACOSTA et al. (2005), a plasticidade ¢ uma das principais caracteristicas do tecido
muscular e este atributo torna o musculo extremamente importante para a adaptagao dos
organismos ao seu habitat, ou seja os varios estimulos decorrentes de diferentes fungdes
funcionais e metabdlicas, decorrentes de alteragdes das dietas, poderiam alterar o perfil das

caracteristicas dos tecidos no peixe. Porém ndo foram observadas diferencas estatisticas
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significativas do perfil de didmetros dos musculos dos peixes avaliados com as diferentes

dietas fornecidas.

Figura 8 — Fotomicrografia do corte transversal dos tecidos musculares da tilapia alimentadas com as dietas
experimentais. A) controle, B) microencapsulado com isolado proteico de soja C) microencapsulado com
maltodextrina e D) microencapsulado com goma arabica , observado na ampliagdo de 10x, em uma escala de 1
mm.

O intestino ¢ um 6rgdo de extrema importancia na avaliagdo do estado nutricional do
peixe uma vez que atuam na absor¢do e digestdo dos alimentos segundo Caballero et al.
(2004). Na Figura 8, sao apresentadas as fotomicrografias do intestino de tilapias, observado
na amplia¢ao de 10x, em uma escala de 1 mm.

Na Tabela 10, sdo apresentados os resultados dos parametros histolégicos do intestino
de tilapia do Nilo, alimentados durante 30 com as diferentes dietas experimentais. Nao foram
observados diferencas estatisticas diferentes no comprimento dos intestinos para todas as
dietas experimentais.

Os vilos sdo fundamentais para o processo de absor¢ao intestinal (BALDISSEROTO
2002) e o aumento de densidade das vilosidades ¢ considerado como fator positivo neste
processo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005; SIDDIK et al. 2019). A média das alturas e dos
perimetros determinados nos vilos dos peixes alimentados com a dieta contendo (IS:CVH)
foram as maiores e estatisticamente diferentes daqueles observados nos peixes analisados com
as demais dietas (MD:CVH) e (GA:CVH). Porém estas diferencas (maior altura e perimetros)

para os vilos dos peixes alimentados com (IS:CVH), ndo refletiram no desempenho zootécnico
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(Tabela 7) (peso final, ganho de peso e comprimento final) para as dietas controle CVH e a

dieta contendo microencapsulado de maltodextrina.

1 mm

1 mm

Figura 9- Fotomicrografia do corte transversal dos intestinos de tilapia alimentadas com as dietas experimentais
contendo A) CVH; B) microencapsulado com isolado proteico de soja IS:CVH, C) microencapsulado com
maltodextrina MD:CVH e D) microencapsulado com goma arabica GA:CVH

Apesar da dieta contendo GA ndo apresentar diferencas significativas em altura,
largura e perimetro dos vilos comparados a de outras dietas, a conformagdo “achatada” foi
percebida na maioria dos cortes de alevinos alimentados com esta dieta (Figura 8D). E
possivel que esta conformagdo possa ter interferido na absor¢do de nutrientes e proteina,
refletindo no pior desempenho zootécnico dos alevinos apesar do teor proteico ofertado pelos
microencapsulamento (12%) ser muito proximo ao encapsulado de MD (11%). Em muitos
parametros, os alevinos alimentados com GA e MD responderam de forma semelhante
contudo os valores de MD aproximaram-se dos valores do controle enquanto GA ndo alcangou

estes valores.
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Tabela 10. Parametros da histologia dos intestinos de tilapia do Nilo, alimentados com as
diferentes dietas experimentais.

Dietas experimentais

Parametros
Controle (CVH) (IS:CVH 2,5:1) (MD:CVH 5:1) (GA:CVH 5:1)

Intestino (cm) 63,40+6,51 59,234+6,29 64,40+7,74 60,37+4,71
Vilo Altura (um) 102,29+13,64%  160,14+11,44* 107,51+18,94% 97,40+8,51B
Vilo Largura (um)  66,77+9,45 73,53+4,05 72,15+10,17 66,29+6,18
Vilo Perimetro (um) 334,28+39,16%  470,73+30,58* 359,45+39,49% 329,60+20,028

Meédias seguidas por letra diferente, na mesma linha, indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(P<0,05).

Na Tabela 11, sdo apresentadas parametros histologicos do figado de tilédpia do Nilo,
alimentados com as diferentes dietas experimentais, apds 30 dias de cultivo. O figado ¢
também responsavel pelo metabolismo de nutrientes. Mudancgas observadas no figado podem
refletir informagdes da nutrigdo dos peixes, gorduras e proteinas dos alimentos podem

modificar as estruturas do figado (RASKOVIC et al., 2011).

Tabela 11. Informagdes da histologia dos figados de tilapia do Nilo, alimentados com as
diferentes dietas experimentais.

Dietas experimentais

Orgao/célula

Controle ) ) )
(CVH) (IS:CVH) (MD:CVH) (GA:CVH)
Figado massa(g)  0,88+0,068 1,24+0,96 0,93+0,13 0,93+0,13

Hepatécito nimero 357,66+28,134  345,53+27,43%  283,86+29,968 347,46+28 344

Me¢dias seguidas por letra diferente, na mesma linha, indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Na Figura 9 sdo apresentadas as fotomicrografias do figado de tilapias alimentadas

com as dietas experimentais observado na ampliacao de 40x, em uma escala de 1 mm.
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Figura 10 Fotomicrografia de figado: A) CVH; B) IS; C) MD e D) GA

Na analise dos resultados da Tabela 11, apesar de se observar uma massa média maior
dos figados de peixe alimentados com a dieta (IS:CVH 2,5:1), ndo foram observadas
diferengas estatisticas na comparacdo com os figados dos peixes alimentados com as demais
dietas experimentais analisadas.

J4 o niimero de hepatocitos avaliados no figado dos peixes alimentados com a dieta
(MD:CVH 5:1) foram menores (284) e estatisticamente diferentes daqueles observados nos
peixes alimentados com as dietas CVH, IS:CVH 2,5:1 e GA:CVH 5:1, que apresentaram um

numero médio em torno de 349 Hepatocito.
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3 CONCLUSOES

O método de atomizagdo utilizando o spray drying para a produgdo de
microencapsulados com hidrolisado de visceras de frango e os materiais de parede (goma
arabica, isolado proteico de soja e maltodextrina) permitiram obter microencapsulados
atestados pelas técnicas de DLS, MEV, PZ e FTIR, indicando a formagdo de céapsula e
conformagao de esfera.

Foi possivel detectar que a dieta controle e as dietas com isolado proteico de soja e
maltodextrina ndo resultaram em diferengas significativas na avaliagdo do desempenho
zootécnico dos alevinos, contudo a dieta contendo goma arabica apresentou os piores
resultados de desempenho, abaixo do controle.

Na andlise dos indices viscerossomaticos, de gordura visceral, hepatossomaticos,
concentracdo de glicose no sangue e tamanho de intestino ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas entre as dietas assim como na analise histoldégica do musculo. A
analise histologica do intestino resultou em vilos mais altos e de maior perimetro com a dieta
IS e analise histologica do figado resultou em menor ntimero de hepatocitos com a dieta MD.

Os encapsulados com maltodextrina e isolado proteico de soja apresentaram-se como

melhores opcdes para inclusao em ragdes para alevinos de Tilapia do Nilo.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos apresentados neste trabalho refletiram de certa forma, a caréncia de estudos
a respeito da pesquisa com encapsulamento de proteina e seu efeito em organismos vivos.
Durante o processo de formulagdo do encapsulado poucas referéncias a respeito de
encapsulamento de proteina pdde oferecer esclarecimentos para um estudo mais direcionado.
O primeiro desafio foi a confirmagao a respeito da presenga da proteina na capsula, garantindo
o encapsulamento do CVH, molécula que a principio ndo permite detec¢do imediata como em
probidticos, prebioticos, Oleos esséncias, microorganismos entre outros, limitando-se ao
rendimento o papel de apontar alguma eficiéncia de encapsulamento. Da mesma forma, a
conformacao tipo cépsula ou esfera também foi desafiador. Foi iniciado um estudo com o
monitoramento da atividade antioxidante da capsula em funcio do tempo, que poderia ser uma
forma de afirmar a presenca da proteina na capsula desde que haja atividade antioxidante desta
proteina. Outras razdes entre nucleo e matriz, unido de matrizes diferentes, variar os
parametros (temperatura, vazao de alimentagao, de ar) no equipamentos spray dryer poderiam
colaborar nestes questionamentos.

A condugdo com a parte experimental em organismo vivo também carece de mais
informacdes. O estagio da tilapia utilizado, o comportamento desta dieta em outras espécies,
o tempo maior de desempenho, o percentual de inclusdo do encapsulado na racdo bem como
avaliar outros parametros como enzimatico e digestibilidade também poderiam oferecer outras
respostas que, juntamente com os resultados do atual trabalho, enriqueceria bastante o
entendimento do processo de atuagdo dos peptideos bioativos e sua real protecao por parte da
matriz utilizada no encapsulamento.

De toda forma, este trabalho pdde colaborar com as futuras pesquisas utilizando
encapsulado de proteina com maltodextrina, goma arédbica e isolado proteico de soja e sua

atuacdo em organismos vivos, neste caso, alevinos de tilapia.
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