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PROTEINA HIDROLISADA DE FRANGO EM DIETAS PARA JUVENIS DE TILAPIA-
DO-NILO

RESUMO

Os efeitos da inclusdo da proteina hidrolisada de frango (PHF) sobre o desempenho
produtivo, respostas hematologicas e bioquimicas e histologia do figado, intestino e musculo
foram avaliados para juvenis de tilapia-do-Nilo. Peixes com 221,37 + 2,58 g de peso médio (n=
240), foram aleatoriamente distribuidos em 24 tanques (420 L cada) e alimentados com dietas
contendo 0; 1; 2; 3; 4 e 5% da PHF. O alimento foi ofertado em quatro porcdes diarias, a
vontade, durante periodo de 30 dias. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
composto por seis tratamentos e quatro repeticdes. A dieta contendo 4% da PHF determinou
(P<0,05) melhores rendimentos de filé e menor peso relativo do intestino comparada a nao
suplementada. De modo similar, o rendimento de cabeca e peso relativo do intestino foi inferior
(P<0,05) para peixes que receberam a dieta com 1% da PHF. O teor de lipideos no filé diferiu
(P<0,05) entre as dietas contendo 3 e 5% de PHF, sendo menor para 0 mais alto nivel. Redugbes
significativas foram observadas para os triglicerideos plasmaticos ao nivel de 2% e acima deste.
Observou-se aumentos significativos no HDL e concomitante redugdo no VLDL em peixes
alimentados com racdes contendo 4 e 5% da PHF. Para espessura do epitélio intestinal
diferengas (P<0,05) foram verificadas entre as dietas com 1 e 4% da PHF. A inclusdo de 4%
PHF resultou em aumento no rendimento de filé, modificacdo morfometrica do intestino e
alteracdes no metabolismo energético, estudos adicionais, avaliando os efeitos da PHF sobre

aspectos fisiologicos sdo necessarios para que sejam estabelecidos niveis ideias de inclusdo.

Palavras-chave: hidrolisado proteico, nutricdo animal, Oreochromis niloticus, piscicultura



CHICKEN PROTEIN HYDROLYSATE IN DIETS FOR NILE TILAPIA JUVENILES

ABSTRACT

The effects of graded levels of dietary chicken protein hydrolysate (CPH) inclusion on growth
performance, hematological and biochemical responses and liver, gut and muscle histology by
juveniles of Nile tilapia were analyzed. Fish with 221.37 £+ 2.58 g of average body weight (n =
240) were randomly distributed in 24 conical tanks (420 L each) and fed with diets containing
0; 1; 2; 3; 4 and 5% of CPH. The fish were fed four times a day, ad libitium, during 30 days.
The experimental design was entirely randomized with six treatments and four replicates. The
best results (P<0.05) for fillet yield was observed for diets containing 4%CPH when comparing
with diet no supplemented. For this diet also was observer lower gut weight (P<0.05). Likewise,
head and gut weight were lower (P<0.05) for fish fed 1%CPH diet. The fillet fat was different
between diets containing 3 and 5%CPH, being lower for the highest level. Significant reduction
was observed for plasma triglycerides at 2% and above this level. Significant increase on HDL
and concomitant reduction on VLDL was observed for fish fed 4 and 5%CPH diets. For
thickness of the intestinal epithelium effects (P<0.05) was observed between diets containing 1
and 4%CPH. The inclusion of 4% PHF resulted in increased fillet yield, morphometric gut
modification and changes in energy metabolism, additional studies evaluating the effects of
PHF on physiological aspects are necessary to establish inclusion levels.

Key words: protein hydrolysate, animal nutrition, Oreochromis niloticus, fish farming
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INTRODUCAO

A identificacdo de apropriadas estratégias de transformacdo de residuos tem
possibilitado a geracdo de produtos com amplo espectro de aplicacdo (Wergedahl et al., 2004),
representando importante oportunidade para reducdo de custos e impacto ambiental associados
a disposicdo dos subprodutos gerados pela industria alimenticia (Liu et al., 2014; Matinéz-
Alvarez et al., 2015; Tonon et al., 2016). Em anos recentes, numerosos estudos demonstraram
que a hidrolise enzimatica configura processo promissor para se adicionar vantagens a
substratos ricos em proteina e de baixo valor agregado e, por isso, aspectos relativos a producéo,
caracterizagdo e aplicabilidade de diferentes produtos vem recebendo grande atencdo
(Chalamaiah et al., 2012; Lasekan, et al., 2013; Roslan et al., 2014; Yarnpakdee et al., 2015;
Tonon et al., 2016; Lin et al., 2017).

Hidrolisados proteicos obtidos a partir de subprodutos do abate de animais caracterizam-
se como potencial aditivo alimentar, fornecendo adequado suplemento de nutrientes a depender
do material processado, especificidade da enzima e condi¢des de hidrolise (Liaset e Espe, 2008;
Klompong et al., 2009; Foh et al., 2011; Chalamaiah et al., 2012). Além das propriedades
nutricionais, podem exibir varias atividades biologicas que estdo associadas a uma complexa
mistura de peptideos com ampla diversidade em sequéncia e composic¢ao de aminoacidos (Saadi
et al., 2015; Nasri, 2017). Por consequéncia, 0 seu uso em ra¢des animais se torna medida
atrativa para otimizacdo da producdo, principalmente em relacdo a espécies mais exigentes e
ainda dependentes de fontes proteicas insustentaveis.

Na aquicultura, a investigacao sobre os efeitos da inclusdo de hidrolisados proteicos em
dietas é recente e tem se mostrado favoravel, resultando em beneficios ao crescimento,
imunidade e resisténcia a doencas, qualificando-os como efetivos substitutos a farinha de peixe
(Silva et al., 2017; Lewandowski et al., 2013; Valle et al., 2015; Xu et al., 2016; Bui et al.,
2014; Swanepoel e Goosen, 2018). Pequenos peptideos sdo esperados estar envolvidos nas
respostas positivas relacionadas a producédo de peixes, determinando estimulo ao consumo de
racdo, aumento da atividade de enzimas digestivas, efeito prebidtico e protetivo do epitélio
intestinal e modulador do metabolismo lipidico (Wosniak et al., 2016; Santos et al., 2013; Ha
etal., 2019; Xu et al., 2016).

Mudangas no tamanho, nivel e composicdo de aminoacidos e peptideos sdo importantes
caracteristicas ao manifesto da bioatividade dos hidrolisados (Wu et al., 2003; Tsou et al.,
2010). Niveis excessivos podem levar a reducdo do crescimento, enquanto que niveis baixos
podem né&o ser suficientes para promover efeitos sobre o desempenho e fisiologia (Costa-
Bomfim et al., 2017; Ha et al., 2019; Xu et al., 2016; Zheng et al., 2012). Isso torna o



11

estabelecimento de niveis apropriados de inclusdo associados ao conhecimento do perfil de
peptideos de crucial importancia a definicdo das propriedades nutricionais e bioativas de
diferentes produtos.

O potencial uso de hidrolisados proteicos em dietas para tilapia-do-Nilo em fase de
crescimento ainda tem sido pouco investigada, no entanto, a identificacdo de fontes proteicas
alternativas pode ser vantajosa a sua criagdo, Vvisto representar uma espécie de importancia
econémica que demanda constante e adequado suprimento de ra¢@es. A proteina hidrolisada de
frango (PHF), obtida a partir de subprodutos do abate de aves, tem sido recentemente
identificada como promissora em dietas para larvas de tilpia-do-Nilo em estudos preliminares
conduzidos em nosso laboratorio (dados ndo publicados). Além disso, identificamos também
ser uma fonte proteica altamente digestivel, com coeficientes de digestibilidade aparente da
energia e nutrientes superior a 90% para esta espécie. Efeitos sobre o0 desempenho e respostas
metabdlicas e/ou fisioldgicas em fases subsequentes da criagdo ainda ndo foram investigados.
Portanto, este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos de niveis de inclusdo da PHF em dietas
para tilapia-do-Nilo, em fase de crescimento, sobre as respostas de desempenho, hematologicas
e biogquimicas e histologia do figado, musculo e intestino.

MATERIAL E METODO

O estudo foi conduzido no Laboratério de Aquicultura do Grupo de Estudos de Manejo
na Aquicultura- GEMAQq, da Universidade Estatual do Oeste do Parana — Unioeste, Campus de
Toledo. Os procedimentos adotados na conducdo deste experimento foram aprovados pelo
comité de ética da instituicdo.

Dietas experimentais

Seis dietas isoproteicas e isoenergéticas (30% de proteina bruta (PB)/13 kJ de energia
digestivel (ED) g!) foram formuladas de modo a conter niveis de inclusdo de 0; 1; 2; 3; 4 e 5%
da proteina hidrolisada de frango (Tabela 1), tendo como base os dados apresentados no NRC
(2011) e por Furuya et al. (2010). Para confeccdo das ragdes, 0os macro-ingredientes foram
pesados, homogeneizados e moidos em particulas de didametro aproximado de 0,3 mm. Apds
moagem, foi acrescentado a mistura o hidrolisado, os micro-ingredientes, o suplemento mineral
e vitaminico, seguida de homogeneizagdo manual. Posteriormente, as ra¢cdes foram umedecidas
e submetidas ao processo de extrusao, em equipamento de rosca simples, obtendo-se péletes de
diametro aproximado de 4 mm. As rac¢des foram secas em estufa com ventilacdo de ar forgada
a 55°C por 24 horas e mantidas sob refrigeracdo (4°C) até sua utilizagdo. A proteina hidrolisada

de frango (PHF) em po foi fornecida pela BRF Ingredients Ltda e incluida nas ragdes em
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substituicdo a farinha de peixe. A composicao proximal e perfil de aminoécidos das ra¢des e da
PHF estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Delineamento experimental

Juvenis de tilapia-do-Nilo (221,37 + 2,58 g; n = 240), foram aleatoriamente distribuidos
em 24 tanques de formato circular (420 L cada) dotados por sistema de recirculagdo continuo,
filtro mecénico e bioldgico, controle de temperatura e aeracdo. As dietas experimentais foram
ofertadas aos animais até a saciedade aparente quatro vezes ao dia, em intervalos de tempo de
3 h, com inicio as 8 h. O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado, composto
por seis tratamentos e quatro repeti¢des.

As caracteristicas fisico-quimicas da dgua, como pH (6,29 + 0,03), oxigénio dissolvido
(3,66 + 0,25 mg L1), condutividade elétrica (91,80 + 2,48 uS cmt) e temperatura (27,17 + 0,59
°C) foram aferidas regularmente utilizando-se sonda YSI 556® e mantiveram-se dentro das
condicGes de conforto para a espécie (Boyd, 1996).

Ao final de 30 dias experimentais, os animais foram mantidos em jejum por 24 h para
esvaziamento do trato gastrointestinal e, posteriormente, os animais foram insensibilizados em
benzocaina (100 mg L) para realizagio das medidas individuais de peso e posterior céalculo
dos parametros zootécnicos. Foram determinados o peso final (g); ganho em peso diario (peso
final — peso inicial/dias de experimento; g dia™); consumo de ragdo (g peixe™?); conversio
alimentar (consumo de racdo/ganho em peso); taxa de crescimento especifico [(In peso final —
In peso inicial)/dias de experimento*100] e sobrevivéncia [(n° peixes final — n° inicial)*100].

Apobs pesagem, quatro peixes por tanque foram eutanasiados (benzocaina; 200 mg L™?)
e dissecados para obtencdo do peso da carcaca. Em seguida foi realizada a retirada e pesagem
dos 6rgdos (intestino e figado), gordura visceral, cabeca e filé para avaliacdo dos indices
somaticos e de rendimentos. Uma por¢do das amostras de figado, intestino e musculo foi
devidamente preservada para andlise histoldgica. Foram determinados os rendimentos de
carcaca [peso da carcaca (g)*100/peso final (g)], cabeca [peso da cabeca (g)*100/peso final(g)]
e filé [peso do filé (g)*100/peso final(g)], peso relativo do intestino [peso do intestino
(9)*100/peso final(g)] e comprimento do intestino (m), indices hepatossomatico [peso do

figado (g)*100/peso final(g)} e de gordura visceral [peso da gordura visceral (g)*100/peso
final(g)].
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Tabela 1. Formulacéo e composicéo analisada das dietas experimentais.

Dietas 0% 1% 2% 3% 4% 5%
Ingredientes (g kg™t)

Farelo de trigo 300,0 300,0 300,0 300,0 300,0 300,0
Milho 2729 270,2 2676 2650 262,3 259,7
Farelo de soja 1717 171,1 1824 187,7 1930 198,3
Farinha de penas 100,0 96,0 92,0 88,0 84,0 80,0
Farinha de visceras de aves 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Proteina hidrolisada de frango* 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0
Farinha de peixe 50,0 40,0 30,0 20,0 10,0 0,0
Oleo de soja 23,1 22,5 21,9 21,3 20,6 20,0
L-lisina 6,2 6,0 5,8 55 5,3 51
L-treonina 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6
DL-metionina 3,5 3,4 34 3,4 3,3 3,3
Fosfato bicalcico 6,1 7,2 8,3 9,3 104 115
Calcario 3,1 4,2 54 6,5 7,6 8,7
NaCl 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Premix mineral e vitaminico? 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Acido ascorbico® 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Cloreto de colina 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Antifangico* 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Antioxidante® 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Analises quimicas (g kg™ matéria seca)

Matéria seca 946,2 9425 939,2 9465 956,6 9255
Proteina bruta 316,7 316,7 3053 3084 3138 306,6
Extrato etéreo 43,3 43,3 44,3 47,3 46,6 46,3
Cinzas 74,8 75,0 75,7 76,6 748 79,1
Energia bruta (kJ g ) 18,2 18,2 18,2 18,4 184 18,0

!BRF Ingredients Ltda. Composicdo analisada (g kg™ matéria seca): 943,1 matéria seca; 763,4
proteina bruta; 22,5 kJ g* energia bruta. Distribuicdo do peso molecular (% de peptideos): 200
— 500 Da = 6,06%; 500 — 800 Da = 45,45%; 800 — 1100 Da = 27,27%; > 1000 Da: 21,21%.
2Suplemento mineral e vitaminico (niveis por kg de produto): vitamina A = 500,000 Ul;
vitamina D3 = 200,000 Ul; vitamina E = 5,000 mg; vitamina K3 = 1,000 mg; vitamina B1 =
1,500 mg; vitamina B2 = 1,500 mg; vitamina B6 = 1,500 mg; vitamina B12 = 4,000 mg; acido
folico = 500 mg; pantotenato de célcio = 4,000 mg; vitamina C — 15,000 mg; biotina = 50 mg;
inositol — 10,000; nicotinamida = 7,000; colina = 40,000 mg; cobalto = 10 mg; cobre = 500 mg;
ferro = 5,000 mg; iodo = 50 mg; manganés = 1,500 mg; selénio= 10 mg; zinco = 5,000 mg.
SVitamina C Rovimix@ Stay-35, DMS Nutritional Products, Switzerland.

“Proprionato de calcio.’Banox®.
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Tabela 2. Composicdo em aminoacidos (g 100 g matéria seca) da proteina hidrolisada de
frango (PHF) e dietas experimentais.

AMINOACIDOS PHF 0% 1% 2% 3% 4% 5%
Aminoacidos essenciais

Arginina 1,9 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2
Histidina 1,7 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Isoleucina 2,7 1,3 1,3 1,3 1,4 1,3 1,4
Leucina 5,0 2,5 2,5 2,6 2,6 2,5 2,6
Lisina 49 1,7 1,8 19 1,8 1,8 2,0
Metionina 1,7 0,7 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Fenilalanina 2,5 1,5 1,5 1,6 1,5 1,5 1,6
Treonina 2,2 1,7 1,7 1,7 14 1,6 1,6
Valina 3,1 1,9 1,9 1,9 1,9 1,8 1,8
Aminoéacidos ndo essenciais

Alanina 4.4 1,9 1,9 1,9 1,9 1,8 1,8
Acido aspartico 6,6 2,8 2,8 2,8 2,9 2,7 2,8
Cistina 1,0 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,8
Acido glutamico 9,2 5,0 4,9 5,0 5,0 4,9 4,9
Glicina 4,9 2,3 2,3 2,2 2,2 2,1 2,1
Prolina 3,6 2,3 2,3 2,3 2,3 2,2 2,2
Serina 2,4 1,9 1,9 1,9 1,9 1,8 1,9
Taurina 0,6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tirosina 2,1 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
> AAI 26,2 14,6 14,7 14,9 14,6 14,5 14,9
> AAD 34,8 17,9 17,9 17,9 18,0 17,3 17,6
AAI/AAD 0,7 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

Analises quimicas e perfil de peptideos da PHF

Foi realizada analise da composicdo centesimal do filé quanto os teores de matéria seca,
matéria mineral, proteina e lipidios, bem como também das dietas incluindo-se a determinagéo
da energia bruta. Para a proteina hidrolisada de frango foi quantificada a matéria seca, proteina
e energia. As analises foram conduzidas no Laboratorio de Qualidade de Alimentos (LQA) do
GEMAQg/Unioeste segundo as metodologias descritas na AOAC (2000). A energia bruta foi
determinada em bomba calorimétrica (C200, IKA, Staufen, Alemanha). A determinagdo do
perfil de amino&cidos das racoes e da proteina hidrolisada de frango foi realizada no laboratorio
de anélises bromatoldgicas CBO (Valinhos, SP) de acordo com o preconizado por Hagen et al.
(1989) e Bernardo e Sotelo (1980).
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Anaélises histoldgicas

O material coletado (intestino, musculo e figado) para analise histolégica foi fixado em
solucdo Alfac por 24 h e, posteriormente, conservado em alcool (70%). O processamento das
amostras seguiu com a realizacao de desidratacdo em concentracfes crescentes de alcool (70 a
100%), diafanizacdo em xilol, emblocacdo em parafina para entdo realizar os cortes histolégicos
em micrétomo (Microm, International Gmbh 69190) com 5 pum de espessura. As amostras
foram dispostas em laminas de vidro e submetidas a técnica de coloracdo HE (hematoxilina e
eosina). Cada amostra foi analisada em microscépio optico (Olympus BX 50) com camera
digital (Olympus PMC 35 B) acoplada para captura de imagens. As amostras foram analisadas
seguindo a metodologia de histomorfometria adaptada de Almeida et al. (2010). Para avaliacdo
do crescimento das fibras musculares, foram tomadas as medidas de maior diametro de 200
dessas estruturas por animal e agrupadas em i) menor que 20 um (<20 pm), ii) de 20 a 50 um
(20 a 50 um) e iii) maior que 50 um (>50 um). A alteracgdo do tecido hepaético foi avaliada pelo
nimero total de hepatdcitos em uma area de 20.000 um?. Para determinar as alteragdes no
intestino, foram mensurados a altura e largura da vilosidade, espessura do epitélio e espessura

da tunica.

Anélises hematoldgicas e bioquimicas

Apos ensaio de desempenho de crescimento, antes da pesagem final dos peixes, foram
realizadas as coletas de amostras de sangue para realizacdo do hemograma e quantificacdo dos
parametros bioquimicos. Os peixes (quatro peixes por tanque) foram anestesiados com
benzocaina (100 mg L) e apds completa dessensibilizagdo, por puncéo da veia caudal, foram
coletadas de cada peixe aliquotas de sangue com o auxilio de seringas de 1 mL banhada com
anticoagulante (EDTA 3,0%). ApGs coleta, os animais foram eutanasiados e destinados a
obtencdo de amostras para analise de rendimentos e coleta de 6rgaos.

Foram determinados o nimero de eritrocitos, contagem total e diferencial de leucocitos
e quantificados os teores plasmaticos de triglicerideos, proteina total, glicose, ureia, colesterol
total, lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). A contagem do numero de eritrécitos foi
realizada pelo metodo do hemocitbmetro em camara de Neubauer, utilizando-se liquido de
Hayem, em pipeta automatica, na propor¢cdo de 1:200. Os parametros plasmaticos foram
determinados utilizando-se kits especificos (Gold Analisa Diagndstica, Belo Horizonte, MG)

conforme as instrucGes do fabricante, sendo feito leitura em espectrofotdmetro. O plasma foi
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obtido por centrifugagdo do sangue a 5000 g por 10 minutos, o qual foi devidamente
armazenado (-20°C) ate realizacdo das analises.

A diferenciacao dos leucocitos foi realizada por meio de extensdes em laminas, as quais
foram coradas com May-Grunwald Giemsa (duas laminas/peixe). A contagem diferencial foi
realizada em microscopio utilizando-se aumento de 100 vezes. Foram contadas 200 células,
estabelecendo-se o percentual de cada componente celular (linfdcito, neutréfilo e mondcito). A
contagem total de leucécitos também foi realizada por meio de extensfes coradas através da
relacdo eritrocito/leucocito. Em cada extensdo foram contadas 2.000 celulas marcando-se

quantos leucdcitos e trombadcitos apareciam (Ranzani-Paiva et al., 2013).

Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade e,
quando evidenciado o atendimento dos pressupostos, procedeu-se a andlise de variancia
(ANOVA). Em caso de diferencas estatisticas aplicou-se o teste de comparacdo de médias de
Tukey, ao nivel de 5% de significancia. Diversos modelos de regressdo foram aplicados aos
dados para estimativa do nivel ideal de inclusdo do hidrolisado. As analises foram efetuadas

por meio do programa computacional SAEG (1997).

RESULTADOS

Dietas contendo niveis de inclusdo da PHF variando de 0 a 5% n&o determinaram efeitos
(P>0,05) sobre os parametros de desempenho produtivo, indices somaticos e rendimento de
carcaca. No entanto, observou-se que dietas suplementadas com 1% da PHF influenciaram o
rendimento de cabeca, sendo este significativamente inferior quando em comparacdo com a
dieta isenta de suplementacdo. De modo semelhante, observou-se menor peso relativo do
intestino para peixes que receberam a dieta contendo 1 e 4% da PHF comparado aqueles que
receberam a dieta com 0% de inclus&o. Para peixes alimentados com a dieta com 4% da PHF
constatou-se maior (P<0,05) rendimento de filé, porém diferindo apenas do tratamento sem
inclusdo do hidrolisado (Tabela 3).

O ganho em peso diéario, consumo de ragdo, taxa de crescimento especifico,
sobrevivéncia, comprimento do intestino, indice hepatossomatico, rendimento de carcaca e de
gordura visceral variaram de 2,65 a 3,35 g dia*; 128,49 a 141,33 g peixe™; 1,02 a 1,25% dia™*;
80,00a97,50%; 1,48 a1,55m; 1,92 a 2,06%; 89,11 a 89,86% e 2,15 a 2,83%, respectivamente.

A aplicagio dos modelos de regressdo aos dados néo revelaram ajuste apropriado (R?<0,70).
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A composicao centesimal do filé ndo foi alterada comparativamente a dieta contendo

0% da PHF, contudo, o teor lipidico foi influenciado pelos niveis de suplementacdo avaliados,

sendo evidenciada diferencas entre peixes que receberam as dietas com 3 e 5% de incluséo, o

qual para este ultimo verificou-se menor deposicdo (P<0,05) de lipideos no filé (Tabela 4).

Tabela 3. Parametros de desempenho produtivo e de rendimentos da tilapia do Nilo alimentada

com dietas contendo proteina hidrolisada de frango por 30 dias.

Variaveis* Dietas
0% 1% 2% 3% 4% 5%
oF (g 32120 31354 300,60 32207 307,15 310,77
g +7.98 +26,15  +1053  +1328  +1367  +1407
3,35 3,07 265 3,34 289 298
- _1 H ) b b b ]
GPD (g peixe™) +0,31 +093  +042  +0.36 +044 0,43
A 0,78 0,67 0,62 0,73 0,64 0,65
+0,04 +0.16 +0.14 +0,05 +0,09 +0,16
29,772 27,96° 29,10%  28,59% 29,16% 29,5%
O b b b b b b
RCAB (%) +1.88 +1.06 +152 +1.43 +1.75 +2.26
RF (%) 32,01P 3359%  3305% 3397 34,172 32,21%
0 +2.13 +1,58 +2.19 +1,17 +2.37 +2.31
a b ab ab b ab
INT (%) 4,07 294 352 3.29 3,08 3,25
+1.10 +0.68 +0,89 +0,58 +0,65 +0.84

*Médias na mesma linha seguidas por letras distintas diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey. PF

= peso final; GPD = ganho em peso diario; EA = eficiéncia alimentar; RCAB = rendimento de

cabeca; RF = rendimento de filé; INT = peso relativo do intestino.
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Tabela 4. Composi¢do centesimal do filé (matéria natural) da tilapia do Nilo alimentada com
dietas contendo proteina hidrolisada de frango por 30 dias.

Dietas

Variaveis*
0% 1% 2% 3% 4% 5%

79,22 78,68 79,00 78,42 78,89 79,08
+0,51 +0,62 +0,40 +0,83 +0,57 +0,98
18,52 19,00 18,32 18,97 19,00 18,98
+0,46 +0,50 +0,35 +0,62 +0,44 +0,51
1,502 1,54% 1,60% 1,72° 1,28% 0,922
+0,27 +0,34 +0,20 +0,55 +0,28 +0,18
1,32 1,31 1,33 1,33 1,28 1,28
+0,06 +0,07 +0,09 +0,03 +0,03 +0,11

Umidade (%)
Proteina (%)
Lipideos (%)

Matéria mineral (%)

*Médias na mesma linha seguidas por letras distintas diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Para os parametros biogquimicos do plasma observou-se reducdes significativas nas
concentracgdes de triglicerideos quando os peixes foram alimentados com dietas contendo PHF
ao nivel de 2% e acima deste, quando comparado a dieta ndo suplementada. Para as
concentracfes plasmaticas de HDL, constatou-se aumentos significativos e concomitante
reducao nos niveis de VLDL para 0s peixes que receberam as dietas com 0s maiores niveis de
suplementacéo (4 e 5%) comparativamente a dieta com 0% da PHF (Tabela 5). A proteina total,
glicose e ureia ndo foram influenciadas pelas diferentes dietas e oscilaram entre 3,00 a 3,76;
45,24 a 68,43 e 5,94 a 7,28 mg dL, respectivamente. A contagem total e diferencial de
leucdcitos também ndo foram influenciadas pelas dietas. O numero total de leucdcitos e
trombocitos variaram entre 33927 a 42992 células pL? e 3727 a 6104 células pL™,
respectivamente. O percentual de linfdcitos, neutr6filos e mondcitos apresentaram valores
médios de 91,17 a 95,11%; 4,32 a 7,40% e 0,53 a 1,64% entre tratamentos, respectivamente.
As variaveis hematoldgicas mantiveram-se dentro do padrdo estabelecido para tilapia (Hubrec
e Smith, 2010).
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Tabela 5. Pardmetros bioquimicos do plasma da tilapia do Nilo alimentada com dietas contendo

proteina hidrolisada de frango por 30 dias.

Variaveis* Dietas

0% 1% 2% 3% 4% 5%

Glicose (mg L) 60,54 45,24 45,82 58,19 65,57 68,43
#2177 42420 42845 42422 42487  +3598

Triglicerideos (mg dL) 117,96°  93,77%  64,24> 67,73  68,20° 69,59
#2562 #2305 1513 424,79 +20,10 +17,30
Colesterol (mg dL-) 82,17 68,24 73,55 79,50 76,45 63,81
+16,37 #1930 2568 420,48 422,12  +17,50
127,24°  14335® 140,50 167,35 175,58° 184,782
HDL (mg dL™) +15,79 +7,44 +29,60 b +651  +18,01
+27.47

1 3,65 3,10 457 4,10 3,76 1,62

LDL (mg dL.") +076  +193  +168 262 4270 111
1 22,36  18,75®  12,85° 1509  13,64°  12,52°

VLDL (mgdL™) +499  +461 303 4634  +402  +3.46

*Médias na mesma linha seguidas por letras distintas diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL = lipoproteina de baixa densidade; VLDL =

lipoproteina de muita baixa densidade.

A analise histoldgica do intestino revelou efeitos para a espessura do epitélio, sendo

constatado diferencas para as dietas com 1 e 4% de inclusdo da proteina hidrolisada de frango.

Para a dieta com 4% de suplementacédo a espessura do epitélio foi significativamente superior

ao observado para os peixes alimentados com a dieta com 1% (Tabela 6). A distribuicdo das

fibras musculares e niumero de hepatocitos ndo foram afetados pelas dietas fornecidas.

Observou-se a ocorréncia de fibras entre 20 — 50 um variando de 63,42 a 75,82% e > 50 um

variando de 24,91 a 34,33%. Para 0 nimero de hepatdcitos contabilizou-se valores entre 112 a

133 em uma éarea de 20000 pum?.
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Tabela 6. Parametros da anélise histoldgica do intestino da tilapia do Nilo alimentada com
dietas contendo proteina hidrolisada de frango por 30 dias.

Dietas

Variaveis*
0% 1% 2% 3% 4% 5%

39,40 45,08 4745 4537 46,24 37,87
+955  +11,19 4994  +7,82 +5,56 +7,15
41,07  38,49° 42,04 4310%  45,65%  44,33®
+5,06 +2,05 +349  +382 +3,66 +5,07
23353 267,02 242,62 240,17 229,89 246,91
+4850 +30,61 +49,68 2535 #2913  +3528
101,16 101,48 100,48 110,76 110,14 95,60
+1256 +1136  +515 17,13 +11,10 +16,84

Espessura da tunica (um)
Espessura do epitélio (um)
Altura da vilosidade (um)

Largura da vilosidade (um)

*Médias na mesma linha seguidas por letras distintas diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

DISCUSSAO

No presente estudo verificou-se que a inclusdo da PHF em dietas ndo promoveu efeitos
significativos sobre os parametros de crescimento de juvenis de tilapia-do-Nilo, ao que se deve
provavelmente as caracteristicas do produto, que sdo reconhecidas por influenciar diretamente
suas propriedades funcionais e usos como ingrediente alimentar (Kristinsson e Rasco, 2000).
Ha notavel diferenca em relacdo ao tipo e condi¢des de obtencdo de hidrolisados identificados
como promotores de crescimento em dietas para peixes (Wosniak et al., 2016; Swanepoel &
Goosen, 2018; Xu et al., 2016), no entanto, evidéncias cientificas tem demonstrado que a
prevaléncia de peptideos de baixo peso molecular pode ser essencial ao desempenho biolégico
(Zheng et al., 2013; Ha et al., 2019; Zheng et al., 2012). Na PHF encontramos maior ocorréncia
de peptideos entre 500 — 800 Da (Tabela 1), contrariamente ao que foi observado nos estudos
mencionados, 0s quais constataram nos hidrolisados de coprodutos peptideos de até 100.000
Da. Isso pode sugerir que a fracdo peptidica da PHF inclui compostos bioativos que
possivelmente ndo atuam como promotores do crescimento. Estudos avaliando a PHF em dietas
para a tilapia na fase de crescimento sdo pioneiros e investigacdes futuras sobre a relacdo entre
estes parametros sdo necessarias para confrontar as suposicdes.

A estratégia de fornecimento do suplemento proteico na forma hidrolisada, representada
pela presenca de peptideos de baixo peso molecular, pode ser considerada medida apropriada
ao atendimento das exigéncias fisioldgicas dos animais, uma vez que di e tripeptideos e outros
oligopeptideos podem ser mais facilmente absorvidos e completamente assimilados
(Arredondo-Figueroa et al., 2013; Sundell e Rgnnestad, 2011). Tal condigéo, poderia beneficiar

fungOes importantes e repercutir em outros aspectos de desempenho (Gisbert et al., 2018) que,



21

no presente estudo, provavelmente foi demonstrado como alteracdes no rendimento de filé. No
entanto, apesar da auséncia de efeitos significativos entre dietas contendo a PHF, os resultados
demonstraram que niveis de inclusdo de 4% podem ser necessarios para se obter respostas
positivas sobre o rendimento em comparacdo a uma dieta ndo suplementada. 1sso sugere maior
biodisponibilidade da proteina da PHF para este nivel, resultante, provavelmente, de adequado
sincronismo entre as taxas maximas de absorcdo pelos transportadores de aminoacidos e
peptideos, o que contrariamente, ndo se pode verificar em niveis elevados de inclusdo (Tonheim
et al., 2005; Aragdo et al., 2004).

Variagdes na gquantidade e qualidade dos nutrientes da dieta frequentemente refletem
em adaptacdes morfoldgicas do intestino e modificam o perfil e atividade de enzimas digestivas
(Lundstedt et al., 2004; Olsson, 2011). A suposta maior biodisponibilidade da PHF ao nivel de
incluséo de 4% pode estar relacionada também a um provavel efeito prebidtico dos peptideos,
capaz de modular a microbiota intestinal e favorecer o processo de digestdo por meio do
incremento de enzimas proteoliticas, como observado em estudo recente com uma espécie
onivora (Rhamdia quelen) alimentada com hidrolisado de sardinha (5%) (Ha et al., 2019). Além
disso, tem sido demonstrado haver uma correlacdo positiva entre populacdo microbiana e
atividade de membrana da borda em escova e proliferacdo de células caliciformes (Bates et al.,
2006; Merrifield et al., 2010; Reda e Selim, 2015), o que poderia ter favorecido uma melhor
captacdo de nutrientes. Distintos perfis na atividade de proteases também foram verificados em
um estudo com a tilapia alimentada com hidrolisado proteico de residuos do camardo (1,5 e
6%) (Santos et al., 2013). Por consequéncia, as variacfes observadas no peso relativo do
intestino e espessura do epitélio podem estar relacionadas as eventuais adaptagdes ocorridas.
Estudos futuros avaliando os efeitos da PHF sobre a atividade de enzimas digestivas,
morfometria e microbiologia intestinal devem ser encorajados para melhor compreensdo de
seus efeitos sobre a fisiologia digestiva da tilapia.

Em niveis mais baixos de inclusdo (1%) observou-se menores rendimentos de cabeca
em relacdo a dieta ndo suplementada que poderiam também ter alguma relagcdo com a suposi¢ao
exposta acima, porém em menor extensdo. Embora esta caracteristica possa ser desejavel ao
percentual quantitativo dos diversos cortes utilizados durante processamento industrial (Souza
e Inhamuns, 2011), esta ndo esteve correlacionada a um rendimento de filé potencial, o que
poderia ndo ser interessante lucrativamente.

Além dos parametros de rendimento, neste estudo observou-se também efeitos da PHF
sobre a homeostase energética, representada por alteracfes nas concentragdes séricas de

triglicerideos, colesterol e gordura no filé, o que poderia indicar potencial uso nutracéutico.
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Hidrolisados proteicos podem determinar alteracbes no metabolismo de &cidos biliares e,
consequentemente, sobre a acumulacdo de gordura e ganho em peso corporal (Liaset et al.,
2009). Para este estudo, a PHF pode ter favorecido a transcricdo de genes envolvidos na
oxidacdo de acidos graxos por acdo do incremento plasmatico de acidos biliares, contribuindo
para reducdo dos triglicerideos, modifica¢des no colesterol (HDL e VLDL) e menor acimulo
de gordura no filé. Efeitos da administracdo de &cidos biliares sobre a transcricdo de genes e
obesidade foram descritos em ratos (Watanabe et al., 2006). Por consequéncia, apesar dos niveis
séricos de acidos biliares ndo terem sido mensurados neste estudo, e efeito modulador do
metabolismo lipidico para os niveis mais altos de inclusdo pode ter contribuido para as respostas
de rendimento de filé e peso final, notavelmente para o nivel de 4%, indicando um provavel
efeito poupador da proteina devido a modulacdo metabolica, porém sem determinar diferencas
no crescimento.

Mecanismos de supressdo in vitro da atividade da glicerol-3-fosfato desidrogenase
(GPDH), enzima envolvida na diferenciacdo de adipdcitos, pela fracdo peptidica (1300-2200
Da) da proteina hidrolisada de soja também foram descritos, demonstrando efeito anti-
adipogénico, o que gera a inibicdo do acimulo de lipideos por pré-adipdcitos (Tsou et al., 2010).
Essa caracteristica poderia ter sido evidenciada para a PHF devido a presenca de peptideos
>1000 Da (21,21%) e atuado conjuntamente com o0 mecanismo de ac¢ao sugerido, determinando
impactos sobre a gordura do filé. Estudos avaliando os efeitos do suplemento proteico
hidrolisado na transcricdo de genes e atividade de enzimas do metabolismo energético sdo
necessarios para clarificar as funcdes regulatorias de peptideos bioativos de baixo peso
molecular.

As respostas obtidas para este estudo representam importante resultado, indicando a
PHF como interessante fonte proteica alternativa com capacidade de fornecer adequado
suplemento de aminodcidos (Tabela 1) comparavel a farinha de peixe (Furuya et al., 2010;
NRC, 2011). Os componentes de baixo peso molecular presentes na PHF podem ndo exercer
efeitos sobre o crescimento, no entanto, possivelmente promovem alteracdes fisioldgicas e
metabolicas suficientes para impactar indices produtivos de interesse ao planejamento e
desenvolvimento do setor industrial. Isso torna atrativo o desenvolvimento de estudos futuros

que avaliem os efeitos da PHF para tilapia na fase de terminacéo.
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CONCLUSOES
A inclusdo de 4% de PHF resultou em aumento no rendimento de filé, modificacdo

morfometrica do intestino e alteracfes no metabolismo energético.

CONSIDERACOES FINAIS
Estudos adicionais, avaliando os efeitos da PHF sobre aspectos fisioldgicos séo

necessarios para que sejam estabelecidos niveis ideais de incluséo.
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