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DIFERENTES CONDICOES DE HIDROLISE DE RESIDUOS DE PESCADO EM
DIETAS PARA POS-LARVAS DE TILAPIA DO NILO

RESUMO

Neste estudo foi avaliado a influéncia de hidrolisados proteicos de residuo de pescado
(HPF) com trés condicGes de grau de hidrdlise (GH) no desempenho produtivo, composicéo
corporal e respostas histoldgicas e bioquimicas em p0ds-larvas de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus). Um total de 3150 pos larvas de tilapia do Nilo (0,02 £ 0,01 g) foram distribuidas em
delineamento inteiramente casualizado em 21 aquarios com volume util de 120L, totalizando
sete tratamentos com trés repeticdes. Os peixes foram alimentados até saciedade aparente seis
vezes ao dia durante quatro semanas, com dietas sem a inclusdo de HPF (controle), trés dietas
contendo niveis de inclusdo de 4,75% para cada HPF (HPF1, HPF2, HPF3) e GH de 16,28%,
22,43% e 28,56%, respectivamente, e outras tréscom metade da inclusdo de cada um dos HPF.
A inclusdo de 2,375% do HPF3 melhorou o desempenho produtivo e o nivel de proteina
corporal em poés-larvas de tildpia do Nilo, aléem de influenciar positivamente na
histomorfometria intestinal e na capacidade de absor¢do de nutrientes pelos peixes. As analises
bioquimicas de enzimas digestivas no intestino e figado revelaram que a suplementacao de HPF
com diferentes graus de hidrdlise incrementam positivamente a capacidade de absorcdo de

nutrientes e adaptacdo bioguimica em enzimas oxidativas do figado pela tilapia do Nilo.

Palavras-chave: ingrediente alternativo; carcaca de tilapia; efeito antioxidante.



DIFFERENT CONDITIONS FOR HYDROLYSIS OF FISH RESIDUES IN
DIETS OF POST-LARVAE OF NILE TILAPIA

ABSTRACT

In this study was evaluated the influence of waste fish protein hydrolysates (HPF) with
three conditions of degree hydrolysis in the diet under productive performance, body
composition and histological and biochemical responses in post-larvae of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). A total of 3150 post-larvae Nile tilapia (0.02 + 0.01 g) were distributed
in a completely randomized design in 21 aquariums with a useful volume of 120L, totaling
seven treatments with three replications. The fish were fed until apparent satiety six times a day
for four weeks, with diets without the inclusion of HPF (control), three diets containing
inclusion levels of 4.75% for each HPF (HPF1, HPF2, HPF3) and GH of 16.28%, 22.43% and
28 , 56%, respectively, and other three with half the inclusion of each of the HPF. The inclusion
of 2.375% of HPF3 improved the productive performance and the level of body protein in Nile
tilapia post-larvae, in addition to positively influencing the intestinal histomorphometry and the
nutrient absorption capacity by fish. Biochemical analyzes of digestive enzymes in the intestine
and liver revealed that supplementation of HPF with different degrees of hydrolysis positively
increases the capacity for nutrient absorption and biochemical adaptation in oxidative enzymes

of the liver by Nile tilapia.

Key words: alternative ingredient; tilapia carcass; antioxidative effect.
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1. INTRODUCAO

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), desperta grande interesse para a piscicultura
principalmente pelo seu habito alimentar variado, grande potencial de mercado, facil manejo,
resisténcia a oscilagdes térmicas, podendo ser cultivada em altas densidades de estocagens e
baixas taxas de oxigénio (DUARTE, 2017).

Neste contexto, um dos fatores que apresenta uma despesa significativa na piscicultura
é a racdo (MILANEZ et al.,, 2019). Por consequéncia disso, fontes alternativas oriundas de
processos industriais que favorecam o custo beneficio da ragdo sao utilizadas como forma de
atender as exigéncias nutricionais dos peixes (DECARLI et al., 2016; SILVA et al., 2017).

Atualmente os hidrolisados proteicos representam um alimento alternativo nas dietas
dos peixes, por ser uma excelente fonte nutricional e de alta digestibilidade (DECARLI et al.,
2016; SILVA et al., 2017). Hidrolisados proteicos podem ser obtidos por meio da digestdo
prévia das proteinas presentes na matéria-prima pelo processo de hidrélise enzimatica, ou
seja, realiza-se a adicdo de proteases em suas condi¢gdes 6timas de temperatura e pH
ocorrendo a fragmentacdo das proteinas em aminoécidos e peptideos de baixo peso molecular,
possibilitando uma maior absorcao dessas particulas pelos peixes (ZARAVEZE et al., 2009).
Diferentes enzimas tém sido relatadas como eficientes para hidrolisar proteinas de pescado,
quando utilizada, a alcalase, endopeptidase bacteriana produzida a partir do Bacillus
lichenformis, consegue uma hidroélise efetiva em proteinas oriundas de pescado e elevado grau
de hidrélise sem afetar o sabor do ingrediente (SILVA et al., 2014; MARTINS et al., 2009).

O grau de hidrdlise (GH) é a medida utilizada para mensurar a fragmentacdo da
proteina em peptideos de tamanhos menores que expressa a relacdo entre a quantidade de
proteinas totais e a quantidade de proteinas soltiveis, determinadas a partir de métodos de
Kjeldahl e Lowry que demonstram a eficiéncia do processo hidrolitico (ALVES et al., 2015), ou
seja, é considerado o parametro bioquimico mais relevante da proteélise, visto que é capaz de
alterar as propriedades nutricionais da matéria-prima além de caracteristicas sensoriais e
funcionais dos alimentos (NGUYEN et al., 2011).

Diante do exposto, objetivou-se desenvolver e avaliar a influéncia da inclusdo de
hidrolisados proteicos de residuos de pescado com diferentes condi¢des de hidrélise no
desempenho produtivo e seus efeitos na composicdo corporal, morfologia intestinal e na

atividade enzimética para pés-larvas de tilapia do Nilo.
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2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Aquicultura do Grupo de Estudos de
Manejo na Aquicultura (GEMAq) na Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE),
campus de Toledo/ PR, Brasil com duragao de 30 dias. Os procedimentos adotados na conducao
deste experimento foram aprovados pelo Comité de FEtica no Uso de Animais

(CEUA /Protocolo N° 16/19).

Elaboracao das racdes experimentais

Os hidrolisados proteicos de peixe aplicados no presente estudo possuiram os
seguintes graus de hidrdlise: 16,28% (HPF1), 22,43% (HPF2) e 28,56% (HPF3). Foram
elaboradas sete ragdes experimentais, sendo a dieta basal, T1: controle (sem a adi¢do do HPF)
controle e os niveis de inclusdo dos hidrolisados proteicos de pescado obtidos ap6s a hidrdlise
enzimatica: T»: 4,75% do HPF1, Ts: 4,75% do HPF2, T4: 4,75% do HPF3, Ts: 2,37% do HPF1
(MH1), Te: 2,37% do MH2 (MH2) e T7: 2,37% do HPF3 (MH3). As ragdes foram formuladas de
maneira a serem isoproteicas (38,6 % proteina bruta) e isoenergéticas (3500 kcal de energia
digestivel /kg) para atenderem os valores nutricionais recomendados para a espécie, na fase
de desenvolvimento em que se encontravam. O célculo da quantidade de inclusdo do
hidrolisado liquido nas dietas foi baseada na matéria seca do produto, considerando-se os

resultados obtidos por SILVA et al. (2014) (Tabela 1).
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Tabela 1. Formulacao das dietas utilizadas no experimento de desempenho produtivo
de pos-larvas de tilapia do Nilo contendo hidrolisados proteicos de pescado com diferentes
graus de hidrdlise.

Niveis de suplementagao do hidrolisado proteico com diferentes

Ingredientes (%) Graus de hidroélisel

Controle HPF1 HPF2 HPF3 MH1 MH2 MH3

Farelo de soja 45 49,22 54,58 54,58 54,58 51,61 51,61 51,61
Peixe Farinha tildpia 23,78 20,01 20,01 20,01 21,89 21,89 21,89
Arroz quirera 13,43 8,20 8,20 8,20 10,82 10,82 10,82
Milho Far. Glaten 8,16 8,16 8,16 8,16 8,16 8,16 8,16
Ingrediente Teste 0,00 4,75 4,75 4,75 2,38 2,38 2,38
Oleo de soja 3,39 1,46 1,46 1,46 2,42 2,42 2,42
Suplemento min. e vit.2 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Cloreto de sédio 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Vit. C 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Cloreto de colina 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Antiftngico 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Antioxidante 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
L-treonina 0,04 0,00 0,00 0,00 0,02 0,02 0,02
Fosfato bicélcico 0,01 0,36 0,36 0,36 0,19 0,19 0,19
Calcario 0,00 0,50 0,50 0,50 0,25 0,25 0,25
Nutrientes (%)3

Amido 17,38 14,15 14,15 14,15 15,77 15,77 15,77
Arginina total 3,01 2,98 2,98 2,98 2,99 2,99 2,99
Histidina total 0,98 0,99 0,99 0,99 0,98 0,98 0,98
Isoleucina total 1,78 1,80 1,80 1,80 1,79 1,79 1,79
Leucina total 3,61 3,62 3,62 3,62 3,61 3,61 3,61
Lisina total 2,34 2,48 2,48 2,48 2,41 2,41 2,41
Metionina total 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
Triptofano total 0,45 0,48 0,48 0,48 0,46 0,46 0,46
Valina total 1,95 1,94 1,94 1,94 1,95 1,95 1,95
Fenil total 2,04 2,06 2,06 2,06 2,05 2,05 2,05
Fosforo total 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Calcio 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Composic3o quimica (% Matéria Seca)*

Matéria Seca 96,79 97,74 96,25 95,42 97,18 97,44 95,09
Matéria Mineral 14,23 12,96 12,86 12,83 13,83 13,77 13,38
Proteina Bruta 34,88 37,52 32,39 37,95 34,10 39,29 36,02
Estrato Etéreo 5,59 6,57 9,01 7,14 6,12 5,40 8,83
Fibra bruta 2,77 3,03 3,03 3,03 2,90 2,90 2,90
Energia Bruta (Kcal Kg) 4370 4500 4880 5010 4780 4870 4990

1HPF1: 4,750% de inclusio do hidrolisado com grau de hidrélise de 16,28%; HPF2: 4,750% de inclusdo do hidrolisado com grau de hidrdlise
de 22,43% e HPF3: 4,750% de inclusdo do hidrolisado com grau de hidrélise de 28,56 %, MH1: 2,375% de inclusdo do hidrolisado com grau
de hidrélise de 16,28 %, MH2: 2,375 % de inclusio do hidrolisado com grau de hidrdlise de 22,43% e MH3: 2,375% de inclusdo do hidrolisado
com grau de hidrélise de 28,56%. 2 Suplemento mineral e vitaminico - Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.750.000UL;
Vit. D3, 375.000UL Vit. E, 20.000UL Vit. K3, 500mg; Vit. B1, 2.000mg; Vit.B2, 2.500mg; Vit.B6, 2.500mg; Vit. B12, 5.000mg; Ac. Folico,
625mg; Pantotenato Ca, 7.500mg; Vit. C, 37.500mg; Biotina, 50mg; Inositol, 12.500mg; Niacina, 8.750mg; Co, 50mg; Cu, 1.250mg; Fe,
15.000mg; 1, 100mg; Mn, 3.750mg; Se, 75mg; Zn, 17.500mg. 3 Valores calculados na formulacio. +Valores analisados.
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Todos os ingredientes foram inicialmente triturados (0,3 mm) em um moinho tipo
martelo (modelo MCs 280, Vieira Moinhos e Martelo, Tatui-SP, Brasil), e peneirados. Apds
isso, seguiu-se o procedimento de homogeneizagdo durante o periodo de 15 minutos em um
misturador mecanico do tipo “Y” (modelo MA 200, Marconi Equipamentos Laboratdrios,
Piracicaba-SP, Brasil).

As dietas foram entdo extrusadas, com umidade de 20%, em matriz de 1,0 mm de
didmetro em um equipamento modelo Ex-Micro® com capacidade de 10 kg h -1 (Exteec
Maquinas, Ribeirdo Preto-SP, Brasil). Apos a extrusdo, as dietas foram alocadas em estufa
ventilada por 24 h a 55 ° C (modelo TE-394/3-D, Tecnal Equipamentos Cientificos para
Laboratérios, Piracicaba-SP, Brasil). Ap6s secagem (55°C por 24 h), incorporou-se 6leo de soja,
na forma de banho com auxilio de pulverizador manual. As dietas foram armazenadas em

camara fria (4°C) até sua utilizacao.

Delineamento Experimental

O experimento foi efetivado sob condicdes laboratoriais, utilizando 3.150 exemplares
de tildpia do Nilo com peso inicial médio de p = 0,02 + 0,01g e comprimento total e padrdo de
1,08 + 0,02cm. Proveniente de piscicultura comercial e previamente aclimatado por sete dias.
Os animais foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em 21 caixas
polietileno com volume ttil para 210 litros, em sete tratamentos com trés repetigdes,
totalizando 150 animais por unidade experimental, 450 por tratamento.

Realizou-se o arracoamento seis vezes ao dia (08h00, 10h00, 12h00, 14h00, 16h00 e
18h00), até a saciedade aparente. Ao final do dia, as excretas e restos alimentares e filtros foram
sifonados. O sistema foi equipado com recirculagdo de &gua, filtro mecénico, sistema de
aeracdo e aquecimento constante e realizou-se sifonamento didrio. Durante o periodo
experimental, varidveis fisicas e quimicas da dgua foram monitoradas utilizando um
multipardmetro portatil (modelo YSI-PRO PLUS), observando-se: Temperatura (n =27,27 +
0,15°C), Oxigénio Dissolvido Saturado (n =37,55 + 2,06 %), Oxigénio Dissolvido (u =2,95 £ 0,17
mg/L), condutividade elétrica (u =185,69 + 1,2 p.S/cm)e pH (u =6,95 + 0,03), observando-se
que as taxas de oxigénio foram menores queos limites estabelecidos como satisfatérios para o
cultivo de peixes tropicais de agua doce, (ARANA et al.,2004), porém, ndo houve interferéncia
em relagdo a sobrevivéncia e taxa de alimentagao para as pos-larvas de tildpia do Nilo.

Ao final do periodo experimental, os peixes foram mantidos em jejum por 24

horas e, ap6s este periodo, foram eutanasiados em solugdo de benzocaina 100 mg L-!
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(OKAMURA et al., 2010) para a determinacdo de medidas individuais de peso (g) e
comprimento total (cm) e coleta de 6rgaos (estomago, intestino e figado) para futuras
analises. Os calculos de desempenho zootécnico foram determinados pelas seguintes
equagdes (NRC, 2011): Ganho em peso (GP)= (peso final - peso inicial); Ganho em peso
diario (GPD) = (peso final - peso inicial)/tempo (dias); Conversao alimentar aparente
(CAA) = consumo de alimento/ganho em peso total; Taxa de crescimento especifico
(TCE) = (In peso final - In peso inicial) x 100/ tempo; Taxa de eficiéncia proteica(TEP) =

ganho em peso vivo/proteina bruta consumida e Sobrevivéncia (S).

Analises bromatolégicas

Os HPF’s utilizados, as dietas experimentais e os peixes foram submetidos a andlise de
composicdo centesimal (umidade, proteina, extrato etéreo, cinzas e energia), de acordo com a
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz, excegdo da energia bruta determinada,
apenas para as dietas, com o auxilio de uma bomba calorimétrica (Ika Works, modelo
C2000). Todas as andlises foram realizadas no Laboratério de Qualidade de Alimentos (LQA)
do GEMAq.

A partir da analise centesimal com base na matéria seca dos HPF’s utilizados no
presente estudo, tais produtos revelaram-se isoproteicos com 56,23%, 57,90% e 56,94% e nao
foram observadas diferencas na matéria mineral, 5,18%, 5,16%, 5,01%, para HPF1, HPF2 e
HPF3, respectivamente. em relagdo a composicdo lipidica observou-se um aumento na
quantidade de lipideos (p>0,05) possivelmente relacionada com o incremento de alcalase e
grau de hidrélise nos ingredientes testes para os hidrolisados de pescado, correspondendo a

30,59%, 53,56% e 57,29%, para HPF1, HPF2 e HPF3, respectivamente.

Analises histolégicas

Para as andlises histomorfométricas das vilosidades intestinais, trés peixes de cada
caixa foram eutanasiados em solugdo de benzocaina 100 mg L1 (OKAMURA et al., 2010) sendo
retirado um segmento transversal da porcdo medial dos intestinos de cada peixe,
posteriormente fixados em solucao de Alfac durante seis horas e conservadas em alcool 70°
para remocao do fixador até serem processadas.

Os tecidos foram desidratados em concentragdes crescentes de alcoois, clarificados em
xilol e incluidos em parafina. Os cortes histolégicos foram obtidos por seccdes seriadas de 7um

17



148
149
150
151
152
153

154

155
156

157
158

159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176

e coradas em Hematoxilia-Eosina (HE), em seguida as laminas foram analisadas em
microscopia de luz mensurando a altura dos vilos (distancia do topo das vilosidades ao inicio
da camada muscular), largura dos vilos (distancia do topo de um enterécito ao topo do
enterdcito do lado oposto), espessura dos vilos (distdncia entre as extremidades dos
enterdcitos) e espessura da tnica (distancia total da camada muscular circular e longitudinal)

na lente objetiva de 40X, pelo software cellSens Standard 1.15®.

Figura 1. Mensuracdes da histomorfometria intestinal de pos-larvas de tilapia do Nilo
para os diferentes niveis de inclusdo de hidrolisado proteico. (A) Altura da vilosidade; (B)
Espessura das vilosidades; (C) Espessura das vilosidades; e (D) Espessura da tdnica.

Analises bioquimicas enzimaticas

Os peixes foram eutanasiados em solucdo de benzocaina 100 mg L1 (OKAMURA et al,,
2010) para retirada imediata do figado e intestino. Em seguida o material coletado foi
congelado individualmente em nitrogénio liquido e conservado a -80°C para posteriores
analises da atividade das enzimas do metabolismo intermedidrio destes 6rgaos.

Para as andlises bioquimicas da atividade de enzimas nos 6rgdos, as amostras foram
homogeneizadas em tampao HEPES (Acido Hidroxi-Etil-Piperazina-Etano-Sulfonico) 20 mM,
pH 7,4 e centrifugado a 20.000 g por 30 min (4 °C), o sobrenadante foi utilizado para a
determinagdo das atividades enzimaticas e a quantificagdo dos niveis totais de proteina foram
determinadas pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina como
padrado. As amostras foram diluidas e normalizadas (1 pmol.mg proteina-!) em solugdo tampao
TBE (Tris-Borato-EDTA) para padronizacao e determinacao dos parametros bioquimicos.

Os ensaios enzimaticos foram realizados em um volume final de 500 pL, com excecdo
da atividade da catalase (AEBI, 1984), cujo volume final sera de 1 mL, onde as seguintes
enzimas foram avaliadas no intestino das poés-larvas de tildpia do Nilo: tripsina e
quimotripsina (HUMMEL, 1959), amilase, lipase e maltase via kit comercial da marca gold

Analisa®. Ja no figado, as seguintes enzimas foram avaliadas: transaminase glutdmico-
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oxalacética (TGO), transaminase glutamico piravica (TGP) via kit comercial da marca gold
Analisa®, e andlise da peroxidagdo de lipideos (LPO/TBARS) seguindo metodologia proposta
por FEDERICI et al. (2007).

Analises estatisticas

Os dados de desempenho produtivo, bromatolégicos, histoloégicos e atividade
enzimatica, atendendo os pressupostos de normalidade e homocedasticidade, foram
submetidos a andlise de varidncia ANOVA para verificar a interagdo entre os niveis de
inclusdo dos hidrolisados proteicos e seus graus de hidrélise, quando significativas as médias

foram comparadas pelo teste de Fischer a 5% com o auxilio do software Statistica 7.0®

3. RESULTADOS

Com relacdo ao desempenho zootécnico com os diferentes niveis de inclusao dos HPF’s
nas dietas (Tabela 2), observou-se que a inclusdo destes hidrolisados foram satisfatérios em
relacdo a varios pardmetros produtivos, caracterizando-se potenciais alimentos alternativos
como fonte de proteina para pos-larvas de tildpia do Nilo. A combinacdo dos resultados
referentes ao consumo de racdo (CR), ganho em peso (GP), conversao alimentar (CAA) e taxa
de eficiéncia proteica (TEP) da suplementagdo de 2,375 do HPF3 com um grau de hidrélise de
28,56% revelou-se uma opcao de aplicagdo na formulagdo de dietas para peixes como fonte

proteica.
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Tabela 2. Valores de desempenho produtivo médios de poés-larvas de tildpia do Nilo,
alimentados com rag¢des contendo hidrolisados proteicos de pescado (HPF’s) com diferentes

graus de hidrolise.

Tratamentos*
Paradmetro
Controle HPF1 HPF2 HPF3 MH1 MH?2 MH3
1PI (g) 0,02+0,003 0,02+0,003 0,02+0,003 0,02+0,003 0,02+0,003  0,02+0,003 0,020,003

2GP (g) 5,82+0,35abe 5,73+0,33bc 6,33+0,522b 5,64+0,32bc  5,89+0,71abc  5,30+0,74¢ 6,59+0,14~
SPF (g) 5,83+0,35abe 5,75+0,33bc 6,34+0,522b 5,66+0,32bc  5,91+0,71abc  5,32+0,74¢ 6,61+0,142
4GPD(g.dia1)0,19+0,012> 0,19£0,01%c 0,21+0,022 0,19+0,01>  0,2+0,022>  (,18+0,02P 0,22+0,012
5CR (g) 880,2+10,26< 882,8+11,6¢ 870,4+3,88b< 875,3+19,462b 845,0+21,782b 845,9+10,582> 857,5+10,792
CAA 1,14+0,092b  1,17+0,132b 1,06£0,042> 1,13+0,102b 1,14+0,172>  1,22+0,24b 0,98+0,072
"TEP (%) 2,54+0,20abc 2,30£0,24c 3,00+0,222  2,35+0,22>  2,60+0,392bc  2,16+0,48¢ 2,86%0,20a
STCE 13,84+0,85 13,64+0,79 15,07+1,23 13,43+0,75 14,03+1,68 12,62+1,77 15,69+0,33

95 (%) 89,11+2,14 88,44+3,42 89,11+0,77 9243,71 85,3345,93  89,7849,46 89,56+,95

Valores médios seguidos por letra diferente, na mesma linha, indicam diferenca significativa pelo teste de Fischer (P<0,05). 'Peso
Meédio Inicial (PMI); 2Peso Médio Final (PMF); 3Ganho em Peso (GP); *Ganho em peso diario (GPD); *Consumo de Ragdo (CR);
¢Conversao Alimentar Aparente (CAA); “Taxa de Eficiéncia Proteica (TEP); $Taxa de Crescimento Especifico (TCE); “Sobrevivéncia
(S). * HPF1: 4,750% de inclusdo do hidrolisado com grau de hidrolise de 16,28%; HPF2: 4,750% de inclusdo do hidrolisado com grau de
hidrolise de 22,43% e HPF3: 4,750% de inclusio do hidrolisado com grau de hidrdlise de 28,56 %, MH1: 2,375% de inclusdo do hidrolisado
com grau de hidrélise de 16,28 %, MH2: 2,375% de inclusdo do hidrolisado com grau de hidrélise de 22,43 % e MH3: 2,375% de inclusdo do
hidrolisado com grau de hidrélise de 28,56 %.

Quando incluidos nas dietas experimentais, a elevada carga de proteina dos
hidrolisados proteicos de pescado disponibilizada nas dietas apresentou efeitos sobre a
composigdo corporal das pés-larvas de tildpia do Nilo (p>0,05) (Tabela 3). A quantificagdo de
lipideos aumentou em relacdo ao grupo controle, como supracitado, os HPF apresentam

valores elevados de lipideos.
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Tabela 3. Valores referentes a composi¢éo centesimal corporal de peixes alimentados
com dietas suplementadas com hidrolisados proteicos de pescado com diferentes graus de

hidrolise. Valores expressos com base na matéria seca.

Tratamentos*

Paradmetro

(%) Controle H1 H2 H3 MH1 MH2 MH3

Umidade 74,99+0,17 75,52+0,46 72,28+0,67 75,13£0,23 75,43+0,58 74,49+0,17 75,43+0,58

Proteina  59,8440,60c 60,11+0,29¢ 55,43+0,03¢ 49,76+0,90c 61,5+0,452  60,88+0,35Pc 60,6+0,75abc

Lipideos  22,44+1,12> 23,69+2,90ab 25,94+1,352 23,81+1,84ab 22,15+0,80b 23,61+0,78ab 24,63+0,41ab

Cinzas 12,59+0,022  10,94+0,06d 11,36+0,13¢ 11,29+0,09¢ 11,5+0,24c 12,07+0,08> 11,05+0,164

Valores médios seguidos por letra diferente, na mesma linha, indicam diferenca significativa pelo teste de Fischer
(P<0,05). * HPF1: 4,750% de inclusio do hidrolisado com grau de hidrdlise de 16,28 %; HPF2: 4,750% de inclusio do hidrolisado com grau
de hidrélise de 22,43% e HPF3:4,750% de inclusdo do hidrolisado com grau de hidrélise de 28,56 %, MH1: 2,375% de inclusdo do hidrolisado
com grau de hidrélise de 16,28 %, MH2: 2,375% de inclusdo do hidrolisado com grau de hidrélise de 22,43% e MH3: 2,375% de inclusio do
hidrolisado com grau de hidrélise de 28,56 % .

Ao avaliar a histomorfometria das vilosidades intestinais das pés-larvas alimentadas
com HPF com diferentes graus de hidrélise (Figura 2; Tabela 4), ndo foram observadas
diferencas significativas sobre a largura e espessura da tinica. Em contrapartida, a altura das
vilosidades e a espessura foram influenciadas pela inclusdao dos hidrolisados proteicos de
pescado (p>0,05), observando-se uma diminuicao sobre a altura de acordo com a inclusao dos
hidrolisados proteicos e alteragdo significativa na espessura das vilosidades com a inclusdo de
2,375 de H3 com 28,56% de grau de hidrélise. Tais caracteristicas para a inclusao do HPF3
foram sustentadas pelo melhor desempenho produtivo em relacdo ao ganho em peso, ou seja,

nao prejudicou a absor¢do de nutrientes pelas pos-larvas de tilapia do Nilo.
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Figura 2. Parede do intestino medial de pos-larvas de tilapia do Nilo para os
diferentes niveis de incluséo de hidrolisado proteico de pescado com diferentes graus de
hidrélise nas dietas. Coradas em H.E. Fotografias realizadas na lente objetiva de 40x.
Letras correspondem aos tratamentos: (A) Controle; (B) HPF1; (C) HPF2; (D) HPF3; (E) Metade da
inclusdo do hidrolisado HPF1; (F) Metade da incluséo do hidrolisado HPF2; (G) Metade da incluséo do
hidrolisado HPF3.
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256 Tabela 4. Histomorfometria intestinal de p0s-larvas de tildpia do Nilo alimentados com

257  ragBes contendo hidrolisados proteicos de pescado com diferentes graus de hidroélise.

Tratamentos*
Parametro (mm)  Controle H1 H2 H3 MH1 MH2 MHS3
Altura 200,2486,14b 140,16+46,932 134,26+48,82a 193,01+£50,90b 152,78+46,362b 181,33+57,31ab 141,04+31,64a

Espessura 31,8749,042  30,84+5,21=  33,57+9,41a  35,05+12,44a  33,75+11,252  34,83+9,85a  49,78+20,62P

Largura 75,21+21,27  76,86+10,9 73,68+17,30 75,44+9,35 82,17+24,94 81,7+20,68 70,79+17,01
Ttnica 17,64+3,52 15,65+4,17 17,15+4,93 17,33+3,91 18,4+5,37 17,08+3,63 18,49+4,76
258 Valores médios seguidos por letra diferente, na mesma linha, indicam diferenca significativa pelo teste de Fischer

259 (P<0,05). *H1: hidrolisado A em condigdes de temperatura de 45°C, pH de 5,5 e concentragio de enzima/substrato de 0,05; H2: hidrolisado
260 B com condicoes de temperatura de 55°C pH de 6,5 e enzima/substrato de 0,15 e H3: hidrolisado C com condicoes de temperatura de 65°C, pH
261 de 7,5 e enzima/substrato de 0,25, MH1: metade da inclusio do hidrolisado H1, MH2: metade da inclusio do hidrolisado H2 e MH3: metade
262 da inclusao do hidrolisado H3

263

264 Os resultados das andlises histomorfométricas revelaram que a inclusdo de HPF’s tém
265  influéncia na espessura das vilosidades intestinais para pés-larvas de tilapia do Nilo, visto que
266 a velocidade de absor¢io de aminoacidos livres e pequenos peptideos possivelmente
267  aumentou devido a fatores como competicdo e transportes destes nutrientes, acarretando em
268  uma menor altura e maior espessura das vilosidades.

269 Poucos estudos foram desenvolvidos com ensaios enzimaticos envolvendo a
270  suplementacdo de hidrolisados proteicos de pescado em tilapia do Nilo. Ao avaliar a atividade
271  de enzimas no intestino e figado das pos-larvas de tilapia do Nilo, observou-se que os HPF's
272 em diferentes graus de hidrolise podem interferir na atividade catalitica das enzimas.

273 Dentre as enzimas digestivas do intestino, ndo foram observadas alteracdes
274  significativas na atividade de amilase e maltase. A lipase, a tripsina e a quimotripsina
275  presentes no intestino dos peixes apresentaram diferencas significativas em relacado a inclusao
276  dos HPF (p<0,05) (Tabela 5). Quando comparadas a dieta controle, a atividade de
277  quimotripsina foi menor para os tratamentos com inclusao de 4,750% do HPF3 e para a
278  inclusdo de 2,375% do HPF1. Entretanto, a atividade de tripsina aumentou com a inclusao dos
279  HPF nas dietas em todos os tratamentos, com destaque para a inclusao da 2,375 do HPF1. A
280  atividade da lipase apresentou-se maior para a inclusdo do mesmo nivel destacado acima, tais

281  resultados sao relacionados com a inclusdo de HPF em diferentes graus de hidrolise, visto que
23



282  elevaram os valores referentes as composicoes lipidicas das racdes e composicdo centesimal
283  das carcagas das pos-larvas de tilapia do Nilo.
284
285 Tabela 5. Atividade enzimatica de enzimas digestivas no intestino e figado das pés-
286 larvas de tilapia do Nilo alimentados com racdes contendo hidrolisados proteicos de pescado
287  com diferentes graus de hidrolise.
288
Intestino Tratamentos*
Enzima
(umol/mg
proteina) Controle HPF1 HPF2 HPF3 MH1 MH2 MH3
Amilase 69,55439,84 585742726  86,72£39,13  64,84+3550 873245681  66,74%38,69  44,1638,33

Maltase 6192,86+466,06 6021,54+385,78 5975,28+187,53 6060,57+649,15 5726,31+662,21 5703,27+659,77 6109,46+772,82

Lipase 355,15424,59ab  350,04+19,872b  367,72+12,2920  354,06£19,75%b  374,37+33,212  348,46+24,66>  351,01+33,684L

Quimotripsina 8,69+2,132 8,69+£3,292 6,61+1,162° 5,19+1,120 5,84+1,16° 8,9142,972 7,00£2,172b

Tripsina 212,50+48,982  243,06+55,222b  250,00£63,082>  259,72473,90ab  288,43+£59,59>  225,00+31,20:b  251,85+49,74ab

Figado

Enzima Controle HPF1 HPF2 HPF3 MH1 MH2 MH3

Glicose 0,17+0,01a 0,21+0,03¢ 0,240,044 0,240,02b¢ 0,160,032 0,17+0,02a 0,16%0,01a

1TGO 1,45+0,18 1,56+0,14 1,47+0,21 1,56+0,22 1,51+0,25 1,47+0,11 1,36£0,22

TGP 3,53+0,40 3,7+0,43 3,89+0,61 3,8+0,59 3,6+0,63 3,66+0,39 3,62+0,39

3Catalase 0,034+0,0032 0,032+0,0084a¢ 0,034+0,0082 0,036+0,0062 0,023+0,006>  0,026+0,008b< 0,024+0,006°

4LPO / TBARS 0,036+0,01 0,039+0,03 0,042+0,04 0,042+0,02 0,043+0,03 0,037+0,02 0,033+0,01
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Valores médios seguidos por letra diferente, na mesma linha, indicam diferenca significativa pelo teste de Fischer

(P<0,05). * HPF1: 4,750% de inclusio do hidrolisado com grau de hidrdlise de 16,28%; HPF2: 4,750% de inclusio do hidrolisado com grau
de hidrélise de 22,43% e HPF3: 4,750% de inclusdo do hidrolisado com grau de hidrélise de 28,56 %, MH1: 2,375 % de inclusdo do hidrolisado
com grau de hidrélise de 16,28 %, MH2: 2,375% de inclusdo do hidrolisado com grau de hidrdlise de 22,43% e MH3: 2,375% de inclusio do
hidrolisado com grau de hidrélise de 28,56 % . Transaminase glutdmico-oxalacética (umol/mg proteina); 2Transaminase glutdmico pirtivica
(umol/mg proteina); 3 Atividade de Catalase Peroxidase (umol H>Oy/min/mg proteina); 4+ Andlise da peroxidacio de lipideos (umol/mg

proteina).

Resultados significativos também foram observados nas atividades enzimaticas no
figado das pos-larvas referente a glicose e catalase (p>0,05), em relacdo a glicose, observou-se
valores elevados quando a inclusdo foi de 4,750% para todos os HPF’s, revelando que em taxas

elevadas, a inclusao de HPF's para pos-larvas elevam os niveis de glicose nos figados da tildpia
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do Nilo, visto que, quando em metade de sua inclusao, nao observou-se diferencas em relacao
ao grupo controle. A glicose oxidase catalisa a oxidagcdo da glicose para acido gluconico e
peroxido de hidrogénio (WOHLAHRT et al., 2004), sendo observado o acompanhamento da
atividade de catalase de acordo com a atividade de glicose, onde a inclusao de 4,750% dos
HPF’S revelaram maior atividade desta enzima, quando comparada a metade da inclusdo. As
demais enzimas mantiveram-se constantes com a inclusdao de HPF’s em dietas de pds-larvas

de tilapia do Nilo.

4. DISCUSSAO

Os valores elevados na composicdo lipidica dos HPF’s utilizados no presente estudo
sdo possivelmente relacionados com o incremento de alcalase e o grau de hidrolise nos
ingredientes testes para os hidrolisados de pescado. SOUZA et al. (2014) apresentaram 54,06 %
de lipideos em hidrolisados proteicos de pescado, com matéria-prima de carcaca de tilapia e
20% de sardinha, em se tratando apenas de residuos de carcaca tilapia, SILVA et al. (2017)
apresentaram valores de 44,66 %. Valores elevados de lipideos sao justificaveis pelo método da
hidrélise enzimaética, pois hd uma precipitagdo simultdnea das proteinas insoltiveis e solaveis,
devido a temperatura aplicada a hidrélise, interferindo nessa separacdo total de lipideos e
proteinas. De acordo com MARTINS et al. (2009), diminuir o conteddo de lipidios de
hidrolisados proteicos contribui para uma melhor estabilidade da oxidacao lipidica.

Em relacdo a comparacdo entre os HPF's em diferentes graus de hidrolise, as dietas
contendo 2,375 do HPF3 revelaram-se mais eficazes ao ganho em peso (GP) para as pés-larvas
de til4pia, justificando-se com a relacdo consumo de ragdo e ganho em peso didrio (CRxGPD),
ocorrendo menor consumo de racdo e maior ganho em peso que os demais tratamentos
(p<0,05). Ao utilizar hidrolisado de residuos de peixes, SILVA et al. (2017) apresentaram
melhor desempenho produtivo para o nivel de inclusdo de 4,75 %, porém, apesar de nao
informarem o grau de hidrélise, no estudo supracitado aplicou-se 0,5 % de alcalase para a
hidroélise enzimatica na obtenc¢do do hidrolisado proteico, logo, o grau de hidrdlise tende a ser
maior que o presente estudo.

A inclusdo de hidrolisados proteicos de pescado ja demonstraram ser uma excelente
fonte de proteina, com bom valor nutritivo, podendo ser adicionado a ra¢des de peixes em
fases iniciais de vida (CHOTIKACHINDA et al., 2013; SILVA et al., 2017). Os resultados
favoraveis em relagdo a conversao alimentar aparente (CAA), ganho em peso (GP), ganho em

peso diario (GPD), e peso final (PF) das pds-larvas de tilapia do Nilo suplementadas com HPF
25
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no presente estudo foram influenciados positivamente (p>0,05), sugerindo-se uma possivel
fonte de proteina a partir de residuos de pescado para implementagao em dietas de p6s-larvas
de tildpia do Nilo.

Na anélise centesimal da composigdo corporal dos peixes ap6s o periodo experimental,
observaram-se melhores resultados para o nivel de inclusao de 2,375 do HPF1 com grau de
hidrélise de 16,28% em relagdo a quantidade de proteina. Valores menores foram obtidos por
ROCHA et al. (2014) ao avaliarem a inclusao de hidrolisado proteico de pescado em dietas para
alevinos de tilapia, ndo observando diferengas significativas no teor de proteinas para os niveis
de inclusdo de 0 a 4% de hidrolisado proteico de pescado.

Quanto maior o grau de hidrélise, maior a quantidade de fragmentagao da proteina em
peptideos de tamanho menores (ALVES et al., 2015), os aminodacidos livres sdo absorvidos
rapidamente apenas no intestino delgado proximal, enquanto os dipeptideos e tripeptideos
tém uma taxa de absorgdo rapida tanto na regido proximal quanto na distal (FRENHANI &
BURINI, 1999; RONNESTAD & MORAIS, 2008). Com isso, na tentativa de aperfeicoar o
aproveitamento dos ingredientes ingeridos, os peixes apresentam capacidade de adaptacao
dos processos digestivos, tais como: secrecdo enzimaticas e absorcdo e transporte de nutrientes
(HONORATO, 2011).

O intestino é um 6rgao envolvido em importantes funcdes fisioldgicas, possibilitando
a avaliacdo microscopica de suas vilosidades, cuja funcado é intrinseca a area superficial do
tecido para absor¢dao de nutrientes (CARVALHO et al., 2011; BALDISSEROTO et al., 2009). A
musculatura intestinal pode atuar como indicativo de desempenho nutricional de acordo com
as alteragdes no tecido que revelam sobre a capacidade de absorcao dos nutrientes pelos peixes
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2005). A anélise da morfologia intestinal e os resultados obtidos
no presente estudo foram satisfatérios, visto que, observou-se adaptacdes dos intestinos dos
peixes para otimizacdo da absorcdo dos nutrientes oferecidos pelos ingredientes,
principalmente os peptideos de baixo peso molecular disponibilizados pela hidrélise
enzimatica.

Com o intestino comparativamente mais longo que o de espécies carnivoras, a tilapia
do Nilo possibilita que o alimento ingerido seja transportado por mais tempo em seu trato
intestinal, com isso, o contato com as enzimas digestivas é elevado (BALDISSEROTTO, 2014).
As avalia¢oes de atividades enzimaticas fornecem informagdes sobre a fisiologia nutricional e
na capacidade de tomar vantagem das diferentes fragdes nutricionais dos alimentos ingeridos
pelos peixes (GIODA et al., 2017; LAZZARI et al., 2019). Uma abordagem para estudar a

capacidade de um organismo em usar proteina na dieta é a caracteriza¢do e quantificacdo de
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enzimas responsaveis pela digestdo, juntamente com os estudos da influéncia das dietas na
regulagdo bioquimica do sistema digestivo (GARCIA-CARRENO et al., 2002).

A habilidade de um organismo para digerir particulas de alimento depende da
presenca e da quantidade apropriada de enzimas digestivas (SEIXAS-FILHO, et al., 1999).
Neste estudo, visto a influéncia do HPF com diferentes graus de hidroélise na absor¢do dos
nutrientes pelo intestino, as avaliacdes bioquimicas realizadas corroboram com os resultados
observados. A atividade de enzimas digestivas é varidvel conforme quantidade e qualidade
dos nutrientes, ou seja, os peixes apresentam capacidade de adequagdo dos seus processos
digestivos (BALDISSEROTTO, 2009). Segundo BALDISSEROTTO (2002), as espécies
omnivoras ndo apresentam problemas de digerir o amido por secretarem a amilase em todas
as regides do intestino. A formulacao das dietas com inclusdo dos HPF’s com diferentes graus
de hidroélise foi realizada de modo a ter quantidades préximas de amido, justificando a
atividade regular de amilase e maltase para todos os tratamentos.

Quando avaliadas as atividades de tripsina e quimotripsina em dietas para Rhamdia
quelen, LOVATTO et al. (2013) sugeriram que a inclusdo de alimentos fibrosos pode alterar a
viscosidade do intestino e dificultar o acesso das enzimas aos substratos e igualmente dos
alimentos digeridos a borda do intestino. Foram observadas diferencas significativas nas
atividades das enzimas digestivas tripsina e quimotripsina. Estas enzimas sao endopeptidases
proteoliticas com ag¢des muito especificas, atuando no final do ciclo de digestdo de proteinas
no intestino (LOVATTO et al, 2013). A tripsina hidrolisa as ligacdes peptidicas de
grupamentos carbonila pertencentes a residuos de lisina ou arginina, sendo a tnica enzima
capaz de se auto ativar e ativar outras enzimas digestivas (DE SILVA & ANDERSON, 1995;
NAZEMROAYA et al., 2015), enquanto que a quimotripsina hidrolisa as ligacoes peptidicas
de grupos carbonila providos de fenilalanina, triptofano e tirosina (DE SILVA & ANDERSON,
1995). Visto que a atuacdo das enzimas digestivas é alterada de acordo com a regido intestinal
avaliada, e no presente estudo avaliou-se o intestino como um todo, sugere-se que em futuros
estudos relacionados a atividade de enzimas digestivas, realiza-se a coleta das regides distal,
medial e proximal dos intestino para uma melhor visualizacdo da atividade enzimatica local e
possivel caracterizacdo do mesmo.

Observou-se diferencas significativas em duas potenciais enzimas no figado
envolvidas no estresse oxidativo: glicose e alcalase. O metabolismo da glicose é uma das
principais fontes energéticas para as células dos peixes, podemos relacionar os resultados
obtidos na atividade de glicose com a atividade da catalase, visto que o produto da atividade

da glicose no figado, o peréxido de hidrogénio, é o substrato para a atividade da catalase
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(BARBOSA, et al. 2010). Quando em excesso, o peréxido de hidrogénio culmina em danos
oxidativos aos organismos (FERREIRA, 1997). A catalase est4d envolvida nas principais defesas
antioxidantes que atuam no metabolismo, encarregada por fazer a conversdo de altas
concentragdes de perdxido de oxigénio em dgua e oxigénio (BARBOSA, et al. 2010). Os valores
apresentados no presente estudo para a atividade da catalase foram préximos aos observados
em estudos que avaliaram efeitos antioxidantes em dietas para tilapia do Nilo, nos quais os
valores variavam entre 0,18 a 0,36 pmol H>O,/min/mg proteina (ABDELKHALEK et al., 2017,
GHAFAR], et al., 2017).

Apesar de ndo apresentar diferencas significativas quanto a inclusdo de HPF para
tilapia do Nilo, a avaliacdo da atividade das enzimas TGO (Transaminase glutamico-
oxalacética) e TGP (Transaminase glutamico pirtvica) é fundamental, visto que elas
desempenham papel essencial tanto na degradacdo quanto na sintese de aminoécidos
(BECKER, 2018). Segundo Ferreira, et al. (1997), a atividade de LPO/TBARS é relacionada a
alteragdes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares devido a agdo dos
radicais livres, interferindo em atividades de reducdo e oxidacdo das células, ndo sendo
observada nenhuma alteracdo quanto a inclusdo de hidrolisados proteicos para a tilapia do
Nilo. Assim, para o acompanhamento da satide dos peixes a avaliacdo da atividade dessas
enzimas podem ser utilizadas como marcadores de estresse oxidativo para os peixes.

A partir dos dados obtidos no presente estudo, observou-se que a inclusdao de HPF em
diferentes graus de hidrdlise apresenta efeitos significativos no desempenho produtivo de
pos-larvas de tilapia do Nilo, além de beneficios em relagdo ao incremento de proteina na
composigdo corporal dos peixes, podendo ser utilizado em outras fases de desenvolvimento
da tilapia a fim de buscar maiores ganhos de peso e rendimento de filé. A partir das analises
bioquimicas do intestino e figado das poés-larvas de tildpia do Nilo foi possivel determinar
uma relacdo com a carga de nutrientes disponibilizados na racdo com a capacidade de
absorcdo destes pelos organismos dos peixes, direcionando a absorcdo para melhor
aproveitamento da alta carga de aminoécidos livres disponibilizada e adapta¢des capazes de
evitar danos oxidativos para as pés-larvas suplementadas com os HPF's em diferentes graus

de hidrdlise.

5. CONCLUSAO
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O nivel de inclusdo de 2,375% do HPF em condicdes de grau de hidroélise de 28,56%
apresentou melhores resultados sobre o desempenho produtivo e bom aproveitamento dos
nutrientes disponibilizados pela dieta elevando a quantidade de proteina na composicdo
corporal de pés-larvas de tildpia do Nilo.

A inclusdo de 2,375% do HPF3 com condic¢des de grau de hidrélise de 28,56 % diminuiu
a altura e aumentou a espessura da vilosidade intestinal sem interferir no desempenho
produtivo e na absor¢do de nutrientes pelos peixes.

A partir das anélises bioquimicas das enzimas digestivas no intestino observou-se um
incremento na capacidade de absor¢do de nutrientes advindos da suplementagdo de HPF's
com diferentes graus de hidroélise nas dietas de pés-larvas de tilapia do Nilo.

As poés-larvas de tilapia do Nilo apresentaram adaptagdes enzimaticas para controle de
estresse oxidativo decorrente da alta carga de suplementacdo dos hidrolisados proteicos em

diferentes graus de hidrolise.
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