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Proteina hidrolisada enzimatica de penas em dietas para tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus)

RESUMO

A atividade piscicola apresenta elevados indices de produtividades, investimentos financeiros
e renda, consistindo em intensificacdo dos sistemas de criacdo, demandando novas tecnologias
e alimentos alternativos que possam melhor disponibilizar os nutrientes das dietas e atender as
exigéncias nutricionais dos animais cultivados. Desta forma os respectivos estudos foram
conduzidos com o objetivo de avaliar a incluséo de proteina hidrolisada de penas (PHP) em
dietas para tilapia do Nilo sobre os aspectos de desempenho produtivo, histologico e enzimatico
em diferentes fases de cultivo. As pesquisas foram realizadas com larvas e alevinos em trés
diferentes momentos, todos com niveis crescentes (Controle (0%), 1%, 2%, 3%, 4% e 5%) de
inclusdo de proteina hidrolisada de penas (BRF®) nas dietas e um controle negativo com ragao
comercial utilizada nas unidades de producdo. As racbes foram formuladas de forma a
conterem 38% e 34% de proteina digestivel, respectivamente, ambas com 3400 kcal de energia
digestivel/kg de dieta. Valores nutricionais recomendados para a espécie objeto de estudo na
fase de desenvolvimento em que se encontram. O Estudo I, foram distribuidos ao acaso 2.520
larvas com peso médio inicial de 0,017+£0,002g em 21 aquarios de polietileno (120 litros de
volume util), totalizando sete tratamentos com trés repeticbes. Com duracdo de 15 dias de
experimentais. O Estudo 11 constituiu-se de um prolongamento do experimento I. Ao finalizar
0 estudo I (15 dias de experimentacdo), as larvas encontravam-se na fase de alevino,
padronizou-se 0 peso dos animais experimentais mantendo-se 0s respectivos tratamentos e o
mesmo delineamento, readequando a densidade, sendo 30 alevinos por aquario. Para esse
estudo utilizou-se 630 peixes com peso médio de p = 1,67 £+ 0,05 g, 90 peixes por tratamento,
sendo 35 dias experimentais. Para o Estudo 111 obtiveram-se alevinos obtidos diretamente da
granja de criacdo na mesma fase de desenvolvimento do Estudo Il. Para o Estudo Il eliminou-
se 0 controle negativo que correspondia a racdo comercial, por tanto, seu delineamento
experimental consistiu em seis tratamentos e quatro repeticdes, correspondendo 24 unidades
experimentais de 150 litros, com 30 peixes por aquario, totalizando 720 animais com peso
médio de 1,96 + 0,03 g. Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente (8h, 10h, 12h,
14h, 16h e 18h00) com as racOes experimentais contendo os diferentes niveis de inclusdo de
hidrolisados por 30 dias. Os parametros de qualidade de agua foram aferidos semanalmente,
atraves de aparelho eletronico multiparametro. Ao final do experimento, verificou-se 0s

parametros de desempenho produtivo dos animais experimentais. A inclusdo de hidrolisado
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proteico de penas nas dietas melhorou aspectos zootécnicos de larvas e alevinos de tilapia do
Nilo que receberam o ingrediente teste desde os primeiros dias de vida. Assim, recomenda-se
a incluséo de 2% e 1% respectivamente do referido produto para melhor desempenho produtivo
nas fases de criaches supracitadas. Para a fase de alevinagem no estudo Il ndo foram
observadas diferencas estatisticas no desempenho de tilapia do Nilo alimentadas com PHP.
Assim, o ingrediente alternativo demonstrou ser potencial para substitui¢ao da farinha de peixe
na dieta, sem comprometer os parametros de desempenho produtivo dos alevinos de tilapia do
Nilo.

Palavra-chave: Aquicultura, cadeia produtiva, Oreochromis niloticus, coproduto.

Enzyme hydrolyzed protein from feathers in diets for Nile tilapia

(Oreochromis niloticus)

SUMMARY

The fish farming activity has high levels of productivity, financial investments and income,
consisting in the intensification of farming systems, demanding new technologies and
alternative foods that can better provide the nutrients in the diets and meet the nutritional
requirements of farmed animals. Thus, the respective studies were carried out with the
objective of evaluating the inclusion of hydrolyzed feather protein (PHP) in diets for Nile
tilapia on the aspects of productive, histological and enzymatic performance in different stages
of cultivation. The researches were carried out with larvae and fingerlings at three different
times, all with increasing levels (Control (0%), 1%, 2%, 3%, 4% and 5%) of inclusion of
hydrolyzed feather protein (BRF®) in the diets and a negative control with commercial ration
used in the production units. The rations were formulated to contain 38% and 34% of digestible
protein, respectively, both with 3400 kcal of digestible energy/kg of diet. Recommended
nutritional values for the species under study at the stage of development in which they are. In
Study 1, 2,520 larvae with a mean initial weight of 0.017+0.002g were randomly distributed in
21 polyethylene aquariums (120 liters of useful volume), totaling seven treatments with three
replications. With a duration of 15 days of trials. Study Il was an extension of experiment 1. At
the end of study I (15 days of experimentation), the larvae were in the fingerling stage, the
weight of the experimental animals was standardized, maintaining the respective treatments

and the same design, readjusting the density, with 30 fingerlings per aquarium. For this study,
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630 fish with an average weight of yu = 1.67 + 0.05 g were used, 90 fish per treatment, with 35
experimental days. For Study 11, fingerlings were obtained directly from the breeding farm at
the same stage of development as in Study I1. For Study 111, the negative control corresponding
to commercial feed was eliminated, therefore, its experimental design consisted of six
treatments and four replications, corresponding to 24 experimental units of 150 liters, with 30
fish per aquarium, totaling 720 animals with average weight of 1.96 + 0.03 g. The fish were
fed until apparent satiation (8:00 am, 10:00 am, 12:00 pm, 2:00 pm, 4:00 pm and 6:00 pm) with
experimental diets containing different levels of hydrolysate inclusion for 30 days. The water
quality parameters were measured weekly, using a multi-parameter electronic device. At the
end of the experiment, the parameters of productive performance of the experimental animals
were verified. The inclusion of feather protein hydrolyzate in the diets improved the
zootechnical aspects of Nile tilapia larvae and fingerlings that received the test ingredient from
the first days of life. Thus, it is recommended the inclusion of 2% and 1% respectively of the
referred product for better productive performance in the aforementioned breeding phases. For
the nursery stage in study 11, no statistical differences were observed in the performance of
Nile tilapia fed with PHP. Thus, the alternative ingredient proved to be potential for replacing
fish meal in the diet, without compromising the parameters of productive performance of Nile

tilapia fingerlings.

Keywords: Aquaculture, production chain, Oreochromis niloticus, co-product.
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CAPITULO 1- REVISAO BIBLIOGRAFICA

Introducéo
A aquicultura demonstra um alto potencial de desenvolvimento, resultando na producgéo

de proteinas de alto valor nutricional (SABBAG et al., 2018). Considera-se um setor produtor
de alimentos importante e emergente (HOSAIN; LIANGY, 2020), que continua a crescer em
todo o mundo mais rapidamente do que outros setores importantes de producdo animal (FAO,
2018).

Conforme a legislacéo brasileira Portaria IBAMA n° 145/98 art. 2°, a aquicultura é o
cultivo ou criacdo de organismos que o ciclo de vida se d& inteiramente em meio aquatico em
ambiente confinado e controlado e é de interesse humano. Como: Piscicultura, criacdo de
peixes; Carcinicultura, criacdo de camardes; Ranicultura, criacdo de rds; Malacocultura,
criacdo de moluscos; Algicultura, cultivo de algas; Quelonicultura, criacdo de tartarugas,
cagados; Jacaricultura, criagdo de jacarés (SCHULTER; VIEIRA FILHO, 2017). Com
predominancia para a atividade piscicola.

Na piscicultura, destaca-se o cultivo de tilapia (Oreochromis niloticus). Apresenta-se
como uma das espécies mais cultivadas no mundo, sendo a grande responsavel pela expansao
da atividade aquicola (FAO, 2018).

Caracterizada como espécie de aguas tropicais (FAO, 2017), de crescimento rapido,
facilidade de manuseio, adaptabilidade, principalmente em locais tropicais e subtropicais, onde
tais condicGes climaticas sdo consideradas favoraveis para a reproducdo (TAKISHITA et al.,
2009; BRITO et al., 2017). Além disso, a tilapia apresenta grande adaptabilidade a diferentes
tipos de cativeiro (FONDEPES, 2004), habito alimentar onivoro (EL-SAYED, 2006),
precocidade, prolificidade, tolerancia a altas densidades, resisténcia a doengas e sua grande
adaptacdo a policultura.

Os pregos da alimentagdo para organismos aquaticos estdo elevando dramaticamente, o
que resultard no aumento do custo total necessario para a producdo (EL BASUINI et al. 2016,
HOSSAIN et al. 2016). Com isso, estratégias estdo sendo aplicadas para substituir os
ingredientes alimentares tradicionais por ingredientes ndo convencionais, que promovam o
aumento da eficiéncia alimentar e a taxa de crescimento dos peixes, além de ndo causar danos
ao meio ambiente (LARA-FLORES et al., 2003; YAMASHITA et al., 2015)

Entre esses alimentos, encontra-se 0s coprodutos das empresas alimenticias. Estima-se

gue o volume de coprodutos seja de, 18 a 28% na avicultura, 55% na bovinocultura, 48% na
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suinocultura e 50 a 70% na piscicultura em relacdo ao peso do animal vivo (MULLEN et al.,
2017; VILLAMIL et al., 2017)

Na avicultura, as penas representam 7-10% do peso corporal total das aves e constituem
0 material queratinoso mais abundante na natureza (TESFAYE; SITHOLE;
RAMJUGERNATH, 2017). Grande quantidade deste material tem sido gerado como residuo
inevitavel durante o processamento de aves (CALLEGARO; WELTER; DAROIT, 2018). Com
IS0, encontra-se a necessidade de buscar alternativas para agregar valor e reduzir os impactos
ambientais causados por esse material.

As penas obtidas do processamento de abate de aves apresentam cerca de 80-90% de
proteina, sendo que 85-90% dessa proteina bruta é formada por queratina (TESFAYE et al.,
2017), um coproduto dificil de hidrolisar ou degradar devido a composicdo. Para utilizar a
proteina das penas como um ingrediente para a nutricdo animal, estas devem ser hidrolisadas
através de processamento, o qual pode ser fisico, quimico (MUSTATEA; UNGUREANU;
IORGA, 2019) ou atraves de processos enzimaticos (MAZOTTO et al., 2017).

O processo enzimatico ocorre sob condigdes de reacdo mais brandas e ndo requer a
utilizacdo de reagentes nocivos ao ambiente (MARTINEZ et al., 2020). Sendo assim, 0s
hidrolisados de penas podem ser utilizados em substituicdo parcial ou total as fontes proteicas
convencionais para diferentes espécies de habito carnivoro e onivoro (PACHECO et al., 2016).

Diante disso, a presente pesquisa teve como objetivo utilizar o coproduto, hidrolisado
de penas, na composicdo de dietas para tilapia do nilo, buscando avaliar seus efeitos nos

parametros de desempenho produtivo, nas fases de larvas e alevinos.

Avicultura
Nos Uultimos anos a industria avicola brasileira tem se destacado no mercado

internacional, sendo o segundo tipo de carne mais consumida no mundo, ficando atras apenas
da carne suina. De acordo com o IBGE (2020), o Brasil mantém em média uma producdo anual
de aproximadamente 5,7 bilhdes de cabecas de frangos abatidos desde 2015 até 20109.

Em 2019, foram 5,81 bilhdes de frangos abatidos, totalizando 13,57 milhdes de
toneladas de carcacas, ocupando assim o 3° lugar no ranking mundial de producao de carne de
frango (IBGE, 2020).

Como o Brasil ¢ um dos maiores produtores de carne de frango no mundo (SCHMIDT
e SILA, 2018), os subprodutos do processamento das carcacgas resultam em milhares de
toneladas de matéria prima, uma vez que as visceras representam cerca de 37 % do peso vivo
(MEEKER, 2009).
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O processamento de aves engloba desde a criacdo das aves, abate até a embalagem e
armazenamento da carne. O processo leva a producdo de subprodutos ndao comestiveis e
comestiveis (TESFAYE; SITHOLE; RAMJUGERNATH, 2017). O abate tem como finalidade
a remogdo de componentes indesejaveis tais como sangue, pés, penas e visceras e o retardo do
desenvolvimento de microrganismos e diminuicdo da contaminacdo, especialmente
patogénicos, tornando o alimento apto para consumo. Penas sdo 0s principais componentes dos
subprodutos ndo comestiveis.

Penas contém elevados teores de proteina (~90%, base seca), sendo constituidas
basicamente por queratinas (DAROIT; BRANDELLI, 2014). As a-queratinas estdo presentes
em proporgdes superiores (41-67%) em relacdo a B-queratina (33-38%), e também estdo
presentes queratinas amorfas (LANGE et al., 2016). Esta composi¢do confere as penas um
carater hidrofobico e resisténcia frente a diversos fatores bidticos e abioticos
(KORNILLOWICZ-KOWALSKA; BOHACZ, 2011).

O alto teor de proteina das penas (90%, m/m) indica que estes subprodutos sdo
potencialmente Uteis para a producdo de hidrolisados proteicos (LASEKAN et al., 2013),
caracterizados como misturas complexas de peptideos e aminoacidos resultantes da clivagem

de ligacdes peptidicas em proteinas (HOU et al., 2017).

Aditivos dietéticos
Define-se como aditivos ingredientes ndo nutritivos, que sdo incluidos nas formulacoes

para influenciar as propriedades fisicas ou quimicas das racbes (BARROWS, 2000;
COUTTEAU, 2016). O principal objetivo do uso de aditivos funcionais na aquicultura é ndo
s6 melhorar a saiide dos organismos criados, mas também o desempenho zootécnico.

Entre as a¢des dos aditivos, encontra-se os melhoramento que eles causam no sistema
disgestorio, onde afetam favoravelmente o melhoramento da morfologia dos intestinos, da
atividade enzimaética e do ambiente para o desenvolvimento da flora gastrointestinal.

Portanto, tornar eficientes a absorcdo de nutrientes, digestibilidade, eficiéncia
alimentar, taxa de conversao do alimento e ganho de peso € também uma das principais razées
do uso dos aditivos funcionais na aquicultura.

Para a alimentacdo animal, as dietas sdo suplementados em pequenas quantidades
(isoladamente ou em combinacao) para uma finalidade especifica, como melhorar a qualidade
do peixe como produto final, preservar a qualidade fisica e quimica da dieta ou manter a

qualidade do ambiente aquético (BAI et al. 2015).
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Peptideos bioativos
Os peptideos bioativos sdo definidos como aminoéacidos de comprimentos de cadeia

curta de funcionalidades bioldgicas (LIMA e PEDRIALI MORAES, 2018; SANCHEZ e
VAZQUEZ, 2017), compostas principalmente de 2-20 residuos de aminoacidos
(CHALAMAIAH et al., 2019).

Um peptideo é apenas declarado como bioativo quando descoberto que confere
beneficio(s) a satde. Alguns efeitos benéficos e desejaveis conhecidos dos peptideos incluem
efeitos antimicrobiano (YANG e YOUSEF, 2018), antioxidante (IBRAHIM, ISONO e
MIYATA 2018), antitrombdtico, anti-hippertensivo (SHOBAKO et al., 2018) e atividades
imunomoduladoras (LOPEZ et al. 2016). Promovem propriedades funcionais ndo nutricionais
nos alimentos, tais como solubilidade, retencdo de agua, retencdo de Oleo e capacidade
emulsificante (FOH et al., 2010; HE et al., 2013; KHALED et al., 2014). Exercem atividades
regulatorias nas funcbes corporais, reduzindo o risco de doengas ou aumentando uma
determinada funcéo fisiologica (HOU et al., 2017; KAUR et al. 2019).

Peptideos bioativos podem ser liberados de suas sequéncias parentais por cinco formas,
basicamente: a) hidrélise enzimaética por enzimas digestivas, b) fermentacdo por cultivos
microbianos, c) protedlise por enzimas provenientes de microrganismos ou plantas, d) durante
0 processamento de produtos alimenticios, e) hidrélise quimica, utilizando &cidos ou alcalis
(KORHONEN & PIHLANTO, 2003; LORENZO et al., 2018).

In vitro, os peptideos de alimentos podem ser liberados por hidrélise de proteinas com
0 uso de enzimas proteoliticas de grau alimentar e também durante o processamento de
alimentos (cozimento, amadurecimento e fermentacdo), pequenos fragmentos de peptideos
bioativos podem ser obtidos em hidrolisados (ABDEL-HAMID et al. 2016).

Os peptideos bioativos podem ser utilizados em dietas para animais de producao,
atuando como promotores de crescimento (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2015), inibidores
da enzima de conversédo da angiotensina | (ECA) e inibidor da dipeptidil peptidase-1VV (DPP-
IV) (GHRIBI et al., 2015; NONGONIERMA, LALMAHOMED, PAOLELLA, &
FITZGERALD, 2017; URAIPONG & ZHAO, 2018; VENUSTE ET AL., 2013). Além de
serem uma forma simples de produzir alimentos funcionais, a geracdo e aplicacdo de peptideos
bioativos de diferentes fontes é uma forma eficaz de lidar com o excesso de subprodutos
gerados pela indistria de alimentos (CORREA et al., 2011; FONTOURA et al., 2014; HALIM,
YUSOF & SARBON, 2016; RYDER et al., 2016).
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Possivelmente a forma mais vantajosa de gerar peptideos bioativos é a hidrolise
enzimatica, uma vez que essa € mais especifica, menos provavel de gerar substancias toxicas e
reduzir o valor nutricional das proteinas, além de ocorrer em condi¢fes mais brandas de pH e
temperatura em comparagéo a hidrélise quimica (HIJAZIN, SIMOES & SILVEIRA, 2010;
LORENZO et al.,, 2018). Nesse contexto, 0 uso de enzimas hidroliticas obtidas de
microrganismos como forma de produzir peptideos bioativos € uma tendéncia crescente
(CORREA et al., 2014; BRANDELLI, SALA & KALIL, 2015; AGUILAR & SATO, 2018).

Hidrolisados proteicos
A importancia das proteinas na dieta é amplamente certificada, uma vez que ja se

reconhece a relacdo entre dieta e salide como um fator chave na prevencdo e no combate a
doencas e promocgédo do bem-estar. As proteinas sdo um dos componentes de alimentos mais
importantes, especialmente aquelas provenientes de produtos de origem animal, como carne,
leite e ovos, possuindo propriedades nutricionais, funcionais e bioldgicas diversas (TOLDRA
et al., 2018). Sdo componentes essenciais a todos 0s organismos, sao integradas nas estruturas
celulares e desempenham funcGes especificas como no caso de hormonios, anticorpos e
enzimas (SILVA, 2017).

Os hidrolisados proteicos podem ser obtidos por hidrélise enzimatica, acida ou
bioldgica, de maneira a fornecer peptideos e aminoacidos livres, 0s quais possuem
propriedades nutricionais e funcionais (PASUPULETI & BRAUN, 2008; ALVES et al., 2020).

Os hidrolisados proteicos sdo utilizados como ingredientes na elaboragéo de cosméticos
(HOU etal., 2011; PAIVA et al., 2015; SARMADI & ISMAIL, 2010; CARDOSO et al., 2020),
produtos farmacéuticos, nutragénicos e alimentares (GUERARD et al., 2010; KRISTINSSON
& RASCO, 2000; VILLAMIL et al., 2017), ou como fonte suplementar de nitrogénio para o
crescimento de microrganismos (DERAZ, et al., 2011; DUFOSSE et al., 2001; FALLAH et
al., 2015; GUERARD et al., 2001; PASUPULETI & BRAUN, 2008; VIEIRA, et al., 2005;
VILLAMIL etal., 2017), apresenta ainda elevado teor de digestibilidade melhorando os valores
de ganho de peso dos animais (BERGE e STOREBAKKEN, 1996), proporcionam respostas
metabolicas e/ou fisioldgicas capazes de reduzir o risco de doencas, alem de proporcionar
melhora na palatabilidade (VIOQUE et al., 2006), melhor qualidade fisica da racédo
(MARTONE et al., 2005; CARDOSO et al., 2020).

Podemos considerar o hidrolisado proteico um produto com consideravel valor nutritivo
para serem adicionados em racdes para alimentacdo de organismos aquaticos. Portanto na

atividade aquicola, os hidrolisados podem ser utilizados principalmente como suplementos
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proteicos (CAHU et al., 1999; HEVR@Y et al., 2005; ZHENG et al., 2014), atrativos e
potencializadores de palatabilidade (BROGGI, 2014).

Essas propriedades do produto podem influenciar o aumento da atividade enzimética e
da capacidade de absorcédo intestinal, resultando em melhores indices de digestibilidade e,
consequentemente, beneficiando o crescimento, a sobrevivéncia e a imunidade inata dos peixes
(L1AN et al., 2005; KOTZAMANIS et al., 2007; LEDUC et al., 2018).

Com isso, suas inclusbes nas racdes para peixes permitem melhorar a retencdo de
nitrogénio e estabilidade dos microrganismos probi6ticos no intestino (KRISTINSSON, 2000;
ZHENG et al.,, 2014; KHORSAVI et al.,, 2015); atrativos alimentares, melhorando a
palatabilidade e aumentando o consumo (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2015); aumento da
superficie de absorcdo da mucosa intestinal, resultando em melhor aproveitamento dos
nutrientes (ARIHARA, 2006; WOSNIAK et al., 2016); beneficios para a salde de peixes
(KOTZAMANIS et al., 2007; SHAHIDI & JANAK KAMIL, 2001; CHALAMAIAH et al.,
2012).

Os hidrolisados sdo comumente utilizados como ingredientes proteicos em substituicao
a farinha de peixe, podendo substituir até 25% para espécies como Dicentrarchus labrax
(CAHU et al., 1999), 15% para Oreochromis niloticus e 10% para Pseudosciaena crocea
(TANG et al., 2008).

Como aditivo em dietas para peixes a inclusdo hidrolisado de peixe melhorou o
crescimento tanto em espécies de peixes onivoros (SILVA et al., 2017) como em peixes
carnivoros (TANG et al., 2008; ZHENG et al., 2012). Em larvas de Oreochromis niloticus a
suplementacdo de hidrolisado em niveis acima de 4% piorou o desempenho, porém aumentou
a taxa de sobrevivéncia ao nivel de 8%, dos demais tratamentos (SARY et al., 2017), e em
juvenis da mesma espécie a inclusdo ndo melhorou o desempenho produtivo (LEAL et al.,
2010).

Lewandowski et al. (2013) ao avaliarem hidrolisados de carcaca de tilapia, figado suino
e sardinha da alimentacdo de surubim do Iguacu (Steindachneridion melanodermatum),
verificaram que inclusdo desses coprodutos podem ser uma alternativa para aumentar o
desempenho zootécnico dos animais.

Decarli et al. (2016) ressaltam efeitos positivos dos hidrolisados sobre o desempenho
de jundia (Rhamdia voulezi) cultivados em tanques-rede, sendo que o hidrolisado de figado
suino apresentam os melhores resultados, seguido do hidrolisado de sardinha.

Carvalho et al. (1997) observaram melhorias no peso final de larvas de carpa

alimentadas com dietas contendo hidrolisados proteicos de peixes.
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Carvalho et al. (2020) observaram melhora no crescimento de alevinos de tilapia e
melhora no metabolismo dos peixes alimentados com dietas contendo hidrolisado misto de
farinha de visceras de aves e figado suino.

Outros estudos relatam ndo observar efeitos positivos, porém, a adi¢do dos hidrolisados
ndo foi prejudicial, conforme destacado por Fries et al., (2011) para alevinos de kinguio,
Lewandowski et al., (2013b) para larvas de bagre africano e Dieterich, (2014) para juvenis de

pintado real.
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Objetivos

Objetivo geral

Avaliar a inclusdo de proteina hidrolisada de penas (PHP) em dietas para til&pia do Nilo
(Oreochromis niloticus) sobre os aspectos de desempenho produtivo, histoldgico e enzimatico

em diferentes fases de cultivo.

Objetivos especificos

o Verificar o desempenho produtivo de larvas e alevinos de tilapia do Nilo alimentados
com diferentes niveis de proteina hidrolisada de penas;

. Avaliar os aspectos histoldgicos de larvas e alevinos de tilapia do Nilo alimentados com
diferentes niveis de proteina hidrolisada de penas;

. Verificar as acdes das enzimas digestivas e antioxidantes em larvas e alevinos de tilapia

do Nilo alimentados com diferentes niveis de proteina hidrolisada de penas.
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CAPITULO 2

HIDROLISADO PROTEICO DE PENAS EM DIETA PARA LARVAS DE TILAPIA
DO NILO

Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia do hidrolisado proteico de penas no desempenho
zootécnico de larvas de tilapia do Nilo. O experimento foi conduzido durante 15 dias, na
Universidade Estadual do Oeste do Parana, Toledo. Utilizou 2.520 exemplares de Oreochromis
niloticus com peso inicial médio de p = 0,017 £ 0,002 g. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em 21 caixas polietileno (7 tratamentos/3 repeti¢cdes), totalizando 120 animais
por unidade experimental. As ra¢fes foram formuladas de maneira a conterem 40% de proteina
bruta, com niveis de inclusdo de proteina hidrolisada de penas, sendo: T1: 0% (Controle), Ta:
1%, T3: 2%, Ta: 3%, Ts: 4%, Te: 5% e T7: Controle comercial. Ao final do experimento,
verificaram-se 0s parametros de desempenho produtivo e histolégico. A inclusdo de
hidrolisado proteico de penas nas dietas melhorou aspectos zootécnicos de pds-larvas de tilapia
do Nilo. Tal fato pode ser atribuido pela elevada frequéncia alimentar, tempo experimental,
excesso de proteina ou o desbalanco nutricional das dietas ofertadas. Recomenda-se a inclusdo
de 2% do referido produto para melhor desempenho produtivo nessa fase de criacdo, no
entanto, deve-se fazer o acompanhamento das respostas metabdlicas em funcdo do tempo de
fornecimento da dieta.

Palavras-chave: aquicultura, exigéncias nutricionais, nutrientes, piscicultura.

Abstract

The aim of the study was to evaluate the influence of feather protein hydrolyzate on the
zootechnical performance of Nile tilapia larvae. The experiment was conducted for 15 days at
the State University of West Parang, Toledo. It used 2,520 specimens of Oreochromis niloticus
with a mean initial weight of u = 0.017 £ 0.002 g. The animals were randomly distributed in
21 polyethylene boxes (7 treatments/3 replications), totaling 120 animals per experimental unit.
The rations were formulated to contain 40% crude protein, with levels of hydrolyzed feather
protein inclusion, as follows: T1: 0% (Control), T2: 1%, T3: 2%, T4: 3%, T5: 4%, T6: 5% and
T7: Commercial control. At the end of the experiment, the parameters of productive and
histological performance were verified. The inclusion of feather protein hydrolyzate in the diets
improved the zootechnical aspects of Nile tilapia post-larvae. This fact can be attributed to the
high food frequency, experimental time, excess protein or the nutritional imbalance of the diets
offered. The inclusion of 2% of the product is recommended for better productive performance
in this breeding phase, however, metabolic responses should be monitored as a function of the
time of diet supply.

Keywords: aquaculture, nutritional requirements, nutrients, fish farming.
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Introducio

O Brasil ¢ um grande produtor de carne de frango, sendo que no ano de 2018 cerca de
5,7 bilhodes de frangos foram abatidos em frigorificos brasileiros inspecionados, totalizando
13,51 milhdes de toneladas de carcagas (IBGE, 2019). Enquanto no ano de 2020 foram
produzidos 13,9 milhdes de toneladas de frangos. As projecdes para 2021 sugerem diferenca
superior a 5% (AVISITE, 2021).

O aumento da producdo de frangos de corte resulta na elevagdo da quantidade de
coprodutos gerados durante o processo de abate e apenas a carcaga ¢ valorizada
comercialmente. O aproveitamento integral desses coprodutos com uma tecnologia inovadora,
através do processamento e industrializago, reveste-se de uma grande importancia econdmica,
pois agrega valor a toda cadeia produtiva (LAFARGA; HAYES, 2014; MARTINEZ-
ALVAREZ; CHAMORRO; BRENES, 2015).

Entre os coprodutos resultantes das industrias processadoras de frangos, encontra-se as
penas, sendo considerada uma matérias primas que podem ser utilizadas em dietas como fontes
de proteina na nutri¢do animal.

As penas sdo caracterizadas por conter um elevado teor de queratina, sendo que alguns
animais, como o peixe, ndo conseguem digerir esse material e nem aproveitar seus nutrientes
na forma com que a mesma se apresenta. Portanto, o processamento das penas com o uso de
tecnologias, principalmente através de calor e pressdo, modifica-se a estrutura da queratina,
quebrando-o as pontes de dissulfeto, tornando as proteinas e os aminoacidos disponiveis e de
facil absorcao.

Entre as tecnologias disponiveis encontra-se a hidrolise enzimatica, que também pode
gerar peptideos biologicamente ativos (KIM; WIJESEKARA, 2010), que podem influenciar
em melhora de performance dos peixes e em melhora na hematologia (LORENZ et al., 2018),
bioquimica sanguinea (BAE et al., 2019), saide e imunologia (GISBERT et al., 2018),
aproveitamento metabolico (FABREGAT et al., 2016; VENTURIN et al., 2016), morfometria
intestinal (WOSNIAK et al., 2016) e na microbiota gastrointestinal e excre¢dao de enzimas
intestinais (HA et al., 2019).

As penas sdo constituidas de aproximadamente 1% de gordura, 9% agua e 90% de
proteinas estruturais, sendo estas as queratinas (DAROIT & BRANDELLI, 2014). Devido a
sua composi¢ao, as penas podem ter um grande potencial como fonte de proteina e aminoacidos

para a alimentacdo animal. Estruturalmente as penas sdo compostas por 41-67% de o-
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queratinas, 33-38% de B-queratinas e queratinas amorficas que estdo presentes em quantidades
menores (LANGE et al., 2016).

Os hidrolisados de penas podem ser utilizados em substituicao parcial ou total as fontes
proteicas convencionais para diferentes espécies de habito carnivoro e onivoro (PACHECO et
al., 2016). Os hidrolisados de penas, quando processados de modo convencional combinados
ou ndo com complexo enzimatico, possuem baixo peso molecular, com aproximadamente 95%
das moléculas menores do que 10.000 Da e 50% menores do que 500 Da (PACHECO et al.,
2016).

De forma geral, os coprodutos podem compor formulacbes em dietas para tilapias
(SOUSA etal., 2018). Esses coprodutos da aviculturas poderao ser considerados atrativos para
produtores em funcdo a sua disponibilidade e baixo custo (MARTINEZ-ALVAREZ et al.
2015).

Diante disto, este trabalho tem como objetivo avaliar o desenvolvimento larval,

histologico e enzimatico de tildpia do Nilo alimentados com proteinas hidrolisadas de penas.

Metodologia

A presente pesquisa foi realizada no Laboratério de Aquicultura do Grupo de Estudos
de Manejo na Aquicultura (GEMAqQ) na Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE), campus de Toledo/PR, Brasil, nos meses de janeiro e fevereiro de 2019, com
duracdo de 15 dias. Os procedimentos adotados na conducdo desta pesquisa foram aprovados
pelo comité de ética da instituicdo (protocolo n° 45-19 CEUA).

Utilizou-se 2.520 exemplares com peso inicial médio de p = 0,017 £ 0,002 g e
comprimento médio de p = 1,017 + 0,002 cm. Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em 21 caixas de polietileno com capacidade para 210 litros, em sete tratamentos com trés
repeticoes, totalizando 120 animais por unidade experimental.

A proteina hidrolisada de penas (PHP) foi fornecida pela empresa Brasil Foods S / A
(sector BRF® Ingredientes), foram obtidos enzimaticamente, e o seu grau de hidrolise (15%
para penas), percentagem de ligacdes peptidicas clivadas, foi determinada pelo método
orthoftaldehyde (NIELSEN, 2001) (Tabela 1).

Foram elaboradas seis dietas experimentais, sendo uma a dieta basal (sem incluséo de
PHP) (T1), T2: 1%, Ta: 2%, Ta4: 3%, Ts: 4%, Te: 5% de inclusdo de PHP além de uma ragéo
comercial (controle negativo) (T7), utilizada nos sistemas de criacdo para a fase larval. Ambas

formuladas de maneira a atenderem os valores nutricionais recomendados para a espécie, na



34

fase de desenvolvimento em que se encontram, tendo como base os dados apresentados no
NRC (2011) e por Furuya et al. (2010) (Tabela 2).

Tabela 1. Composi¢do quimica da proteina hidrolisada de penas (matéria seca como linha de
base)

Ingrediente alternativo

Composicdo quimica Proteina hidrolisada de penas
Matéria seca (g.kg ~') 2 962,74
Proteina bruta (g.kg ') 2 763,33
Gordura bruta (g.kg = 1) 2 26,12
Energia bruta (kJ.g%) 2 20,52
Aminoécidos essenciais (EAA) (g.kg ') ¢
Arginina 48,6
Histidina 7,16
Isoleucina 37,91
Leucina 63,66
Lisina 20,04
Metionina 6,95
Fenilalanina 38,63
Treonina 32,50
Triptofano 4,25
Valina 80,28
EAA total 339,98
Aminodcidos ndo essenciais (NEAA) (g.kg ~1) P
Acido aspartico 57,43
Acido glutamico 83,61
Alanina 37,59
Cistina 20,98
Glicina 60,65
Prolina 73,74
Serina 77,48
Taurina 1,45
Tirosina 25,13
Total NEAA 438,06
Amino&cidos totais 778,04

Tabela adaptada.

Fonte: Marjana dos Santos Cardoso et al. (2021).

a/alores determinados no Laboratorio de Andlise de Alimentos (LQA) -Grupo de Estudos de Manejo na
Aguicultura - GEMAQg-Unioeste, Toledo-PR.

®_aboratdrio Comercial (CBO Analises Laboratoriais Ltda., Valinhos-SP, Brasil.

®Valores da analise realizada em ftriplicata.



35

Tabela 2. Composicao percentual das racGes experimentais com proteina hidrolisada de penas
usadas com larvas de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), baseada na matéria seca.

Tratamentos
Ingredientes Tl T2 T3 T4 T5 T6
Soja farelo 441,03 436,10 431,16 426,23 421,30 416,36
Viscera farinha 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00
Trigo farelo 110,00 110,00 110,00 110,00 110,00 110,00
Peixe farinha 150,00 140,00 130,00 120,00 110,00 100,00
Milho gréo 52,56 55,14 57,72 60,30 62,88 65,46
PHP 0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Oleo de soja 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
Fosfato bicélcico 0,43 1,78 3,12 4,47 5,82 7,16
Sal comum 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Premix 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Calcério 0,00 0,91 1,82 2,74 3,65 4,56
Vitamina C 2,86 2,86 2,86 2,86 2,86 2,86
Colina 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Antiflngico 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
DL-metionina 0,33 0,42 0,52 0,61 0,70 0,80
Antioxidante 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
L-treonina 0,06 0,07 0,08 0,08 0,09 0,10
TOTAL 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00
Niveis Nutricionais
Calcio (%) 2,18 2,18 2,18 2,18 2,17 2,17
ED tilapia (Kcal/ kg) 3418,17 3416,07 3413,98 3411,89 3409,79 3407,69
Fenil Total (%) 1,92 1,92 1,92 1,93 1,93 1,93
Fenil + Tir. Total (%) 2,69 2,73 2,76 2,80 2,84 2,87
Fosforo total (%) 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30
Gordura (%) 8,62 8,56 8,50 8,44 8,38 8,32
Histidina Total (%) 0,97 0,96 0,95 0,94 0,93 0,93
Isoleucina Total (%) 1,77 1,77 1,78 1,78 1,79 1,79
Leucina Total (%) 3,11 3,11 3,12 3,13 3,14 3,14
Lisina Total (%) 2,51 2,48 2,46 2,43 2,41 2,38
Metionina Total (%) 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
Proteina bruta (%) 42,37 42,37 42,38 42,38 42,38 42,39
P. Digestivel Peixes (%) 38,60 38,60 38,60 38,60 38,60 38,60
Treonina Total (%) 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70
Triptofano Total (%) 0,48 0,47 0,47 0,47 0,47 0,46
Valina Total (%) 2,01 2,08 2,11 2,15 2,18 2,21
Vitamina C (mg/kg) 999,99 999,99 999,99 999,99 999,99 999,99

Niveis de garantia por quilograma do produto: vit. A -500.000 Ul; vit. D3-200.000 UI; 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 félico -500 64mg; pantotenato de calcio -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.

Todos os ingredientes foram inicialmente moidos e peneirados (0,3 mm) em um moinho

de martelos (modelo MCs 280, Vieira Moinhos e Martelo, Tatui-SP, Brasil), umedecidos com
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20% de agua e homogeneizados, seguido de um periodo de mistura de 15 minutos em um
misturador mecanico do tipo “Y” (modelo MA 200, Marconi Equipamentos Laboratorios,
Piracicaba-SP, Brasil). As dietas foram extrusadas em matriz de 1,0 mm de diametro em um
equipamento modelo Ex-Micro com capacidade de 10 kg.h ! (Exteec Maquinas, Ribeirdo
Preto-SP, Brasil).

Apds a extrusao, as dietas foram colocadas em estufa de recirculacéo de ar por 24 horas
a 55 °C (modelo TE-394/3-D, Tecnal Equipamentos Cientificos para Laboratorios, Piracicaba-
SP, Brasil). Posteriormente a secagem (55 °C por 24 h), incorporou-se o 6leo, na forma de
banho com auxilio de pulverizador manual. As dietas foram armazenadas em camara fria (4
°C) até sua utilizacdo.

Efetivou-se o arragoamento ad libitum seis vezes ao dia (08h00, 10h00, 12h00, 14h00,
16h00 e 18h00). Ao final do dia, as excretas e restos alimentares e filtros foram sifonados.

As dietas foram submetidas a analise de composicao centesimal de acordo com a
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2004), excecdo da energia bruta, que foi
determinada com o auxilio de uma bomba calorimétrica (IKA®C2000). Todas as analises
foram realizadas no Laboratério de Qualidade de Alimentos (LQA) do GEMAQq (Tabela 3).

Tabela 3. Composicdo quimica das dietas experimentais e animais experimentais alimentados

proteina hidrolisada de penas (com base na matéria seca)

Racéo
Parametros T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 P-VALOR
rPB 44,60 + 1,03 4446 +2,22 4512+167 4458+ 2,23 45,19 + 1,97 45,02+2,48 44,11+1,32 ns
2MS 92,13 £ 0,70P 95,11 +£0,718 93,22+0,57° 95,030,692 92,95+0,67° 95,34+0,702 94,93 + 0,502 *
SMM 14,36 £ 0,028 1452 + 0,03 14,44 +0,01* 14,63 +0,012 14.63+0,10° 14,26+0,21* 14,38+0,08% *
Peixe
‘MS 95,11 + 0,47 95,19+164 9535+0,1,14 94,83+0,98 95,48 + 0,95 94,18 + 2,27 95,38 + 0,38 ns
PB 64,24 + 1,61 64,47 + 1,37 64,02 + 0,20 65,06 +1,18 66,40 + 0,46 65,73 +1,49 64,39+ 0,79 ns

PB: Proteina Bruta; 2MS: Matéria Seca; *MM: Matéria Mineral. *Valores médios seguidos por letra minuscula
diferente, na mesma linha, indicam efeito significativo (P<0,05). Médias seguidos por letra diferente, na mesma
linha, indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05). ns — ndo significativo. * — significativo.

O sistema experimental foi equipado com recirculagéo de agua, filtro mecénico, sistema
de aeracdo e aquecimento constante e sifonamento diério. Durante o periodo experimental
foram monitorados semanalmente os parametros de qualidade de &gua utilizando o
multipardmetro portatil (modelo YSI-PRO PLUS).
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As variaveis fisico-quimicas da agua monitoradas, como: Temperatura (1 =29,50 £ 0,20
°C), O.D (u=6,70 + 0,45 mg/L), condutividade elétrica (1 =286,81 £ 11,58) e pH (1 =6,95
0,05), mantiveram-se dentro dos limites estabelecidos como satisfatérios para o cultivo de
peixes tropicais de dgua doce (ARANA, 2004).

Apbs 15 dias de manejo, os exemplares foram mantidos em jejum por uma hora,
posteriormente anestesiados com 100 mg de benzocaina/L (OKAMURA et al., 2010) para a
determinacéo de medidas individuais de peso (g), comprimento total (cm) e cinco desses, foram
eutanasiados em solugdo de benzocaina 200 mg.L* (GOMES et al., 2001), para a coleta de
material da cavidade celomatica (intestino e figado) para futuras analises.

A tomada de medidas e os calculos para o desempenho produtivo foram determinados
de acordo com o NRC (2011). Sendo:

Equacéo 1
e Ganho em peso (GP): Pf (peso final); Pi (peso inicial).
Pf
GP(9) =37
Equagéo 2
e Ganho em peso diario (GPD): GP (ganho de peso); Nd (nimero de dias do experimento)
GP (9) =g
Equacéo 3

e Taxade crescimento especifico (TCE): InPf (log natural do peso final); InPi (log natural
do peso inicial); Nd (nimero de dias do experimento).

(InPf — InPi)
TCE = IT * 100
Equacéo 4
e Conversdo alimentar aparente (CAA): CDR (consumo de racdo total); GPT (ganho de
peso total).
CAA = [ CDR

~ L(GP *Nf)

Equacdo 5

e Taxa de eficiéncia proteica (TEP (%)): CDR (consumo de ragdo total); GPT (ganho de
peso total); PB (proteina bruta da dieta teste).

(GP * Nf) l

TEP (%) = | %cDR+ PB)

Equacéo 6
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e Indice hepatossomatico
IHS (%)= [peso do figado (g)*100/peso final (g)]

Equacao 7

e Peso relativo do intestino
PRI (%) = (peso do intestino (g)/ peso do peixe (g) * 100)

Equacéo 8

e Sobrevivéncia (S (%)): Nf (nimero de peixes final); Ni (nimero de peixe inicial).
5 () = 2100
YT TN

Para as andlises histomorfométricas das vilosidades intestinais, cinco peixes de cada
unidade experimental foram eutanasiados em solucéo de benzocaina 200 mg.L™, apds 24 horas
de jejum (GOMES et al., 2001), sendo retirado um segmento transversal da porcao medial dos
intestinos de cada peixe, posteriormente foram fixados em solucdo de Alfac durante 6 horas,
em seguida foram conservadas em alcool 70° para retirada do fixador até serem processadas.
Os tecidos foram desidratados em concentracdes crescentes de alcoois, clarificados em xilol e
incluidos em parafina. Os cortes histoldgicos foram obtidos por sec¢des seriadas de 7 um e
coradas em Hematoxilia-Eosina (HE) e acido periddico e reativo de Schiff (PAS) e alcian blue
(AB) pH 2,5. Em seguida, as laminas foram analisadas em microscopia de luz mensurando
segundo 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 da tanica (distancia total da camada muscular circular e longitudinal), e nimero total
de vilos, na lente objetiva de 40X, pelo software cellSens Standard 1.15®.

Para as amostras de figado, os hepatdcitos foram quantificados em lente objetiva de
40X e seus diametros, area e volume foram tomados com o auxilio de lente objetiva de 100X
(50 nucleos de hepatdcitos por ldamina). Em ambas andlises, utilizou-se o software cellSens
Standard 1.15® para obtencéo das imagens e posterior avaliagao.

Foram realizadas medidas do perimetro do nlcleo do hepatdcito (um) e area (um?),
volume nuclear do hepatécito (Hn(um?) = 4/3 nir®), onde o r corresponde ao raio nuclear. As
mensuracles foram realizadas com o auxilio do software de analise de imagem Image Pro
Plus® (version 4.5, Media Cybernetics, USA) e Fiji Imagel (https://imagej.net/Fiji)
(SCHINDELIN et al. 2012).

A avaliagdo qualitativa de vacuolizacdo hepatica foi realizada de acordo com critérios

estabelecidos por Caballero et al. (2004) e Tessaro et al. (2014). Foi atribuido um escore de
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vacuolizacdo, onde 0= ndo observado, 1= poucos vacuolos, 2= vacuolizacdo média, 3=
vacuolizacdo severa.

Posteriormente as analises supracitadas, mantiveram-se 0s peixes nas unidades
experimentais por mais 15 dias, para a avaliacdo do estresse ao ar. Utilizou-se uma peneira de
0,5 mm de didmetro, submerso em &gua para evitar lesdes pelo contato direto com a malha da
peneira, sendo retirada da dgua, coberta com uma tela para evitar a evasdo e colocada em papel
secante para retirar o excesso de umidade. A partir deste momento, 0s animais permaneceram
sete minutos em exposi¢do ao ar. A taxa de resisténcia ao estresse (Re em %) foi determinada
com base na porcentagem de sobrevivéncia. Para calcular essa taxa, foram contados os animais
vivos de todas as repeti¢des de cada tratamento.

Para fins estatisticos os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de Levine,
para médias homogéneas submeteu-se a one-way (ANOVA) com posterior teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia. Para dados que ndo atenderam ao pressuposto de homogeneidade
procedeu-se a analise de Kruskal-Wallis. Foi utilizado o programa estatistico computacional
Statistic 7.1 (2005).

Resultados e discussao

A inclusdo do ingrediente teste, proteina hidrolisada de penas, influenciou a
performance produtiva das larvas de tilapia do Nilo (p<0,05) apds 15 dias experimentais.
Exceto os indices viscerossimaticos (CI, IHS e PRI). Nao observou-se mortalidade durante o
periodo experimental. (Tabela 4).

Vinte e quatro horas apds a exposi¢do do estresse ao ar, verificou-se que todos 0s
tratamentos apresentaram mortalidade dos exemplares, apresentando um percentual de
mortalidade de 6,67%; 53,33%; 46,67%; 36,67%; 36,67%; 33,33% e 16,67% respectivamente.

A inclusdo de 2% de ingrediente teste (PHP) nas dietas apresentou melhores resultados
quando comparados aos demais tratamentos experimentais. Salienta-se que a ragdo com 2% de
inclusdo de PHP proporcionou 29,3% e 39,2% de ganho em peso comparada aos tratamentos

controle e controle comercial.

Tabela 4. Valores de desempenho produtivo, indices hepatossomatico (IHS), indice
viscerossomatico (IVVS) e comprimento do intestino médios de larvas de tilapia do Nilo,
alimentadas com ragdes contendo proteina hidrolisada de penas, apds 15 dias de cultivo.
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Tratamentos

Par@metro T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 p-valor
IPMI () 0,017 +0,002 0,017 +0,002 0,017 +0,002 0,017 +0,002 0,017 +0,002 0,017 +0,002 0,017+0,002 ns
2GP () 164+032° 196+048° 2,32+0,31° 1,88+0,11° 2,30+0,012 1,98+0,08° 1,41+0,15° *
3GPD (g dia-1) 0,11+0,02> 0,13+0,03° 0,15+ 0,022 0,12+0,01° 0,15+0,012 0,13+0,01° 0,11+0,02° *
‘CAA 1,47+0,24° 1,24+031> 1,02+0,152 1,23+0,08° 0,99+0,05? 1,18+0,05? 1,65+0,16° *
STEP (%) 1,65+ 0,29% 2,00+0,55® 2,37 +0,33? 1,94+0,12% 2,40+0,122 2,02+0,08%® 1,45+0,12°¢ *
STCE 3,87+0,77% 4,62+1,14® 549+0,73°  4,45+0,26® 5,45+0,212 4,67+0,19% 3,32+0,36° *
CT (cm) 3,35+0,25* 3,73+0,34® 4,03+0,22®  3,80+0,16® 4,09+0,03" 3,85+0,08% 3,44+0,41% *

indice Viscerossomatico

8Cl (cm) 13,19+2,48 12,29+2,78 10,59+1,72 12,90+2,23 9,88+0,45 11,81+0,92 15,01+1,52 ns
°IHS (%) 4,16+1,31 4,56+1,30 3,68+0,72 4,34+0,31 3,53+0,27 4,46+1,13 4,74+0,31 ns
PRI (%) 14,38+4,18 13,84+0,03 12,47+0,25 15,23+2,60 11,14+0,87 12,73+1,74 16,23+1,43 ns

NS= ndo houve diferenca significativa. * Diferenca significativa (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Tal fato pode relacionar-se devido as larvas de tilapia do Nilo apresentarem velocidades
de crescimento mais acelerado e demandar maior concentracao de nutrientes de facil absorgao
para potencializar seu desempenho nessa fase de cultivo. Além da possivel aceitabilidade das
lavas para com as dietas com a inclusao de PHP, associando-se a uma boa palatabilidade,
digestibilidade, atribuida a presenca dos aminoacidos livres que pode atuar como intensificador
de sabor e atrativo alimentar.

A maioria dos hidrolisados proteicos resultam em uma maior retencdo de proteina e
energia no organismo do animal, consequentemente, maiores indices nas variaveis de
crescimento, como o demonstrado no presente estudo (HEVROY et al., 2005)

Na presente pesquisa, 0s animais experimentais ndo sofreram alteracdes significativas
na histomorfometria intestinal, incluindo altura dos vilos, larguras de vilos, espessura da
tunica e numero de vilos (p>0,05) (Tabela 5). Assim, compreende-se que o PHP nao
interferiu negativamente nas caracteristicas morfoldgicas intestinais.

A histomorfometria intestinal € uma boa indicacdo da capacidade dos peixes de digerir
e absorver nutrientes no trato digestorio (X. TAN, et al. 2018; C. TORNO, et al. 2018).
Segundo Baldisseroto (2002) as pregas tém a finalidade de aumentar a &rea de absorcao
intestinal, o aumento de densidade das vilosidades do intestino também é considerado como
fator positivo (SILVA et al. 2010; SIDDIK et al. 2019).
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Na presente pesquisa, observaram diferencas significativas (p<0,05) no diametro do
nucleo (um), area do nucleo (um), raio do ntcleo (um) e volume do nucleo (um), exceto nos
numeros dos hepatdcitos. (Tabela 5). Sendo as principais diferencas analisadas e a menor
inclusdo (1%) com a maior incluséo do ingrediente teste (5%).

Bollaetal. (2011), afirma que mudancas no figado revelam informac6es do estado
nutricional dos peixes. A composicdo das dietas, como proteinas provenientes de
alimentos ou gordura podem modificar as estruturas do figado, no entanto o aumento do
tamanho do nucleo revela alteracBes no metabolismo ocasionando necroses hepéticas ou
esteatose hepatica (CABALLERO et al., 2004; RASKOVIC et al., 2011).

Tabela 5. Histologia dos intestinos e figado de larvas de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), alimentados com rac¢6es contendo proteina hidrolisada de penas, apds 15 dias de
cultivo.

Intestino Tratamentos
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 p-valor

1AV (um) 140,34 +33,72 130,48 +61,92 11581+31,46 80,69+17,81 144,29 +51,59 116,79 +36,17 103,00 +20,60 ns
2LV (um) 66,00+ 13,47 56,28 + 8,55 70,84 £ 9,31 62,03 + 3,75 79,86 +357 72,23+1131 68,57 +6,71 ns

SAT (um) 17,13 + 5,07 15,10 + 2,47 17,49 + 4,15 12,09 + 1,37 15,34 + 4,95 16,07 + 2,46 12,42 + 2,21 ns
4ET (um) 33,94 +7,51 28,23 £ 5,69 34,81 +£5,13 30,50 + 2,71 34,66 + 3,24 3544 £ 4,74 32,74 + 3,36 ns
°NV (un.) 22,87 +3,48 25,67 £ 7,02 22,10 £ 3,03 21,67 £1,15 22,67 + 3,21 22,40%2,76 24,67 £ 3,72 ns

Tratamentos
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Figado

’NH 430,83 + 87,51 397,50 +85,50 443,16 +82,26 433,40 £4391 416,17 +83,79 371,17 £53,48 422,83 +44,26 ns
DN (um) 4,52 +0,11%c 4,69 + 0,25P 4,42 +0,16° 4,52 0,12 4,64 + 0,06%® 4,36 +0,22° 4,61 +0,03® *
8AN (um?) 15,92 +0,99% 16,74+1,83% 1520+1,12% 1591+0,86® 16,42+0,94® 14,73+163" 16,65+ 0,25 *
°RN (um) 2,24 +0,08%c 2,34 +0,13" 2,19+£0,08¢ 224+0,07%  230+0,03® 2,17 +0,12° 2,30 £ 0,01%® *

10V N(um?) 47,47 £5,03%¢ 53,85+ 8,87 44,45+ 4,74 4738+ 4,71%° 5132 +2,01%c 4292+7,08 51,27 +1,05° @ *

Intestino: *AV - altura dos vilos; 2LV - largura dos vilos; 3AT- Altura da tunica *ET - espessura da tunica;
NV- Numero de vilos. Figado: NH: Ndmero de hepatdcitos; ‘DN: Diametro do nicleo; 8AN - area do
ndcleo; °RN- Raio do nicleo; °VN - volume do nlcleo. Médias seguidos por letra diferente, na mesma linha,
indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05). ns — ndo significativo. * — significativo.

Avaliando os hepatécitos do presente estudo, verificou-se vacuolos lipidicos de
score= 2 e score=3.Indica-se que as larvas de p6s larvas do Nilo apresentaram esteatose
hepética (Figura 1). A esteatose hepética, compreende-se como presenca de gorduras nas
células hepaticas, podendo acarretar algumas complicacfes para as fun¢des normais dos

orgdos. Estratégias nutricionais sdo fundamentais para evitar doencas relacionadas a
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gorduras no figado.

Mesmo com apenas 15 dias experimentais, as alteracdes encontradas no figado das
larvas de tilapia, indica-se uma sobrecarga do 6rgdo. Essa resposta encontrada no figado
pode ser atribuida pela elevada frequéncia alimentar, excesso de proteina ou o desbalango
dela nas dietas ofertadas (HONORATO et al. 2013).

Figura 1. Vacuolizagdo de hepatdcitos em diferentes graus (H.E. 40X). (a) Limite celular do hepatdcito
definido e nucleo bem marcado (score = 0); (b) Presenca de pequenos vacuolos intracelulares, porém
sem alteracdo de formato e posicionamento do nucleo dos hepat6citos (score= 1); (c) Hepatécitos com
vacuolos aparentes e mais volumosos, (score= 2); (d) Vacuolizacdo intensa do citoplasma, perda do
formato celular presenca e nucleo periférico (score=3). Legendas das imagens: A- controle; B: 1%; C-
2%; D- 3%; E- 4%; F- 5%; G- Controle comercial.
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Por exemplo, quando a energia da dieta excede a capacidade das células hepaticas de
oxidar os acidos graxos, a célula apresenta seu ntcleo deslocado para a periferia, caracterizando
um quadro de esteatose hepatica (GAYAO et al., 2013; CABALLERO et al., 2004).

A sintese de acidos graxos em peixes ocorre principalmente no figado (BELDA
& POURCHET-CAMPOQOS, 1991). De forma geral todos os vertebrados compartilham de
similar via lipogénica, para a biossintese da gordura é necessaria uma fonte de carbono, sendo
derivada da transferéncia da acetil-CoA (proveniente da oxidacdo do piruvato
como fonte de carbono) da matriz mitocondrial para o citoplasma (SARGENT et al, 2002;
TOCHER, 2003; NRC, 2011).

A coenzima A da molécula de acetil ndo pode penetrar amembrana mitocondrial. Mas
0 excesso de ATP na mitocondria impede que o ciclo de Krebs avance além do isocitrato, pela
inativacdo da isocitrato-carboxilase. O acumulo de citrato escapa para o citosol, onde somada
a coenzima A é convertido em acetil-CoA e oxalacetato (CHAMPE & HARVEY, 1997,
SILVA et al., 2014). Um grupo carboxila (a partir do CO2) é introduzido na acetil-CoA para
formar o malonil-CoA, esta reacdo, catalisada pela acetil-CoA-carboxilase, é a etapa
regulatoria da sintese de acido graxo (WAKIL et al., 1983; SARGENT et al, 2002; TOCHER,
2003; SILVA et al., 2014).

Depois da sintese, a molécula de malonil-CoA é submetido a uma série de
processos de condensacdo, desidratacdo e reducdo, facilitado pela presenca de um
complexo multi-enziméatico da 4acido graxo sintase (FAS), (SARGENT et al, 2002;
TOCHER, 2003; CHIRALA e WAKIL, 2004).

Para cada ciclo dois 4&tomos de carbonos derivadas do malonil-CoA sdo acrescentados
na porcao inicial de uma molécula de acetil- CoA para formar o 16:0 (4cido palmitico), os
atomos de carbono constituindo os grupos metila e carboxila do grupo acetil tornam-se,
respectivamente, C-16 e C-15 do palmitato; os &tomos de carbono restantes sdo derivados da
acetil-CoA via malonil-CoA, esse acido graxo pode sofrer sucessivos processos de elongacao
e dessaturacdo gerando formas mais complexas (FRAYLAND et al., 2000; REGOST et al.,
2001; NELSON e COX, 2011). Condicdes que podem ter comprometido o metabolismo dos

peixes alimentados com as dietas com a suplementacdo do hidrolisado proteico de penas.
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Concluséo
A inclusdo de hidrolisado proteico de penas nas dietas melhorou aspectos zootécnicos

de pos-larvas de tilapia do Nilo. Recomenda-se a inclusdo de 2% do referido produto para
melhor desempenho produtivo nessa fase de criacéo.

Porém o figado dos exemplares apresentaram vacuolos lipidicos de score= 2 e score=3
indicando a esteatose hepaética, tais alteracfes hepaticas indica uma possivel sobrecarga do
orgdo. Tal fato pode ser atribuida pela elevada frequéncia alimentar, estar relacionado ao
tempo de alimentacéo, excesso de proteina ou o desbalango nutricional das dietas ofertadas
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CAPITULO 3

PROTEINA HIDROLISADA DE PENAS EM DIETAS PARA ALEVINOS DE
TILAPIA DO NILO ALIMENTADOS COM ESSE ADITIVO NA FASE INICIAL

Resumo

A pesquisa teve como principal objetivo avaliar a influéncia do coproduto proteico de
hidrolisado de penas, nos aspectos de desempenho zootécnico, respostas histoldgicas,
atividades enzimaticas e estresse ao ar em alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).
O experimento foi conduzido durante 35 dias, na Unioeste, Toledo-PR. Foram utilizados 630
exemplares com peso inicial médio de p = 1,67 + 0,05 g, previamente alimentados com o
ingrediente teste desde a fase de criacdo anterior (pds-larvas). Distribuidos em um
delineamento DIC, em 21 caixas polietileno com capacidade para 210 litros, com 7 tratamentos
e 3 repeti¢des. As racdes foram formuladas de maneira a serem isoprotéicas e isoenergéticas,
com niveis de inclusao de proteina hidrolisada de penas, sendo: T1: 0% (Controle), T2: 1%, Ts:
2%, Ta: 3%, Ts: 4%, Te: 5% e T7: Controle comercial. Ao final do experimento, verificaram-
se 0s parametros de desempenho zootécnicos, respostas histoldgicas, atividades enzimaticas
em alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Conclui-se que a Proteina Hidrolisada
de Penas (PHP) é uma alternativa de ingrediente funcional de alto valor biolégico que melhora
os principais parametros (PF, GP, GPD e TCE) de desempenho produtivo na fase de
alevinagem. Assim, para melhor performace produtiva indica-se a inclusdo de 1% do referido
hidrolisado. No entanto, percebeu-se que 0s animais experimentais apresentaram vacuoliza¢ao
de hepatocitos em todos os tratamentos analisados, sendo caracterizado a esteatose hepatica.
Acredita-se que o aparecimento dessa alteracdo, ocorreu devido ao perfil aminoécidico e o
peptideo bioativo do produto teste, quantidade e frequéncia alimentar (6 tratos por dia) ou
balanceamento nutricional da dieta. Tais motivos pode ter interferido na capacidade digestivas
dos animais experimentais para algumas enzimas.

Palavras-chave: Histologia; Enzimas digestivas; Enzimas oxidativas; Hidrélise enzimatica,
Nutricéo.

Abstract

The main objective of the research was to evaluate the influence of the protein co-product of
feather hydrolyzate on the aspects of zootechnical performance, histological responses,
enzymatic activities and air stress in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fingerlings. The
experiment was carried out for 35 days, in Unioeste, Toledo-PR. A total of 630 specimens with
an average initial weight of u=1.67 + 0.05 g were used, previously fed with the test ingredient
from the previous rearing stage (post-larvae). Distributed in a DIC design, in 21 polyethylene
boxes with a capacity of 210 liters, with 7 treatments and 3 replications. The rations were
formulated to be isoproteic and isoenergetic, with levels of hydrolyzed feather protein
inclusion, as follows: T1: 0% (Control), T2: 1%, T3: 2%, T4: 3%, T5: 4 %, T6: 5% and T7:
Commercial control. At the end of the experiment, the zootechnical performance parameters,
histological responses, enzymatic activities in Nile tilapia fingerlings (Oreochromis niloticus)
were verified. It is concluded that Hydrolyzed Feather Protein (PHP) is a functional ingredient
alternative of high biological value that improves the main parameters (PF, GP, GPD and TCE)
of productive performance in the nursery stage. Thus, for better productive performance, the
inclusion of 1% of said hydrolyzate is indicated. However, it was noticed that the experimental


https://bit.ly/3DPwO6j
https://bit.ly/3DPwO6j

o1

animals showed vacuolization of hepatocytes in all analyzed treatments, being characterized as
hepatic steatosis. It is believed that the appearance of this alteration occurred due to the amino
acid profile and the bioactive peptide of the test product, food quantity and frequency (6
treatments per day) or nutritional balance of the diet. Such reasons may have interfered with
the digestive capacity of experimental animals for some enzymes.

Keywords: Histology; digestive enzymes; Oxidative enzymes; Enzymatic Hydrolysis,
Nutrition.

Introducgéo
A aquicultura continua a crescer mais rapidamente do que outros grandes setores de

producdo de alimentos (FAO, 2020). A criacdo de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é
importante para a cadeia produtiva do Brasil (VALENTI, 2021). A espécie possui habito
onivoro e em cativeiro, apresenta crescimento rapido, capacidade de suportar baixos niveis de
oxigénio dissolvido na agua, facil adaptacdo a alimentacéo artificial (PEZZATO et al., 2000;
MEURER et al., 2003).

Na criacdo de peixes, a racdo € o item mais oneroso, correspondendo a mais de 70%
dos custos de producdo (KITAGIMA; FRACALOSSI, 2011; DALCIN et al., 2018).
Geralmente, os ingredientes mais caros que compde as dietas para organismos aquaticos sdo a
proteina e a energia, sendo suas principais fontes a farinha de peixe e o milho, respectivamente
(SANTOS et al., 2009; 2010). Nesse cenario, a procura por outros ingredientes, em especial 0s
subprodutos da agroindustria, tornam-se uma possibilidade de substituicdo aos ingredientes
tradicionais (LUO et al., 2012). Vale destacar que estes ingredientes séo importados de
diferentes regibes, aumentando os custos com transporte (DAIRIKI et al., 2013).

Entdo, investigar novos ingredientes é relevante na nutricdo de peixes (SARY et al.,
2017; MO et al., 2019). Assim, avalia-se o uso de alguns coprodutos da industria alimenticia
como sendo uma forma apropriada para converter hidrolisado proteico (LEWANDOWSKI et
al., 2014), este produto pode ser destinado para diversas finalidades, dentre essas a industria de
racdes para a aquicultura, devido sua qualidade nutricional (FRIES et al., 2011), geralmente
sdo caractericado por possuirem aminodcidos essenciais de alta digestibilidade (SILVA et al.,
2017), e ndo altera os demais nutrientes da matéria-prima (SANCHES-ALVES et al., 2019).

O hidrolisado proteico, pode ser obtido de diferentes formas, sendo pela hidrolise
quimica (hidrolise acida e alcalina) ou por hidrolise enzimética através de enzimas de origem
vegetal, animal, microbianas ou ainda por enzimas proteoliticas enddgenas (KRISTINSSON;
RASCO, 2000; MARTONE et al., 2005).

Devido a expansdo da aquicultura, faz-se necessario estudos que avaliem a utilizagéo

de hidrolisados proteicos na nutricdo de tilapia, de maneira a contribuir com novas estratégias
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alimentares. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos das dietas contendo
proteina hidrolisada de penas (PHP) nos parametros de desempenho zootécnico, respostas
histologicas, atividades enzimaticas e estresse ao ar em alevinos de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), sendo esses animais experimentais exposto a dieta contendo PHP

desde sua fase larval.

Metodologia
A presente pesquisa consistiu no prolongamento do artigo intitulado em “Proteina

hidrolisada de penas em dietas para larvas de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)”. O
ensaio experimental foi realizado 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. Nos meses de fevereiro a abril de 2019, com duracdo de 35 dias.
Os procedimentos adotados na condugio deste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA/Protocolo N°/42-19) da Universidade Estadual do Oeste do Parana.

A proteina hidrolisada de penas (PHP) foi fornecida pela empresa Brasil Foods S/ A
(sector BRF® Ingredientes), foram obtidos enzimaticamente, e o seu grau de hidrolise (15%
para penas), percentagem de ligacdes peptidicas clivadas, foi determinada pelo método
orthoftaldehyde (NIELSEN, 2001) (Tabela 1,2,3,4,5).

A composicdo aminoacidica da proteina hidrolisada de penas foi determinada pelo
método MA-009 (WHITE et al.,1986; HAGEN et al., 1989) por um laboratorio comercial
(CBO Analises Laboratoriais Ltda., Valinhos-SP). Resultados obtidos por Cardoso, M. S, et al.
(2021).

Tabela 1. Composi¢do quimica da proteina hidrolisada de penas (matéria seca como linha de
base)

Ingrediente alternativo

Composi¢do quimica Proteina hidrolisada de penas
Matéria seca (g.kg ~') 2 962,74
Proteina bruta (g.kg ~!) 2 763,33
Gordura bruta (g.kg ") @ 26,12
Energia bruta (kJ.g™?) @ 20,52

Tabela adaptada.

Fonte: Marjana dos Santos Cardoso et al. (2021).

a/alores determinados no Laboratorio de Andlise de Alimentos (LQA) -Grupo de Estudos de Manejo na
Aguicultura - GEMAQg-Unioeste, Toledo-PR.

®_aboratdrio Comercial (CBO Analises Laboratoriais Ltda., Valinhos-SP, Brasil.

®Valores da andlise realizada em triplicata.
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Tabela 2. Propriedades antioxidantes dos hidrolisados proteicos

Amostra Atividade antioxidante (umol de TE/g amostra)
ABTS DPPH FRAP
PHP 23,86 + 1,98 116,94 £ 1,93 90,48 £ 0,74

Os resultados estdo expressos como a média (n = 3) + desvio padrao.

Tabela 3. Propriedades anti-hipertensivas dos hidrolisados proteicos

Amostras Atividade anti-hipertensiva (inibicdo % da ECA)

PHP 47,29 + 0,99

Os resultados estdo expressos como a média (n = 4) + desvio padréo.

Tabela 4. Propriedades antidiabéticas dos hidrolisados proteicos

Inibicéo (%) da atividade Inibicéo (%) da
Amostra da a-glicosidase atividade da a-amilase
PHP 15,74 +1,16 30,57 £1,36

Os resultados estdo expressos como a média (n = 4) + desvio padréo.

Tabela 5. Perfil dos aminoacidos essenciais (EAA) e ndo essenciais (NEAA)

Aminodcidos essenciais (EAA) (g.kg ~1) ¢

Arginina 48,6
Histidina 7,16
Isoleucina 37,91
Leucina 63,66
Lisina 20,04
Metionina 6,95
Fenilalanina 38,63
Treonina 32,50
Triptofano 4,25
Valina 80,28
EAA total 339,98
Aminoacidos n&o essenciais (NEAA) (g.kg ~') ®
Acido aspartico 57,43
Acido glutamico 83,61
Alanina 37,59
Cistina 20,98
Glicina 60,65
Prolina 73,74
Serina 77,48
Taurina 1,45
Tirosina 25,13
Total NEAA 438,06
Aminoacidos totais 778,04

Tabela adaptada.

Fonte: Marjana dos Santos Cardoso et al. (2021).

a/alores determinados no Laboratorio de Andlise de Alimentos (LQA) -Grupo de Estudos de Manejo na
Aguicultura - GEMAQ-Unioeste, Toledo-PR.
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®_aboratdrio Comercial (CBO Analises Laboratoriais Ltda., Valinhos-SP, Brasil.
®Valores da anélise realizada em triplicata.

A pesquisa foi efetivada sob condigGes laboratoriais, utilizando 630 exemplares de O.
niloticus, com peso inicial médio de = 1,67 + 0,05 g e comprimento médio de u = 4,27 + 0,13
cm. Os animais experimentais foram previamente aclimatados e distribuidos em um
delineamento inteiramente causualizado (DIC), em 21 caixas polietileno com capacidade para
210 litros, sendo sete tratamentos com trés repeticdes, totalizando 30 animais por unidade
experimental, sendo 90 por tratamento.

As dietas experimentais foram formuladas de maneira a serem isoprotéicas (40 % PB)
e isoenergéticas (4000 kcal de ED/kg), com niveis crescentes de inclusdo de proteina
hidrolisada de penas (PHP), sendo: T1: 0% (sem a adicdo de PHP) controle, T2: 1%, Ts: 2%,
Ta: 3%, Ts: 4%, Te: 5% e T7: Controle comercial, respectivamente (Tabela 1). O calculo da
quantidade de inclusdo dos hidrolisados proteicos nas dietas foi baseado na matéria seca do
produto.

Para a elaboracéo das dietas experimentais os ingredientes foram triturados (0,3mm),
peneirados, processados em moinho do tipo martelo (modelo MCs 280, marca Vieira Moinhos
e Martelo, Tatui-SP, Brasil), pesados, umedecido com 20% de agua e homogeneizados por 15
minutos em um misturador mecanico tipo ‘Y’ (modelo MA 200, marcaMarconi Equipamentos
Laboratoriais, Piracicaba-SP, Brasil). Posteriormente as dietas foram extrusadas com 2,0 mm
de didametro em um equipamento modelo Ex-Micro® com capacidade de producéo de 10 kg h"
1 secas em estufa de ar forcado a 55 °C por 24 h (Modelo TE-394/3-D-marca Tecnal
Equipamentos Cientifico para Laboratdrios, Piracicaba-SP, Brasil). Incluiu-se o dleo de soja
pelo método de aspersdo. As dietas foram mantidas em camara fria (4 °C), para a melhor
conservacéo.

Para a determinacdo das analises bromatoldgicas (Proteina Bruta; Matéria Seca; Extrato
etéreo; Matéria Mineral), as dietas experimentais e cinco peixes inteiros e descamados de cada
unidade experimental (n= 15 peixes por tratamento), foram conservados previamente em
estufas (70 °C por 24 h) para determinacao da umidade, triturados e posteriormente analisados
conforme as metodologias descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (2004), com excecdo da anélise
de energia bruta, que foi determinada por meio de bomba calorimétrica (IKA®C2000), ambas
realizadas no Laboratério de Qualidade de Alimentos (LQA) do GEMA( (Tabela 6).
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Tabela 6- Composicéo das dietas experimentais utilizando proteina hidrolisada de penas para
alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (com base na matéria seca).

Tratamentos
INGREDIENTES Tl T2 T3 T4 T5 T6
Arroz quirera 70,34 69,98 69,63 69,27 68,92 68,56
Trigo farelo 0,00 0,56 1,12 1,69 2,25 2,82
Visceras farinha aves 274,61 269,69 264,76 259,84 254,92 250,00
Hidrolisado de penas 0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Fuba de milho 180,00 180,00 180,00 180,00 180,00 180,00
Farinha de peixe tilapia 58 50,00 40,00 30,00 20,00 10,00 0,00
Sangue farinha 45,00 45,00 45,00 45,00 45,00 45,00
Soja farelo 45% 281,45 282,16 282,86 283,57 284,27 284,98
Carne e 0sso farinha45% 45,00 45,00 45,00 45,00 45,00 45,00
Oleo de soja 30,00 30,57 31,14 31,71 32,29 32,86
Calcario 0,00 1,12 2,25 3,37 4,50 5,62
Cloreto de colina 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
DI-metionina 2,47 2,59 2,70 2,82 2,93 3,05
Fosfato bicélcio 0,00 1,77 3,55 5,32 7,10 8,87
L-lisina hcl 1,53 1,91 2,30 2,69 3,08 3,46
L-treonina 4,02 4,06 4,09 4,12 4,15 4,18
Sal comum 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Vitamina ¢ 2,85 2,85 2,85 2,85 2,85 2,85
Antiflingico 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Antioxidante 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Premix 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Total 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Niveis Nutricionais
Amido 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Calcio (%) 2,18 2,18 2,17 2,17 2,16 2,16
ED tilapia (Kcal/ kg) 3420,59 3416,47 3412,35 3408,23 3404,11 3400,00
Fenil Total (%) 1,86 1,87 1,87 1,88 1,88 1,89
Fenil + Tir. Total (%) 2,91 2,95 2,99 3,03 3,08 3,12
Fosforo total (%) 1,33 1,33 1,32 1,32 1,32 1,32
Gordura (%) 9,09 9,01 8,93 8,84 8,76 8,67
Histidina Total (%) 1,01 1,00 0,99 0,98 0,97 0,96
Isoleucina Total (%) 1,49 1,49 1,50 1,51 1,51 1,52
Leucina Total (%) 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Metionina Total 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90
Proteina bruta (%) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
Proteina Digestivel Peixes (%) 34,61 34,62 34,62 34,63 34,64 34,64
Treonina Total (%) 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Triptofano Total (%) 0,45 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44
Valina Total (%) 2,05 2,09 2,13 2,17 2,21 2,25
Vitamina C (mg/kg) 999,99 999,99 999,99 999,99 999,99 999,99

Niveis de garantia por quilograma do produto: vit. A -500.000 Ul; vit. D3-200.000 Ul; 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; &cido félico -500 64mg;
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pantotenato de calcio -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.

O arracoamento foi realizado seis vezes ao dia (08h00, 10h00, 12h00, 14h00, 16h00 e
18h00) até a saciedade aparente, durante todo o periodo experimental. Ao final do dia, as
excretas e restos alimentares e filtros foram sifonados para retirada de matéria orgénica
depositada.

O experimento foi equipado por sistema com recirculacdo de agua, filtro mecanico,
aeracdo e aquecimento constante sendo realizado sifonamentos diérios. Durante o periodo
experimental foram monitorados semanalmente os parametros de qualidade de &gua utilizando
0 multiparametro portatil (modelo YSI-PRO PLUS).

As variaveis fisicas e quimicas da agua foram monitoradas utilizando uma sonda
multipardmetro portéatil, para mensuracdo de temperatura (u=27,27 + 0,15 °C), oxigénio
dissolvido saturado (u=37,55 + 2,06%), oxigénio dissolvido (u= 4,95 £+ 0,17 mg/L),
condutividade elétrica (u=185,69 + 1,2 pn.S/cm) e pH (u=6,95 + 0,03), mantiveram-se dentro
dos valores recomendados nessa fase de cultivo.

Apbs o periodo experimental, os peixes foram mantidos em jejum por uma hora,
seguida anestesiados em solucdo de benzocaina 100 mg/L (OKAMURA et al., 2010) e
avaliados individualmente. A tomada de medidas e os calculos para o desempenho produtivo
foram determinados de acordo com o NRC (2011).

Para os aspectos de desempenho produtivo, avaliou-se: PMI = peso inicial médio (g);
PMF= Peso médio final; GP: Ganho de peso médio (g): (Peso final médio — Peso inicial médio);
GPD= Ganho de peso diario (g) (Ganho de peso final/Quantidade de dias experimentais);
CAA-= conversdo alimentar aparente (CR: consumo de racdo / GP: ganho de peso); TEP= Taxa
de eficiéncia proteica (%) (ganho em peso/Proteina bruta consumida)*100; TCE (%)= Taxa de
crescimento especifico (% dia™) [(In PFM) — (In PIM)/ Periodo experimental] (In =Logaritmo
neperiano); SO (%) = Sobrevivéncia;

Dez peixes de cada unidade experimental foram eutanasiados em solucéo de benzocaina
200 mg/L (GOMES et al., 2001), sendo cinco peixes para a avaliacdo das enzimas digestivas e
antioxidantes e cinco para a coleta de material da cavidade celomatica para os célculos dos
indices: PE: Peixe eviscerado; IHS (%) = indice hepatossomatico: [peso do figado
(9)*100/peso final (9)]; IGV (%): indice de gordura viscerossoméatico (peso da gordura(g)/
peso do peixe (g) * 100); IVS (%) = indice viscerossomatico (peso do visceras (g)/ peso do
peixe (g) * 100);
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Para as andlises histomorfométricas das vilosidades intestinais foi retirado segmento
transversal da porcdo medial dos intestinos dos peixes, amostras de figado e fibras musculares
ambos fixados em solucéo Alfac durante seis horas e conservados em etanol 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 histologicos foram obtidos por seccdes seriadas de 7
um e coradas em Hematoxilia-Eosina, 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 enterdcito ao topo do enterécito do lado
oposto), espessura da tunica (distancia total da camada muscular circular e longitudinal),
namero de celulas caliciformes e nimero total de vilos, na objetiva de 20X e 40X.

Para as amostras de figado, os hepatdcitos foram quantificados em lente objetiva de
40X e seus diametros, area e volume foram tomados com o auxilio de lente objetiva de 100X
(50 nucleos de hepatdcitos por ldamina). Em ambas andlises, utilizou-se o software cellSens
Standard 1.15® para obtencéo das imagens e posterior avaliagao.

Foram realizadas medidas do perimetro do nlcleo do hepatocito (um) e area (Um?),
volume nuclear do hepatécito (Hny (um?®) = 4/3 nr®), onde o r corresponde ao raio nuclear. As
mensuracoes foram realizadas com o auxilio do software de analise de imagem Image Pro
Plus@ (version 4.5, Media Cybernetics, USA) e Fiji Imagel (https://imagej.net/Fiji)
(SCHINDELIN et al. 2012).

A avaliacdo qualitativa de vacuolizacdo hepatica foi realizada de acordo com critérios
estabelecidos por Caballero et al. (2004) e Tessaro et al. (2014). Foi atribuido um escore de
vacuolizacdo, onde 0= ndo observado, 1= poucos vactolos, 2= vacuolizacdo média, 3=
vacuolizacgdo severa.

As fibras musculares foram feitas 200 (fibras) do menor diametro em ocular de 10x,
delimitando frequéncias de tamanho em classes de diametros para verificacao de hiperplasia e
hipertrofia muscular (ALAMI-DURANTE et al. 2010).

Para a avaliacdo das enzimas digestivas e antioxidantes, os peixes foram alimentados
uma hora antes de serem submetidos a anestesia e eutanasia. Apos isso, realizou-se a retirada
imediata do figado e intestino integralmente e armazenados em microtubos. O material
coletado foi congelado individualmente em nitrogénio liquido e conservado em freezer a -80
°C. As amostras (a) foram homogeneizadas em tampéo PBS (Tamp&o Fosfato Salina) (t) (1:10,
a/t) pH 7,4 com homogeneizador (IKA T10 Basic) e centrifugado a 10.000 x g por 10 min (4

°C), o sobrenadante foi utilizado para a determinacdo das atividades enzimaticas. A
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quantificacdo dos niveis totais de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976),
utilizando albumina serica bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) como padrdo. Todas as
analises foram realizadas em triplicata.

Para a avaliagdo das enzimas digestivas e antioxidantes, os peixes foram alimentados
uma hora antes de serem submetidos a eutanasia. Apds isso, realizou-se a retirada imediata do
figado e intestino integralmente e armazenados em microtubos.

O material coletado foi congelado individualmente em nitrogénio liquido e conservado
em freezer a -80 °C. As amostras (a) foram homogeneizadas em tampéao PBS (Tamp&o Fosfato
Salina) (t) (1:10, a/t) pH 7,4 com homogeneizador (IKA T10 Basic) e centrifugado a 3.500
RPM por 10 minutos (4 °C), o sobrenadante foi utilizado para a determinacédo das atividades
enzimaticas.

A quantificagdo dos niveis totais de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(1976), utilizando albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) como padrdo, a fim
de padronizacio dos dados, as amostras foram normalizadas para 1 umol.mg proteina™ com
auxilio de solucao tampdo TBE. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A atividade das enzimas digestivas no intestino dos peixes, amilase (BERNFELD,
1955), lipase (ALBRO et al., 1985), maltase (CORREA et al., 2007). A tripsina e
quimotripsina foram determinadas de acordo com a metodologia descrita por Hummel et al,
1959.

Ao avaliar a atividade enzimatica no figado dos peixes, as seguintes enzimas foram
avaliadas: determinacdo da atividade de transaminase glutamico-oxalacética (TGO), alanina
aminotransferase (TGP) via kit comercial da marca gold Analisa®, e determinada a atividade
da peroxidacéo de lipidios (LPO/TBARS) (FEDERICI et al., 2007). O GSH A atividade da
catalase foram determinadas de acordo com a metodologia descrita por Aebi (1984) e Federici
et al. (2007), respectivamente. As andlises supracitadas foram realizadas também para 0s
animais que passaram pelo estresse ao ar.

Posteriormente as analises supracitadas, mantiveram-se 0s peixes nas unidades
experimentais por mais 15 dias, para a avaliacdo do estresse ao ar. Utilizou-se uma peneira de
0,5 mm de didmetro, submerso em &gua para evitar lesdes pelo contato direto com a malha da
peneira, sendo retirada da dgua, coberta com uma tela para evitar a evasao e colocada em papel
secante para retirar o excesso de umidade. A partir deste momento, 0s animais permaneceram
sete minutos em exposicdo ao ar. A taxa de resisténcia ao estresse (Re em %) foi determinada
com base na porcentagem de sobrevivéncia. Para calcular essa taxa, foram contados os animais

vivos de todas as repeticdes de cada tratamento.
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Para fins estatisticos os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de Levine,
para médias homogéneas submeteu-se a one-way (ANOVA) com posterior teste de fisher ao
nivel de 5% de significancia. Para dados que ndo atenderam ao pressuposto de homogeneidade
procedeu-se a anélise de Kruskal-Wallis. Foi utilizado o programa estatistico computacional
Statistic 7.1 (2005).

Resultados e discussao

Os resultados encontrados na composicado quimica das dietas experimentais, verificou-
se que a dieta T2 apresentou-se menores resultados no teor de proteina bruta quando comparado
ao T7 (Tabela 7), porém os melhores resultados de desempenho zootecnico foram apresentados
pelo tratamento T2 (Tabela 8), mostrando um melhor aproveitamento dessa proteina para o

desenvolvimento corpdreo desses exemplares.

Tabela 7- Composicdo quimica das dietas experimentais utilizando proteina hidrolisada de
penas para alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (com base na matéria seca).

Tratamentos
Pardmetros T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 P-valor
PB! 42,01+1,48%  41,32+0,60°  42,62+0,50°  42,59+0,77%  41,60+0,55®  41,72+1,02®®  44,83+0,68° *
MS? 94,28+0,9%  94,40+0,16%  94,33+1,90%®  9518+1,35*  94,33+0,01*%  94,91+1,33*  92,61+0,23" *
EES 37,06+0,73°  42,49+0,61*°  44,09+0,13¢  41,55+1,0020  41,43+0,38%  45,33+0,88°  32,98+0,23" *
EB* 4968,56+4,50% 4987,08+4,47¢ 5000,18+0,53° 5029,00+5,22° 4964,07+3,71* 5036,87+8,95" 4894,97+9,45¢ *
MM? 10,420,622 9,76+0,04%  11,08+0,37° 10,91+0,05%° 10,92+0,24%¢  11,74+1,75°¢  15,21+0,13¢ *

PB: Proteina Bruta; 2MS: Matéria Seca; °EE: Extrato etéreo; “EB: Energia Bruta; >"MM: Matéria Mineral. *Valores
médios seguidos por letra minuscula diferente, na mesma linha, indicam efeito significativo no fator GH pelo teste
de fisher.

A tabela 8 apresenta os valores de desempenho produtivo e indices viscerossomaticos
dos alevinos de tilapia do Nilo, ap6s um periodo de 35 dias experimentais.

Os parametros de desempenho produtivo apresentaram diferencas significativas
(p<0,05), nos indices de PF, GP, GPD e TCE, sendo similar aos resultados encontrados na fase
larval, onde a incluséo do ingrediente teste em baixo percentual na dieta, refletem os melhores
resultados (Tabela 8). Assim, indica-se 1% que a inclusdo de proteina hidrolisada de penas
(PHP) em dietas para tilapia do Nilo com peso inicial médio de 1 grama, sendo estes
exemplares alimentados com ingrediente teste desde sua fase larval para melhores respostas

Zootécnicas.
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Quando comparado com o estudo realizado por Rocha et al. (2021) utilizando
hidrolisado proteico de frango em dietas para alevinos de tilapia do Nilo, o presente estudo
apresentou um GPD com 28% superior, no percentual de 1% de incluséo.

Os indices viscerossomaticos, apresentou-se diferencas em todos os pardmetros
avaliados (p<0,05), conforme descrito na tabela 8.

A gordura visceral esta diretamente ligada ao teor de reservas energéticas dos peixes,
uma deposicdo excessiva de gordura nas visceras pode indicar desbalanco na relacdo
energia/proteina das dietas, podendo reduzir o rendimento de carcaca (FIGUEIREDO et al.,
2014).

Tabela 8. Valores de desempenho produtivo, indices hepatossomatico (IHS), indice
viscerossomatico (IVS) e comprimento do intestino médios de alevinos de tilapia do Nilo,
alimentados com racGes contendo proteina hidrolisada de penas, ap6s 35 dias de cultivo.

Tratamentos
Pardmetros T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 p-valor
PI (g) 1,62 + 0,09 1,65+ 0,03 1,67 +0,01 1,67 £ 0,02 1,66 + 0,05 1,65+ 0,06 1,69 + 0,08 ns
2PF (g) 14,85+ 1,51% 1821 +216° 17,42+157% 14,83+1,78% 15,62+ 1,79%° 16,10+ 1,70 18,06+ 2,24 *
5GP (g) 13,22 +1,43% 16,57 +2,16° 1575+1,58%° 1316+1,76%° 13,95+ 1,76 1445+ 175% 16,37 +226 *
‘GPD (gdia-) 0,38 + 0,04 0,47 £ 0,06° 0,45+0,04% 0,37+0,05° 0,40+0,05% 0,41+0,05* 0,47 +0,06*° *
CAA 1,14£0,11 0,93+0,13 0,95 + 0,07 1,17 £ 0,07 1,18 £ 0,27 1,17+£0,19 1,03+£0,20 ns
TEP (%) 2,10+ 0,22 2,58 £0,35 2,10+0,21 2,04+0,12 2,08 £ 0,43 2,06 £0,35 2,37+£0,51 ns
TCE 1,54 + 0,05% 1,70 +£0,12° 1,64 +0,10% 1,47 £ 0,092 1,53 +0,08% 159+0,18% 1,64 +0,19% *
SO (%) 97,78 £ 1,92 97,78 £ 3,85 98,89+ 1,92 98,89 £ 1,92 100 £ 0,00 98,89 £ 1,92 98,89+£192 ns
indice Viscerossomatico
PE 13,01 £ 1,072 14,35+ 1,33% 16,08+ 1,10 12,80+ 1,48° 13,66 + 1,042 14,15+ 1,76® 16,61 + 1,56° *
IHS (%) 0,20 + 0,05%® 0,14 £ 0,042 0,18 + 0,03 0,19+0,02® 0,25+0,11° 0,18 + 0,01% 0,13 +£0,018 *
IGV (%) 0,11 + 0,02%® 0,09 + 0,03 0,17 £ 0,04°¢ 0,11+0,03® 0,13 +0,03* 0,14 £ 0,06% 0,05 + 0,02° *
IVS (%) 0,90 + 0,19%® 0,65 £ 0,16° 0,87 +0,16® 0,88 +0,13% 0,91 +0,10° 0,89 + 0,09% 0,65 £ 0,092 *
Cl(cm) 455 + 4,37 41,43 £ 2,528 48,09 +£546% 44,40+ 3,78% 4557 £359% 4791 +4,74% 56,90 + 7,91° *

PMI = peso inicial médio; (g). 2PMF= Peso médio final; 3GP: Ganho de peso médio (g): (Peso final médio — Peso inicial
médio). *GPD= Ganho de peso didrio (g) (Ganho de peso final/Quantidade de dias experimentais). SCAA= converséo alimentar
aparente (CR: consumo de ragéo / GP: ganho de peso). STEP= Taxa de eficiéncia proteica (%) (ganho em peso/Proteina bruta
consumida)*100. "TCE (%)= Taxa de crescimento especifico (% dia™) [(In PFM) — (In PIM)/ Periodo experimental] (In
=Logaritmo neperiano); 830 (%) = Sobrevivéncia (Sem estrese); °PE: Peixe eviscerado; 1°IHS (%) = Indice hepatossomatico:
[peso do figado (g)*100/peso final (9)]; 11IGV (%): indice de gordura viscerossomatica (peso da gordura(g)/ peso do peixe (g)
* 100); 121VS (%) = Indice viscerossomatico (peso do visceras (g)/ peso do peixe (g) * 100); Cl: Comprimento do intestino.
NS= ndo houve diferencga significativa. * Diferenca significativa (P<0,05) pelo teste de fisher.

O tecido muscular esquelético tem como principal caracteristica a

plasticidade e este atributo torna o muasculo extremamente importante para

a adaptacdo dos organismos ao seu habitat, uma vez que esse tecido tem que
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alterar suas fungdes morfologicas, metabolicas e funcionais em resposta a Varios
estimulos (ACOSTA et al., 2005).

Na presente pesquisa, as fibras musculares variaram de <5 até 20 um. A Proteina
hidrolisada de penas promoveu diferengas nas fibras de didmetro 10-15 pm, onde o tratamento
de 1% de inclusédo apresentou fibras menores. Enquanto as fibras de 15-20 pum, apresentando
um aumento hipertréfico (aumento de didmetro de fibras) para a inclusdo 3% (Tabela 9).

A distribuicdo dos diametros das fibras (ou areas), e especialmente, a presenca de fibras
com didmetros pequenos, é frequentemente usado como uma medida da formagdo de novas
fibras, ou seja, da hiperplasia. Assim, nota-se que o tratamento com 1% de inclusdo de
ingrediente teste utiliza-se as fibras de pequenos diametros para formacdo de nova fibras
musculares, potencializando nos melhores resultados, conforme foram apresentados nos
indices zootécnicos (Tabela 8).

Portanto acredita-se que 0s animais que receberam 1% de inclusdo mantiveram-se a
integridade da hiperplasia, deste modo, nesta fase de rapido crescimento, quando os niveis
nutricionais nao estdo limitados, os exemplares absorvem toda a energia necessaria para a
geragdo de novas fibras (USHER et al, 1994). Ndo notou-se diferenca significativa (p>0,05) na

frequéncia muscular

Tabela 9. Fibras musculares e frequéncia das fibras musculares de alevinos de tilapia do Nilo,
alimentados com racGes contendo proteina hidrolisada de penas, ap6s 35 dias de cultivo.

Tratamentos (um)

Musculos
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 p-valor
<5 4,65+ 0,37 4,58 + 0,45 4,55+ 0,25 4,73+0,23 4,44 + 0,04 4,69+0,13 452 +0,44 ns
Fibras 5-10 8,01+0,32® 8,23+0,85® 8,03+0,37® 7,92+0,34® 8,40 +0,89° 8,00+0,35®  7,71+1,10° *
Fibras 10-15 11,83+0,36* 11,17+0,32® 11,53+0,17® 11,47+0,22® 1253+0,63° 11,68+0,90® 11,93 +0,33? *
Fibras 15-20 16,76 +1,49*° 18,34 +0,01¢ 1553 +0,49° 18,95+0,01 15,94+0,025® 15,85+0,38® 16,12 +0,33® *
Frequéncia (%)
<5 1,44 0,31 1,23 0,82 0,12 0,54 1,98 ns
Fibras 5-10 60,20 70,09 61,00 64,98 41,82 42,20 58,41 ns
Fibras 10-15 37,65 29,48 37,26 33,98 49,27 51,69 48,71 ns
Fibras 15-20 0,72 0,10 0,51 0,20 8,77 5,67 4,32 ns

NS= ndo houve diferenca significativa. * Diferenca significativa (P<0,05) pelo teste de fisher.
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O figado é um o6rgédo vital, versatil e responsavel pela metabolizacdo de varias
substancias como glicose, aminoacidos e acidos graxos e nos da respostas do estado nutricional
em peixes e desintoxicam o organismo (GARTNER; HIATT, 2007).

Os parédmetros histomorfométricos dos hepatdcitos apresentaram diferencas
significativas (p<0,05), sendo que o tratamento controle (sem inclusdo do ingrediente teste)
apresentou 0s menores valores quando comparado aos tratamentos 3%, 5% e controle
comercial nas variaveis de diametro (um), perimetro (um?), raio (um) e volume (um?), exceto

nos numeros de hepatdcitos que ndo mostrou-se diferencas entre os tratamentos (Tabela 10).

Tabela 10. Caracteristicas morfométricas dos nucleos dos hepatocitos de alevinos de tilapia do
Nilo, alimentados com rac¢6es contendo proteina hidrolisada de penas, apds 35 dias de cultivo.

Tratamentos
Figado
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 P-valor

NH 430,83 £87,51 397,50 +85,49 443,17 +82,26 433,40 +43,91 416,17 +583,79 371,17 £53,48 422,83 + 44,26 ns
DN(um) 3,31 +0,20° 3,55 + 0,08% 3,61 £ 0,322 3,67 £0,072 3,42 £0,11% 3,78 £ 0,202 3,70 £ 0,212 *
PN (um?) 9,56 +1,05° 10,72+0,55® 11,06+0,93* 11,48 +0,44 9,93 + 0,15% 11,45+ 1,108 11,35 + 0,852 *
RN (um) 1,74 £ 0,10° 1,84 + 0,05% 1,87 + 0,092 1,90 + 0,032 1,77 £ 0,01 1,90 + 0,092 1,89 £ 0,082 *
VN (um® 22,26 +3,84> 26,18 +2,10® 2752+3,97® 28,75+ 1,432 23,32 + 0,422 29,05 + 4,042 28,23 + 3,732 *

INH: Namero de hepatdcitos; 2DN: Diametro do ndcleo; 3PN — Perimetro do ndcleo; “RN- Raio do ndcleo;
SVN - volume do ntcleo. NS= ndo houve diferenca significativa. * Diferenca significativa (P<0,05) pelo teste
de Tukey.

Ostaszewska et al. (2011) relatam que em étimas condic¢des nutricionais, o figado vai
armazenar boas quantidade de glicogénios no citoplasma e isto reflete no tamanho perimetro e
volume dos hepatdcitos. Desta forma percebe-se que a inclusdo de 3%, 5% de PHP e controle
comercial na dieta direcionaram para melhores respostas hepaticas.

Wold et al. (2009) relatam que peixes submetidos a estresses nutricionais sofrem
reducdo no tamanho dos nucleos dos hepatécitos. Diferencas no formato e tamanho dos
hepatocitos assim como no nucleo estdo associados a patologia hepaticas e a atividade
metabolica das células no figado (RASKOVIC et al. 2011).

Supde-se que existe uma interacdo ainda pouco compreendida entre fatores genéticos,
fatores metabolicos e ambientais que causam o acumulo de triglicerideos no citoplasma de
células do figado (MARCHISELLO et al., 2019).

Asaoka et al. (2013) postularam duas hipGteses sobre 0s processos que levam a
apresentacdo desta patologia hepatica: O primeiro refere-se a um acumulo excessivo de

triglicerideos nos hepatdcitos devido a resisténcia a insulina e o segundo é o resultado de fatores
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patogénicos adicionais que podem eventualmente induzir danos no figado, tais como:
inflamacado, liberacdo de citocinas, estresse oxidativo, disfuncéo estresse mitocondrial e/ou do
reticulo endoplasmatico (RE).

Mas ao longo dos anos foram observados varios fatores que tém sido relacionados ao
acumulo de gordura no figado, como: 1) Dietas que ndo atendem aos requisitos especificos
para a espécie; 2) Gorduras oxidadas e/ou peroxidacgdo lipidica; 3) O uso indiscriminado de
drogas e substancias tdxicas e/ou 4) periodos prolongados de hipéxia (MORAES et al., 2018;
WOLF & WOLFE, 2005; IREGUI et al., 2004; SPISNI et al., 1998). 5) Quantidade da dieta
interfere diretamente na sua estrutura histo- morfo funcional.

No presente estudo percebeu-se que 0s animais experimentais apresentaram
vacuolizacdo de hepatocitos em todos os tratamentos analisados, sendo caracterizado a
esteatose hepética (Figura 1). Acredita-se que o aparecimento dessa alteragdo (esteatose
hepatica), ocorreu devido ao perfil aminoacidico e o peptideo bioativo do produto teste,

quantidade e frequéncia alimentar (6 tratos por dia) ou balanceamento nutricional da dieta.
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Figura 1. Vacuolizagdo de hepatocitos em diferentes graus (H.E. 40X). (a) Limite celular do hepatdcito definido
e nucleo bem marcado (score = 0); (b) Presenca de pequenos vacuolos intracelulares, porém sem alteracéo de
formato e posicionamento do nucleo dos hepatécitos (score= 1); (c) Hepat6citos com vacuolos aparentes e mais
volumosos, (score= 2); (d) Vacuolizagdo intensa do citoplasma, perda do formato celular presenca e nucleo
periférico (score=3). Legendas das imagens: A- controle; B: 1%; C-2%; D- 3%; E- 4%; F- 5%; G-
Controle comercial.

As enzimas digestivas no intestino analisadas no presente estudo apresentaram
diferencas significativas (p<0,05). O conhecimento das enzimas digestivas em um organismo
ajuda a determinar a sua capacidade digestiva, 0 que por sua vez auxilia a selecdo de
ingredientes a serem incluidos na dieta (GIODA et al., 2017).

A lipase atua na degradacdo de lipideos provenientes da alimentacdo, liberando acidos
graxos e glicerol no lumen do intestino. Estes compostos desempenham importantes fun¢Ges
energéticas, estruturais e hormonais (MOURA et al., 2012). Como pode ser observado na figura
(2A), a lipase apresentou uma reducao significativa de atividade no grupo T4 comparado ao
grupo controle.

Tal redugdo pode estar relacionada ao desequilibrio nutricional na dieta, sendo uma
medida poupadora de energia e proteina, fazendo com que estes sejam utilizados para fins de
desempenho corpéreo. Se ocorreu a reducdo de lipase significa que menos lipideos foram
absorvidos, logo as necessidades energéticas das células terdo de ser supridas por outros

nutrientes.
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Para a digestdo de carboidratos, a enzima maltase apresentou reducdo significativa de
atividade nos grupos T3 e T5 comparado ao grupo T1 e T2 (Figura 2B).

Enquanto a enzima amilase, que catalisa a hidrolise de ligagdes glicosidicas a(1—4)
de polissacarideos como o amido e o glicogénio, apresentou atividades significativamente
menores nos tratamentos T3, T4 e T5. A amilase € uma das enzimas digestivas, de origem
pancreatica, que age no intestino delgado sobre os polissacarideos presentes no quimo (Figura
2C). O tratamento T1, T2, T6 e T7 indica que os animais experimentais alimentados com essas
dietas, estimularam o pancreas a produzir maior quantidade de amilase devido ao aumento da
concentracdo de amido no intestino.

A presenca de alimento no trato digestorio resulta em estimulos hormonais
(colecistoquinina — CCK), que agem no pancreas, 6rgdo responsavel pela producéao de diversas
enzimas digestivas (LOVELL, 1998). Com o melhor aproveitamento do amido como fonte
energética, a proteina foi poupada para a funcdo estrutural, ou seja, desenvolvimento dos
tecidos. Essa tendéncia nos resultados no T2, pode ter direcionado ao maior ganho de peso e
melhor converséo alimentar.

A tripsina, € a principal enzima digestiva intestinal, responsavel pela hidrélise de
proteinas da dieta, enquanto e a quimotripsina, € uma endopeptidase membro da familia de
serinoproteases, armazenada no pancreas na forma de um precursor, ambas atuam dentro do
intestino para ajudar quebrar moléculas de proteinas que é ingerida através das dietas
experimentais. Sendo que a quimotripsina atua como sendo uma funcdo complementar a
tripsina, ajudando a quebrar as moléculas de proteina em locais que a tripsina nao é capaz de
atuar.

No presente estudo foram encontrado resultados opostos, onde na tripsina as menores
absorcdo de proteina ocorreu T3 em comparacdo ao T6 e T7, enquanto a quimotripsina 0s

maiores resultado foi encontrado no T3 em comparagao ao grupo controle.
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Figura 2. Atividade das enzimas lipase (A), maltase (B) amilase (C), tripsina (D) e
quimotripsina (E) em alevinos de tilapia do Nilo, alimentados com rac¢6es contendo proteina
hidrolisada de penas, ap6s 35 dias de cultivo. Barras indicam valores médios + desvio padréo
dos grupos tratados com diferentes dietas. Letras diferentes identificam diferencas
significativas entre os grupos. P < 0,005.

N&o foram observadas variages nas atividades da GSH (Figura 2) nos animais
experimentais. O GSH € considerada um dos melhores antioxidantes para diversas
atuacGes no corpo, como, no transporte de amino&cidos, sintese de proteinas e acidos
nucleicos, manutencdo da forma ativa de certas enzimas, protecdo do organismo (DRINGEN,
2000; FORMAN, 2009; PARK, 2010).
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No presente trabalho a concentracdo basal de GSH (Figura 3 e 4) estdo dentro da faixa
Para os exemplares que foram expostos ao estresse no final do experimento (SE- Sem
Niveis mais reduzidos de GSH , apresenta-se uma maior vulnerabilidade aos danos

proposta pela literatura que varia 7 a 40 mM.mL™, para O. niloticus (ABDEL-KHALEK et al.,

2017; ABDEL-KHALEK, 2015; PINER, UNERB, 2013).
Figura 3. Atividade de GSH em alevinos de tilapia do Nilo, alimentados com ra¢des contendo proteina

hidrolisada de penas, apds 35 dias de cultivo. Barras indicam valores médios * desvio padrao dos grupos
tratados com diferentes dietas. Letras diferentes identificam diferengas significativas entre os grupos. P

< 0,005.
estresse, 7 minutos e 24 horas), verificou-se diferencas significativas (p<0,05) na atividade de
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Figura 4. Atividade GSH ap0s estresse ao ar (SE- Sem estresse, 7 minutos e 24 horas), em
alevinos de tilapia do Nilo, alimentados com ragdes contendo proteina hidrolisada de penas,
apos 35 dias de cultivo. Barras indicam valores médios + desvio padrdo dos grupos tratados
com diferentes dietas. Letras diferentes identificam diferencas significativas entre os grupos. P
< 0,005.

Os valores de TBARS sao avaliados como indicador do grau de oxidacao lipidica,
avaliando os danos celulares por estresse oxidativo (Figura 5). Nessa presente pesquisa néo foi
observado diferencas significativas entre os tratamentos para analise supracitada (Figura 5).

Para os animais exposto ao desafio ao ar, notou-se diferencas significativas para os
tratamentos SE- Sem Estresse quando comparado aos 6rgdos coletado dos peixes que foram

expostos a 7 minutos e 24 horas apos estresse (Figura 6).

0,070

= Mean T Mean+£0. 95 Conf. Interval
0,065 |

0,060

0,055

0,050 |

0.045 |

0,040

TBARS [l mol MDAmg Proteina)

0,035

0,030

0,025

TRATAMENTOS

Figura 5. Atividade de TBARS em alevinos normais de tilapia do Nilo, alimentados com ragoes
contendo proteina hidrolisada de penas, apds 35 dias de cultivo. Barras indicam valores médios + desvio
padrdo dos grupos tratados com diferentes dietas. Letras diferentes identificam diferencas significativas
entre os grupos. p<0,05.

0,040

0,035 |

3
0,030 |
0,025 |
0,020 |
0,015 |

0,010 |

TBARS (Mol MDA/mg proteina)

0,005 |

0,000 [

-0,005

TRATAMENTOS

Figura 6. Atividade de TBARS apds estresse ao ar (SE- Sem estresse, 7 minutos e 24 horas), em
alevinos de tilapia do Nilo, alimentados com ra¢fes contendo proteina hidrolisada de penas, apés 35
dias de cultivo. Barras indicam valores médios + desvio padrdo dos grupos tratados com diferentes
dietas. Letras diferentes identificam diferencas significativas entre os grupos. p<0,05.
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A enzima catalase (CAT), componente de defesa antioxidante primario, apresenta

elevada atividade quando o organismo se encontra sob estresse oxidativo, sendo considerada

por este motivo um importante biomarcador em a¢des de monitoramento (COGO et al., 2009).

Os niveis mais baixos de enzima catalase foram observados nos tratamentos T6 e T7 (Figura
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dias de cultivo. Barras indicam valores médios + desvio padrdo dos grupos tratados com diferentes

dietas. Letras diferentes identificam diferencas significativas entre os grupos. p<0,05.
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Apos analises, € evidente que a inclusdo de PHP como ingrediente alternativo para
tilapia do Nilo na fase de cultivo da presente pesquisa, interfere na capacidade digestivas dos
animais experimentais para algumas enzimas.

Mostrando que nas enzimas da lipase, maltase, amilase e tripsina os tratamentos que
receberam a inclusdo do ingrediente alternativo (T3, T4 e T5), interferiu negativamente no
processo digestivo, reduzindo assim a atividade enzimatica, considera-se que isto pode se
refletir em dificuldades no aproveitamento dos nutrientes do ingrediente alternativo.

Assim, as caracteristicas da PHP, principalmente o perfil de peptideos bioativos e peso

molecular, pode ter sido o inibidor de melhores absorcéo.

Concluséo
Conclui-se que a Proteina Hidrolisada de Penas (PHP) € uma alternativa de ingrediente

funcional de alto valor biolégico que melhora os principais parametros (PF, GP, GPD e TCE)
de desempenho produtivo na fase de alevinagem. Assim, para melhor performace produtiva
indica-se a inclusdo de 1% do referido hidrolisado.

No entanto, percebeu-se que 0s animais experimentais apresentaram vacuolizacdo de
hepatécitos em todos os tratamentos analisados, sendo caracterizado a esteatose hepatica.
Acredita-se que o aparecimento dessa alteracdo, ocorreu devido ao perfil aminoécidico e o
peptideo bioativo do produto teste, quantidade e frequéncia alimentar (6 tratos por dia) ou
balanceamento nutricional da dieta. Tais motivos pode ter interferido na capacidade digestivas

dos animais experimentais para algumas enzimas.
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CAPITULO 4

PROTEINA HIDROLISADA DE PENAS COMO ADITIVO EM DIETAS PARA
ALEVINOS DE TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus)

Resumo

A pesquisa objetivou-se verificar o efeito da inclusdo de proteina hidrolisada de penas em
alevinos de tilapia do Nilo, no desempenho zootécnicos, respostas histoldgicas, atividades
enzimaticas e estresse ao ar. O experimento foi conduzido na Universidade Estadual do Oeste
do Parand, Toledo, com duracdo de 30 dias. Os exemplares foram advindo de piscicultura
comercial na fase de alevinagem peso inicial médio de p = 1,96 £ 0,15 g, distribuidos
inteiramente casualizado 720 exemplares com em 24 aquérios de 120 L, totalizando seis
tratamentos e quatro repeti¢fes. As racdes foram formuladas de maneira a serem isoprotéicas
e isoenergeticas, com niveis de incluséo de proteina hidrolisada de penas, sendo: T1: 0% (sem
a adicdo de PHP), T2: 1%, Ts: 2%, Ta: 3%, Ts: 4% e Te: 5%. Ao final do experimento,
verificaram-se os pardmetros de desempenho zootécnicos, respostas histolégicas, atividades
enzimaticas e estresse ao ar em alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Os peixes
que foram alimentados com PHP apenas apds 1 grama, ndo apresentaram diferencas estatisticas
(p>0,05) para o desempenho produtivo e analises biométricas das visceras dos exemplares. As
enzimas digestivas lipase, maltase e amilase apresentaram melhores absor¢éo nos tratamento
de 1% de inclusdo do ingrediente teste, onde os piores resultados, correspondendo aos niveis
mais reduzidos de absorcdo foram encontrados no tratamento 4 e 5% . Tal fato, pode esta
relacionado com qualidade e quantidade de proteina, sendo que este fator pode limitar o
crescimento, caso ndo atenda as necessidades da espécie alvo do cultivo. Entretanto, ndo
observou-se melhores resultados no desempenho zootecnicos, com o0 aumento dessas taxas de
ingest&o.

Palavras-chave: Aditivo, enzimas digestivas, peixe, metabolismo, aditivo.

Abstract

The research aimed to verify the effect of the inclusion of hydrolyzed feather protein in Nile
tilapia fingerlings on zootechnical performance, histological responses, enzymatic activities
and air stress. The experiment was conducted at the Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Toledo, with a duration of 30 days. The specimens came from commercial fish farming in the
nursery phase, average initial weight of p = 1.96 + 0.15 g, distributed in a completely random-
ized 720 specimens with 24 aquariums of 120 L, totaling six treatments and four replications.
The rations were formulated to be isoproteic and isoenergetic, with levels of hydrolyzed feather
protein inclusion, as follows: T1: 0% (without the addition of PHP), T2: 1%, T3: 2%, T4: 3%
, T5: 4% and T6: 5%. At the end of the experiment, zootechnical performance parameters,
histological responses, enzymatic activities and air stress were verified in Nile tilapia (Oreo-
chromis niloticus) fingerlings. The fish that were fed with PHP only after 1 gram showed no
statistical differences (p>0.05) for productive performance and biometric analysis of the vis-
cera of the specimens. The digestive enzymes lipase, maltase and amylase showed better ab-
sorption in the treatment of 1% inclusion of the test ingredient, where the worst results, corre-
sponding to the lowest levels of absorption were found in the treatment 4 and 5%. This fact
may be related to the quality and quantity of protein, and this factor can limit growth if it does
not meet the needs of the target species of cultivation. However, better results were not ob-
served in the zootechnical performance, with the increase of these ingestion rates.

Keywords: Additive, digestive enzymes, fish, metabolism, additive.
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Introducéo

Em funcédo do aumento do consumo de pescados no Brasil e no mundo, estima-se que
a producdo total de peixes devera aumentar para 204 milhdes de toneladas em 2030 (FAO,
2020). Para atender essa demanda crescente, a aquicultura esté crescendo a cada ano, uma vez
que a producdo da pesca extrativista encontra-se estagnada.

De acordo com o IBGE (2020), nos ultimos 5 anos verificou-se aumento de cerca de
25% na producdo de peixes de agua doce do Brasil, 0 que representa quase 90% da producéo
aquicola do pais. Sendo a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) principal espécie de dgua
doce cultivada no Brasil, destacando-se pelo réapido crescimento, reproducdo precoce e
parcelada e alta prolificidade, proporcionando a producao de grandes quantidades de alevinos,
além de apresentar resisténcia as doencas, tolerancia ao cultivo em altas densidades e em
ambientes adversos e estressantes, 0 que a impulsionou como principal espécie da piscicultura
brasileira (VALENTI et al., 2021; SILVA et al., 2015).

Para acompanhar esse aumento de producdo aquicola, é preciso fornecer dietas
balanceadas com niveis adequados de aminoacidos e proteinas, evitando o estresse nutricional
e diminui¢édo na producdo (WU et al., 2021).

Uma das fontes de proteina animal muito utilizada na piscicultura é a farinha de peixe.
No entanto, sua falta no mercado mundial leva a busca de um substituto adequado, como o
hidrolisado de pescado (sardinha e de carcaca de tilapia), hidrolisado de figado de suinos
(SILVA et al., 2012), hidrolisados proteico obtido a partir de subprodutos de processadoras
avicolas (HISANO e PORTZ, 2007), entre outros. O aproveitamento desses residuos sélidos
das industrias alimenticias agregar valor ao material residual e proporcionar vantagens
econdmicas para as industrias processadoras e de ragdo e minimizar o impacto ambiental
(HISANO; BORGHESI, 2015).

O hidrolisado proteico ¢ um produto, fruto da aplicacdo de uma metodologia de
biotecnologia desenvolvida para melhorar propriedades funcionais e nutricionais de
subprodutos da industria animal e transforméa-los em ingredientes dietéticos com alto valor
proteico e digestibilidade adequada da proteina, possibilitando a conversdo de proteinas em
peptideos funcionais e com balanceamento de aminoacidos (BUI et al., 2014). Sdo misturas
complexas de peptideos e aminoacidos, resultantes da clivagem de ligacGes peptidicas da
cadeia proteica. Em geral, a escolha do método ocorre conforme analise das caracteristicas do
substrato proteico, disponibilidade de insumos adequados para a hidrélise, qualidade do

produto final e aplicacGes pretendidas (HOU et al., 2017).
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Considerando a composi¢cdo majoritariamente proteica, o baixo custo e as quantidades
consideraveis de penas produzidas pela industria avicola, estes subprodutos séo recurso atrativo
e valioso para a obtencdo de hidrolisados proteicos, cujas propriedades funcionais dependem
do método de conversdo adotado (LASEKAN et al., 2013; LEMES et al., 2016). A hidrolise
de substratos queratinosos pode ser realizada por meio de métodos quimicos (&cidos ou
alcalinos), enzimaticos ou microbianos (SINKIEWICZ et al., 2018).

No entanto, as potenciais atividades biologicas de hidrolisados de penas sdo
amplamente desconhecidas (BRANDELLI et al.,2015). Isso representa amplo campo a ser
explorado, especialmente pelo fato de estes materiais queratinosos serem recursos renovaveis,
amplamente disponiveis e de baixo custo (LEMES et al., 2016).

Diante disto, 0 uso de hidrolisados proteicos provenientes das inddstrias alimenticias,
tem despertado interesses cientificos e tecnoldgicos, visto que esses co-produtos possuem em
suas composicdes proteinas que podem ser precursoras de peptideos com atividades bioldgicas.
Esta pesquisa objetiva-se caracterizacdo do desempenho zootécnicos, respostas histélogicas,
atividade enzimaética e estresse ao ar de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com proteina
hidrolisada de penas.

Metodologia

O estudo foi desenvolvido 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 duracdo de 30 dias. Os procedimentos adotados na
conducdo deste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA/Protocolo N°/42-19) da Universidade Estadual do Oeste do Parana.

Delineamento experimental

Utilizou-se 720 exemplares com peso inicial médio de i = 1,96 + 0,15 g e comprimento
médio de 1 = 4,26 + 0,14 cm. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 24 caixas de
polietileno com capacidade para 210 litros, em sete tratamentos com trés repeti¢des, totalizando

120 animais por unidade experimental.

Estrutura experimental
A estrutura experimental apresentava sistema com recirculagdo de A&gua, filtro

mecanico, aeracdo e aquecimento constante sendo realizado sifonamentos diarios. Durante o
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periodo experimental foram monitorados semanalmente os parametros de qualidade de agua

utilizando o multiparametro portatil (modelo YSI-PRO PLUS).

Ingrediente alternativo
A proteina hidrolisada de penas (PHP), foi disponibilizada pela empresa BRF

Ingredient’s™ (Toledo-PR, Brasil). Sendo coproduto resultante da inddstria avicola, obtido

através do procedimento de hidrolise enzimética (Tabela 1, 2, 3 e 4).

Tabela 1. Composicdo quimica da proteina hidrolisada de penas (matéria seca como linha de
base)

Ingrediente alternativo

Composic¢do quimica Proteina hidrolisada de penas
Matéria seca (g.kg ~') 2 962,74
Proteina bruta (g.kg ') @ 763,33
Gordura bruta (g.kg ~') 2 26,12
Energia bruta (kJ.g™%) @ 20,52
Aminodcidos essenciais (EAA) (g.kg 1)
Arginina 48,6
Histidina 7,16
Isoleucina 37,91
Leucina 63,66
Lisina 20,04
Metionina 6,95
Fenilalanina 38,63
Treonina 32,50
Triptofano 4,25
Valina 80,28
EAA total 339,98

Aminodcidos ndo essenciais (NEAA) (g.kg ~1) P

Acido aspartico 57,43
Acido glutamico 83,61
Alanina 37,59
Cistina 20,98
Glicina 60,65
Prolina 73,74
Serina 77,48

Taurina 1,45
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Tirosina 25,13
Total NEAA 438,06
Aminoéacidos totais 778,04

Tabela adaptada.

Fonte: Marjana dos Santos Cardoso et al. (2021).

a\/alores determinados no Laboratério de Andlise de Alimentos (LQA) -Grupo de Estudos de Manejo na
Aquicultura - GEMAg-Unioeste, Toledo-PR.

b_aboratorio Comercial (CBO Analises Laboratoriais Ltda., Valinhos-SP, Brasil.

®Valores da analise realizada em triplicata.

Tabela 2. Propriedades antioxidantes dos hidrolisados proteicos

Amostra Atividade antioxidante (umol de TE/g amostra)
ABTS DPPH FRAP
PHP 23,86 + 1,98 116,94 +1,93 90,48 + 0,74

Os resultados estéo expressos como a média (n = 3) £ desvio padréo.

Tabela 3. Propriedades anti-hipertensivas dos hidrolisados proteicos

Amostras Atividade anti-hipertensiva (inibicdo % da ECA)

PHP 47,29 £ 0,99

Os resultados estéo expressos como a média (n = 4) £ desvio padréo.

Tabela 4. Propriedades antidiabéticas dos hidrolisados proteicos

Inibicdo (%) da atividade Inibicdo (%) da
Amostra da a-glicosidase atividade da a-amilase
PHP 1574+ 1,16 30,57 £ 1,36

Os resultados estdo expressos como a média (n = 4) + desvio padrao

Dietas experimentais

As racoes experimentais foram formuladas de maneira a serem isoprotéicas (40 % PB)
e isoenergéticas (4000 kcal de ED/kg), com inclusdo ou auséncia de inclusdo de PHP, sendo:
Ti: 0% (sem a adicdo de PHP) controle, T2: 1%, T3 2%, Ta: 3%, Ts: 4%, Te: 5%,
respectivamente (Tabela 1). O célculo da quantidade de inclusdo dos hidrolisados proteicos nas

dietas foi baseado na matéria seca do produto.
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Tabela 5. Composicao das dietas experimentais utilizando proteina hidrolisada de penas para

alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (com base na matéria seca).

Tratamentos
INGREDIENTES Tl T2 T3 T4 T5 T6
Arroz quirera 70,34 69,98 69,63 69,27 68,92 68,56
Trigo farelo 0,00 0,56 1,12 1,69 2,25 2,82
Visceras farinha aves 274,61 269,69 264,76 259,84 254,92 250,00
Hidrolisado de penas 0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Fuba de milho 180,00 180,00 180,00 180,00 180,00 180,00
Farinha de peixe tilapia 58 50,00 40,00 30,00 20,00 10,00 0,00
Sangue farinha 45,00 45,00 45,00 45,00 45,00 45,00
Soja farelo 45% 281,45 282,16 282,86 283,57 284,27 284,98
Carne e 0sso farinha45% 45,00 45,00 45,00 45,00 45,00 45,00
Oleo de soja 30,00 30,57 31,14 31,71 32,29 32,86
Calcario 0,00 1,12 2,25 3,37 4,50 5,62
Cloreto de colina 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
DI-metionina 2,47 2,59 2,70 2,82 2,93 3,05
Fosfato bicélcio 0,00 1,77 3,55 5,32 7,10 8,87
L-lisina hcl 1,53 1,91 2,30 2,69 3,08 3,46
L-treonina 4,02 4,06 4,09 4,12 4,15 4,18
Sal comum 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Vitamina ¢ 2,85 2,85 2,85 2,85 2,85 2,85
Antiflingico 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Antioxidante 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Premix 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Total 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Niveis Nutricionais
Amido 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Calcio (%) 2,18 2,18 2,17 2,17 2,16 2,16
ED tilapia (Kcal/ kg) 3420,59 3416,47 3412,35 3408,23  3404,11  3400,00
Fenil Total (%) 1,86 1,87 1,87 1,88 1,88 1,89
Fenil + Tir. Total (%) 2,91 2,95 2,99 3,03 3,08 3,12
Fosforo total (%) 1,33 1,33 1,32 1,32 1,32 1,32
Gordura (%) 9,09 9,01 8,93 8,84 8,76 8,67
Histidina Total (%) 1,01 1,00 0,99 0,98 0,97 0,96
Isoleucina Total (%) 1,49 1,49 1,50 1,51 1,51 1,52
Leucina Total (%) 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Metionina Total 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90
Proteina bruta (%) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
Proteina Digestivel Peixes (%) 34,61 34,62 34,62 34,63 34,64 34,64
Treonina Total (%) 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Triptofano Total (%) 0,45 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44
Valina Total (%) 2,05 2,09 2,13 2,17 2,21 2,25
Vitamina C (mg/kg) 999,99 999,99 999,99 999,99 999,99 999,99

Niveis de garantia por quilograma do produto: vit. A -500.000 Ul; vit. D3-200.000 Ul; 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 fdlico -500 64mg; pantotenato de calcio -
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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.

Os ingredientes vegetais utilizados foram triturados em moinho do tipo martelo, quando
necessario, pesados, misturados ao hidrolisado, extrusados em extrusora ExMicro® em matriz
de 2 mm e secos em estufa de ar forgado a 55 °C por 24 h para retirada da umidade adquirida
para processamento das ragoes.

Os ingredientes foram triturados (0,3 mm), peneirados, processados em moinho do tipo
martelo (modelo MCs 280, marca Vieira Moinhos e Martelo, Tatui-SP, Brasil), pesados,
umedecido com 20% de &gua e homogeneizados por 15 minutos em um misturador mecénico
tipo Y’ (modelo MA 200, marca Marconi Equipamentos Laboratoriais, Piracicaba-SP, Brasil).
Posteriormente as dietas foram extrusadas com 2,0 mm de didmetro em um equipamento
modelo Ex-Micro® com capacidade de producio de 10 kg.h™, secas em estufa de ar for¢ado a
55 °C por 24 h (Modelo TE-394/3-D (marca Tecnal Equipamentos Cientifico para
Laboratérios, Piracicaba-SP, Brasil). Incluiu-se o 6leo de soja pelo método de aspersdo. As

dietas foram retidas em camara fria (4 °C), para a melhor conservacao.

Arragoamento
O arracoamento foi realizado 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 eram

sifonadas.

Qualidade de 4gua
As variaveis fisico-quimicas da agua foram monitoradas utilizando uma sonda
multipardmetro portatil, para mensuracdo de temperatura, oxigénio dissolvido saturado,

oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e pH.

Anélises bromatoldgicas

Para a determinacdo das analises bromatoldgicas, amostras de cada uma das dietas
experimentais e cinco peixes inteiros de cada uma das repeticbes foram armazenados em
freezer (-20 °C) até 0 momento das analises (n= 20 peixes por tratamento). Para realizacdo das
analises os peixes foram secos previamente em estufas (55 °C por 72 horas) para determinacao
da umidade, triturados e posteriormente analisadas conforme as metodologias descritas pelo

Instituto Adolfo Lutz (2004), com exce¢do da anélise de energia bruta, que foi determinada por
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meio de bomba calorimétrica (IKA®C2000), ambas realizadas no Laboratdrio de Qualidade de
Alimentos (LQA) do GEMAGQ.

Desempenho produtivo

Apds o periodo experimental, todos os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas e

anestesiados em solucdo de benzocaina 100 mg/L (OKAMURA et al., 2010) e avaliados

individualmente. A tomada de medidas e os calculos para o desempenho produtivo foram
determinados de acordo com o NRC (2011).

Para os aspectos de desempenho produtivo, avaliou-se:

PMI = peso inicial médio; (g);

PMF= Peso médio final,

GP: Ganho de peso medio (g): (Peso final médio — Peso inicial médio);

GPD= Ganho de peso diario (g) (Ganho de peso final/Quantidade de dias
experimentais);

CAA-= conversao alimentar aparente (CR: consumo de racao / GP: ganho de peso);
TEP= Taxa de eficiéncia proteica (%) (ganho em peso/Proteina bruta consumida)*100;
TCE (%)= Taxa de crescimento especifico (% dia™) [(In PFM) — (In PIM)/ Periodo
experimental] (In =Logaritmo neperiano);

CF= Comprimento final (cm): (Comprimento final- Comprimento inicial);

SO (%) = Sobrevivéncia;

Dez peixes de cada unidade experimental foram eutanasiados em solu¢éo de benzocaina

200 mg.L}(GOMES et al., 2001), sendo cinco peixes para a avaliagdo das enzimas digestivas

e antioxidantes e cinco para a coleta de material da cavidade celomaética e histologia para os

calculos dos indices:

PE: Peixe eviscerado;

IHS (%) = indice hepatossomatico: [peso do figado (g)*100/peso final (g)];

IGV (%): indice de gordura viscerossomatica (peso da gordura(g)/ peso do peixe (g) *
100);

IVS (%) = indice viscerossomatico (peso do visceras (g)/ peso do peixe (g) * 100):;

Cl= Comprimento do intestino (cm).

Analises histoldgicas- Intestino
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Para as andlises histomorfométricas das vilosidades intestinais foi retirado segmento
transversal da porcdo medial dos intestinos dos peixes, fixados em solucdo Alfac durante seis
horas e conservados em etanol 70° para remocao do fixador até serem processadas.

Os tecidos foram desidratados em concentracGes crescentes de alcoois, clarificados em
xilol e incluidos em parafina. Os cortes histologicos foram obtidos por seccdes seriadas de 7
um e coradas em Hematoxilia-Eosina e &cido periodico e reativo de Schiff (PAS) e alcian blue
(AB) pH 2,5, em seguida as laminas foram analisadas em microscopia de luz mensurando
segundo 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 da tunica (distancia total da camada muscular circular e longitudinal), nimero de

células caliciformes e nimero total de vilos, na objetiva de 20X e 40X.

Analises histoldgicas - Figado

Para analise histoldgica do figado, os materiais coletados foram fixados em solucao
Alfac durante seis horas e conservados em etanol 70° para remocdo do fixador até serem
processadas. Os tecidos foram desidratados em concentracdes crescentes de alcoois,
clarificados em xilol e incluidos em parafina. Os cortes histoldgicos foram obtidos por seccbes
seriadas de 7 um e coradas em Hematoxilia-Eosina.

Para as amostras de figado, os hepatdcitos foram quantificados em lente objetiva de
40X e seus diametros, area e volume foram tomados com o auxilio de lente objetiva de 100X
(50 nucleos de hepatdcitos por ldamina). Em ambas andlises, utilizou-se o software cellSens
Standard 1.15® para obtencéo das imagens e posterior avaliagao.

Foram realizadas medidas do perimetro do nlcleo do hepatdcito (um) e area (um?),
volume nuclear do hepatécito (Hnv(um?®) = 4/3 nr®), onde o r corresponde ao raio nuclear. As
mensuracoes foram realizadas com o auxilio do software de analise de imagem Image Pro
Plus@ (version 4.5, Media Cybernetics, USA) e Fiji Imagel (https://imagej.net/Fiji)
(SCHINDELIN et al. 2012).

A avaliagdo qualitativa de vacuolizacdo hepética foi realizada de acordo com critérios
estabelecidos por Caballero et al. (2004). Foi atribuido um escore de vacuoliza¢do, onde 0=

ndo observado, 1= poucos vacuolos, 2= vacuolizagdo média, 3= vacuolizacao severa.

Analises histologicas — Musculo
Os fragmentos musculares dos exemplares foram retirados das regides dorsal (epiaxial).

Os peixes foram eutanasiados para a coleta das amostras musculares com benzocaina a 200 mg
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L-1, sequida de corte na seccdo medular, com auxilio de uma lamina para retirada das amostras
de masculo.

As quais foram acondicionadas em solucdo de alfac por 24 horas e, em seguida,
preservadas em alcool 70%. Posteriormente as amostras foram desidratadas em concentragoes
crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol, embebidas em parafina histolégica e apds
emblocadas.

Apods o emblocamento das amostras de musculo, foram realizados cortes de 7um de
espessura, corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) descrito por Behmer et al., 1976
e, posteriormente verificado o menor diametro de pelo menos 200 fibras de cada peixe em 10
laminas, totalizando 2000 fibras medidas para cada tratamento, em ocular de 10x. Para avaliar
0 padrdo de crescimento hiperplasico e hipertréfico da musculatura branca serdo classificados
em trés classe de acordo com sua morfometria e mensuragdo do menor diametro (ALAMI-
DURANTE et al. 2010; ALMEIDA et al. 2010).

Avaliacéo das enzimas digestivas e antioxidantes

Para a avaliacdo das enzimas digestivas e antioxidantes, os peixes foram alimentados
uma hora antes de serem submetidos a eutanasia. Apds isso, realizou-se a retirada imediata do
figado e intestino integralmente e armazenados em microtubos.

O material coletado foi congelado individualmente em nitrogénio liquido e conservado
em freezer a -80 °C. As amostras (a) foram homogeneizadas em tampao PBS (Tampao Fosfato
Salina) (t) (1:10, a/t) pH 7,4 com homogeneizador (IKA T10 Basic) e centrifugado a 3.500
RPM por 10 minutos (4 °C), o sobrenadante foi utilizado para a determinagéo das atividades
enzimaticas.

A quantificacdo dos niveis totais de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(1976), utilizando albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) como padrdo, a fim
de padronizacio dos dados, as amostras foram normalizadas para 1 pmol.mg proteina™ com
auxilio de solucdo tampdo TBE. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A atividade das enzimas digestivas no intestino dos peixes, amilase (BERNFELD,
1955), lipase (ALBRO et al., 1985), maltase (CORREA et al., 2007). A tripsina e
quimotripsina foram determinadas de acordo com a metodologia descrita por Hummel et al,
1959.

Ao avaliar a atividade enzimética no figado dos peixes, as seguintes enzimas foram

avaliadas: determinacdo da atividade de transaminase glutamico-oxalacética (TGO), alanina
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aminotransferase (TGP) via kit comercial da marca gold Analisa®, e determinada a atividade
da peroxidacéo de lipidios (LPO/TBARS) (FEDERICI et al., 2007). O GSH A atividade da
catalase foram determinadas de acordo com a metodologia descrita por Aebi (1984) e Federici
et al. (2007), respectivamente. As andlises supracitadas foram realizadas também para os

animais que passaram pelo estresse ao ar.

Estresse ao ar

Para a realizacdo dos testes, os animais foram cuidadosamente sifonados em tigelas de
plastico, contados e mantidos em recipientes com 2 L de &gua limpa em sistema de banho
termostéatico (27 ° C). Cada recipiente recebeu 10 espécimes que permaneceram em jejum de
12 horas. Apo6s o jejum, o volume de cada recipiente, junto com os animais, foi vertido em uma
peneira de 0,5 mm de didametro, submerso em agua para evitar lesdes pelo contato direto com
amalha da peneira. Em seguida, a peneira foi retirada da agua, coberta com uma tela para evitar
a evasdo e colocada em papel secante para retirar o excesso de umidade. A partir deste
momento, 0s exemplares foram expostos ao ar por 7 minutos.

Apdbs o respectivo tempo de exposicdo ao ar, cada peneira foi submersa e os animais
novamente colocados nos recipientes de 2 litros. Apds 24 horas, a taxa de resisténcia ao estresse
(Re em %) foi determinada, com base na porcentagem de sobrevivéncia. Para calcular essa
taxa, foram contados os animais vivos de todas as repeti¢des de cada tratamento. A comparagéo
entre os tratamentos foi feita por um estudo de dispersao de frequéncia, utilizando o teste exato
de Fisher, a 5% de probabilidade.

Para a analise enzimatica dos peixes expostos ao estresse ao ar, foram coletados os
figados antes do estresse (Sem estresse- SE), 7 minutos apds estresse (7 min.) e 24 horas ap0s

estresse (24 hrs).

Analises estatisticas

Para fins estatisticos os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de Levine,
para médias homogéneas submeteu-se a one-way (ANOVA) com posterior teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia. Para dados que ndo atenderam ao pressuposto de homogeneidade
procedeu-se a analise de Kruskal-Wallis. Foi utilizado o programa estatistico computacional
Statistic 7.1 (2005).
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Os parametros de qualidade de agua, durante o periodo experimental foram satisfato-

rios para o cultivo de tilapias, de acordo com os limites recomendados pela resolugdo n°. 357
de 2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA (BRASIL, 2005).

Tabela 6. As variaveis fisico-quimicas da dgua do experimento utilizando proteina hidrolisada
de penas para alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Tratamentos
Parametro Controle 1% 2% 3% 4% 5%
IT (°C) 30,40 + 0,35 30,60 + 0,27 30,42+ 0,33 30,62 +0,35 30,52+ 0,22 30,37+ 0,72
20.D (%) 50,77 £21,06 59,35+ 3,23 60,67 £ 7,00 63,22 + 2,02 62,47 + 6,65 62,60 + 4,04
30.D (mg/L) 6,92 £1,13 7,47 £0,34 6,42 £ 0,59 7,68 +0,25 7,61+0,58 6,47 + 0,38
ic 106,85+0,29 108,72 +0,81 107,22 £2,19 106,55+1,43 106,40+2,32 107,57 +3,86
pH 7,28 + 0,06 7,35+0,03 7,36 £ 0,04 7,32 +0,05 7,09 + 0,05 7,14 £ 0,05

IT: Temperatura; 220.D: Oxigénio dissolvido; 4 C: Condutividade.

Os peixes que receberam dietas com incluséo do ingrediente teste (PHP), apresentaram

melhores resultados no teor de proteina corporal, quando comparados ao tratamento controle,

sendo que os melhores resultados foram no tratamento 2 e 5%.

Britto et al. (2014) destacam que o conhecimento da composi¢do corporal dos peixes é

necessario para o aumento de sua aceitacdo como alimento alternativo e assim competir com

outras fontes proteicas largamente utilizadas, como as carnes bovina, suina e de aves.

Tabela 7. Composicdo bromatoldgica dos peixes e dietas experimentais utilizando proteina
hidrolisada de penas para alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Peixe
Tratamentos
Pardmetros T1 T2 T3 T4 T5 T6 P VALOR

PB! 47,86 +3,17° 48,90+ 0,71® 52,24+ 1,86 4941+ 1,65® 50,74+228% 5293 +0,81° *
MS? 96,21 +£0,37 9536+0,75 96,01+0,32 9564+0,80 96,18 £ 0,26 95,20 £ 0,11 ns
EE® 38,50+0,04 3581+0,47° 29,19+0,66° 3565+0,33% 34,79+0,37® 33,87 +0,65° *
MM* 1296+0,72 1457+117 1435+044 1286+0,10 12,60+0,82 13,19 £ 0,23 ns

Racdo
PB! 43,01 +0,10" 44,26 +0,32* 4559+0,19° 45,04 +0,79° 44,51 +0,05% 44,36 + 0,99% *
MS? 94,74+0,95 9439+0,13 9433+1,61 9518+1,16 9433+1,10 9491+115 ns
MM* 10,18+1,61 938+0,60 11,26+042 10,92+ 0,07 10,69 £ 0,05 10,53+ 0,94 ns

IPB: Proteina Bruta; 2MS: Matéria Seca; 3EE: Extrato etéreo; “MM: Matéria Mineral. *Valores médios seguidos por letra
minuscula diferente, na mesma linha, indicam efeito significativo no fator GH pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Fracalossi et al. (2012) ressaltam que os parametros relacionados ao desempenho
zootécnico sdo 0s aspectos mais importantes para expressar a resposta dos peixes as dietas e
ingredientes experimentais, uma vez que é a medida com maior aplicabilidade na producéo,
onde se espera por maior produtividade e consequente lucratividade pela maior biomassa.

Na presente pesquisa ndo foram observadas diferencas estatisticas (p>0,05) para o
desempenho produtivo e analises biométricas das visceras dos exemplares (Tabela 8). Assim,
pode-se observar que o ingrediente teste ndo compromete as analises supracitadas na fase de
alevinagem, sendo esses exemplares expostos ao ingrediente teste (PHP) apds média de 1
grama.

Tal fato pode ter ocorrido devido a relacdo dos principais substratos de energia para o
funcionamento corporal dos exemplares (Carboidratos, proteinas e lipidios). As tilapias
aproveitam bem os lipidios e carboidratos como fontes de energia. Esses nutrientes, em niveis
adequados, possibilitam preservar a proteina dietética para o crescimento (KUBITZA, 2011). Assim, 0
desequilibrio das fontes de energia ndo  proteicas na dieta, elou  seus
niveis de inclusdo, podem ter efeito direto sobre o desempenho e composicdo corporal dos peixes
(ERFANULLAH, 1998), por isso, é necessario a determinacdo da concentracdo energética mais

adequada para as diferentes espécies em diferentes periodos de vida.

Tabela 8. Valores de desempenho produtivo de alevinos de tilapia do Nilo, alimentados com
racBes contendo proteina hidrolisada de penas, apds 30 dias de cultivo

Tratamentos

Pardmetro T1 T2 T3 T4 T5 T6 P VALOR
PMI (g) 1,91+010 1,89+0,07 2,00%0,11 2,00+ 0,24 1,99 +0,18 1,99 +0,19 ns
2PMF (g) 2535+145 2474+137 2410+140 2431+215 2574+153 24,28+1,38 ns
3GPM (g) 2344+146 2285+132 2210+1,32 2231+208 23,74+147 2229+122 ns
‘GPD (g dia-1) 0,78 £ 0,05 0,76 £ 0,04 0,74 £ 0,04 0,74 £ 0,07 0,79 £ 0,05 0,74 £ 0,04 ns
SCAA 0,92 + 0,15 1,05+ 0,07 0,94 + 0,16 1,07 £0,29 0,85+ 0,24 0,90+0,12 ns
STEP (%) 264+049 226+014  259+0,45 2,38+0,76 2,95+ 0,74 2,66 + 0,36 ns
"TCE 1,69+014 169+0,07 153%0,10 1,55+ 0,25 1,61+0,20 1,55+0,17 ns
8S (%) 91,67+577 90,00+7,20 9250+877 9416+3,19 93,33+471 93,33+7,20 ns
9CF(cm) 1047+059 1011+111 998+132 1050+023 10,78+0,22 10,61+0,12 ns

indice Viscerossomatico

01HS (%) 011+004 013+004 014+0,01 0,14 £ 0,02 0,13 +0,01 0,16 + 0,03 ns
1IGS (%) 0,03+0,02 0,03+001 0,04+0,01 0,05+ 0,01 0,04 +0,01 0,06 + 0,04 ns
12|\V/S (%) 061+015 0,74+026 0,82+0,15 0,75+0,12 0,85+0,14 0,94+ 0,24 ns
13CI (cm) 56,37 £2,61 63,61+1140 56,06+240 48,34+7,68 55,37 +£4,33 54,16 £ 11,50 ns
PE (g) 2095+177 2022+273 2149+169 2007+321 2355+241 21,63+247 ns

24 horas apds estresse ao ar
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155 (%) 100 + 0,00 90,00+0,10  100,00+0,00 90,00+0,10 100,00+0,00  100,00+0,00 ns

IPMI = peso inicial médio; (g). 2PMF= Peso médio final; 3GPM: Ganho de peso médio (g): (Peso final médio — Peso inicial
médio). “GPD= Ganho de peso diario (g) (Ganho de peso final/Quantidade de dias experimentais). SCAA= conversdo alimentar
aparente (CR: consumo de ragdo / GP: ganho de peso). STEP= Taxa de eficiéncia proteica (%) (ganho em peso/Proteina bruta
consumida)*100. "TCE (%)= Taxa de crescimento especifico (% dia™) [(In PFM) — (In PIM)/ Periodo experimental] (In
=Logaritmo neperiano); 815S (%) = Sobrevivéncia; °CF (cm): Comprimento final- comprimento inicial; °IHS (%) = indice
hepatossomatico: [peso do figado (g)*100/peso final (9)]; 111GV (%): indice de gordura viscerossomatica (peso da gordura(g)/
peso do peixe (g) * 100); 2IVS (%) = indice viscerossomatico (peso do visceras (g)/ peso do peixe (g) * 100); 1°Cl:
Comprimento do intestino (cm); *PE: Peixe eviscerado; NS= ndo houve diferenca significativa. * Diferenca significativa
(P<0,05) pelo teste de Tukey.

Para frequéncia do didmetro das fibras nos peixes nao houve diferengas significativa (p>0,05),
porém ambos apresentaram maior numero de fibras em desenvolvimento para alevinos classificados
como médio (M) e pequeno (P), indicando um maior nimero de fibras em desenvolvimento, o que pode

refletir em um maior crescimento muscular dos peixes durante o ciclo da vida (Tabela 9).

Tabela 9. Fibras musculares e frequéncia das fibras musculares de alevinos de tilapia do Nilo,
alimentados com ragdes contendo proteina hidrolisada de penas, apds 30 dias de cultivo

Tratamentos

Musculos
T1 T2 T3 T4 T5 T6 p-valor

Fibras 5-10 (um) 8,10+05 845+035 9,00+064 883+098 881+046 891+0,87 ns
Fibras 10-15 (um) 12,16 +0,36 12,29+0,51 1250+1,06 12,11+126 1249+115 12,17+1,30 ns
Fibras 15-20 (um) 16,97 +0,71 16,30+0,19 16,37 +0,66 16,20+0,44 15,76+0,58 16,07 +0,39 ns

Frequéncia (%)

Fibras 5-10 51,57 70,094439 22,38 32,61 28,04 27,86 ns
Fibras 10-15 40,08 29,485834 55,12 55,08 53,12 58,64 ns
Fibras 15-20 8,35 0,1049318 22,49 12,31 19,05 13,49 ns

NS= ndo houve diferenca significativa. * Diferenga significativa (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Considera-se o figado um o6rgdo crucial para o metabolismo de nutrientes, sendo
considerado um 6timo indicador para patologias nutricionais (RASKOVIC et al., 2011). Assim,
o figado pode apresentar alteracbes morfolégicas por exposicdes a substancias quimicas, drogas
e até mesmo pela alimentacdo desbalanceada, as quais sdo importantes causas de adaptacgdes, lesdo e
até morte celular.

Os figados das tilapias do Nilo que foram alimentadas com dietas contendo proteina
hidrolisada de penas, caracterizou-se por apresentar apenas diferencas significativas no
perimetro do hepatocito, onde a menor perimetro do hepatocito foi apresentada pelo tratamento
controle (Tabela 10).

Portanto, as analises de niumeros de hepatdcitos, didmetro (um), Raio (um) e volume
(um®) ndo sofreram alteraces significativas, desta maneira podemos considerar que a PHP

nesta fase de cultivo ndo comprometeu negativamente 0s animais experimentais.
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Tabela 10. Caracteristicas morfométricas dos hepatocitos de alevinos de tilapia do Nilo,

alimentados com rac¢Ges contendo proteina hidrolisada de penas, ap6s 30 dias de cultivo.

Tratamentos
Figado
T1 T2 T3 T4 T5 T6 p-valor

NH!? 524,00 £76,90 597,50 £190,73 510,11 + 134,53 493,00 £ 65,67 579,28 +82,55 592,50 + 114,86 ns
DN(um)? 3,66 £ 0,14 3,71+£0,16 3,60+0,18 3,60+ 0,10 3,64+0,11 3,61+ 0,09 ns
PN (um)? 10,06 + 1,23° 14,17 £ 1,51a 13,36 +1,18a  13,23+0,38a 13,32+1,07a  12,89+0,89% *
RN (pm)* 1,71+£0,15 1,71+£0,15 1,63+0,11 1,62+0,19 1,69+0,24 1,64 +0,10 ns
VN (um?®)® 21,44 £541 22,76 + 4,45 18,23 + 3,81 20,56 * 2,54 23,77 £ 2,60 18,87 £ 3,79 ns

INH: Namero de hepatdcitos; 2DN: Diametro do ndcleo; 3PN — Perimetro do ndcleo; “RN- Raio do ndcleo;
5VN - volume do ntcleo. NS= ndo houve diferenca significativa. * Diferenca significativa (P<0,05) pelo teste
de Tukey.

O figado desempenha papel-chave na homeostase da glicose e lipidios dos animais. Quando o0s
peixes se encontram adequadamente alimentados, os hepatdcitos armazenam quantidades significativas
de glicogénio e processam grande quantidade de lipidios (POSTIC, DENTIN & GIRARD, 2004;
SANTOS et al., 2004).

Avaliando os hepatécitos dos animais experimentais, verificou-se pequenos
vacuolos lipidicos ou auséncia de vacuolos nos tratamentos estudados. Desta forma,
observa-se que os alevinos alimentados com proteina hidrolisada de penas, sendo de forma
mais expressiva no tratamento com a inclusdo de 2, 4 e 5% apresentaram deposito de

gordura no figado, caracterizando esteatose hepatica (Figura 1).
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Figura 1. Vacuolizagdo de hepatdcitos em diferentes graus (H.E. 40X). (a) Limite celular do hepatdcito
definido e nucleo bem marcado (score = 0); (b) Presenca de pequenos vacuolos intracelulares, porém
sem alteragdo de formato e posicionamento do nucleo dos hepatdcitos (score= 1); (c) Hepatdcitos com
vacuolos aparentes e mais volumosos, (score= 2); (d) Vacuolizagdo intensa do citoplasma, perda do
formato celular presenca e nucleo periférico (score=3). Legendas das imagens: A- controle; B: 1%; C-
2%:; D- 3%:; E- 4%; F- 5%; G- Controle comercial.

As alteracGes observadas no figado de tilapia do Nilo, sdo indicativos de saturamento do 6rgéo.
As modificacBes observadas no figado como esteatose hepética, figado palido e deposicao de glicogénio
em excesso podem ser atribuidas ao metabolismo de degradacdo das proteinas
(Transaminag&o/desaminacdo oxidativa) (HONORATO et al. 2013).

Portanto o excesso de proteina ou o desbalanco dela nas dietas ofertadas, proporcionam acgdes
desfavoraveis aos animais. Assim, formulacdo de dieta desbalanceada pode causar disfuncédo
metabdlica, considerada uma condicao patoldgica (TUCKER JUNIOR; LELLIS; VERMEER, 2001).
No entanto, o acumulo de lipidios no figado pode ser uma adaptacdo fisiol6gica relacionada ao periodo
de vida (CRAIG et al., 2000).

Para as avaliagdes histologicas do intestino verificaram-se maiores alturas da vilosidade e maior
altura da tanica no tratamento 4% de incluséo do ingrediente teste (Tabela 7). Quanto maior o tamanho
da vilosidade intestinal, maior a capacidade de absor¢do de nutrientes pelo animal (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2005; MORAES e ALMEIDA, 2014). Mesmo apresentando essa diferenca significativa
na morfologia do intestino, isso ndo foi o suficiente para alterar dados de desempenho produtivos

dos animais experimentais.

Tabela 7. Histologia dos intestinos de alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
alimentados com racGes contendo proteina hidrolisada de penas, apos 30 dias de cultivo.

Intestino Tratamentos

Controle 1% 2% 3% 4% 5% p-valor
AV (um) 188,40 +55,678 212,18 +29,47® 177,00 + 31,112 190,53 + 29,06 260,40 +49,84° 229,13 + 66,60%° *
2LV (um) 98,97 + 19,05 99,21 + 13,10 124,21 +27,94 121,16 £24,75  128,14+10,71 103,35+ 15,42 ns
SAT (um) 34,37 + 3,89% 28,42 + 3,65" 34,27 +9,98%® 38,43 + 4,172 39,94 + 6,64° 31,63 + 2,64 *
4NV (un.) 26,00 £ 2,64 34,00 + 2,65 29,67 £ 6,11 26,33 £ 1,52 29,33 £ 0,58 27,00 £ 4,35 ns

Intestino: YAV - altura dos vilos; 2LV - largura dos vilos; AT- Altura da tanica; “NV- Nimero de vilos.
Médias seguidos por letra diferente, na mesma linha, indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
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(p<0,05). ns — ndo significativo. * — significativo.

No péncreas sao produzidas e armazenadas as enzimas digestivas tripsina,
quimiotripsina, caboxipolipeptidase, elastase, colagenase, amilases, lipases, fosfolipase A2 e
quitinases. Estas enzimas sdo transportadas pelos ductos pancreéticos para a regido anterior do
intestino ou cecos piléricos. A quantidade e atividade das enzimas pancreaticas variam de
acordo com a espécie (FRACALOSSI & CYRINO, 2013).

A avaliacdo das enzimas digestdrias pode contribuir para determinar qual a melhor
concentragdo e inclusdo do hidrolisado protéico, através da avaliagdo do desempenho
zootécnico de organismos submetidos a estas dietas (SANTOS et al., 2013), uma vez que a
analise das enzimas digestivas é a ferramenta utilizada para compreender as exigéncias
nutricionais das espécies cultivadas e o efeito dos ingredientes fornecidos nas dietas sobre a
atividade enzimética. Alguns estudos afirmam que a mudanc¢a na quantidade ou no tipo de
ingrediente utilizado na formulagéo de ragdes, pode influenciar a atividade das enzimas, desde
sua concentracdo até o perfil enzimatico no trato digestério (LUNDSTED et al.,
2004; FOUNTOULAKI et al., 2005).

Na presente pesquisa verificou-se que as enzimas digestivas lipase, maltase e amilase
apresentaram melhores absorcéo nos tratamento de 1% de inclusdo do ingrediente teste, onde
0s piores resultados, correspondendo aos niveis mais reduzidos de absorcéo foram encontrados
no tratamento 4 e 5% (Figura 5 A, B e C). Tal fato, pode esta relacionado com qualidade e
quantidade de proteina, sendo que este fator pode limitar o crescimento, caso ndo atenda as
necessidades da espécie alvo do cultivo (FERNANDEZ GIMENEZ et al., 2002; OUJIFARD
et al., 2012; SILVA, 2014). Entretanto, ndo observou-se melhores resultados no desempenho
zootecnicos, com 0 aumento dessas taxas de ingestao.
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FIGURA 2. Lipase, maltase e amilase em alevinos de tilapia do Nilo, alimentados com ra¢6es contendo
proteina hidrolisada de penas, ap6s 35 dias de cultivo. Barras indicam valores médios + desvio padréo
dos grupos tratados com diferentes dietas. Letras diferentes identificam diferencas significativas entre
0s grupos. P < 0,005.

O GSH é um marcador da saude celular e sua queda é indicativa de lesdo oxidante. Seu
déficit acarreta diminuicdo da resisténcia as drogas e radiacOes, da capacidade de reverséo de
tumores e da sintese do ascorbato em animais. E considerado um tripeptidio composto de
aminoacidos ndo essenciais, descrita como um importante agente antioxidante (Halliwell &
Gutteridge, 1989).
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O GSH apresentou diferenca significativa apenas nos peixes normais (Figura 3A), onde
0s animais com maiores inclusées do produto alternativo (T4 e T5), apresentando que esse teor
de PHP fazem com que os animais experimentais respondam negativamente.

Na atividade de GSH, quando os exemplares foram expostos ao estresse agudo, 0s peixes

tem respostas semelhantes (sem diferencas significativas) (Figura 3 (B) (C) e (D)).
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C. GSH- 7 minutos ap0s estresse ao ar
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FIGURA 3. Atividade de GSH em alevinos de tilapia do Nilo, alimentados com ragcdes contendo
proteina hidrolisada de penas, apds 35 dias de cultivo. Barras indicam valores médios + desvio padrao

dos grupos tratados com diferentes dietas. Letras diferentes identificam diferencas significativas entre
0s grupos. P < 0,005.

O TBARS apresentou resultados semelhantes aos encontrados pelo GSH. Onde os
niveis mais reduzidos foram encontrados no maiores percentuais de inclusdo do ingrediente
teste (T3,T4 e T5). Esta reducdo pode indicar efeitos mais graves, possivelmente relacionados

a uma diminuicdo nos niveis de &cidos graxos poliinsaturados devido a degradacdo oxidativa
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precoce (SUN et al. 2014), e poderia explicar a razdo para os niveis reduzidos de TBARS no

figado de peixes.

FIGURA 4. Atividade TBARS em alevinos de tilapia do Nilo, alimentados com rag¢fes contendo
proteina hidrolisada de penas, ap6s 35 dias de cultivo. Barras indicam valores médios * desvio padrdo
dos grupos tratados com diferentes dietas. Letras diferentes identificam diferencas significativas entre
0s grupos. P < 0,005.
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C. TBARS- 7 minutos ap0s estresse ao ar
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Concluséo

Os peixes que foram alimentados com PHP apenas apds 1 grama, ndo apresentaram
diferencas estatisticas (p>0,05) para o desempenho produtivo e andlises biométricas das
visceras dos exemplares.

Na presente pesquisa verificou-se que as enzimas digestivas lipase, maltase e amilase
apresentaram melhores absorcéo nos tratamento de 1% de inclusdo do ingrediente teste, onde
0s piores resultados, correspondendo aos niveis mais reduzidos de absorcéo foram encontrados
no tratamento 4 e 5% . Tal fato, pode esta relacionado com qualidade e quantidade de proteina,
sendo que este fator pode limitar o crescimento, caso ndo atenda as necessidades da espécie
alvo do cultivo. Entretanto, ndo observou-se melhores resultados no desempenho zootecnicos,
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com 0 aumento dessas taxas de ingestao.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando os avan¢os produtivos no setor da piscicultura, demandas por pesquisas
referentes produtos inovadores que venham beneficiar a cadeia produtiva do pescado é de
extrema valia, principalmente quando priorizam coprodutos e subprodutos, buscando enfatizar
a sustentabilidade.

As Conclusdes desta pesquisa e as observacOes realizadas durante 0s ensaios
experimentais, além dos levantamentos bibliograficos realizados, apresento algumas sugestfes
que podem ser utilizadas para experimentacdes futuras complementando os estudos aqui
realizado:

a) Realizar novos experimentos com niveis de inclusdo mais reduzidas do ingrediente
teste (Proteina hidrolisada de penas), para avaliar se isso foi a principal causa das
alteracdes encontradas no figado.

b) Realizar testes mais intensificados para entender as alteracbes encontradas no
figados dos animais experimentais em todos os experimentos realizados.

c) Realizar novos experimentos avaliando outras fases de cultivo (juvenis e engorda),
para identificar se o custo/beneficio é potencial para a agregacao na piscicultura.

d) Determinar o melhor niveis de inclusdo da PHP em cada fase produtiva da tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticues): Larva, alevinos, juvenis e engorda.

e) Realizar novos experimentos com novos delineamento produtivo, para a realizagao
de um comparativo do experimento campo e laboratorial. avaliando outras fases de
cultuvo (juvenis e engorda), para identificar se o custo/beneficio € potencial para a

agregacao na piscicultura.
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