NANDARA SOARES DE OLIVEIRA

AVALIA(;AO DO HIDROLISADO PROTEICO DE SARDINHA (Sardinella sp.) E DE
PROBIOTICO COMERCIAL COMO PROMOTORES DE CRESCIMENTO PARA
JUVENIS DE JUNDIA (Rhamdia quelen)

Dissertacdo apresentada ao Curso
de POs-Graduacdo em Ciéncia
Animal, da Universidade do Estado
de Santa Catarina, como requisito
parcial para obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal.
Orientador: Dr. Thiago El Hadi
Perez Fabregat.

LAGES
2017



Ficha catalografica elaborada pelo(a) autor(a), com
auxilio do programa de geracao automatica da
Biblioteca Setonal do CAV/UDESC

Spares de 0Oliveira, Nandara

RvRLIRCﬁE DO HIDROLISADO PROTEICC DE SARDINHA
(Sardinella sp.) E DE PROBIOTICO COMERCIAL COMO
PROMOTORES DE CRESCIMENTD PARA JUVENIS DE JUNDIA
(Rhamdia quelen) / Nandara Socares de Oliveira. -
Lages , 2017.

46 p.

Orientador: Thiagoe El Hadi Perez Fabregat
Dissertagic (Mestrado) - Universidade do Estado de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias
Agroveterindrias, Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncia Animal, Lages, 2017.

1. Nutrigfo de peixes. 2. Desempenho zootécnico.
3. Hidr&lise enzimdtica. I. El Hadi Perez Fabregat,
Thiage. II. Universidade do Estado de Santa
Catarina. Programa de Pds-Graduacgio. IITI. Tituleo.




NANDARA SOARES DE OLIVEIRA

AVALIACAO DO HIDROLISADO PROTEICO DE SARDINHA (Sardinella
sp.) E DE PROBIOTICO COMERCIAL COMO PROMOTORES DE
CRESCIMENTO PARA JUVENIS DE JUNDIA (Rhamdia quelen)

Dissertagdo apresentada ao curso de Pos-Graduagdo em Ciéncia Animal como requisito

parcial para obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncia Animal.

Banca Examinadora:

A\ (o
t
Orientador: 7(;]7 7![\

Prof. Dr. Thiago El Hadi Perez Fabregat.
(Universidade do Estado de Santa Catarina)

./(
Membro: S

Prof. Dr. (j17<'>vi! Eliseu Gewehr
(Universidade do Estado de Santa Catarina)

,‘ ,' ’_\\'
| /] J
I
Membro: ,/(/' /'Q P

=
Prof. Dr. Marcos LuisPessatti.

/,//» ~

(Universidade do Valle do Itajai)

LAGES, 20/02/17






Dedico este trabalho ao meu pai, Jodo
Soares de Oliveira (in memoriam), por
todo amor, educacéo e esforco. E ao meu
irmdo, Lucas Soares de Oliveira, essa

conquista também é de vocés.






AGRADECIMENTOS

A Deus por ter permitido a realizagdo deste objetivo em minha vida.

A minha familia pela educaco, valores passados e incentivo.

Ao meu namorado, Tercio Fehlauer, pelo carinho, incentivo e paciéncia nos momentos
dificeis.

Ao professor Thiago ElI Hadi Fabregat, pela orientacdo, aprendizado e paciéncia
durante esses anos.

Aos amigos e colegas de laboratério André Gongalves, Emanuel Favereto, Erick
William, Manuela Martins e Natalia Ha pelo auxilio durante a realizacdo deste trabalho, e aos
demais colegas pela convivéncia e troca de conhecimentos.

A ALLTECH pela doagdo do produto Lacto Sacc e & POLI-NUTRI pela doagéo do
premix, ambos utilizados em tratamentos no experimento.

A UDESC, seus professores e funcionarios pela oportunidade de cursar em uma
instituicdo de qualidade.

A CAPES pelo apoio financeiro através da bolsa de estudos.






“Pessoas que vocé ama, elas fizeram quem vocé é. Elas ainda sao

uma parte de vocé. Se vocé parar de ser quem €, essa Ultima

parte delas que ainda est& dentro, quem vocé é, desaparece.”
Glenn Rhee- The Walking Dead






RESUMO

Neste estudo foram avaliadas dietas contendo diferentes combinag6es de hidrolisado proteico
de sardinha e probi6tico comercial como promotores de crescimento para juvenis de jundia
(Rhamdia quelen). Foram utilizados 240 juvenis de jundid (peso médio de 7,76 @),
distribuidos em 20 caixas, cada caixa foi considerada uma unidade experimental, totalizando
5 repeticdes por tratamento. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado e o
experimento foi conduzido por 56 dias. Quatro dietas isoprotéicas e isoenergéticas foram
avaliadas, sendo uma delas totalmente isenta de hidrolisado de sardinha e probidtico
comercial, uma contendo 5% de hidrolisado, outra contendo apenas probidtico e a Ultima que
continha 5% de hidrolisado juntamente com o probiotico. Foi avaliado o desempenho
zootécnico, indices organométricos e morfometria intestinal. Os resultados foram analisados por
analise de variancia paramétrica (ANOVA). Nao foi verificada diferenca significativa
(P>0,05) entre as médias dos parametros avaliados. A inclusdo do hidrolisados na dietas de
peixes pode ser uma boa alternativa ao uso da farinha de peixe, uma vez que ndo trouxe
prejuizos no desempenho. Apesar dos microrganismos utilizados no probi6tico terem ser
efeito comprovado em outras espécies, ndo teve acdo promotora de crescimento no jundia
sobre as condigdes experimentais.

Palavras-chave: Nutricdo de peixes. Desempenho zootécnico. Hidrolise enzimética.






SUMMARY

In this study, diets containing different combinations of sardine protein hydrolyzate and
commercial probiotic were evaluated as growth promoters for juvenile jundia (Rhamdia
quelen). A total of 240 jundia juveniles (average weight of 7.76 g) were used, distributed in
20 boxes, each box to an experimental unit, totaling 5 replicates per treatment. The
experimental design was completely randomized and the experiment was conducted for 56
days. Four isoproteic and isoenergetic diets were evaluated, one of them completely free of
sardine hydrolyzate and commercial probiotic, one containing 5% hydrolyzate, one containing
only probiotic and one containing 5% hydrolyzate together with the probiotic. The
zootechnical performance, organometric indexes and intestinal morphometry were evaluated.
The results were analyzed by analysis of parametric variance (ANOVA). There was no
significant (P> 0.05) between the means of hair evaluated. The inclusion of hydrolysates in
fish diets may be a good alternative for the use of fish meal, since it did not bring the losses in
performance. Although the non-probiotic used microorganisms had a proven effect in other
species, it did not have a growth promoting action without conditions on the experimental
conditions.

Key words: Fish nutrition. Zootechnical performance. Enzymatic hydrolysis
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1 INTRODUCAO

O crescente aumento populacional e a busca por alimentos de qualidade, fez com que
0 consumo de pescado aumentasse no mundo todo (FAO, 2014). Para que essa demanda na
producdo seja suprida se tornou necessario, a intensificacdo na piscicultura, aumentando a
demanda por racOGes de qualidade, de forma a evitar um baixo desempenho zootécnico e,
consequentemente, perdas econémicas. A farinha de peixe € um ingrediente importante na
formulacdo das ragfes, mas que estd cada vez mais caro e menos disponivel. Para substituir a
farinha devem ser utilizados ingredientes que atendam as exigéncias nutricionais dos animais,
promovendo o seu desenvolvimento adequado (GRAEFF & MONDARDO 2006). Esses
fatores levaram a um aumento das pesquisas com alimentos funcionais e de substancias que
promovam o0 aumento da eficiéncia alimentar, assim como um aumento na taxa de
crescimento dos peixes, sem causar danos ao meio ambiente (CAVALCANTE, 2015).

Uma alternativa ao uso da farinha de peixe é o hidrolisado proteico de pescado,
oriundo do reaproveitamento de residuos da industria de processamento, 0s quais podem
representar cerca de 60% da producdo (CHALAMAYA, 2012). O hidrolisado proteico
consiste na digestdo prévia da proteina pelo processo de hidrolise enzimaética, resultando em
um produto rico em peptideos de baixo peso molecular, que séo de absorcdo mais rapida nos
enterécitos (OSPINA et al., 2016). Os peptideos livres apresentam varios beneficios como a
sua utilizacdo como substrato por microrganismos intestinais (DELCROIX, 2015), e atuam
também como atrativos alimentares, melhorando a palatabilidade e aumentando o consumo
(MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2015).

Outro aditivo bastante utilizado para melhorar o desempenho em peixes sdo 0s
probidticos, organismos vivos que podem trazer efeitos benéficos ao hospedeiro, equilibrando
a microbiota intestinal (CALVACANTE, 2015). Os probiéticos auxiliam no aumento do
comprimento das vilosidades intestinais e consequentemente numa maior aérea de superficie
de absorcdo e aproveitamento dos nutrientes (FERREIRA et al., 2014). As bactérias do
género Bacillus, Bifidobacterium, Lactobacillus e da espécie Enterococcus faecium, e
leveduras do género Saccharomyces sdo 0s principais micro-organismos probidticos
utilizados na alimentagdo dos organismos aquéticos (LIMA et al, 2014). Safari et al., (2012) e
Arihara et al., (2006) sugeriram que os peptideos livres presentes nos hidrolisados proteicos
tem potencial para estimular o crescimento de bactérias lacticas e outros microrganismos
benéficos. Um tripeptideo formado por glutamato-leucina-mationina encontrado no

hidrolisado de musculo suino ja teve sua atividade prebidtica comprovada (ARIHARA et al.,
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2006). Dessa maneira, a suplementagdo da dieta com hidrolisados proteicos, ricos em com
peptideos livres, incrementaria o crescimento e a estabilidade dos microrganismos probi6ticos
no intestino, aumentando a superficie de absorcdo da mucosa intestinal, e resultando em
melhor absorcéao e aproveitamento dos nutrientes (ARIHARA, 2006; WOSNIAK et al., 2016)

Devido a grande variedade de espécies nativas cultivadas, ndo existem probi6ticos
com efeito comprovado sobre crescimento para cada uma delas, entre elas o jundia (Rhamdia
quelen). A producdo de jundia aumentou expressivamente nos Gltimos anos, em 2013 foi
produzido 800.000 quilos no estado de Santa Catarina (AMARAL JUNIOR et al., 2015).
Trata-se de uma espécie de grande importancia econémica na regido sul do pais, devido ao
seu bom desempenho zootécnico, resisténcia a baixas temperaturas, o0 sabor de sua carne e
auséncia de espinhos intramusculares. Portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar o
hidrolisado proteico de mdsculo de sardinha como substituto da farinha de peixe e sua
combinagdo com um probidtico comercial como promotores de crescimento na alimentagao

de juvenis de jundia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESIDUOS NA INDUSTRIA PESQUEIRA

A indGstria do pescado é uma atividade econdémica importante, sendo a proteina de
pescado uma fonte essencial de nutrientes para muitas pessoas, especialmente nos paises em
desenvolvimento (CHALAMAYA, 2012). Dentro deste contexto, a producdo aquicola
cresceu de forma significativa nos altimos anos, atingindo em 2012 cerca de 67 milhdes de
toneladas (FAO, 2014). Além disso as rejeicdes a bordo, ou seja espécies sem interesse
comercial pescadas acidentalmente e desprezadas, atingem anualmente, cerca de 7 milhGes de
toneladas (BATISTA et al, 2014).

Uma grande quantidade de residuos do processamento de pescado é descartada
diariamente pela inddstria, que variam de acordo com o grau de processamento. Os residuos
podem representar 10 a 50 % da matéria-prima no caso dos produtos congelados, enquanto no
conserveiro cerca de 40 % (CHALAMAYA, 2012). Estes residuos sdo constituidos por
cabecas, visceras, espinhas, escamas, pedacos, peles, exemplares inteiros ou produtos
rejeitados (BATISTA et al, 2014). Em geral séo destinados para a fabricacéo de fertilizantes,
produtos quimicos, éleo e, principalmente, a producdo de farinha de peixe. Porém a farinha de
peixe apresenta algumas desvantagens como (Adaptado por BATISTA et al., 2014):

e Alto teor de sais minerais e baixo teor proteico quando oriunda de subprodutos
e Lipidios podem estar muito oxidados

e A qualidade da farinha € muito afetada pelas caracteristicas da matéria-prima
e Algumas func@es bioldgicas das proteinas ndo sdo expressadas

A hidrélise enzimética pode ser utilizada como alternativa para aproveitar melhor os
residuos da pesca, e resulta em um produto de alto valor bioldgico agregado (HEVROY et al.,
2005). O hidrolisado proteico de pescado € obtido através da adicdo de enzimas purificadas de
outras fontes, adicionadas a matéria-prima de maneira controlada, quebrando as ligacdes
peptidicas, disponibilizando peptideos com diferentes massas moleculares e sequencias de
aminoacidos (FRIES et al., 2012). Estas sequéncias apresentam atividades biologicas muito
diversas que apenas se manifestam quando ndo se encontram incorporadas na cadeia proteica
(BATISTA et al, 2014). A composic¢do quimica final do produto é semelhante & do pescado

original e inclui proteinas de elevado valor, acidos graxos polinsaturados de cadeia longa da
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série n-3, alguns minerais importantes e ainda diversos compostos com aplicacfes em
nutracéuticos (BATISTA et al, 2014).

Geralmente, as proteinas hidrolisadas sdo compostas de pequenos fragmentos de
peptideos que contém 2-20 aminoacidos (CHALAMAYA, 2012). Alguns desses peptideos,
chamado peptideos bioativos, podem ter uma biofuncdo especifica e um impacto positivo no
corpo, podendo influenciar na saude do animal, (KITTS et al., 2003). De acordo com a
sequéncia de aminoacidos do peptideo, este pode ter diferentes fungdes bioldgicas, tais como
anti-hipertensores, agonistas de opidides, imunomodulador, anti-tromboticos, antioxidantes,
anti-carcinogenicos e atividades antimicrobianas (HARNEDY et al., 2012). Essas funcdes
biolégicas se devem as suas caracteristicas estruturais que desempenham diferentes
atividades, tais como hidrofobicidade, carga ou propriedades de ligacdo microelementos
(KIM, et al., 2010). Com isso é muito importante que se tenha controle no processo
hidrolitico e o grau de hidrolise, pois isso determina muitas das propriedades funcionais e
bioldgicas dos hidrolisados (ELIAS et al, 2008).

2.2 HIDROLISADOS DE PESCADO NA RACAO PARA PEIXES

O hidrolisado de pescado possui Vérias propriedades como boa digestibilidade,
elevada solubilidade, alto teor proteico, rapida absorcdo e baixo teor de cinzas, que viabiliza
seu uso na nutricdo animal (Referéncia). Na producdo animal seu uso € indicado, entre outras
aplicacdes, a animais nas fases iniciais da vida, visto que nessa fase a maioria nao apresenta o
trato digestorio morfologicamente desenvolvido, uma vez que a atividade enzimatica presente
é ainda rudimentar (CAHU et al, 1999; SKALLI et al., 2014).

Na aquicultura os hidrolisados podem ser utilizados principalmente como suplementos
proteicos (CAHU et al., 1999; HEVR@Y et al., 2005; ZHENG et al., 2014), atrativos e
potencializadores de palatabilidade (BROGGI, 2014). Além disso, a inclusdo de hidrolisado
em racOes para peixe permite melhorar a retengdo de nitrogénio e aumentar a taxa de
conversao relativamente aos peixes alimentados com ra¢Ges que continham apenas farinha de
peixe (KRISTINSSON, 2010; ZHENG et al., 2014; KHORSAVI et al., 2015.
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Tabela 1. Trabalhos realizados que utilizaram hidrolisado proteico de pescado na alimentacao

de peixes
Espécie Hidrolisado Inclusa Resultado Referéncia
0
Dicentrarc Comercial RPC Melhora o desenvolvimento Cahuetal.,
hus labrax inicial e digestorio de larvas 1999
Salmo Clupea harengus  18-24% Maior desempenho Hevrgy et al.,
salar zootécnico 2005
In vitro Thunnus 10g/L  Crescimento de bactérias do Safari et al.,
albacares género Lactobacillus 2009
Gadus Pollachius virens 8% Reduziu as deformidade. Johannsdottir
morhua etal., 2013
Paralichth Theragra 11% Maior crescimento e melhor Zheng et al.,
olivaceus chalcogramma eficiéncia proteica 2013
Platichthy Soja 70% Sem efeito Song et al.,
s stellatus 2014
Platichthy Euphausia 4,03% Melhora desempenho Khorsavi et al.,
s stellatus superba zootécnico e resposta imune 2015
ndo-especifica
Platichthy Euphausia 2% Melhoria do desempenho e  Khorsavi et al.,
s stellatus superba estimulo da imunidade inata 2015
e Pagrus
major
Rachycent Litopenaeus 12% Melhor desempenho Costa-Bomfim
ron vannamei zootécnico. etal., 2016
canadum
Chirostom Comercial 15% Maior crescimento Ospina et al.,
a estor 2016

RPC= Recomendado pelo fabricante
Como pode ser observado na Tabela 1 os niveis de inclusdo nas dietas variam

bastante, até mesmo porque existem diferencas na matéria-prima utilizada e na espécie

avaliada. Mas de maneira geral os resultados séo positivos. A inclusdo de apenas 2% de

hidrolisado de krill (Euphausia superba) ja resultou na melhoria do desempenho e da
imunidade do Solha (Platichthys stellatus) e goraz (Pagrus major) (KHORSAVI et al., 2015).

Outros autores também relataram melhora do desempenho zootécnico utilizando variados

tipos e niveis de inclusdo de hidrolisado proteico com diferentes espécies de peixes (CAHU et
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al., 1999; HEVR@Y et al., 2005; ZHENG et al., 2014; GOOSEN et al., 2014; KHORSAVI et
al., 2015). Porém no estudo de Song et al, (2014) ao substituir até 70% da farinha de peixe por
hidrolisado de soja na racdo do solha estrelado, ndo observou nenhuma mudanca no

desempenho dos animais.

2.3 PROBIOTICO

A intensificacdo do cultivo provoca o estresse, 0 que causa uma piora no desempenho
dos animais (CARVALHO et al., 2011). Isso fez com que aumentassem as pesquisas com
alimentos funcionais que promovam o aumento da eficiéncia alimentar e a taxa de
crescimento dos peixes, além de ndo causar danos no meio ambiente (LARA-FLORES et al.,
2003; PINTO et al., 2015; YAMASHITA et al., 2015; AZEVEDO et al.,, 2016). Uma
alternativa € a utilizacdo de probioticos, que tem como finalidade estabelecer determinada
populacdo bacteriana favorecendo o desempenho zootécnico e resisténcia dos animais frente a
patégenos (CORNELIO, 2009). Segundo Mello et al. (2013) os probidticos sdo definidos
como suplementos alimentares a base de micro-organismos vivos capazes de colonizar,
estabelecer-se e multiplicar-se no intestino do hospedeiro e promover o equilibrio da
microbiota com beneficios para o hospedeiro.

Os mecanismos de acdo dos probiotico ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, porém
existem algumas possiveis causas descritas a seguir:
a) Exclusdo competitiva: os probio6tico aderem-se na parede do sistema digestério, formando
uma barreira fisica, competindo com os patdgenos por espaco, nutrientes e energia (Gibson &
Roberfroid, 1995)
b) Aumento da imunocompeténcia: o exato mecanismo ainda ndo esté elucidado, mas sabe-se
que os probidticos possuem a capacidade de melhorar o sistema imune, podendo aumentar a
atividade fagocitica dos leucdcitos e ativacao dos macrofagos (CROSS, 2002).
¢) Producéo de substancias antibacterianas: alguns micro-organismos produzem substancias
que diminuem ou interrompem o crescimento de bactérias patogénicas (FULLER, 1989).
d) Auxilio no processo de digestdo e absor¢do de nutrientes: certos microrganismos podem
favorecer os processos digestivos por meio da produgéo de enzimas extracelulares (WANG et
al., 2000).

Na Tabela 2 estdo listados alguns trabalhos que utilizaram probidticos na alimentacdo de

peixes. Alguns autores ao suplementarem diferentes espécies de peixes com microrganismos
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probioticos variados, observaram melhora no desempenho zootécnico (LARA-FLORES et al.,
2003; ABDEL-TAWWAB et al., 2008; WANG et al., 2008; CORNELIO, 2009; PINTO et
al., 2015; YAMASHITA et al., 2015; AZEVEDO et al., 2016) e aumento das vilosidades
intestinais (LIMA et al., 2014; MELLO et al., 2013). Porém outros autores ndo obtiveram o
mesmo resultado e a suplementacdo ndo alterou o desempenho nem as vilosidades (CEROZI
et al.,, 2012; FERREIRA et al.,, 2014; OLIVEIRA et al.,, 2014; NOFFS et al., 2015;
POLETTO, 2015). Estes resultados demonstram que 0 mesmo microrganismo pode ter efeitos
benéficos para determinada espécie e ainda assim ndo ter resultado em outras espécies, mas
como dito anteriormente, os mecanismos de agdo destes microrganismos ainda ndo estao
totalmente elucidados o que ndo nos permite compreender completamente 0 porqué desta

disparidade.

Tabela 2. Trabalhos que utilizaram probidtico na alimentacdo de peixes (continua)

Espécie Probiotico Resultado Referéncia
Tilapia do Nilo Saccharomyces cerevisiae; Melhora no Lara-Flores et al.,
(Oreochromis Enterococcus faecium; desempenho 2003; Abdel-
niloticus) Saccharomyces cerevisae e zootécnico Tawwab et al.,
Lactobacillus plantarum; 2008; Wang et al.,
Streptococcus faecium, 2008; Cornélio,
Lactobacillus acidophilus 2009;
Cachara Bacillus subtilis Sem efeito Oliveira et al.,
(Pseudoplatystom 2014; Noffs et al.,
a ssp); Robalo 2015; Cerozi et al.,
(Centropomus 2012
undecimalis);

Pacu (Piaractus
mesopotamicus)

Tilapia do Nilo Bacillus cereus e Aumento na Mello et al., 2013
Bacillus subtilis altura, e

largura das
vilosidades
intestinais

Lambari-do- Saccharomyces cerevisiae ~ Aumentodas Limaetal., 2014
rabo-amarelo vilosidades
(Astyanax intestinais

altiparanae)
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Tabela 2. Trabalhos que utilizaram probiotico na alimentacdo de peixes (conclusao)

Espécie Probiotico Resultado Referéncia
Jundia (Rhamdia Bacillus cereus Melhora no Pinto et al., 2015
quelen) desempenho
Jundia Aeromonas Sem efeito Poletto, 2015
Veronii
Tilapia do Nilo Lactobacillus plantarum Melhorou o Yamashita et al.,
desempenho, 2015
alterou a
microbiota
intestinal
Tambaqui Bacillus subtilis Aumentou o  Azevedo et al., 2016
crescimento,
melhorou
a utilizacao

do alimento
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Piscicultura do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC). O projeto
foi aprovado no Comité de Etica e Experimentacio Animal da universidade sobre o nimero
de protocolo 6726010416. O delineamento experimental foi em blocos casualizados (classes

de peso), com quatro tratamentos e cinco repeticoes.

3.1 ANIMAIS E INSTALACAO

Foram utilizados 240 juvenis de jundi, distribuidos em dois blocos de acordo com o
peso. sendo um bloco com peixes menores(peso médio de 6,31+0,21g) e outro bloco com
peixes maiores (peso médio 8,73+0,20g). Para o bloco dos pequenos foram duas repeticdes
por tratamento e para o bloco dos grandes, trés repeticdes de cada tratamento. Os peixes
foram adquiridos de piscicultura comercial e previamente aclimatados as condigdes
experimentais. Os peixes foram distribuidos em 20 caixas de polietileno com volume util de
70 litros ligadas em sistema de recirculacdo de dgua equipado com filtro mecénico, bioldgico
e sistema de aquecimento. Os animais foram considerados aclimatados quando comecaram a

se alimentar regularmente.

3.2 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DO HIDROLISADO DE RESIDUO DE
SARDINHA

O hidrolisado proteico de residuos de sardinha foi produzido com carcacas limpas
(desprovidas de cabeca, cauda e visceras) de sardinhas (Sardinella sp.) (Tabela 3). Aliquotas
com cerca de 300 g, totalizando 1,45 kg de amostra, foram homogeneizadas em liquidificador
com 3 volumes de agua e incubadas com a Protamex® Novozymes A/S (1:500 enzima:peixe)
a 50°C durante 90 minutos, seguido de inativagdo da enzima a 80°C durante 15 minutos. O
material resultante foi concentrado em estufa a 60° C, até reducdo da metade do volume
original, pasteurizadas a 80° C por 15 minutos e congeladas a -20° C até 0 momento do uso.

As analises quimicas foram efetuadas de acordo com os métodos da AOAC (1995). O
teor de umidade sera determinado em balanca com infravermelho e o teor de lipideos pelos

métodos de Soxhlet. O grau de hidrolise (GH%) foi determinado por metodologia modificada
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a partir de Nielsen et al. (2001). A anélise consiste na quantificacdo da proporcdo de
grupamentos amino-livres na fracdo soltivel do hidrolisado de proteina, pela reacdo destes
grupamentos com o o-phthaldialdehyde (OPA), em relacdo a proteina total da matéria prima,
determinada pelo método de Kjeldahl (AOAC,1995). Os resultados da composicdo dos
hidrolisados esta apresentada na Tabela 3.

Tabela 3- Composicéo bromatoldgica do hidrolisado de musculo de sardinha (Sardinella sp.).

Umidade (%)  PB* (%) EE* (%) MM* (%) GH (%)
Hidrolisado musculo 61,24 75,29 7,59 10,75 16,5

*Valores baseados na matéria seca; PB = Proteina bruta; EE = Extrato etéreo; MM = Matéria
mineral; GH = Grau de hidrolise.

3.3 PROBIOTICO

O probidtico utilizado foi o Lacto Sacc doado pela empresa Alltech, 0 mesmo é
composto pela levedura Saccharomyces cerevisiae na concentragio minima de 2x108 UFC/g e
pelas bactérias Enterococcus faecium, concentragdo minima de 1x107 UFC/g e Lactobacillus
acidophilus, concentragdo minima de 1x10” UFC/g. A incluséo foi feita durante a mistura dos
ingredientes secos da racdo, na dosagem maxima recomendada pelo fabricante, 6 gramas por
quilo de racdo, também foi respeitada a temperatura de tolerancia dos micro-organismos

durante a secagem da racao.

3.4 DIETAS EXPERIMENTAIS

Foram avaliadas quatro dietas isoprotéicas (39% de proteina bruta) e isoenergéticas
(cerca de 4450 kcal de energia bruta/ kg), sendo uma delas totalmente isenta de hidrolisado de
sardinha e probidtico comercial, uma contendo 5% de hidrolisado, outra contendo apenas
probidtico e a racdo que continha 5% de hidrolisado juntamente com o probidtico (Tabela 4).
Além do hidrolisado as dietas serdo formuladas utilizando-se farinha de peixe e farelo de soja
como fontes proteicas e 0 milho e o 6leo de peixe e soja com fontes energeticas. Os
ingredientes foram previamente analisados (AOAC, 1995) para garantir maior precisdo
durante a formulagdo. Depois de misturados, os ingredientes foram finamente triturados em

moinho de faca com peneira de 2 mm de didmetro de malha. As dietas foram peletizadas (5
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mm), separadas em tamanho pela granulometria e armazenadas em freezer até 0 momento da

utilizagéo.

Tabela 4. Composicao das dietas com diferentes combinacdes de hidrolisado e probidtico
comercial.

Ingrediente (%) Controle Hidrolisado Probiotico Hid+Probio
Farelo de soja 25 25 25 25
Farelo de trigo 10 10 10 10
Milho 10,5 14,5 9,9 13,9
Farinha de peixe 46,5 39,5 46,5 39,5
Hidrolisado - 5 - 5
Probiotico - - 0,6 0,6
Oleo de peixe 2 - 2 -
Oleo de soja 5 5 5 5
Premix! 1 1 1 1
Total 100 100 100 100
Composicdo calculada

MS% 91,21 91,01 91,21 91,01
PB% 39,44 39,52 39,44 39,52
EB% 4316,05 4395,80 4316,05 4395,80
EE% 11,64 10,70 11,64 10,70
FB% 3,09 3,16 3,09 3,16
MM% 14,62 13,16 14,62 13,16

Hidrolisado= hidrolisado de musculo de sardinha; Hid+Probié= hidrolisado de musculo de sardinha mais

probidético comercial

1 Acido félico — 2.400 mg, 4cido nicotinico — 48 g, 4cido pantoténico — 24 g, biotina — 96 mg, vit. A — 2.400.000 U, vit. D3 —
400.000 UI, vit. E — 24.000 UlI, vit. B1 — 9.600 mg, vit. B2 — 9.600 mg, vit. B6 — 9.600 mg, vit. B12 — 9.600 mg, vit K3 —
4.800 mg, vit. C — 96 g, ferro — 100 g, manganés — 40 g, zinco — 6.000 mg, cobalto — 20 mg, iodo — 200 mg, selénio — 200
mg, antioxidante — 19,6 g.

3.5 ENSAIO DE DESEMPENHO

O experimento foi realizado em temperatura constante, mantida com aguecedores
dotados de termostato. Os peixes eram alimentados até a saciedade aparente duas vezes por
dia. Diariamente, eram retirados restos de alimentos e verificada a presenca de animais
mortos. A qualidade da &gua era monitorada periodicamente e as medias de temperatura
(28,5+X,X °C), oxigénio dissolvido(5,0+X,X mg/l) e amdnia total (0,0+0,0 ppm) mantiveram-
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se dentro dos pardmetros recomendados para o cultivo do jundiad (BALDISSEROTO E
RADUNZ, 2004).

Os peixes foram pesados no inicio do estudo, aos 28 e aos 56 dias. Os seguintes
parametros de desempenho foram avaliados: peso final, ganho de peso (GP, g = peso médio
final — peso médio inicial), consumo individual aparente de racdo (CR= alimento consumido
no periodo), conversdo alimentar aparente (CA = consumo de rac¢do/ ganho de peso total) e
sobrevivéncia. Além das avaliacGes de desempenho também foram avaliadas a morfometria

intestinal e indices organométricos.

3.6 MORFOMETRIA INTESTINAL

Para avaliagdo da morfologia intestinal foi colhida a por¢do média do duodeno de dois
peixes por repeticdo. Os peixes eram anestesiados com eugenol (1 g de 10 I'* de 4gua) e
eutanasiados por secdo medular e, posteriormente, submetidos a incisdo longitudinal no ventre
para a exposicdo dos orgdos. Porcbes de aproximadamente 3 cm de comprimento foram
colhidas do intestino médio, e cada amostra foi fixada em solugdo de formalina tamponada
10% por 24 horas, desidratadas com uma série gradual de solugdes de alcool, diafanizadas em
xileno, embebidas em parafina e cortada em sec¢Ges de 5 micrdmetros, e em seguida foram
coradas de acordo com a técnica de coloracdo de Harris-Eosina (HE) (BEHMER et al., 2003).
As laminas foram observadas com um microscopio Optico OptiCam (10x) e fotografadas
usando uma camera digital (Moticam 2300, 3 MP, resolucdo de 3264x2448). Altura total,
largura e espessura das vilosidades foram medidas utilizando um analisador de imagem
(software ToupTek ToupView - x64 versdo 2270/07/03).

3.7 AVALIACOES MICROBIOLOGICAS

Para as avaliagdes da microbiota intestinal, ao final do ensaio foi amostrado o intestino
completo de dois peixes por unidade experimental. Os tratos intestinais foram
homogeneizados e diluidos serialmente (1:10), em solugdo salina estéril a 0,65% (SSE), e
semeados nos meios de cultura agar TCBS (tiossulfato, citrato, bile e sacarose), agar MRS e
agar TSA, para a contagem de bactérias vibrionaceas, laticas e totais, respectivamente. Os
intestinos semeados nas placas de Petri foram incubados em estufas a 30°C. Foram efetuadas

as contagens totais de unidades formadoras de col6nias (UFC), ap6s 24 horas de incubagéo no
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agar TCBS e TSA. No meio MRS, as contagens foram efetuadas apds 48 horas de incubacéo
(SILVA et al., 2013).

3.8 INDICES ORGANOMETRICOS

Ao final do experimento, dois peixes de cada caixa foram sacrificados para retirada
imediata do figado e visceras. Os 6rgdos foram pesados para os seguintes calculos de indice
hepatossomatico (IHS), indice gorduroviscerossomatico (IGVS) e indice estomagossomatico
(IES).

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Todos dados foram submetidos a testes para a verificagdo da normalidade dos erros e
homocedasticidade das variancias. Os resultados foram analisados estatisticamente por meio

de Analise de Variancia Paramétrica (ANOVA) ao nivel de 5% de significancia.
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4 RESULTADOS

N&o houve efeito dos blocos em todos os parametros avaliados. Os resultados do
desempenho zootécnico estdo apresentados na Tabela 5 e como pode ser observado os valores
médios para peso final, ganho de peso, consumo individual e conversdo alimentar nédo

apresentaram diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos avaliados.

Tabela 5. Desempenho (médias + desvio padrdo) de juvenis de jundia alimentados com dietas
contendo diferentes combinagdes de hidrolisado e probidtico comercial

Controle  Hidrolisado Probidtico Hid.+Probié CcVv

Peso final (g) 27,66+4,12 23,61+4,39  24,08+7,72  23,87+3,21 20,24
Ganho de peso (g) 19,87+£3,09 17,60+554  18,14+7,05 16,11+2,48 28,16
Consumo Individual ~ 25,03+2,59 23,28+3,81  24,47+6,20 22,08+1,88 12,69

(9)
Conversao alimentar 1,27+0,10 1,37+0,28 1,33+0,35 1,38+0,11 12,14

Hid.+Probi6- hidrolisado e probiético.

Nenhum dos indices organomeétricos foi afetado significativamente (P>0,05) pela
utilizacdo do hidrolisado ou pelo probidtico, assim como pela combinacdo dos mesmos
(Tabela 6).

Tabela 6. indices organométricos de juvenis de jundia alimentados com dietas contendo
diferentes combinacdes de hidrolisado e probidtico comercial

Controle Hidrolisado Probidtico Hid.+Probio CcVv

IS 1,67+0,15 1,59+0,07 1,66+0,20 1,54+1,47 9,75
IHS 1,39+0,32 1,32+0,34 1,55+0,27 1,28+0,35 23,29
IGVS 2,01+1,22 2,54+0,57 2,32+0,31 1,92+0,69 35,30
IES 1,09+0,21 1,24+0,21 1,23+0,16 1,25+0,18 16,16

Hid.+Probio- hidrolisado e probiético.
I1S -indice intestinossomatico; IHS-indice hepatossomético; IGVS- indice gorduraviscerosomatico;
IES- indice estomagossomatico.
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Os valores de altura total das vilosidades (ATV), altura das vilosidades (AV), largura
das vilosidades (LV) e espessura das vilosidades (EV) foram semelhantes entre os tratamentos

(Tabela 7) e nédo foi verificada diferenca significativa (P>0,05) entre as médias

Tabela 7. Morfometria do intestino médio de juvenis de jundia alimentados com dietas
contendo diferentes combinagdes de hidrolisado e probidtico comercial

Controle Hidrolisado Probidtico Hid.+Probio CcVv

ATV  919,29+139,67 901,78+144,72 803,13+91,81 871,99+157,54 15,75
AV 838,11+133,37 824,62+128,36 724,32+88,33 802,31+144,98 16,12
LV 150,41+16,16  150,43+16,68  145,39+19,23 149,03+33,71 14,84

EV 65,77+8,11 66,88+5,35 65,66+8,51 62,16+8,67 12,5

Hid.+Probi6- hidrolisado e probiético.
ATV: Altura Total das Vilosidades (um); AV: Altura das Vilosidades (um); LV: Largura das Vilosidades (pum);
EV: Espessura das Vilosidades (pum)

N&o houve crescimento de bactérias na avaliacdo microbioldgica.
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5 DISCUSSAO

A inclusdo de diferentes tipos de hidrolisados proteicos em dietas de peixes pode ser
uma boa alternativa ao uso da farinha de peixe, como demonstrado por Song et al. (2014),
onde a substituicdo de 70% da mesma pelo hidrolisado de soja na alimentacdo de solha
estrelado (Platichthys stellatus) ndo prejudicou o crescimento e a conversdo alimentar. Outros
autores, inclusive, observaram melhora no desempenho. Para o robalo europeu
(Dicentrarchus labrax) a substituicdo de 19% da farinha de peixe por um hidrolisado
comercial melhorou a sobrevivéncia de larvas de 10 dias (CAHU et al, 1999). A substituicdo
de 24% da proteina da farinha peixe por hidrolisado de arenque (Clupea harengus) melhorou
0 desempenho do salmdo do Atlantico (Salmo salar) (HEVR@Y et al 2005). Da mesma
forma, a substituicdo da farinha de peixe pelo hidrolisado de escamudo do alasca (Theragra
chalcogramma) melhorou o desempenho de solha japonesa (Paralichthys olivaceus) (ZHENG
et al., 2014) e larvas de corvina amarela (Larimichthys crocea) (CAl et al., 2015). No presente
estudo, a inclusdo de5% do hidrolisado proteico de sardinha, resultou na substituicdo de 15%
da proteina fornecida pela farinha de peixe na dieta. Essa substituicdo ndo prejudicou o
crescimento nem a conversdo alimentar, o que demonstra o potencial de utilizacdo deste
ingrediente como substituto da farinha de peixe.

A substituicdo da farinha de peixe é positiva, porém com inclusdo do hidrolisado
proteico de sardinha era esperada melhora no desempenho dos jundids, uma vez que em
estudo ainda inédito deste laboratério a inclusdo do mesmo nivel de hidrolisado (5%)
melhorou o ganho de peso, taxa de crescimento, consumo e diminuiu conversédo alimentar de
juvenis de jundid. Uma possivel explicacdo para esta diferenca é que no referido estudo o grau
de hidrélise do hidrolisado de musculo de sardinha era 47,5%, mais elevado que o do
utilizado no presente estudo (16,5%). O grau de hidrolise indica a quantidade de ligacdes
peptidicas clivadas (PAIVA et al, 2015), ou seja um maior grau de hidrélise maior implica
numa maior proporc¢do de peptideos de baixo peso molecular, que sdo aqueles que agem como
promotores de crescimento (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2015). Estes resultados sugerem
que hidrolisados proteicos que possuam niveis mais baixos de grau de hidrélise, necessitariam
de niveis de inclusdo maiores para expressar seu potencial como promotor de crescimento. Na
literatura, h& poucos trabalhos que relacionem o grau de hidrdlise com seu nivel de incluséo,
Woshiak et al., (2016) observaram que no tratamento com maior grau de hidrolise de

hidrolisado de sardinha, o jundid apresentou maior ganho de peso, consumo e menor
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conversao alimentar, o que confirma a necessidade de mais estudos abordando esses dois
aspectos.

No presente estudo a utilizacdo do probidtico comercial ndo afetou o desempenho e a
morfometria intestinal de juvenis de jundid. O probidtico utilizado consistia numa
combinagdo de Saccharomyces cerevisae, Enterococcus faecium e Lactobacillus acidophilus.
Estes microrganismos ja foram utilizados com eficiéncia para outras espécies. A
Saccharomyces cerevisae melhorou o desempenho da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
(LARA-FLORES et al, 2003; ABDEL-TAWWAB et al., 2008; CORNELIO et al., 2009).
Também para a til&pia o Enterococcus faecium mostrou resultados positivos (WANG et al.,
2008), mas mesmo havendo resultados positivos para a tilapia, os microrganismos utilizados
ndo teriam necessariamente efeito sobre o jundid. A literatura mostra que determinadas
bactérias podem ter efeitos positivos no desenvolvimento algumas espécies e nao influenciar
em outras. A Bacillus subtilis melhorou o desempenho zootécnico do tambaqui (Colossoma
macropomum)(AZEVEDO et al., 2016) e a morfometria intestinal da tilapia do Nilo (MELLO
et al., 2013), mas ndo teve 0 mesmo nao teve efeito sobre o desempenho do pacu (CEROZI,
2012), cachara (OLIVEIRA, 2014) e do robalo (NOFFS et al., 2015).

A utilizacdo de uma combinagdo de microrganismos foi a abordagem utilizada neste
trabalho para desenvolver um probiotico para o jundia. Existe a demanda pela identificacédo e
avaliacdo de microrganismos probidticos para o jundia, mas poucas informacGes estdo
disponiveis, e o0s resultados ndo sdo muito consistentes, Poletto (2015) ao isolar Aeromonas
veronii presente no intestino de jundias e usa-lo como probiédtico, ndo observou alteracdes
histoldgicas intestinais e o desempenho foi melhor em peixes alimentados com racdo sem
probidtico. Pinto et al (2015) ao incluir Bacillus cereus em dieta de jundias observou melhora
no desempenho.

Uma possibilidade para que ndo tenha sido observada a acdo probidtica no presente
estudo, é o fato de que os animais foram mantidos durante o experimento em condicdes ideais
de criacdo, como boa qualidade de &gua, pouco estresse e recebendo uma alimentacdo
adequada. Segundo Meurer et al (2007) as boas condic¢Bes sanitarias diminuem a possibilidade
de o contato desses animais com microrganismos patogénicos e dessa forma, dificilmente o
desempenho dos animais seriam influenciados significativamente pela ingestéo de probidtico.

A utilizacdo de carboidratos prebioticos ja € uma estratégia difundida na nutricdo de
peixes. Entretanto, a avaliacdo de peptideos prebidticos é ainda inédita. Os peptideos
bioativos presentes no hidrolisado proteico de sardinha poderiam potencializar a a¢do do

probiético comercial, uma vez que sdo mais facilmente absorvidas como fonte de
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aminoacidos para o metabolismo das bactérias benéficas (ARIHARA et al, 2006). Este dado
foi comprovado por Safari et al (2009), que ao realizar um teste in vitro utilizando hidrolisado
de atum-albacora (Thunnus albacares), obteve um maior crescimento de bactérias do género
Lactobacillus. No presente estudo o hidrolisado ndo potencializou a acdo do probiotico,
possivelmente devido a alguns fatores j& discutidos, como o grau de hidrolise e o nivel de
inclusdo do hidrolisado. Ainda sdo necessarios mais estudos deste tipo para elucidar melhor a

questao.
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6 CONCLUSAO

O uso de hidrolisado proteico de sardinha mostrou-se eficiente para substituir 15% da
proteina da farinha de peixe na alimentacdo dos juvenis de jundia.

A suplementacdo de probidtico composto por S. cerevisiae, E. faecium e L.
acidophilus ndo promoveu melhora no desempenho zootécnico de juvenis de jundia nas

condigdes experimentais.
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