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RESUMO

UCZAY, Juliano. Utilizacdo de hidrolisados de origem animal e vegetal em dietas para
juvenis de jundié 2017. 96 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade do Estado
de Santa Catarina. Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV/UDESC), Lages, SC, 2017.

A producdo de hidrolisados proteicos de pescado (HPP) é uma alternativa para o
reaproveitamento dos residuos resultantes da aquicultura. Os HPP s&o ricos em aminoacidos e
peptideos de facil absorcdo. Podem ser utilizados em dietas para peixes, visando a substitui¢do
da farinha de pescado de origem marinha. O alto teor proteico dos HPPs, junto com a quantidade
de aminodcidos essenciais, favorece a formulacdo de dietas para peixes, principalmente nas
fases iniciais. Os peptideos de baixo peso molecular presentes nos HPPs promovem beneficios
em termos de absorcdo proteica. A utilizacdo de HPPs em dietas para peixes € bastante
promissora, devido a quantidade de aminoacidos essenciais e peptideos bioativos. Porém, nem
sempre a utilizacdo destas fontes proteica se revertem em beneficios no crescimento e salude de
peixes cultivados. Neste sentido, este trabalho tem como objetivo avaliar a substituicdo da
farinha de peixe de origem marinha por hidrolisado proteico de tilapia (TPH) e hidrolisado de
soja (SBH) em dietas para o jundia (Rhamdia quelen), verificando os efeitos sobre crescimento,
composicdo corporal, pardmetros sanguineos, parametros bioquimicos e biomarcadores de
estresse oxidativo. Foram conduzidos dois ensaios experimentais, onde a farinha de peixe de
origem marinha foi substituida por TPH (1° ensaio) e SBH (2° ensaio) em dietas para juvenis
de jundia. Para isso, em cada ensaio foram produzidas cinco dietas isoproteicas e isoenergeticas
(37% de proteina bruta; 3500 kcal/kg de energia bruta) contendo niveis de substituicdo da
farinha de peixe por TPH e SBH. Os niveis de inclusdo dos hidrolisados (TPH e SBH) foram
de 0, 5, 10, 15 e 20%, em ambos 0s ensaios experimentais. O tempo total do experimento com
inclusdo de TPH foi de 30 dias e do SBH foi de 60 dias. A incluséo de 20% de TPH nas dietas
aumentou o crescimento de juvenis de jundid. Niveis acima de 5% de TPH aumentou a
incorporacéo de proteina nos tecidos, diminuiu a quantidade de amonia end6gena e melhorou a
eficiéncia do metabolismo oxidativo. A inclusdo de SBH a partir do nivel de 5% na dieta
proporcionou melhor crescimento dos jundias, ndo influenciando na deposicdo de proteina
corporal. A dieta contendo de 20% de SBH promoveu um aumento nas quantidades dos tidis
ndo proteicos nas branquias e cérebro. A inclusdo de SBH, ndo afetou a producado de compostos
nitrogenados no figado e masculo também. A substituicdo da farinha de peixe de origem
marinha pelo TPH ou por SBH, é interessante do ponto de vista ambiental, considerando o
declinio dos estoques pesqueiros no mundo e a otimizacdo dos recursos naturais. Os
hidrolisados TPH ou SBH podem ser utilizados em dietas para o jundia como fonte proteica,
pois promovem beneficios no crescimento e na salde de juvenis de jundia.

Palavras-chave: enzimas proteoliticas; metabolismo proteico; fonte proteica; ingredientes
alternativos



ABSTRACT

UCZAY, Juliano. U Use of hydrolysates of animal and vegetable origin in diets for south
american catfish juveniles 2017. 96 f. Thesis (Doctorate in Animal Science) - University of
the State of Santa Catarina. Agroveterinarias Science Center (CAV/UDESC), Lages, SC, 2017.

The production of fish protein hydrolyzates (HPP) is an alternative for the reuse of residues
resulting from aquaculture. HPPs are rich in easily absorbed amino acids and peptides. They
can be used in diets for fish, aiming at the substitution of fishmeal of marine origin. The high
protein content of HPPs, along with the amount of essential amino acids, favors the formulation
of fish diets, especially in the early stages. The low molecular weight peptides present in HPPs
provide benefits in terms of protein absorption. The use of HPPs in fish diets is quite promising
due to the amount of essential amino acids and bioactive peptides. However, the use of these
protein sources does not always revert to benefits in the growth and health of farmed fish. In
this sense, this work aims to evaluate the substitution of fish meal of marine origin by tilapia
protein hydrolyzate (TPH) and soy hydrolyzate (SBH) in diets for south american catfish
(Rhamdia quelen), verifying the effects on growth, composition body parameters, blood
parameters, biochemical parameters and biomarkers of oxidative stress. Two experimental
trials were conducted, where fishmeal of marine origin was replaced by TPH (1st test) and SBH
(2nd test) in diets for south american catfish juveniles. For this, five isoproteic and isoenergetic
diets (37% crude protein, 3500 kcal/kg crude energy) containing fishmeal replacement levels
were produced by TPH and SBH. The inclusion levels of the hydrolysates (TPH and SBH) were
0, 5, 10, 15 and 20%, in both experimental trials. The total time of the experiment with inclusion
of TPH was 30 days and the SBH was 60 days. The inclusion of 20% TPH in diets increased
the growth of jundia juveniles. Levels above 5% TPH increased protein incorporation in tissues,
decreased the amount of endogenous ammonia and improved the efficiency of oxidative
metabolism. The inclusion of SBH from the 5% level in the diet provided a better growth of
jundias, not influencing the deposition of body protein. The diet containing 20% of SBH
promoted an increase in the amounts of non-protein thiols in the gills and brain. The inclusion
of SBH did not affect the production of nitrogen compounds in the liver and muscle as well.
The replacement of fishmeal of marine origin by the TPH or by SBH is interesting from the
environmental point of view, considering the decline of fish stocks in the world and the
optimization of natural resources. TPH or SBH hydrolysates can be used in diets for south
american catfish as a protein source, since they promote growth and health benefits of jundia
juveniles.

Keywords: proteolytic enzymes; protein metabolism; protein source; alternative ingredients



Lista de Tabelas

Capitulo 1

Tabela 1 - Composicdo bromatolégica e grau de hidrélise (GH) hidrolisados utilizados em
TIELAS PAA PEIXES ..vveivreitieiieeieste et ee s e s et e s et e e s te e teare e teesteaseesaeenteeseesteenaesneesseenaeeneenreenneas 41

Tabela 2 — Peso molecular e percentual de peptideos observados em diferentes tipos de

NIAIOIISAAOS. . ..ottt 42
Tabela 3 — Aminodcidos essenciais e ndo essenciais presentes nos diferentes tipos de
07T 1 £0] 1157 To [0 1SR P PR PR PRSI 43
Tabela 4 — Principais beneficios dos hidrolisado utilizados em dietas para peixes.................. 44
Capitulo 2

Tabela 1 - Composicao proximal e grau de hidrolise (DH) do hidrolisado proteico de tilapia

Tabela 2 - Formulacdo, composi¢do quimica e aminoécidos de dietas contendo diferentes

niveis de adi¢do do hidrolisado proteico de tilapia (TPH).........ccooeiieii i, 67
Tabela 3 - Crescimento de juvenis de jundias alimentados com diferentes niveis de inclusdo de
hidrolisado proteico de tilApia (TPH).......cciiiieeee s 68
Tabela 4 - Composic¢do centesimal corporal e muscular de juvenis de jundia alimentados com
diferentes niveis de hidrolisado proteico de tilapia (TPH).........cccooevvveiiieicricee e, 68
Tabela 5 - Bioquimica do figado e musculo de jundia alimentados com diferentes niveis de
hidrolisados proteicos de tHAPIA (TPH)........cccoiiiiieie e 69
Tabela 6 - Parametros da serie vermelha e plasma de juvenis de jundia alimentados com
diferentes niveis de hidrolisado proteico de tilapia (TPH)........ccccoeiiiiiiiiiie e, 69
Tabela 7 - Biomarcadores oxidativos de juvenis de jundias alimentados com diferentes niveis
de hidrolisado proteico tHAPIa (TPH).......ceiiiceee s 69



Capitulo 3

Tabela 1 - Composicdao proximal e grau de hidrolise (DH) do hidrolisado proteico de soja

(SBH).e ettt bbb R bR AR Rt b s R R s s nnns 89
Tabela 2 - Formulagdo e composicao centesimal de dietas contendo diferentes niveis de adigdo
do hidrolisado proteico de S0ja (SBH).......ccccciiciiieiciisese et 89
Tabela 3 — Composicao de aminoacidos de dietas contendo diferentes niveis de hidrolisado
ProteiCo 0e SOJA (SBH).....c.ooieieiiiirieicei ettt 90
Tabela 4 - Pardmetros de crescimento de jundias alimentados com diferentes niveis de
hidrolisado proteico de SOJa (SBH)......ccceciueiieiiiiice e 91
Tabela 5 - Composicao quimica corporal e muscular de jundias alimentados com diferentes
niveis de hidrolisado de S0jJa (SBH).........coiiiiiiiiiierie e 91

Tabela 6 - Série vermelha sangue e parametros plasméticos de jundias alimentados com
diferentes niveis de hidrolisado proteico de s0ja (SBH).......ccccoveiieiiiiciicce e, 92
Tabela 7 - Bioguimica do figado e musculo de jundias alimentados com diferentes niveis de

hidrolisado proteico de S0ja (SBH)........cooiiiiiiiie s 93
Tabela 8 - Tiois proteicos e ndo proteicos em tecidos de jundias alimentados com diferentes
niveis de hidrolisado proteico de S0ja (SBH)........cviiiiiriiiieieesees e 94



Lista de figuras

Capitulo 1

Figura 1 — Principais etapas presentes no processo de produ¢ao do HPP.............ccccoevviennne. 40
Figura 2 — Grafico comparando o perfil de aminoacidos presente em hidrolisados e fontes

OO (T o= SR (i (o o o o - USSR 45

Capitulo 2

Figura 1 — Concentracdo de amonia no figado de jundias alimentados com diferentes niveis de

hidrolisado proteico de tilapia (TPH)........ccccciiiei e 70
Figura 2 — Concentracdo de amonia no musculo de jundia alimentados com difentes niveis de
hidrolisado proteico de tilapia (TPH)........ccooiiiiiecceee e 70
Capitulo 3

Figura 1 — Peso final de juvenis de jundia alimentados com diferentes niveis de hidrolisado de
0] L (5] = = | TSR 94



Sumario

APFESENTAGED ...tttk bbbttt b e bbbt 15
Capitulo 1 - Composicéo de hidrolisados proteicos de pescado e incluséo em dietas para
peixes cultivados: efeitos no crescimento, fisiologia e salde............ccocovevviiiinnne. 16
T (0T [N o7 T TSP 18
Hidrolisados proteicos de pescado: producao e caracterizaGao.............cccceevververvenenn 20
TIPS de NIArOlISAUO .......coviieieiiiiee e 20
Processos de producdo de HPPs por hidrolise enzimatica..........c.cceevvvvveveeenennen, 21
Composicdo dos NidroliSAOS ........cc.cieeieeieiie s 22
Hidrolisados proteicos de pescado: utilizacdo em dietas para peiXes..........ccccvevennenn 26
Efeitos dos hidrolisados sobre 0 crescimento de pPeiXes.......cccvevvevveveiiieneeieiiieinens 26
Hidrolisados proteicos e palatabilidade das dietas para peixXes .........c.ccocvvvvrvreennen. 28
Hidrolisados em dieta para peixes e efeitos no metabolismo proteico.................... 28
Perspectivas na utilizacdo de hidrolisados em dietas para peixes cultivados.......... 29
(O] T 117 o SRR P TP PRPRPRRN 30
R E =T =] 0T - TSSO 30

Capitulo 2 - Hidrolisado proteico de tildpia melhora o desempenho, a incorporacdo de

proteina corporal e 0 estado antioxidante jundia ...........cccccevvveviiieiiecce e 46
Lo INTrOAUGED ...ttt 48
2. Material € MELOUOS ........ocuiiieieiee ettt 50

2.1. Peixes e instalaghes eXPerimentaisS ........ccevveieieereiiie e 50
2.2. Producdo do hidrolisado proteico de tilapia e dietas experimentais................. 51
2.3. Manejo alimentar e analises de parametros fisico-quimicos da agua............... 52
2.4 AMOSETAGEIM ...ttt ettt ettt ettt 53
2.5 ANALISES. ...ttt ettt bbb re e e e 53

2.5.1 PArGmetroS & CrESCIMENTO ....oeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 54


file:///E:/arquivos%20novos%202017/tese%202017/VERSÕES%20DA%20TESE/TESE%20VERSÃO%20tese%20final%20antes%20da%20defesa.docx%23_Toc499327706
file:///E:/arquivos%20novos%202017/tese%202017/VERSÕES%20DA%20TESE/TESE%20VERSÃO%20tese%20final%20antes%20da%20defesa.docx%23_Toc499327707
file:///E:/arquivos%20novos%202017/tese%202017/VERSÕES%20DA%20TESE/TESE%20VERSÃO%20tese%20final%20antes%20da%20defesa.docx%23_Toc499327707
file:///E:/arquivos%20novos%202017/tese%202017/VERSÕES%20DA%20TESE/TESE%20VERSÃO%20tese%20final%20antes%20da%20defesa.docx%23_Toc499327720
file:///E:/arquivos%20novos%202017/tese%202017/VERSÕES%20DA%20TESE/TESE%20VERSÃO%20tese%20final%20antes%20da%20defesa.docx%23_Toc499327721
file:///E:/arquivos%20novos%202017/tese%202017/VERSÕES%20DA%20TESE/TESE%20VERSÃO%20tese%20final%20antes%20da%20defesa.docx%23_Toc499327721

2.5.2 CompOosSiGaO COrporal @ MUSCUIAN .........coiieieieierieicsesee e 54

2.5.3 Bioquimica do figado € do MUSCUI0..........ccceevveiieiieie e 54
2.5.4 Pardmetros hematoldgicos e bioquimica sanguinga..........c.cccceeevvevvevieseenne. 55
2.5.5 Biomarcadores de estresse OXIidatiVo ...........cccerererininenieieieese e 55
2.6 ANALISE ESLALISLICA. ... .veiveeveerieieie et sreeneas 55
3. RESUITATOS ...ttt sttt ettt ettt e et nne e s 56
3L CrESCIMENTO....cueiuiitiitesie ettt bbbttt nbe b b nreeneas 56
3.2. Composicao corporal € MUSCUIAr .........cccocveiieiiiiccecce e 56
3.3 Parametros bioquimicos do figado € MUSCUIO0...........cccoceriiiiniieireecc e 56
3.4. Pardmetros hematol6gicos e bioquimica do plasma ..........ccceeeveierenninenens 57
3.4 Biomarcadores OXIidatiVOS ..........coeiiiiiiiinieieie e 57
4, DISCUSSAD ..vvveuvetestestieteeieeseeste e te bbbt e s st e e et e be s b e s b e bt e bt e bt e st et et e nbesbesbeebenne e 57
4.1, CrESCIHMENTO. ..cuiiviitieiietieie ettt sttt bbbttt et et nbesbesbeeneas 57
4.2 Composicao corporal e pardmetros bioqUimiCoS ..........ccccovevrereinienereenens 59
4.3. Parametros hematol0gicos € plasmAtiCoS..........ccveeririeereneirereee e 60
4.4. Biomarcadores OXIALIVOS .........ccviirieieieienie et eneas 61
RETEIBNCIAS. ... ettt bbb nns 62

Capitulo 3 - Desempenho, composicéo corporal e parametros bioquimicos de juvenis de
jundié alimentados com hidrolisado de soja em substituicdo a farinha de peixe... 73

RESUIMO ...ttt e e bb e e e bn e e 72
INEFOAUGED ... bbbttt ettt bbbt 73
Material € MELOUOS. ......c.eiierieieieie et sre e reeneas 74
Peixe e Instalaghes eXPerimentals .........ccocvorerieieirie e 75
Processo de producéo de hidrolisado de soja e dietas experimentais .............c....... 75
Manejo alimentar e analise dos parametros fisico-quimicos da agua..................... 76

COlBEA B AMOSITAS ...ttt ettt e e ettt e e e e e e e e eeeeeeeanan 76


file:///E:/arquivos%20novos%202017/tese%202017/VERSÕES%20DA%20TESE/TESE%20VERSÃO%20tese%20final%20antes%20da%20defesa.docx%23_Toc499327747
file:///E:/arquivos%20novos%202017/tese%202017/VERSÕES%20DA%20TESE/TESE%20VERSÃO%20tese%20final%20antes%20da%20defesa.docx%23_Toc499327748
file:///E:/arquivos%20novos%202017/tese%202017/VERSÕES%20DA%20TESE/TESE%20VERSÃO%20tese%20final%20antes%20da%20defesa.docx%23_Toc499327748

ANELISES TS AMOSEIAS ..ottt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaes 77

Pardmetros de CreSCIMENTO ........ciuiiirieieieie ettt 77
Composicdo corporal € do MUSCUIO..........cccueiieiieieiiece e 77
Pardmetros bioquimicos do figado @ MUSCUIO .........ccceviiiiiiiiiic e, 78
Pardmetros hematol0gicos € PlaSmALiCOS ..........ccoverireriieiiiire e, 78
TiOIS tOtaiS € NEO PrOLEICOS .....eviveieeieiteieieste et 78
ANALISES ESTALISTICAS ..vvvevverieie ittt 78
RESUITATUOS ...ttt bbbttt b e bbb e e nes 78

O 11T [ =T 0 (o OSSR 78
Composicao corporal € do Fil€..........cooeiiiiiee e 79
PardmetroS SANQUINEOS. ......cveiveeiieiieseesieeiesteesteeteseeste e e sreesteeseessaesaesneesreensesneesres 79
Parametros biogquimicos figado € MUSCUIO ..........ccccveviiieiicie e 79
Ti0iS tOtalS € NAO PrOLEICOS ....veiveereeieiiecie ettt e e re e e e 79
DISCUSSED ...vveveeieeieeieestee e esee st e e esee st e steesee s s e steeneesseesteeseeeseenteaneeaneeneeeneeaneenneenseanennneas 79
L0000 0d U102 82
Referéncias BibIIOGrafiCas .........cccoviiiiiiii e 82

CoNSIAEragies fINAIS.........cciiiiiieie e 95



Apresentacao

Esta tese contém trés capitulos, sendo que nesses se encontram 0s seguintes manuscritos:

e Capitulo 1 — Manuscrito elaborado no formato de revisdo bibliografica com o titulo:
“Composicao de hidrolisados proteicos de pescado e inclusdo em dietas para peixes
cultivados: efeitos no crescimento, fisiologia e saude”. Este manuscrito esta nas normas
da Latin American Journal of Aquatic Research (LAJAR).

e Capitulo 2 — Manuscrito elaborado na forma de artigo cientifico com o titulo
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RESUMO. A producdo de hidrolisados proteicos de pescado (HPP) é uma alternativa para o
reaproveitamento dos residuos resultantes da aquicultura. Os HPP sé&o ricos em aminoacidos e
peptideos de alta digestibilidade. Podem ser utilizados em dietas para peixes visando a
substituicdo da farinha de pescado de origem marinha. O alto teor proteico dos HPPs favorece
a formulacdo de dietas para peixes, principalmente nas fases larval e juvenil. Atualmente
presenca de peptideos de baixo peso molecular tem despertado o interesse no uso dos HPPs
como promotores de crescimento. Os peptideos presentes nos HPPs podem ainda atuar como
antimicrobianos, imunoestimulantes e antioxidantes. Ensaios in vivo com varias espécies de
peixes e diferentes tipos de HPPs foram realizados. Estes estudos verificam os efeitos destes
ingredientes no crescimento e metabolismo proteico de peixes. Esta revisao teve como objetivo
reunir trabalhos envolvendo a caracterizacéo e utilizacdo de hidrolisados de origem animal na

alimentacéo de peixes cultivados.

Palavras-chaves: nutri¢do, hidrélise enzimatica, ingredientes alternativos, peptideos.
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Utilizacion de hidrolizados proteicos de pescado en dietas para peces cultivados: efectos

en crecimiento, fisiologia y salud.

RESUMEN. La produccion de hidrolizados proteicos de pescado (HPP) es una alternativa a
los residuos resultantes de la acuicultura. Los HPP son ricos en aminoécidos y péptidos de alta
digestibilidad. Pueden ser utilizados en dietas para peces para la sustitucion de la harina de
pescado de origen marino. Estas caracteristicas también confieren a los HPP su uso en periodos
de mayor demanda proteica para peces, que en el caso se encuentra en la fase larval y juvenil.
La presencia de péptidos de bajo peso molecular ha despertado el interés en el uso de los HPP
como promotores de crecimiento. Los péptidos presentes en los HPP pueden actuar como
antimicrobianos, inmunoestimulantes y antioxidantes. Se realizaron ensayos en vivo con varias
especies de peces y diferentes tipos de HPP. Estos estudios verificaron los efectos de estos
ingredientes en el crecimiento, fisiologia y salud de los peces. Esta revision tuvo como objetivo
reunir trabajos involucrando la caracterizacion y utilizacién de hidrolizados de origen animal

en la alimentacion de peces cultivados.

Palabras clave: nutricion, hidrolisis enzimatica, ingredientes alternativos, péptidos.

Introducéao

A farinha de peixe marinha € o ingrediente mais utilizado em dietas para organismos
aquaticos (FAO, 2014). Este ingrediente possui uma alta digestibilidade da fracdo proteica,
além de ter um perfil de aminoacidos adequado para atender as exigéncias de aminoacidos
essenciais de peixes cultivados (Tacon & Metian, 2008). A utilizacdo da farinha de peixe gera
problemas ambientais, pois reduz estoques pesqueiros naturais (Chalamaiah et al., 2012). O
alto preco faz com que a industria busque substitutos para este produto (Apper et al., 2016).
Neste contexto, ha necessidade de encontrar produtos proteicos com qualidade similar ou
superior a farinha de peixe que possam ser incluidos em dietas para peixes.

Os hidrolisados proteicos de pescado (HPPs) podem ser utilizados na substituicdo da
farinha de peixe de origem marinha em dietas para peixes (Refstie et al., 2004; Tang et al.,
2008; Bui etal., 2014; Cai et al., 2015; Khosravi, et al., 2015). Os HPPs séo produtos originados
a partir da hidrolise enzimatica de proteinas presentes nos residuos que pescado, que resulta na
liberacdo de pequenos peptideos e aminoacidos livres, que sdo mais facilmente absorvidos pelos

animais (Wisuthiphaet & Kongruang, 2015). Essa tecnologia transforma os residuos em um
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produto de alto valor bioldgico (Chabeaud et al., 2009). O alto aproveitamento metabolico da
fracdo proteica dos HPPs favorece a incorporacéo de proteina corporal (Bui et al., 2014; Zheng
et al., 2014). Os peptideos de baixo peso molecular presentes no HPP sdo mais facilmente
absorvidos pelos enterécitos em comparacdo com macromoléculas de alto peso molecular
(Zheng et al., 2014). A substituicdo da farinha de peixe pelo HPP na dieta melhorou os
parametros de crescimento de Pseudosciaena crocea (Tang et al., 2008), salmdo do Atléantico
(Salmo salar) (Refstie et al., 2004), sea bream red (Pagrus major) (Bui et al., 2014), olive
flounder (Paralichthys olivaceus) (Khosravi, et al., 2015) e large yellow croaker (Larimichthys
crocea) (Cai et al., 2015).

A inclusdo de HPP na dieta também pode proporcionar beneficios para a satide de peixes
(Kotzamanis et al., 2007; Shahidi & Janak Kamil, 2001; Chalamaiah et al., 2012). Os beneficios
sdo atribuidos aos peptideos bioativos (Hou et al., 2017; Martinez-Alvarez; et al., 2015; Meisel,
2007). Os peptideos bioativos sdo fragmentos proteicos especificos que exercem atividades
regulatorias nas funcbes corporais, reduzindo o risco de doencas, ou aumentando uma
determinada funcdo fisioldgica (Hou et al., 2017; Meisel, 2007). Esses compostos conferem
propriedades imunoestimulantes (Ahn et al., 2012), antimicrobianas (Kotzamanis et al., 2007)
e antioxidantes (Sampath Kumar et al., 2009) aos HPP. Os peptideos bioativos podem ser
utilizados em dietas para animais de producdo, atuando como promotores de crescimento
(Martinez-Alvarez et al., 2015).

Os HPPs podem ser incluidos em dietas para peixes, inclusive nas fases mais jovens,
para melhorar o crescimento (Gisbert et al., 2012). As propriedades profilaticas podem ser
exploradas nos estagios iniciais dos peixes (larval e juvenis) onde estas espécies sdo mais
suscetiveis a doencas. No entanto, sdo necessarias formas de avaliar a qualidade dos HPPs como
por exemplo ensaios in vitro (Chalamaiah et al., 2012; Martinez-Alvarez et al., 2015; Gisbert
et al., 2012). Os ensaios in vivo também sdo necessarios, pois avaliam os beneficios que os
HPPs proporcionam no metabolismo de peixes cultivados (Bui et al., 2014; Cai et al., 2015;
Chalamaiah et al., 2012; Tang et al., 2008). O objetivo desta revisdo é reunir as principais
informacdes sobre a composicao e utilizagdo de hidrolisados proteicos em dietas para peixes
cultivados, verificando efeitos sobre o crescimento, fisiologia e salde. A partir deste trabalho

espera-se obter novas conclusdes sobre a utilizacdo de HPPs em dietas para peixes.
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Hidrolisados proteicos de pescado: producéo e caracterizacio
Tipos de hidrolisado

A produgdo de HPP pode ser efetuada por silagem de pescado ou por hidrolise
enzimatica (Batista, 2011). A silagem é produzida através da moagem e adi¢do de substancias
acidas ou basicas que realizam o processo de quebra das proteinas (Batista, 2011). A silagem
de pescado possui como principal vantagem o baixo custo. As desvantagens sao a falta de
padronizacao do processo e a producdo de compostos toxicos (Benjakul & Morrissey, 1997). A
utilizacdo da ensilagem € uma metodologia alternativa, podendo ser utilizada para processar
pequenas quantidades de residuos, sendo bastante conveniente para pequenas inddstrias de
processamento de pescado.

A hidrolise enzimética diferencia-se da silagem por ndo ser apenas um processo de
quebra proteica quimica, pois nesta metodologia hd a presenca de enzimas enddgenas ou
exogenas (Batista, 2011). A autdlise é um tipo de hidrolise enzimatica que utiliza proteases
enddgenas (Silva et al., 2014). A matéria-prima € ensilada junto com porcbes do trato
gastrointestinal, onde entdo enzimas proteoliticas atuardo no processo de hidrolise (Goosen et
al., 2014). Recentes estudos mostraram que as proteases oriundas de visceras de peixes, podem
ser utilizadas na producdo de FPH visando a producdo de racOGes para peixes, pois Sao
considerados uma boa fonte de aminoacidos essenciais (Silva et al., 2014). A hidrdlise
enzimatica pode também ser realizada utilizando exopeptidades (Batista, 2011; Kurozawa, et
al., 2009). A principal vantagem da hidrolise com expeptidades é a padronizacéo do processo
e consequentemente do HPP, devido ao controle da atividade enzimética e temperatura (Aspmo
et al., 2005).

O processo de producdo dos HPPs por hidrolise enzimatica proporciona a formacao de
duas fragdes distintas uma soluvel e outra insoltvel (Wosniak et al., 2016). A fracéo soluvel é
a parte liquida do HPP, sendo constituida por peptideos de baixo peso molecular e aminoacidos
livres solGveis em agua (Liaset & Espe, 2008). Esta fracdo concentra a maior parte de peptideos
de baixo peso molecular com caracteristicas bioativas e por isso possui maior capacidade
terapéutica (Chalamaiah et al., 2012). A fracédo insoltvel é formada por proteinas nao clivadas
e aminoacidos insollveis em agua (Chalamaiah et al., 2012). O perfil de aminoacidos presentes
nestas fracOes sdo diferentes, assim a inclusdo de ambas em dietas, contribui para um melhor
desempenho de peixes (Wosniak et al., 2016). Com isso, a separacdo das fragdes sollvel e
insoltvel vai depender da finalidade do hidrolisado. Se o objetivo for utilizar hidrolisado para

fins terapéuticos, é necessario separar e purificar a fracdo soltvel do hidrolisado. Porém, quando
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o foco € o aproveitamento de residuos na nutricdo animal, é mais interessante utilizar o
hidrolisado bruto, que combina os beneficios dos peptideos, e o valor nutricional dos

aminoacidos.

Processos de producdo de HPPs por hidrdlise enzimatica

As etapas de producgdo dos HPPs estdo apresentadas na figura 1. O processo envolve
entre outras etapas escolha da matéria prima, da enzima utilizada, o ajuste do pH e temperatura
de acordo com a enzima, a hidrdlise enzimatica, a separacdo das fracdes e a secagem (Batista,
2011). O controle da temperatura, tempo de hidrolise e pH, no processo de hidrolise enzimatica
reduz a destruicdo de aminoécidos e ndo prejudica o valor nutricional do HPP (Furlan &
Oetterer, 2002). No entanto, ndo é somente a atuacdo da enzima que determina a qualidade do
HPP, pois o substrato influencia diretamente a composic¢do bromatologica (Nascimento et al.,
2008). A escolha da matéria prima que vai constituir o HPP é um dos principais cuidados a
serem tomados, pois excesso de gordura, peles e escamas podem prejudicar o processo de
hidrélise diminuido a qualidade do produto final (Batista, 2011). O substrato utilizado pode ser
da industria de filetagem (visceras, cabecas ou carcacas) ou ainda de peixes inteiros de baixo
valor comercial oriundos da industria da pesca (Chalamaiah et al., 2012). O conhecimento das
etapas de producdo é importante, uma vez que a otimizacdo dos parametros da hidrdlise
enzimatica é essencial para desenvolver um processo 6timo e econémico (Kurozawa et al.,
2009).

As enzimas podem ser divididas conforme a especificidade da hidrolise em
exopeptidases ou endopeptidases (Batista, 2011). As exopeptidases, atuam nas extremidades da
cadeia peptidica (N-terminal e C-terminal) produzindo uma maior quantidade de aminoacidos
livres quando comparado as endopeptidases que clivam ligacbes no interior da cadeia
polipeptidica, produzindo mais peptideos e poucos aminoacidos livres (Hsu et al., 2009). Na
producdo de HPPs se utiliza geralmente endopeptidases, pois estas favorecem a producdo de
peptideos com caracteristicas funcionais (Valle et al., 2015). As enzimas podem ser obtidas de
vegetais, animais ou microrganismos (Kristinsson & Rasco, 2000). As enzimas de de origem
microbiana, como a alcalase e a neutrase sdo as mais utilizadas, devido a facil producéo,
diversidade de enzimas e facilidade da manipulacdo genética dos microrganismos (Rao et al.,
1998). A Protamex® (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca), ¢ uma enzima bastante utilizada na

producdo de HPPs, sendo constituida de uma mistura de endo e exopeptidases produzidas a
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partir de Bacillus licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens (Liaset et al., 2002). A principal
vantagem na utilizacdo da hidrolise enzimatica é a producdo de peptideos funcionais
(Chalamaiah et al., 2012). A desvantagem é o alto custo para a obtencdo destas enzimas
(Batista, 2011). Para a producdo de HPP, a pepsina € uma das principais endopeptidases de
origem animal utilizadas. Possui a vantagem de limitar o crescimento microbiano e apresenta
maior rendimento na hidrélise (Batista, 2011).

A enzima utilizada precisa estar em um pH 6timo para ndo prejudicar o processo de
hidrolise, para assim converter o substrato em um HPP de qualidade (Batista, 2011; Chalamaiah
et al., 2012). O pH ideal de hidrélise da enzimas pode ser atingindo com a adi¢cdo de uma
solucdo bésica ou &cida (Furlan & Oetterer, 2002). Os HPPs também podem ser produzidos a
partir de enzimas basicas como alcalase e neutrase (Chalamaiah et al., 2012; Silva et al., 2014).
As enzimas que atuam em meio basico geralmente apresentam uma maior solubilizacdo da
proteina (Chalamaiah et al., 2012). O pH alcalino pode trazer desvantagens, aumentando a
racemizacdo dos aminoacidos, formando novos compostos que podem alterar as propriedades
nutricionais e funcionais das proteinas, diminuindo a absorcdo proteica (Sgarbieri, 1996). A
producdo de HPPs pode também ser realizada com a utilizacdo de proteases acidas como a
pepsina, e possui vantagens como menor crescimento microbiano, maior rendimento (Batista,
2011) e menor custo (He et al., 2013). No entanto, o processo de hidrélise acida pode destruir
alguns aminoéacidos (Batista, 2011; Sgarbieri, 1996) e aumentar o teor de cinzas

comprometendo o valor nutricional da dieta.

Composicéao dos hidrolisados

A composicdo bromatoldgicas de HPPs utilizadas em dietas para peixes estdo
demonstradas na tabela 1. A matéria seca dos HPPs encontram-se em grande parte na faixa de
80-90% (Tabela 1). Durante o processo de producdo dos HPPs adiciona-se agua, para
homogeneizar o substrato e também proporcionar um meio onde ocorrerd a hidrolise
enzimatica, o que posteriormente aumenta o teor de umidade (Batista et al., 2011). A quantidade
de &gua adicionada deve ser a minima possivel para ndo comprometer o processo de hidrolise
e também facilitar o processo de secagem do hidrolisado (Batista, 2011; Chalamaihad et al.,
2012; Onal & Langdon, 2009). A utilizaco de processos de secagem eficientes como o spray
dryer, diminui a quantidade de agua nos HPPs e facilita a inclusdo destes produtos em dietas
para peixes (Chalamaiah et al., 2010; Onal & Langdon, 2009).
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O conteldo de cinzas dos hidrolisados variou de 3,3 a 11% (Tabela 1). Essa variagdo
pode ser ocasionada pelo processamento ou substrato utilizado na fabricacdo do HPP. Na
fabricacdo do HPP, a etapa de separacdo de 0ssos e espinhas pode reduzir a quantidade de
minerais principalmente o fosforo, que é considerado um elemento potencialmente poluente em
aguas (NRC, 2011). A maior quantidade de 0ssos, peles e escamas podem aumentar o contetido
de cinzas de um HPP. Hidrolisados produzidos a partir de krill e camardo obtiveram 10,5% de
cinzas, mais que o dobro presente em hidrolisado produzido com residuos de tilapia que foi de
4,8% (Bui et al., 2014). Neste caso o substrato influenciou, pois 0 exoesqueleto presente no
camarao e no Krill, possivelmente contribuiu para o aumento das cinzas. A elevacéo do teor de
cinzas dos HPPs pode ocorrer também devido a utilizagdo de acido ou base para ajustar pH
ideal para determinada enzima (Choi et al.,, 2009). O pH acido ou alcalino elevado pode
solubilizar os minerais presentes nos 0ssos, peles e espinhas presentes no substrato e com isso
aumentar o teor de cinzas na fragdo solivel do HPP (Batista, 2011).

A matéria mineral presente nos HPPs pode atender as demandas nutricionais de
minerais em dietas para peixes peixes, no entanto estes precisam estar equilibrados para evitar
a poluicdo de mananciais de dgua (NRC, 2011). Durante o processo de producdo dos HPPs
parte dos 0ssos e escamas podem ser removidos por filtragem diminuindo a quantidade de
minerais, entre eles calcio e fosforo. Esse fator torna o HPP um ingrediente com potencial
poluidor menor, quando comparado com a farinha de peixe. No entanto, ainda n&o ha trabalhos
que avaliem a quantidade de minerais presentes nos HPPs e se 0 processo de hidrolise contribui
para uma melhor absorcao destes nutrientes.

Observa-se que ha uma grande variacdo no teor de gordura dos HPPs (Tabela 1). Essa
variacdo pode estar ligada ao processo de producdo do hidrolisados. A utilizacdo da separagéo
das fracOes por centrifugacdo pode reduzir os teores de gordura dos HPPs para menos de 2%
da dieta (Chalamaiah et al., 2010). O substrato utilizado para produzir o HPP também pode
influenciar no teor de gordura, visto que as visceras possuem mais gordura que o musculo, por
exemplo (NRC, 2011). O alto teor de gordura presente nos HPPs, favorece a utilizagio deste
ingrediente para compor dietas para peixes carnivoros, pois estas espécies possuem uma alta
exigéncia em energia proveniente de lipideos (NRC, 2011). No caso de espécies marinhas, a
fracdo de gordura presente nos HPPs pode ser fonte de EPA e DHA, que sdo acidos graxos
essenciais necessarios para constituir membranas bioldgicas. Hidrolisado produzidos a partir

de carcaga de til&pia obtiveram a predominancia do &cido linolénico (Silva et al., 2014).
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Os HPP séo considerados fontes de alta quantidade de proteina em sua composi¢do
(Chalamaiah et al., 2012; Martinez-Alvarez et al., 2015) e os dados confirmam isto, pois a
proteina bruta dos HPPs atingem valores acima dos 60%. Os valores de proteina bruta séo iguais
ou maiores que o da farinha de peixe (Tabela 1). A maior solubilizacdo da proteina durante o
processo de hidrdlise, combinado com a remogdo das fragdes lipidica e mineral, concentra a
proteina e aumenta o teor deste nutriente no HPP (Liceaga-Gesualdo & Li-Chan, 1999). O alto
teor de proteina bruta dos HPPs permite a inclusdo deste ingrediente em dietas de espécies
carnivoras e também em espécies que encontram nas fases de larva e juvenil (NRC, 2011).

Os HPPs sdo ingredientes que possuem elevada quantidade de aminoacidos essenciais
(Leal et al., 2010). A farinha de peixe € considerada o ingrediente padrdo em dietas para animais
aquaticos, pois apresenta elevado valor bioldgico da proteina e equilibrio de aminoéacidos
(NRC, 2011). Conforme a figura 1 algumas farinhas de peixe possuem quantidades (mg/kg)
menores de lisina e metionina quando comparada com HPPs. A lisina e metionina sao
aminoacidos limitantes em dietas para peixes, sendo que muitas vezes é necessaria a inclusao
destes nutrientes na forma sintética para atender as exigéncias nutricionais de algumas espécies
de peixes (NRC, 2011). A quantidade de lisina (Tabela 3) presente nas farinha de anchova,
farinha de peixe de subprodutos de tuna e a de subprodutos de peixe branca (NRC, 2011), foi
menor que a quantidade presente nos hidrolisados FIM, FSM, FSVI, PUFH, NUFH, RUFH e
HPP (Tabela 3). A quantidade de metionina (Tabela 3) seguiu tendéncia similar, onde em
comparagdo com farinha de anchova, farinha de peixe de subprodutos de tuna e a de
subprodutos de peixe branca sendo encontrada em maiores quantidades em FIM, FSM, FSVI,
PUFH, NUFH e RUFH.

O perfil de aminoacidos dos HPP pode variar conforme o processamento ou fracdo
utilizada (Klompong et al., 2009). A utilizacdo de hidrélise em meio &cido ou béasico pode
destruir aminoacidos essenciais, em particular o triptofano, reduzindo o valor nutricional
(Plascencia-Jatomea et al., 2002). Isso explica a auséncia de triptofano em varios hidrolisados
comerciais como hidrolisado de krill, hidrolisado de camardo, hidrolisado de tilapia (Bui et al.,
2014) e hidrolisado de peixe (Gisbert et al., 2012). As fragdes dos HPPs possuem diferentes
perfis de aminoacidos, sendo que para o hidrolisado de sardinha a fragdo insoltvel concentrou
a maior quantidade de todos amino&cidos essenciais, exceto a histidina, em comparagdo com a
fracdo soltvel (Wosniak et al., 2016). Aminodcidos como a alanina, valina, leucina,
fenilalanina, prolina, triptofano, metionina e isoleucina, sdo hidrofébicos e por isso se

concentram mais na fracdo insoltvel dos HPPs (Liaset & Espe, 2008). Aminoacidos como
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serina, treonina, cisteina, asparagina, tirosina, glutamina e glicina séo hidrofilicos, e maiores
quantidades sdo observadas na fracdo soltvel dos HPPs (Liaset & Espe, 2008).

O grau de hidrolise (GH) é um dos critérios que pode ser utilizado para definir a
qualidade de um HPP. O grau de hidrolise mensura a extensdo da proteo6lise, relacionando o
percentual de clivagem das ligagdes peptidicas com a quantidade total de proteina do substrato
utilizado para a producéo do HPP (Martinez-Alvarez et al., 2015). O GH pode ser mensurado
pelas metodologias &cido trinitrobenzenosulfonico (TNBS), &cido tricloroacético (TCA),
ortoftalaldeido (OPA) e pH stat (Nielsen, Petersen, & Dambmann, 2001). A metodologia do
TNBS forma compostos de cor atraves da reagdo com 0s grupos amino, no entanto este reagente
é instavel e sensivel a luz (Rajalingam et al., 2009). O método que utiliza o &cido tricloroacético
expressa a porcentagem de proteinas soltveis em TCA relacionando a quantidade de proteina
inicial total determinada por micro Kjeldahl (Hoyle & Merrltt, 1994). O ortoftalaldeido (OPA)
reage com grupos amino-livres na presenca de beta-mercaptoetanol, ocorrendo formacéo
coloracdo detectavel a 340 nm em espectrofotdmetro (Schuster, 1988). O OPA é a metodologia
mais recomendada por ser de facil execucdo, além de ser mais precisa durante a leitura
espectrofotométrica quando comparado com o TNBS (Batista, 2011; Rajalingam et al., 2009).
O pH stat pode ser utilizado para mensurar o GH (Flaschel, & Renken, 1994). A metodologia
parte do principio que quando a hidrolise ocorre em condicGes neutras ou alcalinas, protons séo
liberados a partir dos amindcidos livres, o que leva a uma reducdo do pH. Assim, o nimero de
ligacOes pepticas pode ser estimada a partir da quantidade de base necessaria para manter o pH
constante durante a reacdo (Adler-Nissen, 1986). A desvantagem € seu alto custo e a
metodologia, pois esta técnica é invidvel para HPPs com GH acima de 30% e além disso pode
haver tamponamento durante a reacdo, 0 que altera os valores (Adler-Nissen, 1986). A
mensuracdo do GH e importante, pois a adigdo de HPPs com alto GH em dietas para peixe pode
comprometer a estabilidade dos peletes, pois aminoacidos e peptideos hidrofilicos podem se
solubilizar com a agua diminuindo o valor proteico da dieta (Kristinsson & Rasco, 2000).

Além do GH, outras metodologias podem ser utilizadas para avaliar a qualidade de um
HPP. HPLC e outras técnicas analiticas (por exemplo, espectroscopia de ressonancia nuclear
magnética, espectrometria de massa por ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz,
mapeamento de peptideos e cromatografia de troca idnica) sdo empregados para caracterizar
peptideos em HPPs (Sapan & Lundblad, 2015). A caracterizagcdo do peso molecular dos

peptideos também é importante para encontrar possiveis compostos bioativos. Foi comprovado
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em ensaios in vitro que alguns HPPs possuem peptideos com propriedades como
antimicromicrobiana, antioxidante, antifingica (Chalamaiah et al., 2012). A tabela 2 mostra o
tamanho e o percentual de peptideos presentes em alguns HPPs. Peptideos com 5000 Da
possuem cadeias polipeptidicas com 50 a 100 AA, de 1000 a 5000 Da possuem de 20 a 50 AA
e de 1000 a 100 Da de 2 a 10 AA (Bakke et al., 2010). Além de atuarem como compostos
bioativos, peptideos de baixo peso molecular (menores que 1000 Da) possuem uma absorcao
mais rapida pelos enterocitos quando comparado com macromoléculas de alto peso molecular
(Refstie et al., 2004; Aksnes et al., 2006). A presenca de peptideos com peso molecular de 100-
1000 Da estimulou a sintese de canais PEPT1, contribuindo para uma melhor absorcdo da
fracdo proteica (Bakke et al., 2010). Peptideos com peso molecular entre 500 a 3000 estimulam
a atividade de macréfagos em Salméo do Atlantico (Bogwald et al., 1996). Os peptideos de
baixo peso molecular presentes nos HPPs estdo associados ao ganho de desempenho e melhora
da satde em peixes (Gildberg et al., 1996; Khosravi et al., 2015; Skalli et al., 2014; Zheng et
al., 2014).

Hidrolisados proteicos de pescado: utilizagdo em dietas para peixes

Efeitos dos hidrolisados sobre o crescimento de peixes

A substituicdo da farinha de peixe por HPP pode aumentar o crescimento de peixes. A
tabela 4 mostra alguns trabalhos relacionando a utilizacdo de HPPs em dietas com o crescimento
de peixes. A presenca de peptideos de baixo peso molecular em dietas promove um maior
crescimento dos peixes (Aksnes et al., 2006; Tang et al., 2008; Khosravi et al., 2015) em
comparacgdo com os aminoacidos sintéticos. Os aminoacidos livres sintéticos competem entre
si por sitios de ligacdo no enterdcito, onde alguns aminoacidos podem ser mais facilmente
absorvidos em comparagcdo com outros e isso pode levar a um desiquilibrio que leva ao
catabolismo aumentando a excrecdo de compostos nitrogenados (Dabrowski et al., 2010). Os
HPPs podem promover um maior crescimento através do maior aproveitamento metabolico dos
peptideos, palatabilidade da dieta ou ainda devido a presenca de peptideos de baixo peso
molecular que possuem propriedades bioativas (Aksnes et al., 2006). Os niveis de adi¢do de
HPPs precisam ser observados, pois o excesso pode comprometer o desempenho, conforme
ocorreu para Haliotis midae, onde a incluséo de 30% de HPP promoveu um menor crescimento
e menor estabilidade do alimento na agua (Goosen et al., 2014). A inclusdo de 10% de
hidrolisado de pollock (Theragra chalcogramma), substituiu 15,38% da farinha de peixe,

aumentou o ganho de peso total, ganho de peso relativo e taxa de crescimento especifico de



27

juvenis de yellow croacker (Pseudosciaena crocea) (Tang et al., 2008). A inclusdo de 4% de
hidrolisado de krill na dieta, substituiu 8% da farinha de peixe, elevou a taxa de crescimento e
diminuiu a conversdo alimentar em juvenis de olive flounder (Paralichthys olivaceus)
(Khosravi et al., 2015). Para salméo do atlantico, a substituicdo de 37,53% da farinha de peixe
por HPP produzido a partir de residuos de pollock, resultou em uma utilizagdo mais eficiente
da proteina para o crescimento devido ao aumento da retencdo de proteina corporal (Refstie et
al., 2004). A substituicdo de farinha de peixe por niveis crescentes de hidrolisado proteico de
arenque (Clupea harengus), em dietas para salméo (Salmo salar) com peso inicial de 174g
durante 68 dias demonstraram que os peixes alimentados com as dietas contendo niveis médios
de incluséo (180 - 240 g kg™), apresentaram maior taxa de crescimento especifico. Entretanto,
ndo houve diferenca para os parametros de composicdo centesimal e analises hematoldgicas
(Hevrgy et al., 2005). A incluséo das fracdes sollveis e insoltveis de HPPs em dietas promoveu
um maior crescimento de juvenis de jundia em comparacdo com as fragGes adicionadas de
forma isolada, e isso foi atribuido a uma combinacdo dos peptideos de alto e baixo peso
molecular presentes nas fracGes proporcionam um melhor equilibrio de aminoacidos essenciais
(Wosniak et al., 2015).

Trabalhos atribuem o maior crescimento a peptideos de baixo peso molecular presentes
nos HPPs. A adicdo de 11% FPH composto por 66% de peptideos com peso molecular abaixo
de 1000 Da aumenta o crescimento e a reten¢do de proteina corporal em juvenis de Paralichthys
olivaceus (Zheng et al., 2014). O uso de peptideos com tamanhos variando de 500 a 3000 Da
estimula a atividade da superdxido dismutase em salméo do Atlantico (Gildberg et al., 1996).
Dietas formuladas com hidrolisados de krill, tilapia e camardo contendo peptideos com peso
molecular abaixo de 5000 Da proporcionaram aumento da atividade enzimatica da superéxido
dismutase e lizosima, em juvenis de Paralichthys olivaceus (Khosravi et al., 2015). A inclusao
de 6% de hidrolisado de levedura contendo 94% dos peptideos com peso molecular menor que
500 Da, proporcionou maior crescimento e sobrevivéncia de larvas de Dicentrarchus labrax
quando comparados com dietas contendo 12% de FPH composto por 37% de peptideos com
peso molecular menor que 500 Da (Skalli et al., 2014).

A inclusdo de HPPs em dietas para peixes nem sempre melhoram os parametros de
crescimento em peixes. A substituicdo de 15% da proteina da farinha de peixe por HPP
ultrafiltrado (<1000 Da) produzido a partir de Theragra chalcogramma ndo melhorou o

crescimento de Scophthalmus maximus, sendo que com 20% de substitui¢do houve diminuigéo
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do ganho de peso (Wei et al., 2015). HPP comercial constituido por peptideos menores que 66
kDa substituiu 15% da das fontes proteicas constituida por farinhas de organismos aquaticos
(camardo, lula e residuos de filé de peixes marinhos), sem afetar o crescimento e a sobrevivéncia
de juvenis de Chirostoma estor (Ospina-Salazar et al., 2016). Possivelmente, nestes estudos
ndo houve ganhos no crescimento porque os HPPs eram constituidos por peptideos de baixo
peso molecular (<1000 Da e < 66 kDa). Os peptideos de baixo peso molecular estdo ligados a
efeitos benéficos a salde e os de alto peso molecular contribuem para uma melhor

metabolizacdo da proteina e crescimento (Espe & Lied, 1999; Wosniak et al., 2015).

Hidrolisados proteicos e palatabilidade das dietas para peixes

A adicdo de HPP pode contribuir para aumentar a palatabilidade de dietas para peixes.
Os peixes detectam compostos sollveis através de corpusculos gustativos distribuidos pela
boca, es6fago, branquias, barbilhGes e na superficie externa do corpo (Halver & Hardy,
2002).0s peptideos de baixo peso molecular presentes nos HPPs sdo detectados pelo sistema
gustatorio dos peixes e podem agir como atrativos alimentares (Kotzamanis et al., 2007) A
fracdo soltvel do hidrolisado proteico de sardinha com maior GH estimulou a busca de alimento
em juvenis de jundia (Rhamdia quelen) (Broggi et al., 2017). A inclusdo de 10% de hidrolisado
de pollock aumentou a ingestdo de alimento em salméo do Atlantico (Refstie et al., 2004). O
uso de hidrolisado de pescada-do-pacifico (Merluccius productus), para o salmao-chinook
(Oncorhynchus tshawytscha), aumentou o consumo de dietas contendo niveis elevados de
farelo de soja (Ho et al., 2014). Neste sentido, sugere-se que 0os HPPs podem ser incluidos em
dietas com elevada inclusdo de ingredientes vegetais ou ainda dietas experimentais semi-

purificadas.

Hidrolisados em dieta para peixes e efeitos no metabolismo proteico

O fornecimento de proteinas hidrolisadas facilita a assimilacdo de AA, por meio de vias
de absorc¢do direta de peptideos encontradas nas membranas das microvilosidades intestinais,
que sdo absorvidos de forma mais eficiente em comparacdo com os AA livres e proteinas
intactas (Espe et al., 1993). Di e tri peptideos tém uma rota absor¢do mais rapida no intestino
(Gilbert et al., 2008), através do simporte hidrogénio/peptideo nos canais PEPT 1 e 2, que
também evita a competigdo, por sitios de absorcao nos enterdcitos, com outros nutrientes, como
minerais (Daniel, 2004). Os transportadores de peptideos s@o proteinas encontradas nos

enterdcitos que atuam translocando di e tripeptideos oriundos das dietas (Verri et al., 2011). Ao
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entrar no enterdcito, os peptideos sdo clivados por peptidases enddgenas e, na forma de AA,
sdo carreados via corrente sanguinea, para entdo serem metabolizados no figado (Ostaszewska
et al., 2009). A relacdo entre os canais PEPT 1 e 2 e a presenca de di e tri peptideos foi
evidenciada para juvenis de Gadus morhua, onde a substituicdo de 14,4% de farinha de peixe
por hidrolisado, estimulou a express@o génica de canais PEPT 1 e 2 no intestino (Bakke et al.,
2010). A utilizacéo de di peptideos em dietas para larvas de Vimba vimba aumentou a retengéo
de aminoéacidos essenciais nos tecidos (Kwasek et al., 2009).

A utilizacdo de hidrolisado de musculo ou visceras de sardinha em um nivel de até 10%
de substituicdo de farinha de peixe reduziu a excrecdo de amonia (Venturin et al., 2016). A
avaliacdo da excrecdo de amonia pode ser usada como um indicador da eficiéncia metabdlica
das dietas (Cheng et al., 2003). A utilizacdo de HPPs em dietas melhora o aproveitamento
metabolico da fracdo proteica (Resfie et al., 2004) o que reduz a excrecdo de compostos
nitrogenados. No entanto, deve-se ter o cuidado com a incluséo da fracdo soltvel dos HPPs,
pois a incluséo de 24% de hidrolisado solvel de sardinha aumentou a quantidade de amdnia
na agua, quando comparada com dietas contendo 24% das duas fragdes (soltvel e insoltvel)
(Fabregat et al., 2016). A poluicdo das aguas ocasionada pela liberacdo de compostos
nitrogenados € um dos principais problemas da piscicultura intensiva (Fang et al., 2017). Na
cadeia da piscicultura buscam-se estratégias de nutricdo e manejo para reduzir a producdo de
compostos nitrogenados em sistemas de cultivos intensivos, especialmente amoénia (Lim et al.,
2001). A utilizacdo de HPPs em dietas para peixes, pode contribuir na reducdo da poluicéo
ocasionada por compostos nitrogenados, no entanto trabalhos precisam ser realizados para

confirmar esta informacao.

Perspectivas na utilizac@o de hidrolisados em dietas para peixes cultivados

H& uma série de vantagens relacionadas com a utilizacdo de HPPs em substituicdo a
farinha de peixe envolvendo melhoras no crescimento, metabolismo proteico, salde e
diminuicdo da producdo enddgena de compostos nitrogenados. No entanto, cada tipo de HPP
vai possuir caracteristicas diferentes que irdo depender do tipo de peptideo formado. A
padronizacdo do processo de producdo dos HPPs € necesséria, pois sabendo qual a origem do
substrato, enzima utilizada e tempo de hidrolise, é possivel controlar o tipo de peptideo que sera
formado. Posteriormente, as analises irdo mostrar o tamanho do peptideo formado e a

composicao dos aminoacidos, parametros estes que definem o potencial bioativo do HPP. Cabe
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ressaltar, que ensaios in vitro e bioldgicos necessitam ser feitos para verificar os efeitos dos
HPPs no metabolismo dos peixes. Obtendo estas informagdes, o nutricionista animal, possuli
subsidios para definir qual a finalidade de cada HPP e os niveis de inclusdo em dietas

comerciais.

Concluséo
A utilizacdo de HPPs em dietas para peixes cultivados é bastante promissora, porém

antes de ser utilizado na industria de racGes, fatores como composicdo de aminoécidos, GH e
tamanho dos peptideos devem ser levados em consideracdo para que esta fonte proteica se
reverta em beneficios no crescimento e salude de peixes cultivados. O conhecimento das
caracteristicas de um HPP, sdo observacdes importantes, que o nutricionista deve possuir antes
de tomar uma deciséo ao incluir este ingrediente como uma fonte proteica ou aditivo em uma

dieta.
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Figura 1 — Principais etapas presentes no processo de producdo do HPP
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Tabela 1 - Composicdo bromatologica e grau de hidrolise (GH) hidrolisados utilizados em
dietas para peixes

Substrato Enzima Umi MS PB MM EE EB GH
FP - ND 92 64,1 25 82 ND ND
FSM Protamex® 93,28 ND 855 8 2 5108,8 20,1
FIM Protamex® 3508 ND 770 33 20,3 6097,7 9,97
HMS Protamex® 76,6 ND 734 ND 6,4 ND 59

HCS Protamex® 96,2 ND 825 ND 24 ND 22,2
FSVN Protamex® 81,05 ND 77 6,2 4,28 5169,9 17,2
FSVI Protamex® 90,40 ND 61,40 11,3 1,69 4607,8 54,0
HRT Protamex® ND ND 802 54 74 ND 22,1
HK NI ND 56,1 44,1 10,5 2,3 ND ND
HC NI ND 96 63,4 10,5 11,2 ND ND
HT NI ND 95 71,2 48 154 ND ND
HP Flavourzyme ND ND 65,61 3,99 2,06 ND 45,5

e Alcalase

FP = Farinha de peixe; FSM = Fracdo soltvel do hidrolisado de musculo de sardinha FIM =
Fracdo insoltuvel do hidrolisado de musculo de sardinha (Fabregat et al., 2016); HMS =
Hidrolisado de musculo de sardinha com baixo grau de hidrélise ; HMS= Hidrolisado de
Musculo de Sardinella com alto grau de hidrdlise (Broggi etal., 2017); FSVN = Fracéo soluvel
de viscera natural; FSVI = Fracdo Solavel visceras Industriais (Wosniak et al., 2016); HRT =
Hidrolisado de residuos de tilapia (Robert et al., 2015); HK = Hidrolisado concentrado de krill
; HC = Hidrolisado de camardo; TH = Hidrolisado de tilapia (Bui et al., 2014); HP = hidrolisado

de pollock (Theragra chalcogramma) (Tang et al., 2008).
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Tabela 2 — Peso molecular e percentual de peptideos observados em diferentes tipos de
hidrolisados.

Peptideos KH SH T™H PUFH NUFH RUFH FH UFR NFR PH
(Da)

% de peptideos na proteina bruta

>30.0000 <0,1 2 <0,1 NE NE NE NE NE NE NE
20.000-30000 <0,1 <0,1 <0,1 NE NE NE NE NE NE <0,1
10.000-20.000 <0,1 <01 1 NE NE NE <l <1 <1 <0,1

5000-10.000 2 <01 2 NE NE NE 359 35 19,7 16
10.000-5000 18 12 27 NE NE NE NE NE NE NE
5000-1000 16 18 18 NE NE NE 9,7 258 19,7 55
>2.000 NE NE NE <1 <1 <1 NE NE NE NE
2000-1000 NE NE NE 3,26 3486 4553 NE NE NE NE
1000-100 NE NE NE NE NE NE 36,1 28 58,8 66,4
1000-500 NE NE NE 22,01 2445 3051 NE NE NE NE
<500 64 68 52 NE NE NE 16 6,7 900 NE
500-180 NE NE NE 4526 24,12 1793 NE NE NE NE
<180 NE NE NE 2915 16,46 5,38 NE NE NE NE
<100 NE NE NE NE NE NE NE NE NE 26,4

KH = hidrolisado de krill; SH = hidrolisado de camardo; TH = hidrolisado de tilapia (Bui et
al.,2014); PUFH =Hidrolisado de peixe ultrafiltrado; NUFH = Hidrolisado de peixe néo-
ultrafiltrado; RUFH = material retido apds ultra filtracdo do hidrolisado de peixe; FH = Fish
hydrolysate; UFR = material retido na ultra filtracdo; NFR =material retido na nano filtracéo
(Bakke et al., 2010); PH = hidrolisado de pollok (Zheng et al., 2013); NE = peptideo ndo
encontrado.



Tabela 3 — Amino&cidos essenciais e ndo essenciais presentes nos diferentes tipos de hidrolisados.

FM FIM FSM FSVN FSVI KH SH TH PUFH NUFH RUFH HPP
Aminoacidos essenciais
Histidina 1,65 2,08 461 0,86 2,60 050 135 1,36 1,35 1,54 1,55 1,1
Isoleucina 3,17 357 1,19 0,92 3,23 1,39 232 245 3,49 2,19 2,23 4,4
Lisina 5,04 5,87 4,61 1,46 5,31 285 354 4,23 7,26 6,64 7,31 8,1
Leucina 5,05 5,62 3,42 1,84 6,35 2,32 3,76 4,38 6,65 5,76 5,93 7,7
Metionina 1,99 2,37 1,19 0,59 2,08 087 1,15 1,558 2,48 2,19 2,23 1,4
Arginina 3,85 405 2,83 0,22 0,52 294 3,71 4,06 4,87 4,54 5,01 7,2
Fenilalanina 2,78 320 1,19 0,86 2,60 125 260 242 3,63 3,21 3,19 3,6
Triptofano 0,75 042 0,15 0,22 0,63 ND ND ND ND ND ND ND
Treonina 2,82 3,07 1,64 0,92 3,65 124 232 2,77 3,18 2,83 3,05 4,3
Valina 3,50 365 1,79 1,19 4,69 157 291 294 3,71 3,40 3,62 5,2
Aminoacidos ndo essenciais
Glutamina ND 9,06 8,04 2,59 10,10 ND ND ND 12,26 11,07 12,39 14,8
Alanina ND 3,85 3,72 1,30 5,31 ND ND ND 4,66 4,07 4,41 7,6
Serina ND 2,83 1,79 1,03 2,19 ND ND ND 2,75 2,47 2,7 43
Prolina ND 2,80 2,53 1,08 3,96 ND ND ND 2,15 2,05 2,44 3,6
Cisteina ND 1,43 0,45 0,32 1,15 ND ND ND ND ND ND 2,2
Tirosina ND 2,71 0,74 0,54 0,63 ND ND ND 2,01 2,31 1,83 3,0
Glicina ND 356 4,76 1,57 5,73 ND ND ND 3,6 3,25 3,86 9,1
Aspartato ND 7,29 4,02 1,57 5,52 ND ND ND 7,62 71 8,24 10,1

43

FM=Farinha de peixe; FSM = Fracéo soltuvel do musculo; FIM = Fracdo insoltvel do musculo (Fabregat et al., 2016) FSVN = Fracéo soltvel de
viscera natural; FSVI = Fracdo Sollavel visceras Industriais (Wosniak et al., 2016); HK = Hidrolisado concentrado de krill ; HC = Hidrolisado de
camarado; TH = Hidrolisado de tilapia (Bui et al., 2014); PUFH =Hidrolisado de peixe ultra-filtrado; NUFH = Hidrolisado de peixe ndo- ultrafiltrado;
RUFH = material retido apos ultra filtracdo do hidrolisado de peixe; FH = Fish hydrolysate; UFR = material retido na ultra filtracdo; NFR =material

retido na nano filtragdo (Bakke et al., 2010) HPP = hidrolisado de peixe; (Gisbert et al., 2012). ND = ndo determinado.
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Tabela 4 — Principais beneficios dos hidrolisado utilizados em dietas para peixes.

Fonte do
hidrolisado

Espécie

Beneficio

Autor

Sardinella brasiliensis
Sardinella brasiliensis
Sardinella brasiliensis
Theragra

chalcogramma
HPP comercial

Theragra
chalcogramma
Hidrolisado de krill

HPP comercial

Hidrolisado de tilapia
Merluccius productus

Hidrolisado de pollock

Clupea harengus

Hidrolisado comercial

Rhamdia quelen
Rhamdia quelen
Rhamdia quelen
Scophthalmus

maximus
Chirostoma estor

Pseudosciaena
crocea
Paralichthys
olivaceus

Salméao do atlantico

Robalo

Oreochromis
niloticus
Oncorhynchus
tshawytscha
Halibut larvae

Salmao do atlantico

Haliotis midae

Crescimento

Reducdo da excregdo de
amonia
Palatabilidade

Crescimento

Substituicdo de farinha de
origem marinha

Crescimento

Crescimento,
conversao
antioxidante
Crescimento,
eficiéncia
palatabilidade
Crescimento e sobrevivéncia
de larvas, imunoestimulante
Expressdo dos horménios de
crescimento

reducdo da
alimentar e

Melhora na
proteica e

Antioxidante
Palatabilidade

Aumento na producdo de
lisozima

Aproveitamento da proteina

Crescimento e estimulo do
sistema imune

Wosniak et al.,
2017
Venturin et al.,
2017

Broggi et al,
2017
Wei et al., 2015

Ospina-Salazar et
al., 2016.

Tang et al., 2008).

Khosravi et al.,
2015
Refstie et al.,
2004
Kotzamanis et al.,
2007
Aksnes et al,
2006; GOmez-
Requeni et al.,

2004; Zheng, et
al., 2013
Buietal., 2014

Ho et al., 2014

Hermannsdottir et
al., 2009

Hevrgy et al.,
2005
Goosen et al.,,
2014




Quantidade (mg/kg)

Histidina
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Figura 2 — Gréfico comparando o perfil de aminoéacidos presente em hidrolisados e fontes proteicas tradicionais.
FPAME = Farinha de peixe produzida com residuos de carcaca de anchova mecanicamente extraido; FPSS = Farinha
de peixe de subprodutos de salméo FPTS = Farinha de peixe de subprodutos de tuna; FPBS = Farinha de peixe branca
produzida a partir de subprodutos (NRC, 2011);

FSM = Fracgdo soluvel do musculo; FIM = Fracéo insoltvel do musculo (Fabregat et al., 2016);

FSVN = Fracdo soluvel de viscera natural; FSVI = Fracdo Soluvel visceras Industriais (Wosniak et al., 2016);

HK = Hidrolisado concentrado de krill; HC = Hidrolisado de camardo; TH = Hidrolisado de tilapia (Bui et al., 2014);
PUFH =Hidrolisado de peixe ultra-filtrado; NUFH = Hidrolisado de peixe ndo- ultrafiltrado; RUFH = material retido
apos ultra filtracdo do hidrolisado de peixe (Bakke et al., 2010);

HPP = hidrolisado de peixe; (Gisbert et al., 2012).
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Resumo

A obtencdo de fontes proteicas com alto valor biolégico e que reduzam a demanda por
farinha de peixe nas dietas para organismos aquéaticos é uma necessidade mundial. Este estudo
tem como objetivo avaliar a substitui¢do da farinha de peixe por hidrolisado proteico de tilapia
(TPH) em dietas para o jundia (Rhamdia quelen), verificando os efeitos sobre crescimento,
composicdo corporal, parametros sanguineos, parametros bioquimicos e biomarcadores de
estresse oxidativo. Para isso foram produzidas cinco dietas isoproteicas e isoenergéticas (37%
de proteina bruta; 3500 kcal/kg de energia bruta) que continham niveis de substituicdo da
farinha de peixe por TPH (0, 5, 10, 15 e 20% de incluséo). A inclusédo de 20% de TPH nas
dietas aumentou o crescimento de juvenis de jundid. Em niveis acima de 5% de inclusdo de
TPH houve aumento da incorporagdo de proteina nos tecidos e a eficiéncia do metabolismo
oxidativo. A substituicdo da farinha de peixe de origem marinha pelo TPH, é interessante do
ponto de vista ambiental, considerando-se o declinio dos estoques pesqueiros no mundo e a

otimizagdo dos recursos naturais.

Palavras-chaves: eficiéncia proteica, reducdo de amonia, antioxidante, ingrediente alternativo.
Abreviacdes FPH: Hidrolisado proteico de peixe; TPH: Hidrolisado proteico de tilapia; AA:

amino&cidos.

1. Introducéao

A producdo mundial de tilapia é estimada em 3.670.259,0 toneladas (Food and Agriculture
Organization, 2016). O processamento dessa espécie produz 60-70% de residuos que incluem
sobras de files, cabecas, visceras, pele, 0ssos e escamas (Clement and Lovell, 1994). Residuos
resultantes do processamento de pescados sdo um problema ambiental e pesquisas devem

realizadas com o objetivo de encontrar solucGes para uma destinacdo adequada. Esses residuos
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possuem quantidades satisfatorias de proteinas e lipidios, nutrientes necessarios para a
formulacdo de dietas para espécies carnivoras e onivoras (Tacon e Metian, 2008). O
desenvolvimento de subprodutos como o hidrolisado proteico pode atender a demanda de
ingredientes em dietas para peixes cultivados (Bui et al., 2014; Robert et al., 2015; Chalamaiah
etal., 2012).

Hidrolisados de proteinas de peixe (FPH) sdo produtos originados a partir da hidrélise
enzimatica de proteinas, resultando na liberacdo de pequenos peptideos e aminoacidos livres
(Wisuthiphaet and Kongruang, 2015). Os FPH quando incluidos em dietas para peixes,
melhoram a disponibilidade e a digestibilidade da fracdo proteica (Bui et al., 2014; Refstie et
al., 2004). A substituicdo da farinha de peixe pelo FPH na dieta melhorou os pardmetros de
crescimento de Pseudosciaena crocea (Tang et al., 2008), salmdo do Atlantico (Salmo salar)
(Refstie et al., 2004), sea bream red (Pagrus major) (Bui et al., 2014), olive flounder
(Paralichthys olivaceus) (Khosravi et al., 2015) e large yellow croaker (Larimichthys crocea)
(Cai et al., 2015).

A inclusdo de FPH na dieta também pode proporcionar beneficios para a satde de peixes
(Shahidi and Janak Kamil, 2001). Os hidrolisados possuem peptideos bioativos com
propriedades imunoestimulantes (Ahn et al., 2012), antimicrobianas (Kotzamanis et al., 2007)
e antioxidantes (Sampath Kumar et al., 2012). Peptideos presentes em hidrolisados podem
sequestrar radicais de oxigénio, atuando como quelantes de ions metalicos pro-oxidantes e
como inibidores da peroxidacdo lipidica (You et al., 2009). Nesse contexto, o0 FPH além de
substituir a farinha de peixe em dietas, pode também atuar como um promotor de crescimento.

O jundia é uma espécie onivora, com exigéncia nutricional de carnivoro, e por isso necessita
de grande quantidade de proteina (Bibiano Melo et al., 2006; Salhi et al., 2004). Essa espécie,
nativa do Brasil, estd sendo criada em densidades maiores, resultando em problemas de saude

decorrentes do manejo e da criacdo. Devido aos beneficios que a inclusdo de hidrolisados
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promovem em dietas para peixes, foi objetivo deste estudo avaliar a substituicao da farinha de
peixe por hidrolisado proteico de tilapia (TPH) em dietas para o jundid, verificando os efeitos
sobre crescimento, composicao corporal, parametros sanguineos, parametros bioquimicos e

biomarcadores de estresse oxidativo.

2. Material e métodos

O ensaio experimental foi realizado em um sistema de recirculacdo de agua localizado
no Laboratdrio de Cultura do Peixe da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Palmeira
das Missdes, Rio Grande do Sul, Brasil. O sistema de recirculacdo foi organizado em um
delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro repeti¢fes (20 unidades
experimentais). Os juvenis de jundid (Rhamdia quelen) foram alimentados com uma dieta
controle e quatro niveis de substituicdo (Tabela 2) de farinha de peixe por hidrolisado de
proteico de tilapia (TPH) para avaliar os efeitos no desempenho, incorporacdo de proteina
tecidual e parametros oxidativos. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica

em Experimentacdo Animal da UFSM, sob o numero de registro 003/2015.

2.1. Peixes e instalacOes experimentais
Os juvenis de jundia (6,42 + 0,10 g) foram obtidos em uma piscicultura comercial
(Piscultura Aparecida Ltda., ljui, RS, Brasil) e aclimatados no laboratorio durante duas
semanas. Apoés a adaptacdo, os peixes foram distribuidos em um sistema com 20 peixes por
tanque e cada tratamento consistiu em quatro unidades experimentais. Durante todas as
manipulagBes, os peixes foram anestesiados com benzocaina (35 mg L™).
O sistema foi composto de tanques de polipropileno de 250 L (20 unidades), com dois
termostatos (2000 W) dentro do reservatorio para controle da temperatura, um filtro mecanico

(500 L) e dois biofiltros (1000 L cada) para sistema de filtragdo bioldgica. O tempo total do
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experimento foi estimado até o crescimento do peixe atingir o dobro do peso inicial, o que

ocorreu aos 30 dias.

2.2. Producéo do hidrolisado proteico de tilapia e dietas experimentais

O TPH foi preparado com a utilizacdo de residuos de filetagem (Carcagas sem visceras e
cabeca) do processamento de tilapia adquiridas em industrias de peixe. Para a preparacao do
hidrolisado, adicionou-se 100 g de residuos em 100 mL de agua destilada e homogeneizou-se.
Depois, adicionou-se a enzima pepsina de origem suina (Bella Vista enzimas®, S&o Paulo, SP,
Brasil) na proporc¢éo de 0,4 g para 100 g de residuo. A solucéo foi peneirada para separar 0Ss0S
e espinhas, incubada (Marconi®, Piracicaba, SP, Brasil) em uma temperatura e agitacéo
constante de 36°C durante 4 horas. Posteriormente, a solucdo foi aquecida a 100°C durante 10
minutos para desativar as enzimas, peneirada para remocao de 0ssos e espinhas e seca em estufa
(55°C) durante 24 horas.

A composicao proximal, o grau de hidrolise (DH) e o peso molecular dos peptideos sdo
apresentados na Tabela 1. As concentracdes de matéria seca, proteina bruta, lipidios e cinzas
nos ingredientes e das dietas foram analisados em quintuplicatas usando procedimentos padrao
de acordo com a Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995). Os lipidios foram
extraidos com metanol/ cloroférmio e quantificados pelo procedimento de Bligh e Dyer (1959).
O DH foi determinado de acordo com Nielsen et al., (2001). A anélise consiste na quantificacao
de grupos amino livres do hidrolisado, pela reacdo desses grupos com o-ftaldialdeido, em
relacdo a proteina total da matéria-prima, determinada pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995).
Para a determinacéo da distribuicdo de peso molecular dos peptideos do TPH, foram realizadas
corridas eletroforéticas em Tricina-SDS-PAGE, conforme Schdgger (2006), em sistema de

eletroforese mini-Protean (BioRad).



52

Uma dieta controle contendo farinha de peixe (tratamento de controle) e quatro dietas
contendo diferentes niveis de substituicdo de farinha de peixe para TPH (5, 10, 15 e 20%). A
composicao analisada e os ingredientes utilizados para a confeccdo das dietas sdo mostrados na
Tabela 2. Os ingredientes foram misturados em um homogenizador horizontal. Durante esse
processo 0s suplementos de vitaminas e minerais, 6leo e agua destilada foram adicionados aos
ingredientes. A massa produzida foi entdo peletizada. Os peletes foram secos a 55°C durante
24 h e apos as dietas foram armazenadas em recipientes de vidro fechado a -15°C. As
concentracdes de umidade, proteina bruta, lipidios e cinzas nos ingredientes e as dietas foram
analisadas em quintuplicado usando procedimentos padrdo (AOAC, 1995). A composicdo de

AA foi determinada de acordo com White et al. (1986).

2.3. Manejo alimentar e andlises de parametros fisico-quimicos da agua

Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente. As dietas foram distribuidas em trés
refeicdes (as 9 h, as 13 h e as 17 h). Antes de cada alimentacdo, todos os residuos foram
removidos por sifonagem.

As seguintes caracteristicas fisicas e quimicas da agua foram analisadas: alcalinidade total
(mg CaCO3 L) avaliada pelo método de titulagio de neutralizacéo, dureza total (mg CaCO3
L) pelo método de titulagio de complexacdo e nitrito pela alfa-naftilamina segundo os
métodos de analise da American Public Health Association (APHA, 2005). O pH foi medido
com pHametro digital (YSI® F1100), temperatura e oxigénio dissolvido, com oximetro (YSI
ProODO®). Durante o periodo experimental, a qualidade da dgua permaneceu em condicdes
ideais para a espécie (Baldisserotto e Silva, 2004), pH (7,3 + 0.2), temperatura pela manha (25,9
+ 1,3°C), temperatura pela tarde (26,7 + 1,1°C), oxigénio dissolvido (5,01 + 0,68 mg L),
amonia total (2,38 + 0,76 mg L™); nitrito (0,16 + 0,05 mg L™), alcalinidade (58,0 + 13,4 mg

CaCOs; L) e dureza (92,7 + 3.7 mg CaCOs LY).
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2.4 Amostragem

No final do periodo experimental, os peixes foram submetidos a jejum durante
aproximadamente 24 h. Dois animais por tanque (oito por tratamento) foram selecionados
aleatoriamente para coleta de sangue. Os peixes foram anestesiados e as amostras de sangue
foram coletadas imediatamente da veia caudal utilizando uma seringa médica descartavel e
agulhas (25 x 0,7 mm) contendo anticoagulante (solucdo EDTA a 10%). Cada amostra de
sangue foi dividida em duas aliquotas; uma (70 pL) foi colocada em um tubo com
anticoagulante para medicao dos parametros hematologicos (10 pL para hemoglobina, 10 puL.
de niimero total de globulos vermelhos, teste de 40 uL para micro hematocrito) e a outra foi
centrifugada a 3500 rpm durante 10 minutos para analise dos parametros bioquimicos do
plasma.

Foram realizadas medidas biométricas, com todos os animais individualmente pesados e
medidos para avaliar o crescimento e 0 ganho de peso. Sete peixes por tanque foram removidos
(28 por tratamento), anestesiados com benzocaina e submetidos a eutanasia por seccionamento
da coluna vertebral, seguindo a metodologia utilizada por Menezes et al. (2015). Dos sete
animais separados, trés foram destinados para analises de composicdo centesimal e dois para
coleta de tecido (figado, branquia e masculo) para a analise dos parametros bioquimicos (figado

e musculo) e dois para biomarcadores de estresse oxidativo (figado, branquias e musculo).

2.5 Analises
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2.5.1 Parametros de crescimento

Para determinar os parametros de crescimento, os peixes foram pesados, no inicio e no final
do periodo experimental. Antes da pesagem, os peixes foram submetidos a um periodo de jejum
de 24 h. Durante a biometria os peixes foram anestesiados com benzocaina (35 mg L™?). As
seguintes medidas foram registradas e calculadas: peso inicial (gramas), peso final (gramas),
ganho de peso (peso corporal final - peso corporal inicial, em gramas), biomassa (peso total de
peixe por tanque, em gramas), ingestdo alimentar (Dieta total consumida por tanque, em

gramas) e conversdo alimentar (consumo total de alimento / ganho de peso total, em gramas).

2.5.2 Composicao proteica corporal e muscular

A andlise da composicdo proteica da carcaca e do musculo foi realizada coletando
amostras de trés animais por tanque ao final do ensaio. A umidade foi determinada pela perda
de peso apds 4 h a 60 °C em estufa de circulacdo de ar forcado, por 8 h a 105 °C. Proteina bruta
(N x 6.25) foi determinada pela metodologia de micro Kjeldahl (método 960.52) presente na

AOAC (1995).

2.5.3 Bioquimica do figado e do musculo

No figado e nos masculos foram determinadas as quantidades de AA livres, amonia e
transaminases. Para a quantificacdo dos AA livres (Spies, 1957) e transaminases, uma amostra
de figado de 50 mg foi homogeneizada e centrifugada a 3500 rpm durante 10 minutos. Foi
utilizado um método enzimatico para a quantificacdo de glicose no figado a partir de um kit
comercial. A amonia total foi determinada pela técnica do salicilato (Verdouw et al., 1978). Os
niveis de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram

quantificados usando um kit comercial colorimétrico (Reitman e Frankel, 1957).
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2.5.4 Parametros hematoldgicos e bioguimica sanguinea

A coleta de sangue da veia caudal foi realizada no final do experimento com seringas
heparinizadas (8 peixes por tratamento). Cinco minutos antes da coleta de sangue, 0s animais
foram retirados do tanque e anestesiados com benzocaina (50 mg L™). O sangue foi utilizado
para diferentes analises. Os triglicerideos, o colesterol, a albumina, a proteina total e a glicose
no plasma e a hemoglobina foram determinados por espectrofotometria (Biospectro®) com Kits
comerciais (Doles®). Uma aliquota de sangue foi utilizada para determinacdo de hematocrito

(HCT), usando-se tubos capilares de microhematocrito

2.5.5 Biomarcadores de estresse oxidativo

Os tecidos foram homogeneizados conforme descrito por Azambuja et al., (2011). A
peroxidacdo lipidica (LPO) foi estimada usando as substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) (Buege e Aust, 1978). Os resultados sdo apresentados em nmol de malondialdeido
(MDA) por grama de tecido. O teor de tidis (-SH), proteico e ndo proteico (NPSH) foi medida,
apos reacdo com o acido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzéico) (Ellman, 1959). O contetdo de tidis

proteicos e NPSH esta apresentado em umol SH / grama de tecido.

2.6 Andlise estatistica

Inicialmente, a analise foi realizada para a deteccao de outliers, e os dados fora do intervalo
de desvio padrdo médio + 2x foram excluidos. O teste Shapiro-Wilk foi aplicado para verificar
a normalidade dos dados (homogeneidade das variancias). Os dados com distribuicdo normal
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma via. Os parametros com distribuicdo
normal e niveis de TPH na dieta foram analisadas por regressao polinomial. Foram consideradas
equacdes com confiabilidade superior a 90% (r2> 0,90). Foi utilizado o seguinte modelo

matematico:
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Yij = Bo+ PrXi + B2X? +¢ij

onde Y representa a observagdo, B representa a equagao constante, § X representa o
coeficiente de regressdo linear, B X representa o coeficiente de regressao quadratica e ¢
representa o erro residual.

As variaveis com distribuicdo ndo normal foram submetidas a ANOVA. Os dados que nao
se enquadram na regressdo polinomial tiveram as médias comparadas pelo teste de Dunnett
(p<0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software Statistical Analysis

System®.

3. Resultados
3.1 Crescimento

A incluséo de 20% de hidrolisado de tilapia melhorou o peso final (p=0,0155), ganho
de peso (p=0,155) e biomassa (p=0,0484) em comparacdo com a dieta (Tabela 3). Nenhuma
diferenca foi observada no consumo (p=0,118) da dieta. A conversdo alimentar diminuiu

(p=0,00014) em todos os tratamentos contendo TPH na dieta.

3.2. Composicao proteica e muscular
A composicéo proteica e do musculo estdo apresentados na tabela 4. A incluséo de TPH
aumentou a proteina corporal (p=0,0109) e muscular (p=0,0289) em compara¢cdo com 0

controle (sem hidrolisado).

3.3 Parametros bioquimicos do figado e musculo
Os dados de amonia sdo apresentados nas figuras 1 e 2. Os niveis de amonia diminuiram
linearmente no figado (Y=2,32-0,10327x; r?> = 0,99; p=0,0001) e musculo (Y=13,60 —

0,33410x; r>=0,93; p = 0,0001) com a inclusio de TPH. Outros pardmetros sdo apresentados na
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tabela 5. A atividade das transaminases (AST e ALT) aumentaram com a inclusdo de TPH
(p=0,0001). Aminoacidos livres no figado também aumentaram com a adi¢do de TPH nas dietas
(p=0,0001). Glicose no figado e glicogénio no musculo ndo tiveram diferencas entre os

tratamentos (p=0,51 e 0,48, respectivamente).

3.4. Parametros hematoldgicos e bioquimica do plasma

N&o houve diferenca no hematocrito (p=0,23), hemoglobina (p=0,06) e proteina total no
sangue (p=0,56) nos peixes alimentados com hidrolisados quando comparados com a dieta
contendo farinha de peixe (Tabela 6). Albumina foi maior em peixes alimentados com

hidrolisados (p=0,0031).

3.4 Biomarcadores oxidativos

A LPO, medida por TBARS, diminuiu no musculo de jundias alimentados com TPH
(p=0,0122) em comparacdo com o tratamento controle (Tabela 7). O contetdo de NPSH
aumentou com a inclusdo de TPH no musculo (p=0,0001) e branquias (p=0,0004). Tidis totais

nédo foram influenciados pela inclusédo de TPH nas dietas (p=0,2573).

4. Discussao
4.1. Crescimento

A ingestdo das dietas contendo TPH melhorou a conversao alimentar dos peixes. No nivel mais
alto de inclusdo o hidrolisado também foi capaz de promover o crescimento dos peixes em relagdo a
dieta controle. O TPH apresentou 46,9% dos peptideos com tamanho menor que 20 kDa. Os peptideos
de baixo peso molecular presentes nos hidrolisados, possuem propriedades bioativas e favorecem o
crescimento (Aksnes et al., 2006). Outros autores ja& mostraram que a ingestdo de dietas contendo 0s
hidrolisados pode melhorar o desempenho dos peixes em relacdo a dietas contendo farinha de peixe. A

substituicdo da farinha de peixe por 10% de hidrolisado de pollock (Theragra chalcogramma) aumentou
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0 ganho de peso de juvenis de yellow croacker (Pseudosciaena crocea) (Tang et al., 2008). O hidrolisado
de krill como substituto da farinha de peixe, em 10% da dieta, elevou a taxa de crescimento e diminuiu
a conversdo alimentar em juvenis de olive flounder (Paralichthys olivaceus) (Khosravi et al., 2015).
Para salmédo do atlantico, a ingestdo de dietas contendo FPH em comparagdo com uma dieta contendo
farinha de peixe resultou em uma utilizacdo mais eficiente da proteina para o crescimento (Refstie et al.,
2004)

A andlise de aminodcidos das dietas mostrou que a substituicdo da farinha de peixe pelo TPH
proporcionou uma quantidade dos aminoacidos essenciais e ndo-essenciais muito semelhante entre os
tratamentos. O perfil adequado de aminoéacidos comprova o potencial do TPH como ingrediente de
dietas para organismos aquaticos. Resultados semelhantes foram obtidos na producdo de hidrolisado de
visceras de tilapia (Silva et al., 2014). Em alguns trabalhos, a substituicdo da farinha de peixe por FPH
ndo proporcionou maior crescimento em relagédo a farinha de peixe (Ospina-Salazar et al., 2016; Wei et
al., 2015). Ainda assim a substitui¢do é positiva, pois a menor disponibilidade da farinha de peixe gera
a necessidade de ingredientes alternativos. O uso do TPH é uma boa alternativa, pois além de substituir
a farinha de peixe, promove o crescimento e ndo altera a propor¢do de aminoacidos essenciais e ndo
essenciais das dietas.

O DH do TPH foi de 20,3%, estando este valor na faixa encontrada em outros trabalhos que
foram de 9% a 54% (Fabregat et al., 2016; Venturin et al., 2016; Wosniak et al., 2016). O DH indica o
percentual de ligacdes peptidicas quebradas, o que afeta as propriedades fisico-quimicas e funcionais do
hidrolisado (Wasswa et al., 2007). Durante a hidrélise uma grande quantidade de peptideos grandes,
médios ou pequenos sao formados, dependendo da enzima ou processo utilizado (Bougatef et al., 2010).
Somente no nivel de 20% de inclusdo de TPH houve aumento no crescimento. Isto pode ter ocorrido
porque a partir deste nivel de inclusdo os peixes tiveram aporte de uma quantidade suficiente de
peptideos para alterar o desempenho. Maiores taxas de crescimento foram observadas em jundids
alimentados com hidrolisados com maior DH (Wosniak et al., 2016). No entanto, na maioria dos
trabalhos com hidrolisado de pescado os autores ndo avaliam o DH, sendo necessarios mais estudos para

elucidar melhor esta relacéo.
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4.2 Composicao corporal e parametros bioquimicos

A inclusdo do TPH na dieta aumentou a deposicdo de proteina corporal e muscular dos
juvenis de jundid, assim como a quantidade de AA livres no figado. Para juvenis do salmao
atlantico a substituicdo de farinha de peixe por hidrolisado comercial também aumentou a
retencdo de proteina corporal (Refstie et al., 2004). Os hidrolisados proteicos possuem uma
grande quantidade de peptideos de baixo peso molecular (Liaset et al., 2000), os quais sdo
absorvidos de forma mais eficiente em comparacdo com os AA livres e proteinas intactas (Espe
et al., 1993). Peptideos de baixo peso molecular tém uma rota de absorcdo mais rapida no
intestino, através do simporte hidrogénio/peptideo nos canais PEPT 1 e 2, que também evita a
competicdo, por sitios de absorcdo nos enterdcitos, com outros nutrientes, como minerais
(Daniel, 2004). Ao entrar no enterdcito, os peptideos séo clivados por peptidases enddgenas e,
na forma de AA, sdo carreados via corrente sanguinea, para entdo serem metabolizados no
figado (Ostaszewska et al., 2009). A relacdo entre os canais PEPT 1 e 2 e a presenca de di e
tripeptideos foi evidenciada para juvenis de Atlantic Cod (Gadus morhua), em que a
substituicdo de 14,4% de farinha de peixe por hidrolisado, estimulou a expressdo génica de
canais PEPT 1 e 2 no intestino (Bakke et al., 2010). No presente estudo ndo foi avaliada a
expressdo génica, mas o aumento dos AA livres no figado e a presenca de peptideos de baixo
peso molecular (46,9% dos peptideos com tamanho menor que 20 kDa) indica que a absorcao da
fracéo proteica das dietas contendo TPH foi mais eficiente.

Houve uma maior atividade das enzimas AST e ALT no figado dos jundias alimentados
com TPH. Estas enzimas sdo biomarcadores do metabolismo de AA e o aumento das suas
atividades ocorre quando ha processos de desaminacdo e transaminagdo (Cheng et al., 2010;
Meton et al., 1999). A desaminagdo consiste na quebra de AA para utilizacdo da cadeia
carbonada como fonte de energia, levando a um aumento na producdo de amodnia endogena

(Bibiano Melo et al., 2006), o que ndo foi observado nas dietas contendo TPH. Por outro lado,
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a transaminacdo consiste na sintese de AA ndo-essenciais que serdo utilizados para o
incremento proteico, a partir da transferéncia de grupos amino a cadeias carbonadas (Cheng et
al., 2010). A reducdo da amonia no figado, juntamente com o aumento dos AA livres e da
deposicédo de proteina corporal em peixes alimentados com TPH, sugerem que o aumento da
atividade das aminotransferases foram decorrentes de processos de transaminacdo. A inclusao
de 40% de hidrolisado na dieta de yellow croaker (Larimichthys crocea) estimulou a atividade
das aminotransferases e melhorou o metabolismo dos AA, resultados atribuidos a presenca de
peptideos de baixo peso molecular na dieta (Cai et al., 2015). A utilizacdo do TPH em dietas
para o jundia reduziu a producdo metabolica de amonia no figado e no musculo. Um dos grandes
problemas da piscicultura intensiva é a grande liberacdo de compostos nitrogenados, que sao
potencialmente danosos ao ambiente aquatico natural (Fang et al., 2017). Na cadeia da
piscicultura buscam-se estratégias de nutricdo e manejo para reduzir a producdo de compostos
nitrogenados em sistemas de cultivos intensivos, especialmente aménia (Lim et al., 2001). A
utilizacdo do TPH em dietas para juvenis de jundid promoveu uma melhor utilizacdo da
proteina, diminuindo a metabolizacdo de amonia, contribuindo para a reducdo dos impactos
ambientais causados pela piscicultura. Para juvenis de jundia, a utilizacdo de hidrolisado de
masculo ou visceras de sardinha em um nivel de até 10% de substituicdo de farinha de peixe

reduziu a excrecdo de amonia (Fabregat et al., 2016; Venturin et al., 2016).

4.3. Parametros hematoldgicos e plasmaticos

O nivel de hemoglobina e do hematocrito ndo diferiram entre os tratamentos e apresentaram
valores médios proximos do esperado para o jundid (Saccol et al., 2013). A substituicdo de
4,23% a de farinha de peixe por TPH para juvenis de red seabream (Pagrus major) também néo
alterou os valores de hematocrito (Bui et al., 2014). Estes resultados indicam que o TPH pode

ser utilizado de forma segura em dietas para o jundid. O aumento da albumina pode ser
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explicado pela maior disponibilidade de AA livres no figado nos peixes alimentados com as
dietas contendo TPH. A producdo de albumina esta correlacionada com a biodisponibilidade
de AA (Whicher e Spence, 1987). Esses autores também relataram que a albumina possui
funcbes de armazenamento e transporte, de modo que esta proteina pode ser utilizada nas
células para fornecer AA necessarios para a sintese de novos tecidos. O aumento da albumina

confirma, mais uma vez, que a absorcdo da proteina foi mais eficiente nas dietas contendo TPH.

4.4. Biomarcadores oxidativos

A inclusdo de TPH nas dietas influenciou positivamente o metabolismo oxidativo dos
peixes. Houve uma diminuicdo da LPO muscular nos peixes alimentados com niveis a partir
de 15% de TPH. Os di e tripeptideos presentes no TPH podem ter atuado como “‘scavengers”
de elétrons despareados, agindo como agentes antioxidantes. Peptideos derivados da hidrélise
enzimatica sdo capazes de eliminar espécies reativas de oxigénio e quelar ions metalicos pro-
oxidantes, inibindo a peroxidacdo lipidica (You et al., 2010) e atuando como compostos
antioxidantes (Raghavan et al., 2008; Ngo et al., 2010; Sampath Kumar et al., 2012; Ahn et al.,
2012). Resultados anteriores ja demonstraram que peptideos presentes em hidrolisados
aumentaram a capacidade antioxidante, prevenindo o estresse oxidativo em juvenis de Otolithes
ruber (Nazeer et al., 2012).

O aumento de NPSH foi observado no masculo e nas branquias de jundias alimentados com
TPH. O contetdo do NPSH é uma medida indireta da glutationa reduzida (Ellman, 1959). A
glutationa € um composto antioxidante ndo enzimatico formado por glutamato, cisteina e
glicina (Dandapat et al., 2000). A cisteina € um AA nédo-essencial cujo precursor é a metionina.
A guantidade de metionina, glicina e glutamina presente nas dietas foi semelhante (tabela 2).
Entretanto, os resultados dos parametros bioquimicos evidenciam um aumento na

transaminacdo das dietas contendo TPH, sugerindo uma maior sintese de AA nédo-essenciais. A
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maior disponibilidade de cisteina, glicina e glutamina aumenta a biossintese dos NPSH por
disponibilizar mais substrato (Meister, 1989), explicando a maior eficiéncia na producéo
NPSH.

A diminuicdo da LPO e o incremento de NPSH foram observados em estudos utilizando
antioxidantes tradicionais para peixes como 0leos essenciais (Saccol et al., 2013), selénio (Elia
et al., 2011) e vitamina E (Dandapat et al., 2000). A substituicao parcial de farinha de pescado
por TPH, além de proporcionar bom crescimento, eficiéncia no uso de proteina dietética e evitar
a utilizacdo de farinha de peixe de captura, também estimula o sistema de defesa antioxidante.
Assim, o TPH torna-se bastante promissor como um produto para manter a boa satde de peixes

de cultivo, podendo ser considerado um promotor de crescimento.

5. Concluséo

A inclusdo de 20% de TPH nas dietas aumentou o crescimento de juvenis de jundid. Em
niveis acima de 5% observou-se aumento na incorporagdo de proteina nos tecidos e na
eficiéncia do metabolismo oxidativo. E importante destacar que em adicdo a esses beneficios,
a substituicdo da farinha de peixe de origem marinha pelo TPH € interessante do ponto de vista

ambiental, considerando o declinio dos estoques pesqueiros no mundo.
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Tabela 1
Composicdo proximal e grau de hidrolise (DH) do hidrolisado proteico de tilapia (TPH).
Quantidade (%)

Composicao centesimal (%)
Matéria seca 88,54
Proteina 52,22
Lipidios 27,17
Cinzas 5,98
DH 20,1
Massa molecular dos peptideos
> 50 kDa 7,5
30-50 kDa 15,1
20-30 kDa 10,5
10-20 kDa 10,7
5-10 kDa 20,0
2-5 kDa 13,3

<2 kDa 22,9




Tabela 2

Formulagdo, composi¢do quimica e aminoécidos de dietas contendo diferentes niveis de
adicdo do hidrolisado proteico de tilapia (TPH).

67

Hidrolisado proteico de tilapia (%)

Ingredientes 0 5 10 15 20
Farelo de soja 15 15 15 15 15
TPH 0 5 10 15 20
Farelo de milho 12 14,5 15,5 17,5 18,5
Farelo de trigo 6,5 6 6 6 6
Farinha de peixe 45 40 35 30 25
Farinha de carne 15 13 12 10 9
Oleo de peixe 3 3 3 3 3
Calcério 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Vitamina e minerais 1 1 1 1 1
Sal 1 1 1 1 1
Composicao centesimal (%)*

Matéria seca 93,06+ 0,33 93,78+0,11 92,73£0,10 92,51+0,23 91,87+0,66
Proteina 37,94+ 0,24 37,75+ 0,59 37,90+0,49 38,21+1,68 37,79+0,45
Lipidios 13,73+£0,84  13,90+0,59 14,46+0,50 12,36+0,59 11,79+0,18
Cinzas 25,34+ 0,20 23,90+0,36 22,36+0,19 20,42+0,61 17,58+0,67
Energia bruta (Kcal)® 3853 3859 3862 3867 3869
Aminoacidos essenciais (mg/kg)**

Valina 1,93 1,92 1,93 2,08 1,92
Metionina 1,15 1,07 1,12 1,27 1,08
Cistina 0,02 0,01 0,01 0,08 0,02
Isoleucina 1,38 1,39 1,42 1,59 1,47
Leucina 2,76 2,82 2,85 3,13 2,95
Fenilalanina 1,67 1,66 1,67 1,79 1,64
Treonina 1,52 1,44 1,50 1,59 1,54
Tirosina 1,05 1,13 1,13 1,24 1,16
Lisina 1,20 1,11 1,22 1,75 1,48
Histidina 0,43 0,42 0,46 0,66 0,47
Arginina 3,27 3,33 3,23 3,14 2,95
Aminoacidos ndo essenciais

(mg/kg)**

Aspartato 1,95 1,92 2,07 1,47 2,56
Glutamina 5,41 5,50 5,97 5,10 6,24
Serina 1,94 1,89 1,93 1,85 1,86
Glicina 4,81 4,86 4,49 4,16 3,83
Alanina 3,20 3,16 3,05 3,07 2,86
Prolina 4,16 4,03 3,76 4,16 3,70
Total 37,94 37,75 37,9 38,21 37,79

“EDN = fibra em detergente neutro; *composicio analisada; **Analises realizadas no
laboratério de analises toxicoldgicas, LAMIC, conforme White et al, (1986); $valores obtidos

por calculo.
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Tabela 3
Crescimento de juvenis de jundias alimentados com diferentes niveis de inclusdo de
hidrolisado proteico de tilapia (TPH).

Hidrolisado proteico de tilapia (%)

0 5 10 15 20 p
Peso inicial (g) 6,60+0,18  6,50+0,21 6,42+0,02 6,28+0,07 6,31+0,39 0,92
Peso final (g)* 17,33+0,51 16,55+0,50 17,49+0,54 17,80+0,68 19,60+0,68* 0,0155
Ganho de peso 0,0155
(9)* 11,00£0,51 10,22+0,50 11,16+0,54 11,47+0,68 13,27+0,68*
Biomassa (g) 258,79+16,04 255,59+24 45  302,59+10,93  311,74+16,65 345,09+34,15* 0,0484
Consumo (g) # 202,05+13,23  194,94+8,20 200,11+6,14 213,27+6,22 227,92+8,26 0,118
Converséo * 1,72+0,18  1,18+0,23* 1,09+0,26* 1,16+0,05* 1,18+0,08* 0,00014

# Kruskall-wallis ANOVA, " Diferenca pelo teste de Dunnett em comparagio com o controle
(0% TPH).

Tabela 4
Composicdo proteica corporal e muscular de juvenis de jundia alimentados com diferentes
niveis de hidrolisado proteico de tilapia (TPH).

Hidrolisado proteico de tilapia (%)

0 5 10 15 20 P
Peixe inteiro (%)
Matéria seca 25,68+1,24  25,85+0,41  26,31+0,08  25,65+0,10  25,96+0,20 0,97
Proteina 14,54+0,41  16,80+0,11* 16,36+0,37* 16,99+0,09* 16,02+0,08*  0,0109
Muscular (%)
Matéria seca 22,12+0,22 22,01+0,25 21,94+0,18 20,97+0,41 21,87%0,10 0,054
Proteina 14,10+0,72 15,19+0,28* 15,56+0,24* 15,34+0,58* 15,13+0,53* 0,0289

“ Diferenca pelo teste de Dunnett em comparagdo com o controle (0% TPH).
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Bioquimica do figado e musculo de jundia alimentados com diferentes niveis de hidrolisados

proteicos de tilapia (TPH).

Hidrolisado proteico de tilapia (%)

0 5 10 15 20 p
Figado
AA (dI) 2,44+0,34 7,13+0,54* 7,44+0,29* 8,13+0,81* 8,72+0,40* 0,0001
AST (Ul/g) 3,52+0,08 3,91+0,06* 4,09+0,33* 3,81+0,07* 3,87+0,05* 0,0001
ALT (Ul/g) 0,57+0,06 1,33+0,11* 1,37+0,10* 1,34+0,10* 1,88+0,07* 0,0001
Glicose (umol/g) 16,54+1,53 14,06+1,72 17,56+1,49 14,36+1,65 15,81+1,16 0,51
Musculo
Glicogénio (umol/g) 13,67+0,55 17,09+2,06 17,20+1,38 15,08+1,29 16,38+1,28 0,48

AA = Aminoacidos livres, AST = Aspartato amino transferase; ALT = Alanina amino
transferase; ~ Diferenca pelo teste de Dunnett em comparagdo com o controle (0% TPH),

Tabela 6

Parametros da série vermelha e plasma de juvenis de jundia alimentados com diferentes niveis

de hidrolisado proteico de tilapia (TPH).

Hidrolisado proteico de tilapia (%)

0 5 10 15 20 p

Hematocrito (%) 34,11+3,70 31,88+2,75 30,75+4,09 36,00+1,73 35,05+7,82 0,23
Hemoglobina (g/dL) 5,03+0,76  5,22+0,95  5,32+0,57 5,23+0,61  5,81+0,50 0,06
Proteina totais (g/dL) 3,84+0,07  3,41+0,26  3,76+0,30  3,52+0,33  3,94+0,02 0,56
Albumina (g/dL) 0,68+0,03b 0,89+0,05* 1,01+0,07* 1,04+0,07* 0,91+0,25* 0,0031

g/dL gramas por decilitro. * Diferenca pelo teste de Dunnett em comparagio com o controle

(0% TPH).

Tabela 7

Biomarcadores oxidativos de juvenis de jundias alimentados com diferentes niveis de

hidrolisado proteico tilapia (TPH).

Hidrolisado proteico de tilapia (%)

0 5 10 15 20 p
Mdsculo
TBARS (nmol MDA/g tecido) 2,69+0,36 1,64+0,20 1,65+0,27 1,71+0,16* 1,37+0,15* 0,0122
NPSH®(umol SH/g tecido) 0,13+0,0062 0,26+0,01* 0,34+0,01* 0,31+0,001* 0,39+0,01* 0,0001
Tidis totais (umol SH/g tecido) 1,13+0,09 0,96+0,04 1,11+0,09  1,17+0,04 1,19+0,13 0,2573
Branquias
NPSH?® (umol SH/g tecido) 0,23+0,36 0,19+0,02 0,30+0,01 0,36+0,02* 0,39+0,01* 0,0004

TBARS = Espécies reativas ao acido tiobarbittrico; NPSH = ti6is ndo proteicos; ~ Diferenca
pelo teste de Dunnett em comparagdo com o controle (0% TPH).



70

Figura 1 — Concentragdo de amonia no figado de jundias alimentados com diferentes niveis de
hidrolisado proteico de tilapia (TPH).
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Figura 2 — Concentragdo de amdnia no musculo de jundié alimentados com difentes niveis de
hidrolisado proteico de tilapia TPH.
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Resumo

Neste estudo, foram avaliadas a substituicdo da farinha de peixe por hidrolisado de soja (SBH)
em dietas para o jundia e as alteragbes no crescimento, metabolismo proteico e de defesa
antioxidante. No experimento, foram utilizados 300 jundiéas, distribuidos em delineamento ao
acaso com 5 tratamentos e 4 repeti¢cdes. Foram testados niveis crescentes de hidrolisado de soja
(0%, 5%, 10%, 15% e 20%) em dietas contendo (39,00 % de proteina), durante 60 dias. Os
animais foram eutanasiados, coletou-se dados de crescimento e amostras biologicas para

analises metabolicas e oxidativas. A inclusdo de hidrolisado de soja na dieta proporcionou
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melhor crescimento dos peixes, ndo influenciando na deposi¢cdo de proteina corporal. A
producdo de compostos nitrogenados no figado e misculo também néo foi afetada por nenhuma
das dietas. A dieta contendo 20% de SBH promoveu um aumento nas quantidades dos tidis ndo
proteicos nas branqguias e cérebro. A inclusdo de SBH em substituicdo a farinha de peixe para
juvenis de jundié até 20% é recomendada, pois substitui a farinha de peixe de origem marinha,

aumenta o crescimento e contribui para o sistema de defesa antioxidante.

Declaracdo de relevancia

A farinha de peixe é a principal fonte de proteina utilizada em dietas para peixes. No
entanto, é necessario encontrar novas fontes alternativas para esse produto. Nosso manuscrito
demonstra que o hidrolisado de soja (SBH) pode ser incluido na dieta em até 20%, substituindo
a farinha de peixe, aumentando o crescimento e melhoras no sistema de defesa antioxidante de

juvenis de jundia.

Palavras-chave: hidrolisado vegetal; proteina de ingrediente; nutricdo; comida alternativa.

Introducao
A estimativa de aumento na producdo mundial de pescado é de 29 milhGes de toneladas

no ano de 2025, em comparagdo com 2015, sendo gerado pela aquicultura (Food and
Agriculture Organization, 2016). Espera-se assim que a demanda por racdes (aquafeeds)
aumente proporcionalmente ao crescimento da aquicultura, demandando mais farinha de peixe
(Gatlin 111 et al., 2007). A farinha de peixe € um dos principais ingredientes necessarios para
formular dietas para peixes, principalmente em fases mais jovens (Olsen & Hasan, 2012). A
maior parte desta farinha é oriunda da pesca extrativista (Food and Agriculture Organization,
2016; Naylor et al., 2009). Neste contexto, ha uma preocupacdo mundial para reduzir a
utilizacdo da farinha de peixe em dietas para animais de producdo (Tacon & Metian, 2008).

A industria de ragdes busca incluir na formulacdo de dietas para peixes, produtos de
origem vegetal visando substituir a farinha de peixe (Sharawy, Goda, & Hassaan, 2016). As
fontes vegetais possuem vantagens como maior disponibilidade e maior padronizacdo, em
comparacdo com a farinha de peixe (Gatlin 11l et al., 2007). No entanto, os produtos de origem
vegetal possuem algumas desvantagens quando comparados a farinha de peixe, como, por
exemplo, baixa digestibilidade, proteina de baixo valor biologico, presenca de fatores

antinutricionais e micotoxinas (Naylor et al., 2009). A utilizacdo de processos tecnolégicos e
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biotecnoldgicos pode melhorar as caracteristicas bromatologicas deste produtos, como o
aumento da digestibilidade dos nutrientes e a diminui¢do de compostos antinutricionais (Barca,
Alazar & Marini, 2000).

Os hidrolisados de origem vegetal podem substituir a farinha de peixe parcialmente e,
em alguns casos, melhora o crescimento. O hidrolisado de soja substituiu parcialmente a farinha
de peixe em dietas para juvenis de Platichthys stellatus (Song et al., 2014) e de Paralichthys
olivaceus (Mamauag et al., 2011). O hidrolisado de gluten de trigo pode substituir a farinha de
peixe para Oncorhynchus mykiss (Storebakken et al., 2015) e para Lates calcarifer (Apper et
al., 2016). Peptideos de cadeia curta e aminoacidos livres presentes nos hidrolisados aumentam
a palatabilidade da dieta (Aksnes, Hope, Jonsson, Bjornsson, & Albrektsen, 2006). A proteina
de soja tratada com Flavorizyme® aumentou a quantidade de aminoacidos livres quimio-
atractantes (Hrckova, Rusnakova, & Zemanovic, 2002). A inclusdo de hidrolisados pode
melhorar a absorcao da fracdo proteica em dietas para peixes. Sendo assim, ha necessidade de
pesquisas com biotecnologias envolvendo o tratamento enzimatico em produtos de origem
vegetal, com a intencdo de aumentar a inclusdo em dietas para peixes.

O jundid (Rhamdia quelen) é uma espécie onivora com exigéncias nutricionais de
carnivoro, que demanda dietas com alta quantidade e qualidade de proteina (Salhi, Bessonart,
Chediak, Bellagamba, & Carnevia, 2004). Devido a essas caracteristicas bioldgicas,
metodologias de processamento de fontes proteicas de origem vegetal, como por exemplo a
producdo concentrados proteicos utilizando processos quimicos, sdo estudadas para aumentar
a inclusdo destes ingredientes em dietas para o jundia (Lovatto et al., 2017; Goulart et al., 2013).
Neste estudo, foram avaliadas a inclusdo de hidrolisado de soja (SBH) em dietas para o jundia
e os efeitos no crescimento, composi¢do corporal e bioquimica dos tecidos.

Material e métodos
O experimento foi realizado em um sistema de recirculagdo de agua localizado no

Laboratorio de Cultura do Peixe da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Palmeira
das Missbes, Rio Grande do Sul, Brasil. O desenho experimental foi composto por 5
tratamentos e 4 repeticdes (20 unidades experimentais). Os juvenis de jundid (Rhamdia quelen)
foram alimentados com uma dieta de controle e quatro diferentes niveis de substituicdo de
farinha de peixe com hidrolisado de proteina de soja (SBH) por 60 dias. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da UFSM, sob o nimero de registro
003/2015.



75

Peixes e instalacdes experimentais

Os juvenis de jundia (6,42 = 0,10 g) foram obtidos a partir de uma piscicultura comercial e
aclimatados no laboratério durante duas semanas. ApOs a adaptagdo, os peixes foram
distribuidos em um sistema de recirculacdo com 15 peixes por tanque e cada tratamento
consistiu em quatro unidades experimentais. Durante todas as manipulagdes, os peixes foram
anestesiados com benzocaina (35 mg L).

O sistema de recirculagdo era composto de tanques de polipropileno de 100 L (20 unidades)
com dois termostatos (2000 W) para controle de temperatura, um filtro mecanico (500 L), dois

biofiltros (1000 L cada) para compor o sistema de filtracdo bioldgica.

Processo de producdo de hidrolisado de soja e dietas experimentais

O SBH foi preparado com farelo de soja. Para a preparacéo do hidrolisado, adicionou-se
100 g de farelo de soja em 100 mL de agua destilada e homogeneizou-se. Depois, adicionou-se
enzima pepsina de origem suina (Bella®) na proporcao de 0,4 g para 100 g do farelo. A solucéo
foi colocada em incubadora (Marconi®) com uma temperatura constante de 36°C e agitacéo
durante 4 h. Posteriormente, a solucdo foi aquecida a 100 °C durante 10 minutos para desativar
as enzimas e secas em estufa (55°C) durante 24 h.

A composicao proximal, o grau de hidrélise (DH) e o perfil de peptideos sdo mostrados na
Tabela 1. As concentracdes de matéria seca, proteina bruta, lipidios e cinzas nos ingredientes e
nas dietas foram analisadas em quintuplicado usando procedimentos de acordo com a
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995). Os lipidios foram extraidos com
metanol / cloroférmio e quantificados pelo procedimento de Bligh & Dyer, (1959). DH foi
determinado de acordo com Nielsen et al. (2001). A analise consiste na quantificacdo de grupos
amino livres na fracdo soltuvel do hidrolisado proteico, pela reacdo desses grupos com o-
ftaldialdeido, em relacdo a proteina total da matéria-prima, determinada pelo metodo de
Kjeldahl (AOAC, 1995). Para a determinacdo da distribuicdo de peso molecular dos peptideos
do SBH, foram realizadas corridas eletroforéticas em Tricina-SDS-PAGE, conforme Schagger
(2006), em sistema de eletroforese mini-Protean (BioRad).

Foi formulada uma dieta de controle contendo farinha de peixe (tratamento de controle) e
quatro dietas contendo diferentes niveis de substitui¢cdo de farinha de peixe para SBH (5, 10,
15 e 20%). A composicdo analisada e os ingredientes utilizados para o processamento das dietas
sdo mostrados na Tabela 2. Os ingredientes foram misturados em um misturador horizontal.

Durante esse processo, pré-mistura de vitaminas e minerais, 0leo e agua destilada foram
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adicionados aos ingredientes. Posteriormente a massa formada foi peletizada. Os peletes foram
secos a 55°C durante 24 h, apo6s foram armazenados em recipientes de vidro fechado a -15°C.
As concentracdes de umidade, proteina bruta, lipidios e cinzas nos ingredientes e as dietas
foram analisadas em quintuplicata usando procedimentos padrdo (AOAC, 1995). A composicédo

de aminoécidos livres (AA) foi determinada de acordo com White et al. (1986).

Manejo alimentar e analise dos paréametros fisico-quimicos da agua

Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente. As dietas foram distribuidas em trés
refeicbes (9h da manhd, 13h e 17h). Antes de cada alimentacdo, todos os residuos foram
removidos por sifonagem.

As seguintes caracteristicas fisicas e quimicas da agua foram analisadas: a alcalinidade total
(mg CaCO3 L7) foi avaliada pelo método de titulagdo de neutralizagdo, dureza total (mg
CaCO3 L) por um método de titulagio de complexagao e nitrito pela alfa-naftilamina método
segundo os métodos de analise manual da American Public Health Association (APHA, 2005).
O pH foi medido com medidor de pH digital (YSI® F1100), temperatura e oxigénio dissolvido,
com oximetro (YSI ProODO®). Durante o experimento, a qualidade da 4gua permaneceu em
um nivel ideal para as espécies (Baldisserotto & Silva, 2004) com pH (7,4 + 0,6), temperatura
da manha (26,1 + 1,8°C), temperatura da tarde (26,9 £ 1,3°C), oxigénio dissolvido (5,9 + 0,51
mg L), aménia total (1,03 + 0,34 mg L1); nitrito (0,11 + 0,3 mg L), alcalinidade (61,0 + 12,2
mg CaCOs L1) e dureza (95,8 + 1,5 mg CaCO3 LY).

Coleta de amostras

No final do periodo experimental, os peixes foram submetidos a jejum durante
aproximadamente 24 h. Dois animais por tanque (oito por tratamento) foram selecionados
aleatoriamente para coleta de sangue. Os peixes foram anestesiados e as amostras de sangue
foram coletadas imediatamente da veia caudal utilizando-se uma seringa médica descartavel e
agulhas (25 x 0,7 mm) contendo anticoagulante (EDTA solucdo a 10%). Cada amostra de
sangue foi dividida em duas aliquotas; um foi colocado em um tubo de anticoagulacéo para
medicdo hematologica direta (hemoglobina, nimero total de glébulos vermelhos, micro-
hematocrito) e o outro foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos para analise dos
parametros bioquimicos plasmaticos.

Foram tomadas medidas biométricas, com todos os animais individualmente pesados e

medidos para avaliar o crescimento e o ganho de peso. Foram removidos sete peixes por tanque
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(28 por tratamento) anestesiados com benzocaina e foram entdo sacrificados por secagem da
coluna vertebral, seguindo a metodologia utilizada por Menezes et al., (2015). Apds 0 processo
de eutanésia, foram separados trés animais para coleta e analise da composicao centesimal. Dois
animais foram destinados para remocao de tecidos (figado, branquias e musculos) para a analise
dos parametros bioquimicos (figado e musculo) e dois para biomarcadores de estresse oxidativo
(figado, branquias, musculo e encéfalo).

Analises das amostras

Parametros de crescimento

Antes da pesagem, os peixes foram submetidos a um periodo de jejum de 24 h. Para
determinar o crescimento animal, os peixes foram pesados individualmente, no inicio e no final
do periodo experimental. Durante a medicdo biométrica, os peixes foram anestesiados com
benzocaina (35 mg L). As seguintes medidas foram registradas e calculadas: Peso inicial (g);
Peso final (9);

Ganho de peso = (peso corporal final - peso corporal inicial; g);
Fator de condicdo = (Peso final / Comprimento padrdo3) X 100
Biomassa = (peso total de peixe por tanque; g);

Ingestdo de alimento = (Dieta total consumida por tanque; g);

Converséo de alimentar = (Consumo total de alimentos / ganho de peso total).

Composicéo corporal e do masculo

A anélise da composicao quimica e da qualidade da carcaca foram realizadas coletando-
se amostra de trés animais por tanque no final do ensaio. A matéria seca do musculo e do peixe
inteiro foram determinados pela perda de peso apds 4 h a 60 ° C em estufa de circulacédo forgada
de ar, seguido de 8 h a 105 ° C. O teor de cinzas foi determinado a 550 ° C (método 923.03) de
acordo com AOAC (1995). A proteina bruta (Nx6.25) foi determinada pelo procedimento de
micro Kjeldahl (método 960.52) da AOAC (1995). Os lipidios foram extraidos com
metanol/cloroférmio e quantificados (Bligh & Dyer, 1959).
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Parametros bioquimicos do figado e musculo

No figado e musculo foram determinados AA livres e amoénia. Para a quantificacdo de AA
(Spies, 1957), uma amostra de 50 mg de figado foi homogeneizado em tampéo fosfato de
potassio (50 mM) e centrifugado a 3500 rpm durante 10 min. Foi utilizado um método
enzimatico para a quantificagdo de glicose a partir de um kit comercial (Doles®). A amonia total

foi determinada pela técnica do salicilato (Verdouw, Van Echteld, & Dekkers, 1978).

Parametros hematoldgicos e plasmaticos

A coleta de sangue foi realizada no final do experimento por pun¢éo caudal com seringas
heparinizadas (10 peixes por tratamento). Cinco minutos antes da coleta de sangue, 0s animais
foram retirados do tanque e anestesiados com benzocaina (50 mg L™). O sangue foi utilizado
para diferentes analises. Os triglicerideos, o colesterol, a albumina, a proteina total e a glicose
no plasma e a hemoglobina foram determinados por espectrofotometria (Biospectro®) com Kits

comerciais (Doles®).

Tiois totais e ndo proteicos

Os tecidos foram homogeneizados conforme descrito por Azambuja et al., (2011). O
contetido de tidis (SH), totais (TT) e ndo proteicos (NPSH), foram mensurados, apds reacao
com &cido 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoico) (Ellman, 1959). A quantidade de TT e NPSH esta

apresentada em pumol SH/g de tecido.

Andlises estatisticas

Os parametros avaliados ndo se adequaram aos modelos de regressdo linear e
quadratico. Assim, os dados foram comparados pelo teste de Duncan (p<0.05). Os

procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o Statistical Analysis System® software.

Resultados

Crescimento

A inclusdo de SBH em substituicdo a farinha de peixe melhorou o desempenho
zootécnico de juvenis de jundia (Tabela 4). O peso final (Figura 1; p=0,0036), ganho de peso
(p=0,0036), taxa de crescimento especifico (p=0,009) e fator de condic¢do (p=0,001) foram
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maiores em todos os niveis de inclusdo de SBH em relacdo a dieta controle. O consumo de

racao e a conversdo alimentar ndo diferiram (p>0,05) entre os tratamentos.

Composicéo corporal e do filé

A inclusdo de SBH em até 20% da dieta ndo alterou a composicdo corporal e do filé

(Tabela 5) em juvenis de jundia (p>0,05).

Parametros sanguineos

A inclusdo de até 20% de SBH e dietas para juvenis de jundid ndo alterou os

parametros sanguineos da série vermelha e do plasma avaliados (Tabela 6).

Parametros bioquimicos figado e masculo

Os parametros bioquimicos sdo apresentados na tabela 7. A incluséo de niveis de SBH
em até 20% ndo alterou os parametros bioguimicos avaliados no figado (AA, amonia e glicose)

e no musculo (aménia e glicogénio).

Tiois totais e ndo proteicos

A inclusdo de 20% de SBH estimula a producédo de tidis ndo proteicos no encéfalo
(p=0,0264) e nas branquias (p=0,001) dos jundias, em comparacdo com a farinha de peixe
(Tabela 8). A quantidade de NPSH no musculo ndo sofreu alteracdes entre os niveis de SBH.

A quantidade de TT nos tecidos avaliados néo foi afetada pela inclusdo de SBH.

Discussao

Os jundias alimentados com dietas contendo SBH obtiveram um maior crescimento
em comparacdo com dietas com farinha de peixe. Os ingredientes de origem vegetal podem
apresentar problemas como excesso de polissacarideos, fatores antinutricionais e baixa
absorcdo (Chou, Her, Su, & Hwang, 2004). A utilizacdo de processos biotecnoldgicos, como a
hidrolise enzimatica, pode melhorar as caracteristicas nutricionais da soja e outros ingredientes
de origem vegetal (Hou, Wu, Dai, Wang, & Wu, 2017). O processo de hidrolise disponibiliza
de forma mais efetiva a fragcdo proteica presente na soja, melhorando a absorcéo e o crescimento
(Lamsal, Jung, & Johnson, 2007). A incluséo de 20% de SBH nas dietas melhorou o
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crescimento de juvenis de Paralichthys olivaceus (Mamauag et al., 2011). A incluséo de 14 a
23,2% de SBH na dieta promoveu um maior crescimento, em compara¢do com a farinha de
peixe, em juvenis de Platichthys stellatus (Song et al., 2014).

O DH obtido no SBH foi de de 14,1%. O DH ¢é considerado baixo quando comparado a
outros trabalhos (Fabregat et al., 2016; Venturin et al., 2016; Wosniak et al., 2016). No entanto,
mesmo assim os peptideos formados podem ter contribuido para melhorar o crescimento dos
juvenis de jundia, uma vez que 52,79% deles continham peso molecular menor que 10 kDa. O
maior crescimento de Paralichthys olivaceus, alimentado com SBH em substituicdo a farinha
de peixe, foi atribuido a presenca de peptideos menores que 3 kDa, pois esses possuem um
melhor aproveitamento metabolico (Mamauag et al., 2011). A inclusdo de 40% de hidrolisado
de soja em dietas, contendo peptideos com peso molecular de 1 a 3 kDa, proporcionou um
maior crescimento para Pagrus major e Paralichthys olivaceus (Teshima et al., 2004). A
presenca de AA e peptideos de cadeia curta no Iimen intestinal de peixes estimula atividade
enzimatica (Song et al., 2016) e aumenta o tamanho das vilosidades (Wosniak et al., 2016).
Sugere-se que estes peptideos tenham contribuido para estimular o crescimento dos juvenis de
jundid. No entanto, trabalhos futuros precisam ser realizados para elucidar melhor a relacao
entre o DH e peptideos presentes no SBH e seus efeitos na maturacao intestinal e crescimento.

A inclusdo de SBH em substituicdo a farinha de peixe ndo afetou o consumo e a
conversdo alimentar dos juvenis de jundia. Isso indica que ndo houve problemas ligados a
palatabilidade da dieta. A presenca de produtos de origem vegetal em dietas para peixes pode
diminuir a palatabilidade e, consequentemente, o consumo (Gatlin 111 et al., 2007). O consumo
foi reduzido com a inclusdo de 15% de farelo de soja em dietas para Sparidentex hasta, o que
foi atribuido a menor palatabilidade em comparacdo com a farinha de peixe (Yaghoubi, Tor,
Marammazi, Safari, & Gisbert, 2016). Uma solugdo para reduzir problemas com a
palatabilidade em dietas vegetais é o tratamento com enzimas. A proteina de soja tratada com
Flavorizyme® aumentou a quantidade de AA livres quimio-atractantes (Hrckova et al., 2002).
Além dos AA, peptideos presentes em hidrolisados estimulam a ingestdo de alimento, o que ja
foi evidenciado para jundias (Broggi, Wosniak, Uczay, Pessatti, & Fabregat, 2017). Sendo
assim, a hidolise pode ser uma alternativa para problemas com reducdo de consumo e
palatabilidade de alimentos.

A deposicédo proteica e os AA livres teciduais ndo foram afetados pela inclusdo de
SBH na dieta. Os hidrolisados proteicos possuem peptideos de baixo peso molecular (Liaset,
Lied, & Espe, 2000), os quais sdo absorvidos de forma mais eficiente em comparacdo com

proteinas intactas (Tonheim, Espe, Hamre, & lvar, 2005). Os AA livres no figado e no musculo
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néo tiveram diferencas entre as dietas, indicando que o SBH, mesmo sendo um ingrediente
vegetal, possibilitou 0 mesmo aproveitamento metabdlico da proteina em comparagdo com a
farinha de peixe. O processo de hidrélise disponibilizou peptideos de baixo peso molecular,
assim sugere-se que devido a presenca destes compostos, a deposicdo proteica dos peixes
alimentados com SBH foi igual aos alimentados com farinha de peixe.

O metabolismo de proteinas envolve processos de desaminacéo e transaminagdo (Cheng
et al., 2010; Meton et al., 1999). A desaminacéo consiste na quebra de AA para a utilizacao de
sua cadeia carbonada como fonte de energia e isto leva a um aumento na producéo de amonia
endogena (Bibiano Melo et al., 2006). Isso ndo foi observado nas dietas contendo SBH. Um
dos grandes problemas da piscicultura intensiva € a liberacdo de compostos nitrogenados, que
sdo potencialmente danosos ao ambiente aquatico natural (Fang et al., 2017). A quantidade de
amonia no plasma de Gadus morhua aumentou quando usadas dietas vegetais (Hansen,
Rosenlund, & Karlsen, 2007). A incluséo de até 20% de SBH n&o afetou de forma significativa
0 metabolismo proteico. Portanto, o SBH pode ser incluido em dietas para jundia até 20%, sem
aumentar a producdo de amonia endogena, evitando a contaminagdo por compostos
nitrogenados.

Os pardmetros sanguineos ndo foram afetados pela inclusdo de SBH na dieta e 0s
valores sdo préximos aos de outros trabalhos com jundia (Saccol et al., 2013). O estado de
salde dos animais de criacdo pode ser avaliado através dos dados sanguineos (Grant, 2015). A
utilizacdo de fontes de origem vegetal em substituicdo a farinhas de origem animal podem
ocasionar problemas nos eritrocitos (Lim et al., 2011). A inclusdo de 34% de farelo de soja na
dieta para juvenis de Sparidentex hasta causou anemia, pela diminuicdo da contagem de
glébulos vermelhos e hematdcrito (Yaghoubi et al., 2016). A inclusdo de concentrado de soja
tratado com proteases microbianas ndo interferiu nos parametros sanguineos dos animais
(Biswas et al., 2017).

A quantidade de NPSH nas branquias e cerebro foi maior nos jundias alimentados com
dietas que continham 20% de SBH. O contetdo do NPSH é uma medida indireta da glutationa
reduzida (Ellman, 1959). A glutationa é um composto antioxidante ndo enzimatico formado por
glutamato, cisteina e glicina (Dandapat, Chainy, & Rao, 2000). A cisteina é um AA nao-
essencial cujo precursor é a metionina (NRC, 2011). O aumento dos NPSH pode estar
relacionado & uma melhor absor¢do dos AA metionina, acido glutdmico e glicina presentes no

SBH. A maior disponibilidade de cisteina, glicina e glutamina aumenta a biossintese dos NPSH
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por fornecer mais substrato (Meister, 1989), explicando a maior eficiéncia na produgéo de
NPSH.

O incremento de NPSH foi observado em estudos com antioxidantes tradicionais para
peixes, como 6leos essenciais (Saccol et al., 2013), selénio (Elia, Prearo, Pacini, Dorr, & Abete,
2011) e vitamina E (Dandapat et al., 2000). Os peptideos possuem capacidade antioxidante
atuando como doadores de elétrons (Ngo, Qian, Ryu, Park, & Kim, 2010; You, Zhao,
Regenstein, & Ren, 2010). A inclusdo de SBH em dietas para Platichthys stellatus aumentou a
capacidade antioxidante e a atividade da superoxido dismutase (Song et al., 2014). Os peptideos
presentes no SBH podem ter atuado como doadores de elétrons e com isto ndo foi necesséaria a
utilizacdo dos NPSH, o que aumentou a quantidade deste composto no organismo dos peixes.

Cabe ressaltar que o SBH substituiu 20% da farinha de peixe de origem marinha. A
utilizacdo da hidrolise enzimatica no processamento de produtos de origem vegetal pode trazer
beneficios para a cadeia da producdo de peixes. A reducdo na utilizacdo da farinha de peixe é
uma demanda mundial, pois os estoques pesqueiros estdo em reducdo, sendo assim, no futuro
ndo havera viabilidade econdmica e ambiental para se utilizar esta fonte em dietas para peixes
(Gatlin Il et al., 2007). A substitui¢do parcial da farinha de peixe por hidrolisados vegetais foi
possivel em varias espécies como Acipenser schrenckii (Xu, Wang, Zhao, & Luo, 2012),
Platichthys stellatus (Song et al., 2014) e Rachycentron canadum (Zhou et al., 2005). Com a
inclusdo de SBH em dietas é possivel realizar uma substituicdo consideravel de farinha de
peixe, melhorando o crescimento e sem afetar a deposicao proteica nos tecidos. A incluséo de
SBH também indica melhoras no sistema de defesa antioxidante. Sendo assim, mais estudos
devem ser realizados com hidrolisados, utilizando outros substratos de origem vegetal ou outras

enzimas.

Conclusodes
A substituicdo da farinha de peixe por SBH para a alimentacéo de juvenis de jundia

até o nivel de 20% é recomendada, pois melhora o crescimento e a condicdo corporal. A
inclusdo de SBH em dietas diminui a utilizacdo de farinha de peixe marinha. O SBH estimula

a sintese de NPSH, contribuindo com o sistema de defesa antioxidante ndo-enzimatico.
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Tabela 1.
Composicédo proximal e grau de hidrolise (DH) do hidrolisado proteico de soja (SBH).

Quantidade (%)

Composicao centesimal (%)

Matéria seca 87,00
Proteina 40,60
Lipidios 2,00
Cinzas 7,00
DH 14,1
Massa molecular dos peptideos

> 100 kDa 6,32
50,1-100 kDa 4,34
30,1-50 kDa 20,45
20,1-30 kDa 15,51
10,1-20 kDa 0,31
5,1-10 kDa 39,16
2,1-5 kDa 10,57
1,1-2 kDa 0,42
<1lkDa 2,64

*Estimado por eletroforese (Tris-Tricina SDS-PAGE).

Tabela 2 - Formulacdo e composicdo centesimal de dietas contendo diferentes niveis de

adicdo do hidrolisado proteico de soja (SBH).

SBH (%)

0 5 10 15 20
Farinha de peixe 45 40 35 30 25
SBH 0 5 10 15 20
Farelo de milho 13,5 10,6 8,7 6,3 3
Farelo de trigo 5 7,5 9 11 14
Farelo de soja 15 15 15 15 15
Farinha de carne 15 15 15 15 15
Oleo de peixe 3 3,4 3,8 42 45
Calcario 1,5 15 15 15 15
Vitaminas e minerais 1 1 1 1 1
Sal 1 1 1 1 1
Total 100 100 100 100 100
Composicao centesimal (%)*
Matéria seca 93,3 9434 9386 9353 93,61
Proteina 39,23 3959 3950 39,08 39,01
Lipidios 11,42 1156 1162 11,76 11,27
Cinzas 2444 2311 2169 20,29 19,52
Energia bruta (kcal kg?)® 3856,22 3890,69 3926,53 3961,48 3989,63

*Composicao analisada; *calculo EB=((PBx5,65)+(EEx9,4)+(ENNx4,15))x10
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Tabela 3 — Composicdo de aminoacidos de dietas contendo diferentes niveis de hidrolisado
proteico de soja (SBH).

SBH (%)
0 5 10 15 20

Aminoacidos essenciais (mg kg™)

Isoleucina 1,43 146 149 163 152
Leucina 286 296 299 320 3,05
Fenilalanina 1,73 174 1,75 183 1,70
Lisina 1,25 1,17 128 180 1,53
Histidina 045 045 048 0,68 0,49
Arginina 339 350 338 322 3,05
Tirosina 1,10 1,19 1,19 1,27 1,20
Treonina 157 151 157 163 1,59
Metionina 1,20 1,13 1,18 1,31 1,111
Valina 200 201 203 214 198

Aminoacidos n&o essenciais (mg kg™)

Cistina 0,03 001 0,01 0,09 0,02
Alanina 331 332 319 314 295
Prolina 431 423 394 426 3,82

Aspartato 202 201 216 151 265
Glutamina 560 5,77 6,24 523 6,44
Serina 201 199 203 190 192
Glicina 498 511 4,70 426 3,96
Total 39,23 39,59 39,50 39,08 39,01
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Tabela 4 - Parametros de crescimento de jundiés alimentados com diferentes niveis de
hidrolisado proteico de soja (SBH).

SBH (%)
0 5 10 15 20 p
Pl 660£0,09 643+0,15 6244038 652012 6,30+0,08 0,81

13,46+1,04a 13,16+0,60a 14,66+1,17a 12,89+1,85a 0,036
1,92+0,06a 1,90+0,09a 1,19+0,09a 1,18+0,18a 0,009
0,97+0,02a 0,93+0,02a 1,05+0,008a 1,08+0,03a 0,001
CON 596,1+14,7 562,1+12,2 570,0+255 609,3+36,6 584,4+36,8 0,65
CA 1324007 1,33+0,02 1,32+0,10 1,36+0,04 1,31+0,009 0,97
P1 = peso inicial (g); PF = peso final (g); GP = Ganho de peso (g); TCE = taxa de crescimento

GP  7,60+0,64b
TCE 1,27+0,07b
FC  0,71+0,01b

especifico (g); FC = fator de condicdo; CON = consumo (g); CA = Conversao alimentar; Letras

diferentes na mesma linha indica diferenca pelo teste de Duncan.

Tabela 5 - Composic¢do quimica corporal e muscular de jundias alimentados com diferentes
niveis de hidrolisado de soja (SBH).

SBH (%)
0 5 10 15 20 p

Peixe inteiro (%)

Matéria seca 26,20+0,34 26,28+0,42 25,08+1,25 26,28+0,44 27,19+0,59 0,23
Proteina 14,88+0,37 14,04+0,11 14,05+0,25 14,76+0,11 14,11+0,20 0,80
Lipidios 451+0,35 4,19+0,15 4,75+0,57 4,92+0,29 4,83+0,25 0,32
Cinzas 3,41+0,28  4,07+0,37 3,37+1,03 3,34+0,44 2,71+0,39 0,54
Musculo (%)

Matéria seca 26,95+0,65 26,42+0,68 29,62+0,56 26,35+1,40 26,90+0,81 0,54
Proteina 21,00+0,53 21,49+0,41 21,20+0,48 21,01+0,74 21,85+0,62 0,60
Lipidios 1,82+0,57 1,83%0,29 1,49+0,22 2,44+0,25 1,71+0,63 0,56
Cinzas 1,64+0,04 1,64+0,04 1,80+0,05 1,60+0,06 1,61+0,07 0,14
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Tabela 6 - Série vermelha sangue e pardmetros plasmaticos de jundias alimentados com
diferentes niveis de hidrolisado proteico de soja (SBH).

SBH (%)
0 5 10 15 20 P

Serie vermelha

Eritrdcitos (x 10%/uL) 2,14+2 56 2,46+5,59 2,19+8,80 2,26+3,41 1,98+2,85 0,92
Hematdcrito (%) 26,95+,66 28,50+1,48 26,70+£1,19 28,85+1,01 28,30+1,22 0,55
Hemoglobina (g/dL) 5,44+0,27 5,42+0,19 4,92+0,28 5,33+0,19 5,31+0,23 0,55
MCV (fL) 147,11+21,82 167,94+27,74 109,25+22,48 134,39+25,06 143,03+23,46 0,63
MCH (pg) 28,71+3,40 29,3714,15 20,38+4,27 24,76+4,60 26,66+4,27 0,62
MCHC (%) 20,28+1,09 19,43+0,99 18,90+1,13 18,62+0,72 19,00+0,96 0,77
Parametros plasmaticos

Proteinas totais (g/dL) 5,58+0,14 5,55+0,08 5,45+0,21 5,37+0,06 5,51+0,15 0,83
Albumina (g/dL) 0,87+0,06 0,67+0,05 0,64+0,06 0,66+0,06 0,71+0,07 0,10
Colesterol (g/dL) 164,09+11,77 159,87+3,32  144,67+5,15 166,09+3,97 159,79+10,75 0,39

VCM = volume corpuscular médio; HCM= hemoglobina corpuscular média; CHCM =

concentracdo de hemoglobina corpuscular média.
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Tabela 7 — Bioquimica do figado e muasculo de jundiés alimentados com diferentes niveis de

hidrolisado proteico de soja (SBH).

SBH (%)

0 5 10 15 20 p
Figado
AA 5,20+0,64 5,45+0,60 4,21+0,73 4,39+0,28 4,58+0,48 0,49
(dL)
Amaonia 9,09+1,26 12,47+£1,21 13,61+0,85 11,62+1,44 12,67+1,16 0,17
(umol/g)
Glicose 31,39+6,01 33,22+7,15  30,42+6,35  40,33+2,66  32,89+2,15 0,73
(umol/g)
Musculo
Ambdnia 22,84+1,46 22,38+1,56 19,78+0,58  21,44+0,28 21,26+1,31 0,38
(Hmol/g)

Glicogénio  202,72+74,23 166,56+34,08 99,47+25,97 175,35+35,7 144,04+13,33 0,51
(umol/g)

AA = aminoéacidos livres, Letras diferentes na mesma linha indica diferenca pelo teste de

Duncan.
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Tabela 8 - Tiois proteicos e ndo proteicos em tecidos de jundiéas alimentados com diferentes

SBH (%)

0 5 10 15 20 p
Musculo
NPSH 0,015+0,002 0,016+0,005 0,016+0,002 0,016+0,0006  0,015+0,0004 0,90
TT 2,56+0,14 2,43+0,1 2,40+0,05 2,39+0,10 2,34+0,06 0,61
Cérebro
NPSH 0,014+0,001b  0,01+0,010b 0,016+0,001b  0,010+0,001b  0,020+0,002a 0,02
Branquias
NPSH 0,010+0,004b  0,009+0,004b  0,008+0,003b  0,010+0,003b  0,014+0,001a 0,001
TT 1,73+0,11 1,60+0,02 1,56+0,13 1,26+0,09 1,29+0,15 0,10

niveis de hidrolisado proteico de soja (SBH).

NPSH = tidis ndo proteicos; TT = tidis totais; valores expressos em pumol SH/g tecido. Letras

diferentes na mesma linha indica diferenca pelo teste de Duncan.
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Figura 1 — Peso final de juvenis de jundia alimentados com diferentes
niveis de hidrolisado de soja (SBH). Letras diferentes indicam
diferenca pelo teste de Duncan.
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Consideracoes finais

A revisdo bibliografica sobre a utilizacdo de hidrolisados proteicos de pescado (FPH)
da cadeia da aquicultura levantou questfes interessantes. A primeira foi em relacdo da qualidade
proteica destes produtos, que possuem quase todos 0s aminoacidos essenciais em quantidades
necessarias para suprir as exigéncias nutricionais das principais espécies comerciais do mundo.
A qualidade dos FPHs é comparavel a varias farinhas de peixe de diversas origens, tendo apenas
a desvantagem de possuir baixos niveis de triptofano. A pouca quantidade desse aminoacido
essencial deve-se ao processo de hidrolise que acaba destruindo esse nutriente, sendo assim
necessaria a sua suplementacdo em dietas para peixes. Além de atuar como ingrediente, o FPH
pode também ser considerado um promotor de crescimento. Peptideos bioativos presentes nos
FPHs conferem a esses produtos propriedades antioxidante, imunoestimulante e antimicrobiana
a esses produtos. Com todas estas vantagens apontadas, os FPHs sdo considerados uma
alternativa promissora para compor dietas para peixes, principalmente nas fases iniciais.

O hidrolisado proteico de tilapia (TPH) foi o que proporcionou maior quantidade de
beneficios quando adicionado em dietas para o jundid. Esse produto além de promover um
melhor crescimento e salide, substituiu uma fonte proteica tradicional (farinha de peixe) e ainda
diminuiu a producdo metabdlica de amdnia. A menor producao de amoénia metabolica contribui
para uma menor excrecao de compostos nitrogenados, diminuindo o dano ambiental ocasionado
por estes produtos. Cabe ressaltar ainda que, para o processo de producdo do TPH foram
utilizados residuos de filetagem de tilapia (Oreochromis niloticus), sendo que esses sdo
passivos ambientais algumas vezes nao aproveitados pela indUstria ou ainda transformados em
subprodutos como farinha de peixe e comercializados a baixos valores de mercado. Neste
contexto, sugerem-se mais estudos envolvendo a utilizagdo de TPH em dietas para outras
espécies de peixes, bem como também um estudo econdmico para verificar a viabilidade de
producdo e uso em dietas para peixes comerciais.

O hidrolisado proteico de soja (SBH) ndo proporcionou a mesma quantidade de
beneficios quando comparado ao TPH, quando adicionados em dietas para o jundid. No entanto,
a hidrolise proporcionada pela adicdo de pepsina suina, apresentou a formacdo de peptideos
bioativos de baixo peso molecular, que proporcionaram o crescimento dos juvenis de jundia. A
adicdo de SBH também auxiliou na sintese de tidis ndo proteicos, isso proporcionou beneficios
ao sistema de defesa antioxidante. Cabe ressaltar que a adi¢cdo de SBH substituiu a farinha de
peixe em até 20% de inclusdo na dieta, o que € um bom resultado, considerando que a espécie
jundida (Rhamdia quelen), que possui habito alimentar onivoro com exigéncias proteicas de
carnivoro, demandando dietas com uma alta qualidade da fracéo proteica.

Os hidrolisados proteicos tanto de origem animal ou vegetal antes de virem a ser
amplamente utilizadas pela industria de ragdes para peixes, precisam que alguns pontos sejam
elucidados:

e O custo de producdo necessita ser avaliado, verificando qual enzima, substrato e
processo € mais viavel para a producéo de hidrolisados.
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Ganhos de desempenho e econémicos de peixes que foram alimentados com
hidrolisados. A inclusdo de hidrolisados em dietas precisa ser avaliada em espécies
comercializadas atualmente, como a tilapia.

Estudos de impacto ambiental envolvendo o dano ocasionado pelo residuos das
industrias de pescado e de peixes ndo aproveitados pela pesca precisam ser feitos
visando justificar 0 uso da biotecnologia dos hidrolisados.

Um maior volume de investimento em pesquisa para buscar novas propriedades dos
peptideos presentes nos hidrolisados



RESUMO

A produgdao de hidrolisados proteicos de pescado (HPP) é uma alternativa para o
reaproveitamento dos residuos resultantes da aquicultura. Os HPP sdo ricos em aminodcidos e
peptideos de alta digestibilidade. Podem ser utilizados em dietas para peixes, visando a
substituicdo da farinha de pescado de origem marinha. O alto teor proteico dos HPPs, junto com
a quantidade de aminoacidos essenciais, favorece a formulacdo de dietas para peixes,
principalmente nas fases iniciais. Os peptideos de baixo peso molecular presentes nos HPPs
promovem beneficios em termos de absorcdo proteica. A utilizacdo de HPPs em dietas para
peixes é bastante promissora, devido a quantidade de aminoacidos essenciais e peptideos
bioativos. Porém, nem sempre a utilizacdo destas fontes proteica se revertem em beneficios no
crescimento e saude de peixes cultivados. Neste sentido, este trabalho tem como objetivo avaliar
a substituicdo da farinha de peixe de origem marinha por hidrolisado proteico de tildpia (TPH) e
hidrolisado de soja (SBH) em dietas para o jundia (Rhamdia quelen), verificando os efeitos sobre
crescimento, composicdo corporal, parametros sanguineos, parametros bioquimicos e
biomarcadores de estresse oxidativo. Para isso, foram produzidas cinco dietas isoproteicas e
isoenergéticas (37% de proteina bruta; 3500 kcal/kg) contendo niveis de substitui¢do da farinha
de peixe por TPH e SBH (0, 5, 10, 15 e 20%). O tempo total do experimento com inclusdo de TPH
foi de 30 dias e do SBH foi de 60 dias. A inclusdao de 20% de TPH nas dietas aumentou o
crescimento de juvenis de jundia. Niveis acima de 5% de TPH aumentou a incorporacdo de
proteina nos tecidos, diminuiu a quantidade de amoénia enddégena e melhorou a eficiéncia do
metabolismo oxidativo. A inclusdo de SBH a partir do nivel de 5% na dieta proporcionou melhor
crescimento dos jundids, ndo influenciando na deposi¢ao de proteina corporal. A dieta contendo
de 20% de SBH promoveu um aumento nas quantidades dos tidis ndo proteicos nas branquias e
cérebro. A inclusdo de SBH, ndo afetou a producdo de compostos nitrogenados no figado e
musculo também. A substituicdo da farinha de peixe de origem marinha pelo TPH ou por SBH, é
interessante do ponto de vista ambiental, considerando o declinio dos estoques pesqueiros no
mundo e a otimiza¢do dos recursos naturais. Os hidrolisados TPH ou SBH podem ser utilizados
em dietas para o jundid como fonte proteica, pois promovem beneficios no crescimento e na
saude de juvenis de jundia.
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