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RESUMO 

 

Ha, Natalia. Hidrolisado proteico de resíduo de músculo de sardinha Sardinella spp. como 

promotor de crescimento e saúde para peixes. 2019. 87 p. Tese (Doutorado em Ciência 

Animal) – Universidade do Estado de Santa Catarina. Centro de Ciências Agroveterinárias 

(UDESC/CAV). Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal, Lages, SC, 2019. 

 

O hidrolisado proteico de pescado (HPP) é um produto constituído por peptídeos de baixo e 

alto peso molecular e por aminoácidos livres. O HPP é considerado uma fonte de peptídeos 

biologicamente ativos, e estes peptídeos, em adição ao seu valor nutricional, possuem também 

efeitos fisiológicos sobre o organismo. Anti-hipertensivos, agonista de opioides, 

imunomodulatórios, antimicrobianos e prebióticos são alguns destes efeitos. O primeiro estudo 

foi conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos da suplementação dietética com o hidrolisado 

proteico de resíduo de músculo de sardinha (Sardinella spp.) (SPH) sobre o desempenho 

zootécnico, a atividade de enzimas digestivas, a morfologia e a microbiologia intestinal de 

juvenis de jundiá (Rhamdia quelen). O experimento teve duração de 56 dias e o delineamento 

foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos (0, 2, 5 e 10% de SPH) e seis repetições. 

Neste período, 480 jundiás (11,3 ± 2,46 g) foram alimentados até a saciedade aparente. O 

objetivo do segundo experimento foi avaliar o perfil de peptídeos dos hidrolisados proteicos de 

sardinha sobre as respostas de desempenho zootécnico, composição corporal, reservas 

energéticas teciduais, parâmetros hematológicos e bioquímicos, parâmetros de metabolismo 

proteico, antioxidantes nos tecidos e microbiologia intestinal de juvenis de tilápia-do-Nilo 

(Oreochromis niloticus). Os tratamentos foram: controle (sem SPH); SPH com grau de hidrólise 

(GH) baixo (5,5%); SPH com GH intermediário (27,9%) e SPH com GH alto (62,5%). O SPH 

substituiu 5% da proteína total das dietas. Durante 56 dias, 180 tilápias (6,16 ± 2,0 g) foram 

alimentadas até a saciedade aparente. Nos dois experimentos, os SPH foram produzidos com 

carcaças de sardinha utilizando complexo de protease bacteriana, e foram caracterizados quanto 

ao grau de hidrólise e perfil de peptídeos de acordo com o peso molecular. No primeiro 

experimento, independente dos níveis de inclusão nas dietas, a média de ganho de peso (GP) 

(36,28 g), taxa de crescimento específico (TCE) (2,56% dia-1), consumo alimentar aparente 

(40,51 g) e conversão alimentar aparente (CA) (1,12) foram melhores quando comparado ao 

tratamento controle (médias de 24,95 g; 2,11% dia-1; 31,00 g e 1,28, respectivamente). Com a 

inclusão de 5% de SPH, houve aumento da atividade de enzimas digestivas e de bactérias ácido 

láticas nos intestinos dos peixes. Houve efeito prebiótico no peixe e observou-se que os níveis 

de inclusão podem determinar os efeitos do SPH. No segundo experimento, os SPH 

apresentaram predominância de peptídeos de alto peso molecular, mas com a distribuição dos 

peptídeos de pesos moleculares diferentes. Os resultados deste estudo mostraram que os 

hidrolisados foram pouco consumidos (53,03 g) quando comparados com o controle (65,91 g). 

Os valores de desempenho dos tratamentos com a inclusão do hidrolisado tiveram médias de 

GP (36,93 g), TCE (3,46% dia-1), CA (1,45) piores do que o controle (GP 54,22 g; TCE 4,08% 

dia-1; CA 1,22). As análises hematológicas e bioquímicas do sangue não foram afetadas. As 

dietas com inclusão de hidrolisado afetaram a população microbiana, o que indica a 

possibilidade de usar este ingrediente para modular as populações intestinais. 

 

Palavras-chave: Desempenho zootécnico. Hidrólise enzimática. Microbiologia intestinal. 

Peptídeos biologicamente ativos. Subprodutos de pescado. 





 
 

ABSTRACT 

 

Ha, Natalia. Protein hydrolysate of sardine (Sardinella spp.) muscle residue as growth 

promoter and health for fish. 2019. 87 p. Thesis (Doctorate in Animal Science) - University 

of the State of Santa Catarina. Agroveterinary Science Center (UDESC/CAV). Postgraduate 

Program on Animal Science, Lages, SC, 2019. 

Fish protein hydrolysate (FPH) is a product constituted by peptides of low and high molecular 

weight and free amino acids. The FPH is considered a source of biologically active peptides 

and, in addition to its nutritional value, these peptides have physiological effects over the 

organism. Anti-hypertensives, agonist to opioids, immunomodulatory, antimicrobials and 

prebiotics are some of these effects. The first study was performed with the objective of evaluate 

the effects of the dietary supplementation with protein hydrolysate of sardine muscle residue 

(Sardinella spp.) (SPH) over the growth performance, digestive enzymes activity, intestinal 

morphology and microbiology of South American catfish juveniles (Rhamdia quelen). The 

experiment had the duration of 56 days and the design was entirely randomized with four 

treatments (0, 2, 5 and 10% of SPH) and six repetitions. On this period, 480 South American 

catfish (11.3 ± 2.46 g) were fed until apparent satiety. The objective of the second experiment 

was evaluate the peptides profile of the protein hydrolysates of sardine over the answers of 

growth performance, corporal composition, tissue energetic reserves, hematological and 

biochemical parameters, parameters of protein metabolism, antioxidants on tissues and 

intestinal microbiology of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) juveniles. The treatments were: 

control (without SPH); SPH with low degree of hydrolysis (DH) (5.5%); SPH with intermediary 

DH (27.9%) and SPH with high DH (62.5%). The SPH substituted 5% of total dietary protein. 

For 56 days, 180 tilapias (6.16 ± 2.0 g) were fed until apparent satiety. On both experiments, 

the SPH were produced with sardine carcasses by utilizing complex of bacterial protease and 

were characterized regarding the degree of hydrolysis and the peptide profile according to the 

molecular weight. In the first experiment, regardless of the SPH inclusion levels in the diets, 

average weight gains (WG) (36.28 g), specific growth rate (SGR) (2.56% day-1), apparent feed 

intake (FI) (40.51 g) and apparent feed conversion rate (FCR) (1.12) were improved when 

compared to the control treatment (average of 24.95 g; 2.11% day-1; 31.00 g and 1.28, 

respectively). With the inclusion of 5% of SPH, there was enhancement of digestive enzymes 

activity and of lactic acid bacteria in the fish intestines. There was prebiotic effect on the fish 

and it was observed that the inclusion levels may determine the SPH effects. In the second 

experiment, the SPH showed predominance of high molecular weight peptides, although with 

the distribution of the peptides with different molecular weights. The results of this study 

showed that the treatments with hydrolysates were poorly consumed (53.03 g) when compared 

to the control treatment (65.91 g). The growth performance values of the treatments with the 

inclusion of the hydrolysate had averages of WG (36.93 g), SGR (3.46% day-1), FCR (1.45) 

worse than the control treatment (WG 54.22 g; SGR 4.08% day-1; FCR 1.22). The 

hematological and biochemical analysis of the blood were not affected. The diets with inclusion 

of hydrolysate affected the microbial population, which indicates the possibility to use this 

ingredient to module the intestinal populations. 

Keywords: Growth performance. Enzymatic hydrolysis. Intestinal microbiology. Biologically 

active peptides. Fish by-products. 

 





 
 

APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese contém três capítulos, sendo que nesses se encontram os seguintes manuscritos: 

 

• Capitulo 1 – Considerações gerais. Este capítulo está nas normas do Manual do 

Udesc/CAV. 

 

• Capitulo 2 – Manuscrito elaborado na forma de artigo científico com o título “Sardine 

(Sardinella spp.) protein hydrolysate as growth promoter in South American catfish 

(Rhamdia quelen) feeding: Productive performance, digestive enzymes activity, 

morphometry and intestinal microbiology”. Este capítulo apresenta o artigo publicado 

no periódico “Aquaculture” na íntegra (Aquaculture, v. 500, p. 99-106, 2018). 

 

• Capitulo 3 – Manuscrito elaborado na forma de artigo científico com o título: “O perfil 

de peptídeos do hidrolisado proteico de sardinha afeta a utilização do alimento e a 

microbiota intestinal de tilápias-do-Nilo”. Este manuscrito está de acordo com as 

normas do periódico “Aquaculture Research”. 
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1 CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

1.1 INTRODUÇÃO 

 

A indústria do pescado vem se expandindo a cada ano e aumentando cada vez mais os 

resíduos oriundos do processamento do pescado (OLSEN; TOPPE; KARUNASAGAR, 

2014). Os resíduos de pescado podem ser fontes de proteína, peptídeos e aminoácidos com 

alto potencial para o desenvolvimento de nutracêuticos (ZAMORA-SILLERO; 

GHARSALLAOUI; PRENTICE, 2018). Estes resíduos podem ser utilizados no 

desenvolvimento de subprodutos como os hidrolisados proteicos de pescado (HPP), biodiesel 

e biogás, produtos dietéticos (quitosana), produtos farmacêuticos (incluindo óleos), 

pigmentos naturais e cosméticos (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2018). 

Com isso, além de diminuir a poluição são gerados produtos que apresentam alto valor 

agregado (GHALY et al., 2013). Dentre esses subprodutos, os HPP vêm se destacando devido 

ao seu grande potencial de utilização na aquicultura. 

O HPP é produzido a partir de subprodutos da indústria pesqueira por processos que 

incluem a utilização de enzimas hidrolíticas, através das quais ocorre a degradação das proteínas 

com consequente aumento da sua digestibilidade (BERGE; STOREBAKKEN, 1996). O 

elevado valor nutricional qualifica o hidrolisado para ser utilizado na composição das rações 

em cultivos que demandam uma dieta de qualidade (ARIHARA, 2006). Além disso, a utilização 

da hidrólise enzimática para modificar proteínas é uma maneira eficiente de recuperar 

potenciais peptídeos biologicamente ativos (KIM; WIJESEKARA, 2010). 

As propriedades funcionais são derivadas dos peptídeos biologicamente ativos presentes 

nos HPP. Entre as principais propriedades funcionais, estão a ação antioxidante, 

antimicrobiana, aumento da atividade das enzimas digestivas dos peixes, melhora da resposta 

imune (COSTA-BOMFIM et al., 2016; GARCÍA-MORENO et al., 2014; SAFARI et al., 2012; 

SRICHANUN et al., 2014), além da melhora no desempenho zootécnico (KHOSRAVI et al., 

2015; ZHENG et al., 2013). A composição dos aminoácidos e peptídeos bioativos do HPP 

depende da fonte de matéria-prima, da enzima e das condições de hidrólise (KLOMPONG et 

al., 2009; KOTZAMANIS et al., 2007).  

O HPP é um produto com potencial para ser utilizado como aditivo na aquicultura 

devido as suas características de melhorar a qualidade nutricional do pescado e por apresentar 

propriedades funcionais (KRISTINSSON; RASCO, 2000). Para a obtenção de respostas 

positivas sobre a produção de peixes ainda devem ser estabelecidos níveis de inclusão 

adequados, realização de aperfeiçoamento das técnicas de produção e da caracterização dos 
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hidrolisados, além de serem necessários mais estudos a respeito dos efeitos benéficos do HPP 

em relação a crescimento e saúde dos peixes. Em face disso, o objetivo geral deste estudo foi 

avaliar a inclusão do hidrolisado proteico de resíduo de músculo de sardinha em dietas para 

peixes como promotor de crescimento e saúde. 

 

1.2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.2.1 Resíduos da Indústria Pesqueira 

 

De acordo com o relatório da FAO (2018), a produção total global da pesca atingiu 

170,9 milhões de toneladas em 2016, com 90,9 milhões de toneladas de captura e 80,0 milhões 

de toneladas de aquicultura. Ainda conforme o relatório no mesmo ano, a quantidade de pescado 

destinada ao consumo humano atingiu 151,2 milhões de toneladas, sendo 19,7 milhões de 

toneladas destinada para produtos de fins não alimentares. Já a produção total de captura em 

águas marinhas apresentada no relatório foi 79,3 milhões de toneladas em 2016, sendo que, a 

Sardinella spp. estava entre os peixes marinhos mais capturados no mundo. 

No Brasil, o Estado de Santa Catarina é o maior estado produtor de pesca extrativista 

marinha, com produção de 157.223 toneladas em 2012 (UNIVALI/CTTMar, 2013). A 

sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) o principal recurso pesqueiro do Brasil, 

responsável por cerca de 22% do pescado advindo da pesca extrativa marinha (BRASIL, 2013). 

As sardinhas são peixes de pequeno porte, de corpo lateralmente comprimido e prateado, que 

formam cardumes e habitam águas costeiras, entrando em baías e estuários. É uma espécie de 

vida curta e de crescimento rápido, e apresenta altas taxas de fecundidade (IBAMA, 2011). Na 

indústria de conservas de sardinha, são desperdiçados cerca de 40% da matéria-prima, sendo o 

material residual constituído de cabeças, vísceras e aparas, que, normalmente, é destinado à 

produção de farinha e óleo de peixe de qualidade reduzida (BATISTA et al., 2009). 

Com isso, há uma grande produção de resíduos que são descartados, e muitas vezes de 

maneira incorreta poluindo o ambiente, ou são subutilizados, gerando produtos de baixa 

qualidade (ASPEVIK et al., 2016). O resíduo do beneficiamento do pescado é toda a fração não 

aproveitada, mas que contém características químicas semelhantes às da fração comercializada 

(NOLASCO, 2000). Os resíduos constituem aproximadamente 60% do pescado (FAO, 2018) 

o que resulta em cerca de 30 milhões de toneladas de resíduos que são descartados no mundo 

(DRAGNES et al., 2009). Estes resíduos são ricos em proteína de alto valor biológico (FAO, 

2009; OETTERER, 2002), lisina e leucina (SHAHIDI; BOTTA, 1994), ácidos graxos da série 
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ômega-3 (SOCCOL; OETTERER, 2003), quitina (ASSIS; BRITTO, 2008) e taurina 

(DRAGNES et al., 2009). 

O desenvolvimento de tecnologias para o aproveitamento dos resíduos gerados nas 

indústrias de beneficiamento de pescado vem sendo realizados com o intuito de obter-se 

produtos que possam ser adicionados como ingredientes em rações para organismos aquáticos, 

evitando desperdícios e poluição ambiental (CHALAMAIAH et al., 2012). Esses ingredientes 

podem reduzir custos e manter ou até melhorar a qualidade nutricional e a atratividade das 

dietas (ANBE, 2011). Estudos têm sido realizados para obtenção de subprodutos provenientes 

destes resíduos, alternativos à farinha de pescado, como os hidrolisados proteicos e a silagem 

(BORGHESI; ARRUDA; OETTERER, 2008). 

 

1.2.2 Hidrolisado Proteico de Pescado 

 

O hidrolisado proteico de pescado (HPP) é um produto solúvel, resultado da hidrólise 

enzimática de subprodutos do processamento de pescado (LEAL et al., 2009; MARTONE, 

BORLA; SANCHEZ, 2005). O processo hidrolítico deve ser realizado sob controle de 

temperatura, pH, quantidade de enzima, tipo de matéria-prima e tempo de hidrólise 

(KLOMPONG et al., 2009). Os HPP são constituídos por aminoácidos livres e peptídeos de 

baixo e alto peso molecular, resultantes do maior ou menor grau de hidrólise das proteínas 

(BATISTA, 2011). 

Os benefícios da inclusão do HPP nas dietas devem-se ao efeito do tratamento 

enzimático, que converte as proteínas em peptídeos menores e aminoácidos livres (BHASKAR 

et al., 2007), facilitando a absorção das moléculas pelas células epiteliais do intestino (BAKKE 

et al., 2010). Esses peptídeos podem melhorar a palatabilidade (AGUILA et al., 2007; OLIVA-

TELES; CERQUEIRA; GONÇALVES, 1999) e as propriedades nutricionais, estimulando o 

consumo de ração, a utilização do alimento e a melhora no crescimento (BERGE; 

STOREBAKKEN, 1996; CARVALHO et al., 1997), e ainda pode ter propriedades funcionais 

(ADLER-NISSEN, 1986; KLOMPONG et al., 2009; KOTZAMANIS et al., 2007). 

As propriedades funcionais dos hidrolisados proteicos são influenciadas pela 

especificidade das enzimas proteolíticas utilizadas, pela natureza química e física das proteínas 

intactas (composição e sequência de aminoácidos e comprimento dos peptídeos) e pelas 

condições de hidrólise (ADLER-NISSEN, 1986; KLOMPONG et al., 2009; KOTZAMANIS 

et al., 2007; KRISTINSSON; RASCO, 2000). Pesquisas têm descrito diferentes atividades 

fisiológicas e metabólicas após ensaios, in vivo e in vitro, com proteínas e peptídeos bioativos 

purificados derivados de HPP, sendo registrados efeitos antioxidantes (BOUGATEF et al., 
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2010; CHUESIANG; SANGUANDEEKUL, 2015; FONSECA et al., 2016; GARCÍA-

MORENO et al., 2014; JEMIL et al., 2014; SABEENA-FARVIN et al., 2014), antimicrobianos 

(ENNAAS et al., 2015; ROBERT et al., 2015; SAFARI et al., 2012; WALD et al., 2016), 

aumento da atividade das enzimas digestivas dos peixes (KOTZAMANIS et al., 2007; 

SRICHANUN et al., 2014); efeito prebiótico (HA et al., 2018; SAFARI et al., 2012), melhora 

na morfometria intestinal (WOSNIAK et al., 2016) e melhora da resposta imune (AHN et al., 

2014; BUI et al., 2014;. GISBERT et al., 2018; KHOSRAVI et al., 2015; SWANEPOEL; 

GOOSEN, 2018; TANG et al., 2008). 

 

1.2.2.1 Produção e Caracterização dos HPP 

 

A proteína do pescado possui um alto valor biológico, apresentando um perfil de 

aminoácidos balanceado e alta sensibilidade à hidrólise proteolítica, sendo completamente 

digestível (MACKIE, 1982; OLIVA-TELES; CERQUEIRA; GONÇALVES, 1999). A 

preparação dos HPP pode ser realizada a partir de uma grande variedade de espécies e de 

resíduos provenientes das indústrias de processamento do pescado (BATISTA, 2011). Os 

componentes principais do pescado que derivam o HPP são músculo, pele, cabeça, barbatanas, 

vísceras, ovas (HALIM et al., 2016). Existem vários estudos que utilizaram resíduos para a 

produção de HPP, como, músculo de sardinha (BROGGI et al., 2017; FABREGAT et al., 2016; 

HA et al., 2018; VIEIRA et al., 2017) e de esturjão chinês (Acipenser sinensis); vísceras e 

músculo de sardinha (VENTURIN et al., 2016; WOSNIAK et al., 2016); cabeça, corpo e 

vísceras de tilápia (Oreochromis niloticus) (ROBERT et al., 2015) e vísceras de truta arco-íris 

(Onchorynchus mykiss) (WALD et al., 2016). 

Além da matéria-prima, as condições de hidrólise também compreendem parâmetros 

importantes que afetam as características dos hidrolisados (SRICHANUN et al., 2014). Há um 

intervalo efetivo para essas condições utilizando diferentes tipos de enzimas, como a variação 

da quantidade de enzimas de 0,01 a 5,00% (% de enzima a partir da quantidade de proteína na 

amostra) (KRISTINSSON; RASCO, 2000); da temperatura de 35 a 60°C; do pH entre 1,5 e 11 

e do tempo de 10 a 1440 minutos (HALIM et al., 2016). Na hidrólise enzimática são utilizadas 

enzimas endógenas ou exógenas, e esta última, podem ser derivadas de plantas, animais ou 

microrganismos (HSU, 2010). As endopeptidases aceleram a quebra de ligações peptídicas no 

meio das cadeias proteicas, dando origem a peptídeos com maior atividade funcional e poucos 

aminoácidos livres (BATISTA, 2011). Exopeptidases são as proteases que catalisam a hidrólise 

de ligações nas extremidades das cadeias polipeptídicas, e produzem muitos aminoácidos livres 
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e poucos peptídeos (BATISTA, 2011; HSU et al., 2009). Os produtos comerciais mais 

utilizados são complexos enzimáticos que misturam endo e exopeptidades, como é o caso da 

Protamex® produzidas a partir de Bacillus sp. (LIASET et al., 2002). 

Após a produção dos hidrolisados, é importante a caracterização dos mesmos. O grau 

de hidrólise (GH) é um parâmetro utilizado para a caracterização de hidrolisados proteicos 

(ZAMORA-SILLERO; GHARSALLAOUI; PRENTICE, 2018). Pode ser expresso como a 

porcentagem de ligações peptídicas quebradas em relação à proteína original (ADLER-

NISSEN, 1986; LAHL; BRAUN, 1994; MAHMOUD; MALONE; CORDLE, 1992; 

ZAMORA-SILLERO; GHARSALLAOUI; PRENTICE, 2018). A ação proteolítica no 

processo de hidrólise é acelerada pela adição de enzimas à matéria-prima, com controle do pH, 

temperatura e tempo (FURLAN; OETTERER, 2002), disponibilizando os aminoácidos livres 

e levando a maior solubilização do nitrogênio (VIDOTTI; VIEGAS; CARNEIRO, 2003), e este 

pode ser utilizado para produção de meios de cultura para crescimento microbiano (GUERARD 

et al., 2001). 

O peso molecular das frações peptídicas é um importante fator na produção de 

hidrolisados com propriedades funcionais desejáveis (JEON; BYUN; KIM, 1999; ZAMORA-

SILLERO; GHARSALLAOUI; PRENTICE, 2018). E a separação de frações peptídicas por 

faixas de pesos moleculares e purificação são formas de caracterização dos hidrolisados. Alguns 

dos processos utilizados para o fracionamento e caracterização dos HPP são a ultrafiltração, 

filtração em gel, cromatografia de troca iônica e cromatografia líquida de alto desempenho de 

fase reversa (ISHAK, 2018). 

 

1.2.2.2 Perfil de peptídeos 

 

Os peptídeos bioativos são componentes derivados de alimentos que, em adição ao seu 

valor nutricional, possuem efeitos fisiológicos que podem exercer uma atividade de regulação 

no organismo, independente das suas funções nutritivas (VERMEIRSSEN; CAMP; 

VERSTRATE, 2007). Dados de tamanho e porcentagem de peptídeos presentes em diferentes 

HPP estão apresentados no Quadro 1. Bakke et al. (2010) descreveram a quantidade de 

aminoácidos presentes nas diferentes faixas de massa molecular. Segundo esses autores, a faixa 

de massa molecular de 5.000 a 10.000 Da contém 50 a 100 aminoácidos, 1.000 a 5.000 contém 

10 a 50 aminoácidos e 100 a 1.000 Da contém 1 a 10 aminoácidos. 

Alguns trabalhos têm descrito o perfil de peptídeos de HPP, para em seguida estudar os 

peptídeos purificados, e descobrir em que faixas de massa molecular apresentam-se os efeitos 
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biológicos. Dentro das frações solúveis de um hidrolisado de tilápia, 46,9% é composta por 

polipeptídeos (>2.000), 35,8% por oligopeptídeos (500-2.000 Da) e somente 17,3% de di e 

tripeptídeos e aminoácidos livres (<500 Da) (ROBERT et al., 2015). Esses autores afirmam que 

a distribuição de peptídeos confere com o baixo grau de hidrólise, onde as proteínas são pouco 

ou nada hidrolisadas. O hidrolisado proteico de tilápia apresentou alta porcentagem de 

peptídeos com massa molecular acima de 2.000 Da (ROBERT et al., 2015). Esta faixa de massa 

molecular pode apresentar peptídeos bioativos, como os antibacterianos, cujo massa molecular 

pode variar de 600 a 5.000 Da (WANG; WANG, 2004). Os peptídeos derivados do hidrolisado 

proteico de bacalhau do Atlântico (Gadus morhua) com massa molecular entre 500 e 3.000 Da, 

estimularam o sistema de defesa não específico e a produção de ânions de superóxido no salmão 

do Atlântico (Salmo salar) (BØGWALD et al., 1996; GILDBERG; JOHANSEN; BØGWALD, 

1996). 

A presença de peptídeos de baixa massa molecular tem demonstrado ter efeito tanto no 

crescimento como nas propriedades funcionais em diversos trabalhos. Zheng et al. (2013) 

estudaram o hidrolisado proteico de polaca (Theragra chalcogramma) que continha 66% de 

peptídeos com massa molecular abaixo de 1000 Da e afirmaram que a presença dessa faixa de 

massa molecular promoveu o aumento do crescimento e a retenção de proteína corporal em 

juvenis de olive flounder (Paralichthys olivaceus). Foi estudado o efeito da inclusão de 

hidrolisado de salmão (bruto, retido e nanofiltrado) em dietas para bacalhau do Atlântico e 

concluiu-se que a presença de peptídeos com peso molecular de 100 a 1.000 Da estimulou a 

síntese de canais PEPT1 ao longo do intestino, o que contribui para melhor absorção da fração 

proteica (BAKKE et al., 2010). Juvenis de oliver flounder foram alimentados com dietas 

suplementadas com os hidrolisados de krill (Euphausia superba) e de camarão branco 

(Litopenaeus vannamei) que continham, em média, 66% de peptídeos menores do que 500 Da, 

e obtiveram aumento da atividade enzimática da superóxido dismutase (KHOSRAVI et al., 

2015). Neste mesmo trabalho, o hidrolisado de krill promoveu aumento no crescimento e 

melhora na eficiência alimentar. 

Estudos in vitro também vêm sendo realizados com o intuito de comprovar os efeitos 

biológicos causados pelos peptídeos bioativos dos HPP. Nalinanon et al. (2011) encontraram 

peptídeos antioxidantes comumente provenientes de pescados com massas moleculares entre 

500 e 1500 Da. Batista et al. (2010) realizaram estudos in vitro com o hidrolisado produzido a 

partir de subprodutos de peixe-espada preto (Aphanopus carbo), incluindo cabeça, vísceras e 

pele, que apresentaram atividade antioxidante. No mesmo estudo, houve a presença de elevada 

proporção de peptídeos com massas moleculares inferiores a 1.000 Da, o que sugere que eles 
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podem exibir atividades biológicas, as quais devem ser estudadas. Jiang et al. (2014), 

purificaram os peptídeos do hidrolisado de músculo de round scad (Decapterus maruadsi), os 

identificaram como His-Asp-His-Pro-Val-Cys (706,8 Da) e His-Glu-Lys-Val-Cys (614,7 Da) e 

os sintetizaram, sendo comprovada a presença de atividade antioxidante nos dois peptídeos 

isolados (JIANG et al., 2014).  

 

1.2.2.3 Efeitos in vitro e in vivo dos HPP 

 

Dietas com diferentes níveis de inclusão e tipos de HPP promoveram melhor 

desempenho zootécnico e utilização de alimento em diversas espécies de peixes. Tais benefícios 

foram encontrados quando foi realizada a inclusão de 2 a 10% de hidrolisado proteico de 

sardinha (Sardinella spp.) para o jundiá (Rhamdia quelen) (HA et al.,2018); 5 e 10% de 

hidrolisado proteico de pollock (Theragra chalcogramma) para o large yellow croaker 

(Pseudosciaena crocea) (TANG et al., 2008); 4% de hidrolisado de krill do Antártico 

(Euphausia superba) para o olive flounder (Paralichthys olivaceus) (KHOSRAVI et al., 2015); 

4% de hidrolisado de krill e 4,8% de hidrolisado de camarão (Litopenaeus vannamei) para o 

red seabream (Pagrus major) (BUI et al., 2014); 3,7% de hidrolisado de pollock (Theragra 

chalcogramma) para o olive flounder (Paralichthys olivaceus) (ZHENG et al., 2012); 15% de 

hidrolisado de pollock (Pollachius virens) para o robalo japonês (Lateolabrax japonicus) 

(LIANG et al., 2006). Uma das causas para esses efeitos positivos do HPP sobre os peixes são 

que a alta palatabilidade pode estimular as enzimas digestivas e canalizar mais produção de 

biomassa (AGUILA et al., 2007; CAHU et al., 1999; OLIVA-TELES; CERQUEIRA; 

GONÇALVES, 1999) e pela presença de peptídeos de baixa massa molecular que possuem 

propriedades bioativas (AKSNES et al., 2006; ZHENG et al., 2013). 

Em alguns estudos realizados com a utilização de HPP na alimentação de peixes não 

houve melhora no desempenho zootécnico. Wilson; Freeman; Poe (1984) utilizaram o HPP na 

alimentação do catfish (Ictalurus punctatus) que resultou em menor eficácia do que a farinha 

de peixe, devido à deficiência de importantes aminoácidos. A substituição parcial da farinha de 

peixe por HPP (inclusão de 5, 15 e 25%) não afetou o crescimento de juvenis de pregado 

(Scophthalmus maximus) (OLIVA-TELES; CERQUEIRA; GONÇALVES, 1999) e juvenis de 

bagre africano (Clarias gariepinus) (SWANEPOEL; GOOSEEN, 2018). Para carpa (Cyprinus 

carpio) também não foram observados resultados positivos com a utilização de hidrolisado 

proteico de peixe para ganho de peso quando comparados com dietas à base de levedura de 

cana e hidrolisado de caseína (CARVALHO et al., 1997). Alguns dos motivos para ausência de 



32 

efeitos positivos após inclusão de HPP pode ser devido a desbalanço de aminoácidos, nível de 

inclusão inadequado, perfil de peptídeos, sabor amargo do hidrolisado. 

O nível inclusão de hidrolisado nas dietas varia bastante, pois tratam-se de produtos e 

espécies distintas. Em geral, os níveis mais indicados estão entre 2 a 15% de inclusão de HPP 

(HA et al., 2018; LIANG et al., 2006; REFSTIE; OLLI; STANDALL, 2004; SILVA et al., 

2014; ZHENG et al., 2012) com melhores resultados de desempenho e utilização de alimento. 

Estudos realizados com a inclusão de níveis acima de 25% não obtiveram melhoras sobre o 

crescimento (LIANG et al., 2006; OLIVA-TELES; CERQUEIRA; GONÇALVES, 1999). 

O tipo de matéria-prima do HPP é outro fator que pode interferir nos resultados obtidos. 

O hidrolisado de krill (Euphausia superba) melhorou o desempenho zootécnico, a utilização de 

alimento e a imunidade inata do olive flounder (Paralinchthys olivaceus), quando comparados 

com os hidrolisados de camarão (Litopenaeus vannamei) e de tilápia (KHOSRAVI et al., 2014, 

2015). Para o red seabream (Pagrus major) o hidrolisado de krill e o hidrolisado de camarão 

(Litopenaeus vannamei) obtiveram melhores resultados de crescimento, utilização de ração e 

digestibilidade da proteína em relação ao hidrolisado de tilápia (BUI et al., 2014). Garcia-

Moreno et al. (2014), avaliaram hidrolisados de sardinha (Sardina pilchardus), horse mackerel 

(Trachurus mediterraneus), axillary seabream (Pagellus acarne), bogue (Boops boops) e small-

spotted catshark (Scyliorhinus canicula) e concluíram que a sardinha é a espécie com maior 

potencial de atividade antioxidante. Além do tipo de matéria-prima, outros estudos avaliaram a 

qualidade dos HPP e seus efeitos sobre o desempenho dos animais (AKSNES et al., 2006; 

WOSNIAK et al., 2016; ZHENG et al., 2012). Já foi comprovado que a remoção da fração que 

contém os peptídeos de baixo peso molecular presentes no HPP reduziu o crescimento e a 

eficiência alimentar de juvenis de truta arco-íris (AKSNES et al., 2006). 

Diversos estudos foram realizados para produção de HPP relacionando o grau de 

hidrólise com o tipo de enzima, fonte de matéria-prima, pH e/ou tempo de hidrólise (CINQ-

MARS; LI-CHAN, 2007; NORMAH et al., 2005; SILVA et al., 2014; WALD et al., 2016). 

Wosniak et al. (2016) concluíram que o fornecimento combinado das duas frações (solúvel e 

insolúvel) do hidrolisado de sardinha e os GH maiores melhoraram o crescimento e a utilização 

de alimentar de jundiás. Em outro estudo, Silva et al. (2014) afirmaram que vísceras de tilápia 

hidrolisadas com enzimas endógenas da mesma espécie obteve GH de 42% e apresentou 

potencial para aplicações na produção aquícola. Efeito antibacteriano contra contaminantes 

alimentares e patógenos da piscicultura foi encontrado com o uso do hidrolisado de truta arco-

íris com GH de 30%, 37°C e pH 3,0 (WALD et al., 2016). 
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Estudos relacionados com a saúde dos peixes também tem sido realizado. Efeitos sobre 

o sistema imunológico foram encontrados por Hermannsdottir et al. (2009), que observaram 

aumento da produção de lisozima e C3 em larvas de halibut do Atlântico (Hippoglossus 

hippoglossus L.) alimentadas com dietas enriquecidas com HPP. Gisbert et al. (2018), concluiu 

que a inclusão do hidrolisado de camarão melhorou a imunidade humoral inespecífica de robalo 

europeu (Dicentrarchus labrax), proporcionando maior proteção contra Vibrio pelagius. No 

entanto, Murray et al. (2003), não encontraram qualquer efeito positivo do hidrolisado de 

proteína na dieta sobre as funções imunológicas inatas do juvenil de salmão prateado. 
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Quadro 1. Perfil de peptídeos provenientes de hidrolisados proteicos de pescado 

Tipos de 

hidrolisados 

Distribuição de Massa Molecular (% de peptídeos) 

Referências 0–

100 

Da 

100-

500 

Da 

500-

1000 

Da 

1000-

2000 

Da 

2000-

5000 

Da 

5000-

10000 

Da 

10000-

20000 

Da 

20000-

30000 

Da 

>30000 

Da 

Camarão 

(Litopenaeus 

vannamei) 

68 18 12 <0,1 <0,1 <0,1 2 

Bui et al. 

(2014); 

Khosravi et 

al. (2014) 

Camarão 78,4 10,1 10,3 1,0 0,2 0 
Gisbert et 

al., 2018 

Krill 

(Euphausia 

superba) 

64 16 18 2 <0,1 <0,1 <0,1 

Bui et al. 

(2014); 

Khosravi et 

al. (2014) 

Krill 

(Euphausia 

superba) 

64 16 17,7 2 0,3 <0,1 <0,1 
Khosravi et 

al. (2015) 

Pollock 

(Theragra 

chalcogramma) 

26,5 66,4 5,5 1,6 <0,1 <0,1 
Zheng et al. 

(2013) 

Pollock (T. 

chalcogramma) 
40,58 24,45 34,86 <1 

Cai et al. 

(2015) 

Pollock 

ultrafiltrado 

permeado 

74,41 22,01 3,26 <1 
Cai et al. 

(2015) 

Pollock retido 

após 

ultrafiltração 

23,61 30,51 45,53 <1 
Cai et al. 

(2015) 

Salmão (Salmo 

salar) 
16 36,1 9,7 35,9 <1 

Aksnes et al. 

(2006); 

Bakke et al. 

(2010) 

Salmão retido 

após 

ultrafiltração 

10,6 32,2 11,5 42,6 <1 
Aksnes et al. 

(2006) 

Salmão 

permeado após 

ultrafiltração 

33,4 48,1 8,3 10,1 <1 
Aksnes et al. 

(2006) 

Sardinella spp. 2,64 0,4 10,6 39,2 0,3 15,5 31,1 
Ha et al. 

(2018) 

Tilápia 

(Oreochromis 

niloticus) 

52 18 27 2 1 <0,1 <0,1 

Bui et al. 

(2014); 

Khosravi et 

al. (2014) 

Tilápia 17,30 11,20 24,60 34,70 12,20 
Robert et al. 

(2015) 

Atum 66,5 4,3 10,5 9,6 8,2 0,9 <0,1 
Khosravi et 

al. (2015) 
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1.2.3 Modelos Biológicos 

 

1.2.3.1 Jundiá (Rhamdia quelen) 

 

O gênero Rhamdia é formado por 11 espécies, dentre as quais o Rhamdia quelen que 

possui 49 sinonímias. Esse siluriforme apresenta distribuição neotropical, sendo encontrado 

desde o sudeste do México até o centro da Argentina (SILFVERGRIP, 1996). Este peixe 

apresenta hábito alimentar onívoro no ambiente natural, tendo preferência por peixes, 

crustáceos, insetos, restos vegetais e detritos orgânicos (GOMES et al., 2000). Esta 

característica contribui para a adaptação deste peixe ao alimento artificial, facilitando a sua 

adaptação às condições de cultivo (CARNEIRO; MIKOS, 2005). 

O jundiá é uma espécie que tem despertado interesse de pesquisadores e piscicultores, 

principalmente da região Sul do Brasil, devido a sua boa taxa de crescimento, facilidade de 

reprodução e larvicultura, carne saborosa e ausência de espinhas intramusculares, tendo grande 

aceitação pelos consumidores, além da boa adaptação ao clima (GOMES et al., 2000). Apesar 

de já existirem alguns estudos relacionados à produção de jundiá (BALDISSEROTO; 

RADÜNZ, 2004; PEDRON et al., 2011; VARGAS et al., 2013; WOSNIAK et al., 2016), 

devido à grande importância comercial desse teleósteo, conhecido como bagre sul americano, 

ainda existe uma grande demanda por informações, principalmente em relação à sua nutrição e 

saúde. Trata-se também de um bom modelo experimental para estudos de nutrição, pois a 

morfologia do trato gastrointestinal assemelha-se a do catfish (Ictalurus punctatus), espécie 

muito estudada internacionalmente, que inclusive são utilizadas dietas com composição 

nutricional semelhante para ambas às espécies (MEYER; FRACALOSSI, 2004). 

 

1.2.3.3 Tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) 

 

A tilápia é oriunda da África, Israel e Jordânia (VERANI, 1980) e foi introduzida no 

Brasil em 1971 (CASTAGNOLLI, 1992). É um ciclídeo de água doce e apresenta hábito 

alimentar onívoro (DEGANI; REVACH, 1991). Dentre as espécies pertencentes a esse grupo, 

a tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) é uma das 22 que se destacam comercialmente (EL-

SAYED, 2006). Apresenta características desejáveis como rápido crescimento e rusticidade, 

resistência à altas densidades, adapta-se a diferentes sistemas de manejo (CASTAGNOLLI, 

1992) e é uma das espécies mais cultivada no mundo (FAO, 2018). 
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A produção mundial de tilápia-do-Nilo atingiu cerca de 4,2 milhões de toneladas, o que 

representou 8% do total de peixes produzidos em 2016 (FAO, 2018). No Brasil, a tilápia é 

também uma das espécies mais produzidas, sendo predominante, nas regiões Nordeste, Sudeste 

e Sul (EMBRAPA, 2016). Devido ao seu potencial para aquicultura, são estudados muitos 

aspectos da nutrição desta espécie (DEGANI; REVACH, 1991). 
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 20 

Abstract  21 

This study evaluated the effects of dietary inclusion of sardine (Sardinella spp.) protein 22 

hydrolysate (SPH) on productive performance, digestive enzymatic activity, morphology and 23 

intestinal microbiology of South American catfish (Rhamdia quelen) juveniles. SPH was 24 

produced from sardine processing wastes using Protamex® protease complex from Novozymes 25 

A/S. Four levels of inclusion were evaluated (0, 2, 5 and 10%). A total of 480 South American 26 

catfish juveniles (average weight 11.3 ± 2.46 g) were distributed in 24 polyethylene containers, 27 

in a completely randomized design with four treatments and six replications. The fish were fed 28 

twice daily until apparent satiation with isoproteic (39%) and isoenergetic (4376 kcal. kg−1) 29 

diets for 56 days. Regardless of the SPH inclusion levels in the diets, average weight gains 30 

(36.28 g), specific growth rate (2.56% day−1), apparent feed intake (40.51 g) and apparent feed 31 

conversion rate (1.12) were improved when compared to the control treatment (average of 24.95 32 

g; 2.11% day−1; 31.00 g and 1.28, respectively). Total alkaline protease activity of the 33 
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gastrointestinal tract of the South American catfish juveniles was higher in the treatment that 34 

received 5% SPH (0.61 ± 0.23 U. mg−1 of protein) than in the control (0.26 ± 0.08 U. mg−1 of 35 

protein). The amylase activity was higher in the treatments with 2% SPH (1.58 ± 0.19 U. mg−1 36 

of protein) and 5% SPH (1.43 ± 0.44 U. mg−1 of protein) when compared to the control (0.40 ± 37 

0.18 U. mg−1 of protein). In the 5% SPH treatment, higher amounts of lactic acid bacteria and 38 

Vibrionaceae were detected than in the other treatments. No difference was found for total 39 

heterotrophic bacteria. There was no difference in the intestinal morphometry of the South 40 

American catfish for any one of the analyzed parameters. Inclusion levels of up to 10% SPH in 41 

the diets of South American catfish showed improvement in the productive performance and 42 

nutritional efficiency, acting as a growth promoter. The inclusion level of 5% SPH caused an 43 

increase in the digestive enzymatic activity and populations of intestinal lactic acid bacteria. 44 

Thus, a prebiotic effect on the fishes was observed and the inclusion level may determine the 45 

effects of SPH. 46 

Keywords: Prebiotic effect, Digestive enzymes, Enzymatic hydrolysis, Biologically-active 47 

peptides, Growth promoter, Fish by-products 48 

 49 

2.1 Introduction 50 

The total global catch production of ocean fishes reached 81.5 million tons in 2014, with 51 

Sardinella spp. as one of the most caught species (FAO, 2016). Residues generated from fish 52 

processing are approximately 50% of the total catch (Bechtel, 2003). As a result, recycling such 53 

wastes has become of interest for alternative uses. The development of by-products increases 54 

profit and sustainability for the catch production of fish. The by-products of fish processing can 55 

provide high quality nutrients to meet the animal protein requirements in fish feeds. Fish protein 56 

hydrolysate (FPH) results from the enzymatic hydrolysis of processed fish wastes and is rich in 57 

free amino acids and in low molecular weight peptides (Liaset et al., 2000). 58 

The benefits of incorporating fish hydrolysates in diets are due to the enzymatic 59 

treatment, which facilitates the absorption of the molecules by the intestinal epithelial cells 60 

(Bakke et al., 2010). Di- and tri-peptides may also improve palatability (Aguila et al., 2007; 61 

Oliva-Teles et al., 1999), disease resistance in fish and survival (Kotzamanis et al., 2007). They 62 

also enhance the nutritional properties to stimulate the feed consumption, increase intake of 63 

nutrients and enhance growth, as observed with the Atlantic salmon Salmo salar (Berge and 64 

Storebakken, 1996), cobia Rachycentron canadum (Costa-Bomfim et al., 2016), large yellow 65 

croaker Pseudosciaena crocea (Tang et al., 2008), olive flounder Paralichthys olivaceus 66 
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(Khosravi et al., 2014), red seabream (Pagrus major) (Bui et al., 2014) and rainbow trout 67 

Oncorhynchus mykiss (Aksnes et al., 2006). 68 

Previous studies that sought to develop novel feeds have suggested that FPH holds 69 

several benefits for fish through the formation of biologically-active peptides resulted from 70 

enzymatic hydrolysis (Bøgwald et al., 1996, Kotzamanis et al., 2007), which includes 71 

antioxidant (García-Moreno et al., 2014; Jemil et al., 2014; Sabeena-Farvin et al., 2014) and 72 

antimicrobial (Safari et al., 2012; Wald et al., 2016) properties, increased digestive enzymatic 73 

activity (Kotzamanis et al., 2007; Srichanun et al., 2014) and improved immune responses in 74 

fish (Bui et al., 2014;. Khosravi et al., 2015; Tang et al., 2008). Protein hydrolysates may also 75 

have a prebiotic effect in the digestive tract (Arihara, 2006), which was affirmed by the 76 

proliferation of the bacteria Lactobacillus sp. in in vitro experiments (Safari et al., 2012). 77 

Preliminary results have shown the positive effects of sardine protein hydrolysate on the 78 

intestinal morphometry of South American catfish (Rhamdia quelen) (Wosniak et al., 2016), 79 

but further in vivo studies are necessary to describe the effects on the intestinal microbiology.  80 

The bioactive amino acids and peptides composition of the FPH depends on the raw 81 

material source, the enzyme and the hydrolysis conditions (Klompong et al., 2009; Kotzamanis 82 

et al., 2007). To obtain positive responses in fish production, sufficient inclusion levels of FPH 83 

should be established (Espe et al., 1992). The South American catfish (Rhamdia quelen) is an 84 

omnivorous species found from Argentina to Mexico (Fishbase, 2017). This species is targeted 85 

for commercial fisheries due to its resistance to cold weather, high growth rate and carcass 86 

yields (Salhi et al., 2004). It is also a good model organism for nutrition studies because the 87 

morphology of the gastrointestinal tract is homologous to that of the Channel catfish (Ictalurus 88 

punctatus). This study evaluated the inclusion levels of sardine muscle protein hydrolysate 89 

(SPH) in diets of South American catfish (Rhamdia quelen) juveniles. Effects of SPH on the 90 

growth and health were evaluated through the productive performance, morphometry, 91 

microbiology and enzymatic activity of the gastrointestinal tract. 92 

 93 

2.2 Materials and Methods 94 

2.2.1. Production and characterization of sardine protein hydrolysate  95 

Sardine protein hydrolysates (SPH) were produced from muscle (free of head, tail and 96 

viscera) of sardines (Sardinella spp.), obtained from a fish processing facility in Itajaí, in the 97 

state of Santa Catarina, Brazil. The samples were homogenized in water at a ratio of 1:0.85 98 

(volume:volume) and incubated with Protamex® Novozymes A/S (1:100 enzyme:fish) at 55°C 99 

for 90 minutes, followed by enzyme inactivation at 85 °C for 15 min. The resulting material 100 
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was placed in a forced-air oven at 55–60 ºC to reduce moisture to 35% and was kept at −20 ºC 101 

until the time of use.  102 

Chemical analyses were carried out following methods described in AOAC (2000). 103 

Moisture content was determined by infrared radiation, and the content of lipids by the Soxhlet 104 

method. Protein content was determined according to the Kjeldahl method, and mineral content 105 

by incineration in a muffle furnace at 550−600 ºC. The degree of hydrolysis (DH%) was 106 

determined by using a method modified from Nielsen et al. (2001) (Table 1). The analysis 107 

consists of quantifying the proportion of free amino groups in the soluble fraction of the protein 108 

hydrolysate via the reaction of these groups with o-phthalaldehyde (OPA), in relation to the 109 

total protein in the feedstock. The tests were conducted in transparent bottom microplates by 110 

adding 40 µl of the sample and 260 µl of the OPA reagent. Absorbance readings were performed 111 

at 340 nm in a Genius (Tecan®) microplate reader and the results were expressed as DH (%) 112 

by the equation: 113 

DH (%) = [(Serine-NH2 - β)/α meqv / g of protein]/htot * 100. 114 

The α, β and htot values were previously determined for fishes as 1.00, 0.40 and 8.6, 115 

respectively (Adler-Nissen, 1986). 116 

 117 

Table 1. Composition of the sardine (Sardinella spp.) protein hydrolysate 118 

 
GE 

(kcal/ kg) 

GP* 

(%) 

EE* 

(%) 

MM* 

(%) 

DH 

(%) 

Sardine protein hydrolysate 5285.60 72.2 9.20 7.50 47.5 

*Values based on dry matter; GE = Gross energy; GP = Gross protein; EE = Ethereal extract; MM = Mineral 119 

matter; DH = Degree of hydrolysis. 120 

 121 

2.2.1.1 Hydrolysate electrophoresis 122 

For the determination of the molecular weight distribution of the peptides of the 123 

hydrolysates, electrophoretic runs were performed in Tricine-SDS-PAGE (Schägger, 2006), in 124 

a mini-Protean electrophoresis system (BioRad). BioRad® polypeptide standards (cat.161–125 

0326), between 26,625 and 1423 Da were used as a control marker. The gel was stained with 126 

0.025% Coomassie Blue. Gels were also stained with silver nitrate after Coomassie 127 

discoloration according to Schägger (2006), using the Silver Stain Plus kit (BioRad®). To 128 

visualize the molecular weight peptides that were less detected by Coomassie Blue, the gels 129 

were treated with imidazole-SDS, followed by a zinc stain, according to Fernandez-Patron et 130 
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al. (1995). The density of the protein bands was measured using the freeware Gel Analyzer, 131 

developed by Istvan Lazar (Table 2). 132 

 133 

Table 2. Distribution of peptides in sardine (Sardinella spp.) protein hydrolysate 134 

Apparent molecular weight 

profile of peptides of SPH 
Amount (%) 

Amount (%) Including Zinc 

Bands revealed 

>100,000 Da 6.3 6.0 

50,100–100,000 Da 4.3 4.1 

30,100–50,000 Da 20.5 19.3 

20,100–30,000 Da 15.5 14.7 

10,100–20,000 Da 0.3 0.3 

5100–10,000 Da 39.2 37.0 

2100–5000 Da 10.6 10.0 

1100–2000 Da 0.4 0.4 

<1000 Da 2.64 8.07 

 135 

2.2.2. Experimental diets 136 

The SPH was evaluated at four levels of inclusion (0, 2, 5 and 10%). Diets were 137 

isoproteic (39% of crude protein) and isoenergetic (about 4376 kcal of gross energy kg−1), 138 

formulated as required for South American catfish (Meyer and Fracalossi, 2004) (Table 3). In 139 

addition to the hydrolysate, diets were formulated using fish meal and soybean meal as protein 140 

sources, and fish oil and corn meal as energy sources. The marine fishmeal was purchased from 141 

Agroforte® (Laguna, Santa Catarina, Brazil) and the other ingredients were acquired from local 142 

suppliers. All ingredients were ground in a knife mill with a 2-mm mesh screen, mixed, 143 

pelletized with the addition of water (30%) and placed in an oven at 45 °C for 48 h. The diets 144 

were stored in plastic containers and placed in refrigerators (4 °C) until the time of use. All 145 

ingredients and commercial diets were analyzed according to the methods described in AOAC 146 

(2000). 147 

 148 

 149 

 150 
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Table 3. Composition of the experimental diets 151 

 Experimental diets  

(%) 0% 2% 5% 10% 

Soybean meal 25.0 25.0 25.0 25.0 

Wheat meal 10.0 10.0 10.0 10.0 

Corn meal 10.5 12.0 13.5 16.0 

Fish meal  46.5 43.5 39.5 33.0 

Sardine hydrolysate  – 2.0 5.0 10.0 

Fish oil 2.0 1.5 1.0 – 

Soybean oil  5.0 5.0 5.0 5.0 

Premix1 1.0 1.0 1.0 1.0 

Analyzed composition      

Dry matter (%) 91.21 91.15 91.10 91.01 

Crude protein (%) 39.44 39.39 39.52 39.83 

Gross energy (kcal kg−1) 4316.05 4382.67 4395.80 4407.75 

Crude lipid (%) 11.64 11.16 10.70 9.79 

Crude fiber (%) 3.09 3.13 3.16 3.21 

Ash (%) 14.62 13.99 13.16 11.83 

1 Folic acid – 2,400 mg, nicotinic acid – 48 g, pantothenic acid – 24 g, biotin – 96 mg, vit. A – 2,400,000 IU, vit. 152 

D3 – 400,000 IU, vit. E – 24,000 IU, vit. B1 – 9,600 mg, vit. B2 – 9,600 mg, vit. B6 – 9,600 mg, vit. B12 – 9,600 153 

mg, vit K3 – 4,800 mg, vit. C – 96 g, iron – 100 g, manganese – 40 g, zinc – 6,000 mg, cobalt – 20 mg, iodine – 154 

200 mg, selenium – 200 mg, antioxidant – 19.6 g. 155 

 156 

2.2.3. Animals and facilities 157 

This experiment was approved by the Ethics Committee of the Santa Catarina State 158 

University (protocol number CEUA 7119220216). A total of 480 South American catfish 159 

juveniles (average weight 11.3 ± 2.5 g) were acquired from a commercial fishery and were 160 

acclimated to the experimental conditions for 30 days. At the end of the acclimation period, the 161 

fish were distributed into 24 polyethylene containers with a net volume of 70 l, connected to a 162 

water recirculation system equipped with a mechanical and biological filter and a UV light. The 163 

photoperiod was 12 h of light. Constant temperature was maintained with heaters with 164 

thermostats, and the water was oxygenated using an air compressor coupled to silicone hoses 165 

and porous stones. The water quality was monitored daily using portable instruments (YSI 166 

PROPLUS, Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, OH, USA) to determine the 167 
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following: dissolved oxygen (6.77 ± 0.42 mg dl-1), temperature (28.82 ± 0.9 °C), pH (7.24 ± 168 

0.35) and total ammonia (LabconTest, Alcon Pet, Brazil) (0.19 ± 0.1 mg NH3 l−1). All 169 

parameters were within the limits considered adequate for fish farming (Boyd, 1998). The fish 170 

were fed twice daily (9 a.m. and 4 p.m.) with the experimental diets until apparent satiation for 171 

56 days. There was no leftover feed in the tanks after feeding. The organic matter deposited on 172 

the bottom of the containers was removed by siphoning with a rubber hose. 173 

 174 

2.2.4. Productive performance 175 

At the beginning of the study and at 56 days, all fish received no feed for 24 h and were 176 

anesthetized in eugenol solution (1 g 10 l−1 of water), and weighed and measured individually. 177 

The productive performance was analyzed as described in Tacon (1990): weight gain (WG, g 178 

= final mean weight – initial mean weight), apparent feed intake (FI, g = food consumed during 179 

the experimental period /number of fish per container); apparent feed conversion rate (FCR = 180 

feed intake/total weight gain) and specific growth rate (SGR, % day−1 = [(ln final weight – ln 181 

initial weight)/experimental period]*100).  182 

At 56 days, the animals were anesthetized and then euthanized by medullar sectioning 183 

to collect the biological materials for the analyses described below. 184 

 185 

2.2.5. Enzymatic analyses  186 

Enzymatic analyses of the total alkaline protease and amylase activities of the 187 

gastrointestinal tract were carried out with one fish from each container (n = 6 fish per 188 

treatment). The digestive tract was extracted by making an incision from the stomach to the 189 

anus. The tract was weighted (w) and homogenized in chilled distilled water (v) (1:6, w/v) using 190 

a van Potter homogenizer for 2.5 min (five times for 30 s in ice bath) and centrifuged at 27,167 191 

×g (Eppendorf centrifugal, model 5804 R) for 15 min at 4 °C, and the supernatants were used 192 

to determine the activity of the digestive enzymes. The amylase activity in the samples was 193 

quantified by starch hydrolysis (E. Merck, Darmstadt, Germany), using methodology 194 

developed by Rick and Stegbauer (1974) and described by Aguilar-Quaresma and Sugai (2005). 195 

The reaction was stopped with dinitrosalicylic acid reagent and the hydrolysis product was 196 

quantified by the reducing sugar method of dinitrosalicylic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 197 

USA) according to Miller (1959), using maltose (E. Merck, Darmstadt, Germany) as a standard 198 

and read at 540 nm. The total alkaline protease activity was determined by azocasein hydrolysis 199 

(Sigma, St. Louis, Mo, USA), using the method described by Garcia-Carreño et al. (1997). The 200 

amylase activity was expressed as specific activity µmol reducing sugars. min−1 ml−1 mg−1 of 201 
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protein in the extract (U mg−1 of protein). The specific activity of the alkaline protease was 202 

expressed as the difference in absorbance at 366 nm between the sample and the control min−1 203 

ml−1 mg−1 of protein in the extract (U mg−1 of protein). Soluble protein concentration of 204 

supernatant was determined by the Bradford method (Bradford, 1976) with bovine serum 205 

albumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) as the standard. All the assays were analyzed in 206 

triplicate. 207 

2.2.6. Microbiological assessments 208 

The digestive tract was sampled from one fish of each tank (n = 6 fish per treatment) to 209 

evaluate the intestinal microbiota. The intestines were removed, weighted, crushed and 210 

homogenized in 0.65% sterile saline solution. Then, the intestines were serially diluted (1:10) 211 

in test tubes containing sterile saline solution and transplanted on Petri plates with TCBS 212 

(thiosulfate citrate bile sucrose) agar, MRS (Man Rogosa Sharpe) agar and TSA (tryptone soy 213 

agar) to quantify the Vibrionaceae, lactic acid and total heterotrophic bacteria, respectively. 214 

The intestinal homogenates transplanted on Petri plates were incubated in an oven at 35 °C. 215 

Total colony-forming units (CFU) were counted 24 h after incubation in the TCBS and TSA 216 

media. In the MRS medium, counting was performed 48 h after incubation.  217 

 218 

2.2.7. Intestinal morphometry  219 

The histological analysis of the intestines was performed with one fish from each tank 220 

(n = 6 fish per treatment). Portions of nearly 3 cm in length were collected from the mid 221 

intestine, and each sample was fixed in a 10% buffered formalin solution for 24 h, dehydrated 222 

in an ascending series of alcohols, diaphanized in xylene, paraffin-embedded and cut in 5-μm 223 

sections for preparation of the slides. This sample was then stained according to the Harris-224 

Eosin (HE) staining method. The slides were observed under an optical microscope (OptiCam, 225 

10×) and photographed using a digital camera (Moticam 2300, 3 MP, resolution 3264×2448). 226 

Total villi height, villi height, width and thickness were measured by analyzing 15 villi per fish 227 

using the ToupTek ToupView - ×64 image analyzer software, versions 2270/07/03. The height 228 

and total height of the villi corresponded to the distance from the apex of the villi to the 229 

beginning of the muscular layer and the apex of the villi until the end of the serosa (Mello et 230 

al., 2013). The width is of the villi and the thickness is relative to the villi epithelium 231 

 232 

 233 

 234 
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2.2.8. Design and statistical analysis 235 

The experiment was carried out in a completely randomized design with four treatments 236 

and six replications, and the treatments corresponded to the addition of 0, 2, 5 and 10% of SPH 237 

to the diets. Data were subjected to the Cramer-von Mises test for normality and the Levene 238 

test to assess homoscedasticity of variances. Percentage values were submitted to arcsine 239 

transformation. The results were subjected to the analysis of variance (ANOVA), and the means 240 

were compared by the Tukey test using the SAS statistical program, version 9.0.  241 

 242 

2.3. Results 243 

At 56 days of the experiment, weight gain, specific growth rate and apparent feed intake 244 

were higher (P < 0.05) in the treatments that received the SPH diet when compared to the control 245 

treatment (Table 4), regardless of the concentrations. The apparent feed conversion rate was 246 

lower (P < 0.05) in the treatments with SPH when compared to the control. No fish mortality 247 

was observed during the experiment. 248 

 249 

Table 4. Productive performance of South American catfish juveniles fed diets with inclusion 250 

levels of 0, 2, 5 and 10% of sardine protein hydrolysate for 56 days 251 

 0% 2% 5% 10% 

WG (g) 24.9±8.8b 37.1±4.1a 33.9±4.3a 37.8±6.3a 

SGR (% day−¹) 2.1±0.2b 2.5±2.0a 2.4±0.2a 2.7±0.1a 

FI (g) 31.0±7.2b 39.8±5.7a 39.9±5.8a 41.8±7.4a 

FCR 1.28±0.13b 1.08±0.13a 1.17±0.07a 1.11±0.07a 

Values are expressed as means ± standard deviation. Different letters in rows represent statistical difference 252 

according to the Tukey test (P < 0.05). Weight gain (WG), Specific Growth Rate (SGR), Apparent Feed Intake 253 

(FI), Apparent Feed Conversion Rate (FCR). 254 

 255 

Total alkaline protease of the gastrointestinal tract of South American catfish juveniles 256 

was higher (P < 0.05) in the treatment that received 5% of SPH than in the control (Table 5). 257 

Amylase levels were greater (P < 0.05) in the treatments with 2% and 5% of SPH than in the 258 

control treatment and the treatment with 10% of the hydrolysate.  259 

 260 

 261 
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Table 5. Specific activity of total alkaline protease and amylase in the gastrointestinal tract of 262 

South American catfish juveniles fed diets supplemented with 0, 2, 5 and 10% of sardine protein 263 

hydrolysate for 56 days  264 

 0% 2% 5% 10% 

Total alkaline 

protease activity* 
0.26 ± 0.04 b 0.49 ± 0.07 ab 0.61 ± 0.15 a 0.37 ± 0.04 ab 

Amylase activity* 0.40 ± 0.07 b 1.58 ± 0.09 a 1.43 ± 0.29 a 0.76 ± 0.18b 

Values are expressed as means ± standard error of mean. Different letters in rows represent statistical difference 265 

according to the Tukey test (P < 0.05). *The amylase activity was expressed in U.mg−1 of protein, 1 Unit is 1 µmol 266 

of maltose produced by unit of time and unit of incubation system (μmol min−1 ml−1), and the total alkaline protease 267 

activity as the difference in the absorbance at 366 nm between sample and blank per minute, per ml, and per mg 268 

protein in the extract, specific activity. 269 

In the microbiological analysis of the South American catfish intestines (Fig. 1), the 270 

amounts of lactic acid bacteria were greater (P < 0.05) in the treatment supplemented with 5% 271 

of SPH than in the other treatments. The amount of Vibrionaceae bacteria was smaller (P < 272 

0.05) in the control treatment when compared to the other treatments. There was no difference 273 

for total heterotrophic bacteria (P > 0.05). 274 

 275 

Fig. 1. Concentration of Vibrionacea, total heterotrophic bacteria and total lactic microorganisms (CFU.g−¹ 276 

intestine) of South American catfish fed diets supplemented with 0, 2, 5 and 10% of sardine protein hydrolysate 277 

for 56 days. The intestines were incubated in TCBS for Vibrionaceae, in TSA for total heterotrophic bacteria and 278 

in MRS for total lactic microorganisms. Values are expressed as means ± standard error of mean. Means with 279 

different letters differed from each other according to the Tukey test (P < 0.05). 280 
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No alterations were shown in the histological organization of the catfish intestine when 281 

fed with the diets containing FPH (Fig. 2). No difference (P > 0.05) was shown between the 282 

treatments for any of the intestinal morphometry parameters (Table 6). 283 

 284 

Fig. 2. Histological organization of the intestine of South American catfish juveniles fed with different diets after 285 

56 days. A: diet without hydrolysate. B: diet supplemented with 2% of sardine protein hydrolysate (SPH). C: diet 286 

supplemented with 5% of SPH. D: diet supplemented with 10% of SPH. 287 

 288 

Table 6 Morphometry of the gastrointestinal tract of South American catfish juveniles fed diets 289 

supplemented with 0, 2, 5 and 10% of sardine protein hydrolysate for 56 days. 290 

 0% 2% 5% 10% 

Total height (µm) 716.4 ± 74.5 758.1 ± 55.6 747.3 ± 80.3 784.1 ± 43.3 

Height (µm) 591.1 ± 74.7 604.4 ± 47.1 620.5 ± 66.7 638.7 ± 31.7 

Width (µm) 83.5 ± 7.7 101.9 ± 3.8 87.5 ± 5.0 101.5 ± 11.6 

Thickness (µm) 38.5 ± 2.7 42.4 ± 1.9 37.4 ± 1.7 41.5 ± 3.8 

Values are expressed as means ± standard error of mean. Means did not differ from each other according to the 291 

Tukey test (P > 0.05). 292 

 293 
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2.4. Discussion 294 

In the present study, inclusion of SPH in South American catfish diets resulted in 295 

improved productive performance, feed consumption and feed efficiency when compared to the 296 

control treatment. The improved feed conversion can be explained by the greater bioavailability 297 

of protein in the hydrolysates due to their composition, which has greater amounts of low 298 

molecular weight peptides and free amino acids (Berge and Storebakken, 1996). The hydrolysis 299 

process has been used to enhance the chemical and functional properties of the feed without 300 

diminishing its nutritional value (Ziegler et al., 1990). Free amino acids, di- and tri-peptides are 301 

easily absorbed by enterocytes and can enter the body at higher rates than intact proteins 302 

(Ganapathy et al., 1994). 303 

The inclusion of up to 10% SPH had positive effects on the fish productive performance. 304 

Previous studies found similar results for other fish species (Espe et al., 1999; Hevroy et al., 305 

2005; Tang et al., 2008). Tang et al. (2008) found a better performance (total weight gain, 306 

relative weight gain, and specific growth rate) with the addition of 10% of pollock (Theragra 307 

chalcogramma) protein hydrolysate for large yellow croaker. On the other hand, according to 308 

Costa-Bomfim et al. (2016), the addition of 12 and 18% of shrimp protein hydrolysate to the 309 

feed of cobia juveniles resulted in lower performance when compared to the fish that received 310 

diets with inclusion levels below 6%. High quantities of low molecular weight compounds can 311 

lead to saturation of the intestine transport mechanisms (Tonheim et al., 2005). This results in 312 

an unbalanced absorption of amino acids, which in turn leads to an increase of amino acid 313 

oxidation and reduced retention of dietary protein (Aragão et al., 2004). 314 

The high degree of hydrolysis of fish protein hydrolysate (FPH) favors its detection by 315 

the fish gustative system, which is sensitive to dissolved water-soluble substances and 316 

consequently increases feed consumption (Halver and Hardy, 2002; Hevroy et al., 2005; Marui 317 

and Caprio, 1992). Certain free amino acids are known for being chemo-attractants and are used 318 

for fish baits (Jones, 1989). Therefore, the increased feed consumption by the animals that 319 

received diets with SPH indicates that the hydrolysate was more attractive for the fishes when 320 

compared to the control diet (Hevroy et al., 2005; Zheng et al., 2013). Thus, the amount of SPH 321 

and the degree of hydrolysis used in this study were assumed to be adequate and with no bitter 322 

taste from the hydrolysate, which has been previously observed (Tang et al., 2008). The bitter 323 

taste is associated with the release of hydrophobic clusters found in protein molecules, which 324 

become exposed during enzymatic hydrolysis (Kristinsson, 2006). 325 

The degree of hydrolysis is the parameter used to compare protein hydrolysates 326 

(Mahmoud, 1994) and can be expressed as the percentage of broken peptide bonds (Adler-327 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022098105000596#bib21
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022098105000596#bib2
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Nissen, 1986; Lahl and Braun, 1994; Mahmoud et al., 1992). The SPH exhibited a considerably 328 

high DH (47.5%), which indicates the presence of a considerable level of compounds of low 329 

molecular weight. The higher DH correlates to the higher proportion of bioactive peptides that 330 

act as growth promoters (Halver and Hardy, 2002; Marui and Caprio, 1992). The molecular 331 

weight profile of the SPH showed that 52.8% of the peptides were smaller than 10 kDa. This 332 

fraction includes the biologically active peptides that act as growth and health promoters 333 

(Aksnes et al., 2006; Bui et al., 2014; Khosravi et al., 2015; Robert et al., 2015). The growth 334 

promotion effect can explain the higher productive performance (Aksnes et al., 2006; Martínez-335 

Alvarez et al., 2015), which was observed with the lowest concentrations of SPH as well. Most 336 

of the studies that evaluated protein hydrolysates as growth promoters suggested no association 337 

of the degree of hydrolysis and the peptide profile with the inclusion level (Bui et al., 2014; 338 

Khosravi et al., 2015; Zheng et al., 2013). Further studies about the relationship between these 339 

parameters are necessary. 340 

Fish fed with diets containing 5% of hydrolysate showed higher activity of alkaline 341 

protease when compared to the control diet. The low molecular weight peptides may have 342 

reached the intestine faster with diets containing SPH (Ganapathy et al., 1994), with a 343 

consequent higher stimulation of alkaline protease (Lundstedt et al., 2004). In the control 344 

treatment, in which animals fed on fish meal, peptides reached the intestine slower than with 345 

the hydrolysate due to the longer time needed for the acid proteases to break the fish meal 346 

proteins. According to Lundstedt et al. (2004), this increase in enzyme secretion in the digestive 347 

tract occurs to a certain extent because excess protein in the intestines may cause an opposite 348 

effect, as observed with the 10% SPH treatment. The small number of samples (n = 6) may 349 

have affected this result, requiring more studies for a stronger conclusion. 350 

Amylase activity was higher in the treatments with 2% and 5% of SPH when compared 351 

to the other treatments. However, this outcome may not be directly associated with the addition 352 

of SPH. In the diets containing the hydrolysate, the percentage of corn meal was slightly higher 353 

(up to 16%) than in the control treatment (10.5%). The amount of starch in the digestive tract 354 

may have stimulated amylase activity due to the ability of the fish to modulate the digestive and 355 

absorptive physiology according to the diet composition (Buddington et al., 1997; Corrêa et al., 356 

2007; Lundstedt et al., 2004; Moro et al., 2010). However, as suggested with excessive protein, 357 

excessive starch in the intestines may cause an opposite effect, diminishing the amylase 358 

secretion as observed with the 10% hydrolysate treatment.  359 

The change in the microbiota observed in the different treatments may have interfered 360 

with the amylase and protease results (Hoseinifar et al., 2017; Verschuere et al., 2000; Yanbo 361 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022098105000596#bib21
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and Zirong, 2006). Increased digestive enzymatic activity in fish fed with prebiotics and 362 

probiotics has been reported in several studies (Ghosh et al., 2008; Suzer et al., 2008; Wang, 363 

2011; Wang and Xu, 2006). Kuz’mina et al. (2011) reported that proteolytic and amylolytic 364 

enzymes derived from microorganisms contribute to the fish digestion process. The production 365 

of amylase by the intestinal microbiota was detected in ayu (Plecoglossus altivelis), common 366 

carp (Cyprinus carpio), channel catfish, Japanese eel (Anguilla japonica) and tilapia 367 

(Oreochromis niloticus) (Sugita et al., 1997). 368 

The 5% inclusion of SPH promoted the growth of Lactobacillus sp. when compared to 369 

the control. This result in intestinal microbiology is unprecedented in in vivo experiments and 370 

indicates a prebiotic effect of SPH. In addition to oligosaccharides and dietary fibers, the 371 

presence of prebiotic peptides has already been recorded (Arihara, 2006). FPH is a source of 372 

nitrogen for bacteria and may serve as a medium for microbial growth (Horn et al., 2005; 373 

Kotzamanis et al., 2007; Safari et al., 2012). An interaction between the intestinal microbiota 374 

of sea bass larvae and protein hydrolysates of marine animals (fish, mollusks or shrimp) was 375 

also observed, but the mechanism of the interaction is still unclear (Delcroix et al., 2015). Lieple 376 

et al. (2002) reported that non-glycosylated peptides derived from milk protein selectively 377 

stimulate growth of bifidobacteria. Papain-digested actomyosin hydrolysate of pork skeletal 378 

muscle was observed to enhance the growth of Bifidobacterium strains in culture media 379 

(Arihara et al., 2006). One of the corresponding prebiotic peptides was purified from 380 

actomyosin hydrolysate and identified as a tri-peptide (Glu-Leu-Met) (Arihara et al., 2006). 381 

Vibrionaceae also increased with the 5% dietary inclusion of SPH when compared to 382 

the other treatments. This indicates that the hydrolysate also served as a substrate for the growth 383 

of Vibrionaceae, and that Lactobacillus sp. growth was not sufficient to impair the growth of 384 

other potentially pathogenic microorganisms. Probiotic organisms interfere in the growth of 385 

pathogens through the competitive exclusion process and the synthesis and release of 386 

bacteriocins, which are small, thermostable peptides with a restricted and broad antibacterial 387 

spectrum (Cleveland et al., 2001). Due to the increase of beneficial and pathogenic bacteria, 388 

more studies should evaluate the interaction of the hydrolysate or its purified peptides with 389 

other bacteria of functional substances, to accomplish the growth of only the beneficial bacteria 390 

while inhibiting the pathogenic ones. The results in this study may be considered as preliminary 391 

with the need of further validation with other more precise techniques, such as verifying the 392 

adhesion of Lactobacillus cells through electron microscopy to reveal changes in bacterial 393 

groups that explain the possible prebiotic effect. 394 
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Morphometry of the gastrointestinal tract is important for studies on fish nutrition 395 

because the intestine is the main absorption site of nutrients. In the present study, no difference 396 

was shown in the parameters assessed for intestinal morphometry. Previous studies 397 

demonstrated that sardine hydrolysate can benefit the intestinal villi6 (Wosniak et al., 2016) 398 

and in the present study, can promote beneficial Lactobacillus in the digestive tract. The 399 

intestinal morphometry was expected to be improved in the treatments with the inclusion of 400 

SPH, since it corresponds to the positive effects observed with prebiotic supplementation 401 

(Dimitroglou et al., 2010; Genc et al., 2007; Pryor et al., 2003; Yilmaz et al., 2007; Xu et al., 402 

2009). On the other hand, prebiotics tested in various fish species showed mixed results in 403 

improving the intestinal morphometry (Buentello et al., 2010; Burr et al., 2008; Burr et al., 404 

2010; Dimitroglou et al., 2009). 405 

 406 

2.5. Conclusion 407 

The SPH functioned as a growth promoter in South American catfish with inclusion 408 

levels up to 10%, with improved productive performance and nutritional efficiency. An 409 

enhanced activity of digestive enzymes and lactic acid bacteria in the intestines was observed 410 

with the addition of 5% SPH. Thus, a prebiotic effect on fish is evident and the inclusion levels 411 

may determine the effects of SPH. 412 

 413 
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 15 
Resumo 16 

Este estudo avaliou o perfil de peptídeos dos hidrolisados proteicos de musculatura de 17 

sardinha (Sardinella spp.) residual (SPH) sobre as respostas de desempenho zootécnico, 18 

composição corporal, reservas energéticas teciduais, parâmetros hematológicos e bioquímicos, 19 

metabolismo proteico, antioxidantes nos tecidos e microbiologia intestinal de juvenis de tilápia-20 

do-Nilo (Oreochromis niloticus). Os SPH foram produzidos com carcaças de sardinhas 21 

utilizando complexo de protease bacteriana e foram caracterizados quanto ao grau de hidrólise 22 

(GH) e perfil de peptídeos de acordo com o peso molecular. Os tratamentos foram: controle 23 

(sem SPH); SPH com GH baixo (5,5%); SPH com GH intermediário (27,9%) e SPH com GH 24 

alto (62,5%). O SPH substituiu 5% da proteína total das dietas. Durante 56 dias, 180 tilápias 25 

(6,16 ± 2,0 g) foram alimentadas até a saciedade aparente. Os SPH apresentaram predominância 26 

de peptídeos de alto peso molecular, mas com a distribuição dos peptídeos de pesos moleculares 27 

diferentes. Os resultados deste estudo mostraram que os hidrolisados foram pouco palatáveis, 28 

pois afetaram negativamente o crescimento e as reservas metabólicas dos animais. As análises 29 

hematológicas e bioquímicas do sangue não foram afetadas. As dietas com inclusão de 30 

hidrolisado afetaram a população microbiana, o que indica a possibilidade de usar este 31 

ingrediente para modular as populações intestinais. 32 

Palavras-chave: Grau de hidrólise; Hidrólise enzimática; Peptídeos bioativos; Oreochromis 33 

niloticus; Subprodutos de pescado; Sardinella spp. 34 

 35 
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Peptides profile of the sardine protein hydrolysate affects the food utilization and the 36 

intestinal microbiota of Nile tilapia 37 

 38 

Abstract 39 

This study evaluated the peptides profile of the protein hydrolysates of sardine muscle 40 

residue (SPH) over the answers of growth performance, corporal composition, tissue energetic 41 

reserves, hematological and biochemical parameters, parameters of protein metabolism, 42 

antioxidants on tissues and intestinal microbiology of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) 43 

juveniles. The SPH were produced with sardine carcasses by utilizing complex of bacterial 44 

protease and were characterized regarding the degree of hydrolysis (DH) and the peptide profile 45 

according to the molecular weight. The treatments were: control (without SPH); SPH with low 46 

DH (5.5%); SPH with intermediary DH (27.9%) and SPH with high DH (62.5%). The SPH 47 

substituted 5% of total dietary protein. For 56 days, 180 tilapias (6.16 ± 2.0 g) were fed until 48 

apparent satiety. The SPH showed predominance of high molecular weight peptides, although 49 

with the distribution of the peptides with different molecular weights. The results of this study 50 

showed that the hydrolysates were little palatable, because they negatively affected the growth 51 

and the metabolic reserves of the animals. The hematological and biochemical analysis of the 52 

blood were not affected. The diets with inclusion of hydrolysate affected the microbial 53 

population, which indicates the possibility to use this ingredient to module the intestinal 54 

populations. 55 

Keywords: Degree of hydrolysis. Enzymatic hydrolysis. Bioactive peptides. Oreochromis 56 

niloticus. Fish by-products. Sardinella spp. 57 

 58 

3.1 Introdução 59 

O hidrolisado proteico de pescado (FPH) é proveniente da hidrólise enzimática de 60 

subprodutos derivados de subprodutos de pescado (Chalamaiah et al., 2012). Além de agregar 61 

valor a esses subprodutos, a hidrólise enzimática recupera proteínas de alto valor, melhora sua 62 

disponibilidade e digestibilidade e produz um produto com boas propriedades funcionais 63 

(Shahidi et al., 2001). O FPH tem sido utilizado como substituto à farinha de pescado, um 64 

recurso oneroso e cada vez mais escasso (Robert et al., 2015; Siddik et al., 2018; Swanepoel; 65 

Goosen, 2018). Entretanto, devido a sua atividade biológica também pode ser considerado um 66 

promotor de crescimento (Berge; Storebakken, 1996; Bui et al., 2014; Srichanun et al., 2014; 67 

Xu et al., 2016). 68 
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As propriedades funcionais dos FPH são derivadas da presença de peptídeos 69 

biologicamente ativos, resultantes do processo de hidrólise (Chalamaiah et al., 2012; Robert et 70 

al., 2015). A composição de aminoácidos e o perfil de peptídeos bioativos dos FPH dependem 71 

de fatores como: tipo de enzima, substrato, condições de hidrólise, como a concentração de 72 

enzima, a temperatura, o pH e o tempo (Klompong et al., 2009). Esses peptídeos são formados 73 

por aminoácidos livres e di e tri-peptídeos (0-500 Da) (Aksnes et al., 2006; Robert et al., 2015). 74 

Os peptídeos com massa molecular mais elevado (>500 Da) também podem proporcionar boa 75 

atividade biológica (Robert et al., 2015), normalmente associada a 3-20 aminoácidos (Kim et 76 

al., 2010). Podem apresentar propriedades como: antimicrobiana (Robert et al., 2015; Wald et 77 

al., 2016), antioxidante (García-Moreno et al., 2014; Zamora-Sillero et al., 2018), 78 

imunoestimulante (Bøgwald et al., 1996; Gildberg et al., 1996; Liang et al., 2006; Swanepoel; 79 

Goosen, 2018), prebiótica (Ha et al., 2018), entre outras (Adler-Nissen, 1986; Aksnes et al., 80 

2006; Kristinsson; Rasco, 2000).  81 

Estudos anteriores demostraram efeitos positivos com a inclusão de hidrolisados 82 

proteicos de sardinha (Sardinella spp.) em dietas para juvenis de jundiá (Rhamdia quelen) 83 

melhorando a morfometria intestinal (Wosniak et al., 2016), desempenho zootécnico e a 84 

microbiologia intestinal (Ha et al., 2018). Mas há ainda a necessidade de se estudar os efeitos 85 

da suplementação com FPH com diferentes perfis de peptídeos em dietas para outras espécies 86 

de peixes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de peptídeos dos hidrolisados proteicos 87 

de sardinha (SPH) sobre as respostas de desempenho zootécnico, composição corporal, reservas 88 

energéticas teciduais, parâmetros hematológicos, parâmetros bioquímicos, de metabolismo 89 

proteico e antioxidantes nos tecidos e microbiologia intestinal de juvenis de tilápia-do-Nilo 90 

(Oreochromis niloticus). 91 

 92 

3.2 Material e Métodos 93 

3.2.1 Produção e caracterização do hidrolisado de resíduo de sardinha 94 

Os hidrolisados proteicos de resíduos do músculo de sardinha (SPH) foram produzidos 95 

com carcaças limpas (desprovidas de cabeça e vísceras) de sardinhas (Sardinella spp.) 96 

provenientes de uma indústria de processamento de pescado, da cidade de Itajaí/SC.  As 97 

amostras foram homogeneizadas com água na proporção de 1:1 (volume:volume) em 98 

liquidificador e incubadas com a enzima Protamex® Novozymes A/S nas quantidades de 99 

1:2000 enzima:peixe por 20 minutos (GH baixo - 5,5%); 1:750 enzima:peixe por 30 minutos 100 

(GH intermediário - 27,9%) e 1:200 enzima:peixe por 150 minutos (GH alto - 62,5%) a 50°C. 101 
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Em seguida, foi realizada a inativação da enzima a 80°C durante 15 minutos. O material 102 

resultante foi concentrado em estufa a 55-60ºC e foi congelado a -20ºC até o momento do uso. 103 

As análises da composição química foram realizadas de acordo com os métodos 104 

recomendados pela AOAC (2000). O teor de umidade foi determinado em balança por radiação 105 

infravermelha e o teor de lipídeos pelo método de Soxhlet. O teor de proteínas foi determinado 106 

pelo método de Kjeldahl e o de matéria mineral por incineração em mufla a 550-600ºC. O grau 107 

de hidrólise (GH%) foi determinado por metodologia modificada a partir de Nielsen et al. 108 

(2001) (Tabela 1). Esta análise consiste na quantificação da proporção de grupamentos amino-109 

livres na fração solúvel do hidrolisado de proteína, pela reação destes grupamentos com o “o-110 

phthaldialdehyde” (OPA), em relação à proteína total da matéria-prima. Os ensaios foram 111 

realizados em microplacas com fundo transparente por adição de 40 µl de amostra e 260 µl do 112 

reagente OPA. As leituras de absorbância foram feitas a 340 nm no leitor de microplacas 113 

modelo Genius (Tecan®) e o resultado expresso como GH (%) pela equação 1: 114 

Equação 1: GH (%) = [(Serina-NH2 - β) / α meqv/g de proteína] /htot * 100 115 

Os valores de α, β e htot foram previamente determinadas por Adler-Nissen (1986), para 116 

peixes: 1,00; 0,40 e 8,6, respectivamente. 117 

Para a determinação e distribuição de massa molecular dos peptídeos presentes nos 118 

hidrolisados foram realizadas a eletroforese em gel de poliacrilamida em condições 119 

desnaturantes (Tricina-SDS-PAGE 16% resolving gel, spacer gel 10%, stacking gel 4%), 120 

conforme Schägger (2006) (Tabela 2). As proteínas foram colocadas em corrida eletroforética 121 

de aproximadamente 40 minutos em mini-géis, visando o estabelecimento das condições ideais 122 

de corrida. Foram realizadas corridas em géis de 16 cm, de cerca de 6 horas a 90V (voltagem 123 

constante) e cerca de 80 mA inicial (por gel) à temperatura ambiente, utilizando como tampão 124 

de corrida tris-tricina (100 mmol/l de Tris e 100 mmol/l de tricina), pH 8,25, em SDS 0,1%. O 125 

DTT foi incluído apenas no momento do uso. Foi utilizado como padrão uma mistura de 126 

proteínas de baixo massa molecular (Biorad). As proteínas foram fixadas no gel e reveladas 127 

com azul de Coomassie. 128 

 129 

 130 

 131 

 132 
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Tabela 1. Composição do hidrolisado proteico de sardinha (Sardinella spp.). 133 

 
Grau de Hidrólise (%) 

5,5 27,9 62,5 

Proteína Bruta (%) 72,64 79,38 76,52 

Energia Bruta (kcal.kg-1) 5068,44 5564,28 5347,88 

Extrato Etéreo (%) 2,30 11,32 8,66 

Matéria Mineral (%) 4,79 5,75 6,87 

Valores baseados na matéria seca. 134 

 135 

Tabela 2. Distribuição de peptídeos dos hidrolisados proteicos de sardinha (Sardinella spp.). 136 

Massa molecular aparente 

Perfil de peptídeos dos SPH 

Quantidade (%) 

GH (%) 

5,5 27,9 62,5 

> 100.000 Da 13,66 3,62 12,18 

50.100-100.000 Da 24,88 5,39 19,25 

30.100-50.000 Da 18,76 2,51 3,67 

20.100-30.000 Da 4,44 2,95 7,07 

10.100-20.000 Da 20,28 5,83 25,10 

5.100-10.000 Da 17,02 75,78 11,90 

2.100-5.000 Da 0,81 1,48 15,85 

1.100-2.000 Da 0,16 0,89 3,81 

< 1.000 Da 0,00 1,55 1,16 

 137 

3.2.2 Dietas experimentais 138 

As dietas avaliadas foram: um controle (sem inclusão do SPH) e três dietas com a 139 

suplementação com o SPH com diferentes graus de hidrólise (GH baixo-5,5%; GH 140 

intermediário-27,9% e GH alto-62,5%). O SPH substituiu 5% da proteína da dieta. A proporção 141 

de proteína animal foi mantida entre os tratamentos. As dietas foram isoproteicas (30,5% de 142 

proteína bruta) e isoenergéticas (cerca de 4080 kcal de energia bruta kg-1), formuladas de acordo 143 

com as exigências da tilápia-do-Nilo (Furuya, 2010) (Tabela 3). Os ingredientes foram 144 

triturados em moinho de faca com peneira de 2 mm de diâmetro de malha, misturados, 145 

peletizados com adição de água (30%) e levados à estufa a 45°C por 48 horas. As dietas foram 146 

conservadas sob refrigeração (4°C) até o momento da utilização. Todas as dietas prontas foram 147 

analisadas de acordo com metodologia recomendada pela AOAC (2000). 148 

 149 
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Tabela 3. Composição das dietas experimentais. 150 

  Grau de Hidrólise (%) 

(%) Controle 5,5 27,9 62,5 

Farelo de Soja 38,0 38,0 38,0 38,0 

Farinha de Milho 31,0 34,11 34,7 34,46 

Farelo de Trigo 13,0 13,0 13,0 13,0 

Farinha de Pescado 16,0 6,0 6,0 6,0 

Hidrolisado Proteico de Sardinha - 6,89 6,3 6,54 

Óleo de Soja 1,0 1,0 1,0 1,0 

Premix1 1,0 1,0 1,0 1,0 

Composição calculada     

Matéria Seca (%) 89,10 84,67 92,54 85,77 

Proteína Bruta (%) 30,31 30,54 30,59 30,57 

Energia Bruta (kcal.kg-1) 4008,34 4093,25 4117,15 4107,17 

Extrato Etéreo (%) 4,38 4,09 5,07 4,51 

Fibra Bruta (%) 4,79 4,80 4,85 4,81 

Matéria Mineral (%) 7,63 5,32 7,24 5,45 
1 Ácido fólico – 2.400 mg, ácido nicotínico – 48 g, ácido pantotênico – 24 g, biotina – 96 mg, vitamina A – 151 
2.400.000 UI, vitamina D3 – 400.000 UI, vitamina E – 24.000 UI, vitamina B1 – 9.600 mg, vitamina B2 – 9.600 152 
mg, vitamina B6 – 9.600 mg, vitamina B12 – 9.600 mg, vitamina K3 – 4.800 mg, vitamina C – 96 g, ferro – 100 153 
g, manganês – 40 g, zinco – 6.000 mg, cobalto – 20 mg, iodo – 200 mg, selênio – 200 mg, antioxidante – 19,6 g. 154 

 155 

3.2.3 Animais e instalações 156 

Este experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade do Estado de Santa 157 

Catarina (número de protocolo CEUA: 5575310518). Foram utilizados 180 juvenis de tilápia-158 

do-Nilo (peso médio de 6,16 ± 2,0 g), adquiridos de piscicultura comercial e previamente 159 

aclimatados nas condições experimentais por 30 dias. No final do período de aclimatação, os 160 

peixes foram distribuídos em 20 caixas de polietileno com volume útil de 70 litros ligadas em 161 

sistema de recirculação de água equipado com filtro mecânico e biológico. O fotoperíodo foi 162 

de 12 horas de luz. A temperatura foi mantida constante por aquecimento com aquecedor com 163 

termostatos e a oxigenação foi realizada com o auxílio de um compressor de ar acoplado a 164 

mangueiras de silicone e pedras porosas. Os parâmetros de qualidade da água nos aquários 165 

foram monitorados diariamente utilizando medidores portáteis e kits comerciais: oxigênio 166 

dissolvido (6,72 ± 0,54 mg.dl-1), temperatura (27,8 ± 0,91°C), pH (8,23 ± 0,16) amônia total 167 

(LabconTest, Alcon Pet, Brasil) (0,2 ± 0,1 mg.NH3 l-1) e estiveram dentro dos limites 168 

considerados adequados para a piscicultura (Boyd, 1998). 169 
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Os peixes foram alimentados com as dietas experimentais até a saciedade aparente, em 170 

três refeições diárias (09h00m; 13h00m e 17h00m) durante 56 dias. Diariamente foi realizada 171 

a limpeza dos aquários para retirada de matéria orgânica. 172 

3.2.4 Desempenho zootécnico 173 

Todos os peixes foram mantidos em jejum por 24h e anestesiados em solução de eugenol 174 

(1 g.10 l-1 de água) para pesagem e medição individual, no início e no final do experimento. Os 175 

parâmetros de desempenho zootécnico avaliados foram: ganho de peso (ganho de peso, g = 176 

peso médio final – peso médio inicial), consumo alimentar aparente (g); conversão alimentar 177 

aparente (consumo alimentar aparente = consumo de ração/ ganho de peso total) e taxa de 178 

crescimento específico (taxa de crescimento específico, %.dia-1 = [(ln peso final – ln peso 179 

inicial)/período experimental]*100) (Tacon, 1990). 180 

Aos 56 dias, depois de anestesiados, os animais foram eutanasiados por secção medular 181 

para coleta dos materiais biológicos para realização das análises descritas a seguir. 182 

3.2.5 Composição corporal 183 

Os peixes inteiros foram congelados em freezer a -10°C. As amostras congeladas foram 184 

moídas e secas em estufa com circulação de ar forçado, à 60ºC, até peso constante. 185 

Posteriormente, foram realizadas as análises de proteína bruta, extrato etéreo e matéria mineral 186 

(AOAC, 2000). 187 

3.2.6 Reservas energéticas teciduais 188 

Os peixes foram laparotomizados para retirada das amostras de fígado que foram 189 

congeladas em freezer a -10°C. Foram retirados também fragmentos de músculo do dorso do 190 

animal de, aproximadamente, 3 cm. Nas amostras de fígado e músculo foram realizadas as 191 

análises para determinação do glicogênio (Duboie et al., 1956). 192 

3.2.7 Parâmetros hematológicos 193 

Aos 56 dias de experimento, os peixes foram submetidos à colheita de sangue por meio 194 

de punção do vaso caudal utilizando-se seringas plásticas descartáveis. Microtubos com 195 

anticoagulante (heparina) foram utilizados para armazenamento do sangue destinado ao 196 

hemograma completo. A determinação do hematócrito foi realizada pela técnica do 197 

microhematócrito (Goldenfarb et al., 1971), dosagem da taxa de hemoglobina pelo método da 198 

cianometa-hemoglobina (Blaxhall; Daisley, 1973) e contagem total de eritrócitos pelo método 199 

de Natt; Herrick (1952). O cálculo do volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina 200 
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corpuscular média (HCM) e da concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) 201 

foram realizados segundo Wintrobe (1934): 202 

VCM (𝜇3) =
𝐻𝑒𝑚𝑎𝑡ó𝑐𝑟𝑖𝑡𝑜 × 10

𝓃°total de eritrócitos
 203 

HCM (pg cel−1) =
Hemoglobina × 10

𝓃°total de eritrócitos
 204 

CHCM (g dL−1) =
Concentração de Hemoglobina × 100

Hematócrito
 205 

3.2.8 Bioquímica e metabolismo proteico nos tecidos 206 

Nas brânquias, no fígado e no músculo foram determinadas as quantidades de 207 

aminoácidos (Aa) livres e amônia. Para a quantificação dos Aa livres foi utilizada a metodologia 208 

de Spies (1957). A glicose, o colesterol e os triglicerídeos foram quantificados em amostras de 209 

fígado a partir de kit comercial. A amônia total foi determinada pela técnica do salicilato 210 

(Verdouw et al., 1978). 211 

3.2.9 Parâmetros antioxidantes nos tecidos 212 

Os tecidos foram homogeneizados conforme descrito por Azambuja et al. (2011). A 213 

peroxidação lipídica foi estimada usando as substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 214 

(TBARS) (Buege; Aust, 1978). Os resultados são apresentados em nmol de malondialdeído 215 

(MDA) por grama de tecido. O teor de tióis (-SH) proteicos e não proteicos (NPSH) foram 216 

mensurados após reação com o ácido 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzóico) (Ellman, 1959). O 217 

conteúdo de tióis proteicos e NPSH está apresentado em μmol SH.g-1 de tecido. 218 

3.2.10 Avaliação microbiológica 219 

Para a avaliação da microbiota intestinal, os intestinos dos peixes foram retirados, 220 

homogeneizados com solução salina estéril (SSE) a 0,65% e macerados. Em seguida, foi 221 

realizada a diluição seriada (1:10) em tubos de ensaio com SSE e a amostras foram semeadas 222 

em placas de Petri com os meios de cultura ágar TCBS (tiossulfato citrato bile sacarose), ágar 223 

MRS (Man Rogosa Sharpe) e ágar TSA (triptona de soja), para a contagem de bactérias 224 

vibrionáceas, ácido-láticas e heterotróficas totais, respectivamente. As placas de Petri semeadas 225 

foram incubadas em estufa a 35°C. As contagens totais de unidades formadoras de colônias 226 

(UFC) foram realizadas após 24-48 horas de incubação. 227 

 228 
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3.2.11 Delineamento e análise estatística 229 

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado com 4 230 

tratamentos e 5 repetições. Os dados foram submetidos ao Teste de Cramer-von Mises para 231 

verificar a normalidade e ao Teste de Levene para verificar a homocedasticidade das variâncias. 232 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias 233 

comparadas pelo teste de Dunnett (5%). 234 

 235 

3.3 Resultados 236 

3.3.1 Desempenho Zootécnico 237 

Aos 56 dias de experimento, o peso final, o ganho de peso, a taxa de crescimento 238 

específico e o consumo foram maiores (P<0,05) para o tratamento controle em relação aos 239 

tratamentos com hidrolisados, independente do GH. A conversão alimentar foi maior (P<0,05) 240 

para o tratamento GH27,9 em relação aos demais tratamentos. Não houve diferença (P>0,05) 241 

na sobrevivência (Tabela 4). 242 

 243 

Tabela 4. Índices de desempenho zootécnico de juvenis de tilápias-do-Nilo alimentadas 244 

durante 56 dias com dietas contendo hidrolisado proteico de resíduo de sardinha com diferentes 245 

graus de hidrólise. 246 

 Controle 
Grau de Hidrólise (%) 

5,5 27,9 62,5 

Peso Inicial (g) 6,11±0,06 6,20±0,06 6,21±0,09 6,14±0,08 

Peso Final (g) 60,34±6,55 45,07±4,85* 41,14±4,56* 43,24±3,48* 

Ganho de Peso (g) 54,22±6,56 38,87±4,88* 34,92±4,51* 37,1±3,44* 

Taxa de Crescimento Específico 

(%.dia-1) 
4,08±0,19 3,53±0,21* 3,37±0,19* 3,48±0,13* 

Consumo (g.cx-1) 65,91±6,22 53,04±4,35* 53,91±3,57* 52,14±4,28* 

Conversão Alimentar Aparente 1,22±0,06 1,38±0,16 1,56±0,15* 1,41±0,05 

Sobrevivência (%) 97,8±4,97 88,9±19,25 93,3±9,94 95,6±6,09 

Valores são médias ± DP. Médias seguidas por * na coluna diferem pelo teste de Dunnett (P<0,05). 247 

 248 

3.3.2 Composição corporal 249 

A matéria seca, a proteína bruta e o extrato etéreo não diferiram (P>0,05) entre os 250 

tratamentos (Tabela 5). 251 

 252 
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Tabela 5. Composição corporal de tilápias-do-Nilo alimentadas durante 56 dias com dietas 253 

contendo hidrolisado proteico de resíduo de sardinha com diferentes graus de hidrólise. 254 

 Controle 
Grau de Hidrólise (%) 

5,5 27,9 62,5 

Matéria Seca (%) 23,91±0,49 23,84±0,9 25,06±1,33 26,04±2,68 

Proteína Bruta (%) 16,77±1,15 18,94±0,33 18,15±1,86 16,93±1,29 

Extrato Etéreo (%) 4,79±0,45 3,83±0,91 6,15±1,11 7.07±1.92 
*Valores baseados na matéria seca. 255 
 256 
3.3.3 Aspectos sanguíneos 257 

Não houve diferença (P>0,05) entre os tratamentos para as respostas hematológicas e 258 

bioquímica do sangue após 56 dias de experimento (Tabela 6). 259 

 260 

Tabela 6. Parâmetros sanguíneos de juvenis de tilápias-do-Nilo alimentadas durante 56 dias 261 

com dietas contendo hidrolisado proteico de resíduo de sardinha com diferentes graus de 262 

hidrólise. 263 

 Controle 
Grau de Hidrólise (%) 

5,5 27,9 62,5 

Glicose (mg.dl-1) 24,8±7,23 31,94±28,57 32,8±13,34 23,6±18,1 

PPT (g.dl-1) 4,49±0,45 4,28±0,44 4,53±0,12 4,22±0,72 

HTC (%) 33,67±3,16 33,67±3,15 35,48±2,20 31,95±2,61 

HGB (g.dl-1) 9,54±0,60 9,34±1,05 9,39±1,58 8,50±0,89 

RBC (x106 mm-3) 1,49±0,20 1,50±0,19 1,64±0,20 1,47±0,13 

VCM (µ3) 227,39±22,7 218,98±34,82 211,86±37,23 220,05±25,96 

HCM (pg.cel-1) 61,72±2,34 62,8±9,14 62,28±7,67 57,98±5,1 

CHCM (g.dl-1) 29,5±4,23 28,9±3,74 27,78±5,71 26,81±3,96 

Valores são médias ± DP. HTC – Hematócrito; PPT – Proteína Plasmática Total; HGB – Hemoglobina; RBC – 264 
Número de Eritrócitos; VCM – Volume Corpuscular Médio; HCM – Concentração de Hemoglobina Média; 265 
CHCM – Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média. Médias não diferem pelo teste de ANOVA (P<0,05). 266 
 267 

3.3.4 Aspectos bioquímicos e metabolismo proteico dos tecidos 268 

Não houve diferença (P>0,05) entre os tratamentos para a glicose, o colesterol e os 269 

triglicerídeos no fígado e para as concentrações de amônia e de aminoácidos no fígado e 270 

músculo (Tabela 7). A concentração de proteína diferiu apenas no músculo, sendo maior no 271 

controle em relação aos demais tratamentos (P<0,05) (Tabela 7). O glicogênio no fígado foi 272 

maior (P>0,05) nos peixes do tratamento controle em relação aos tratamentos com a inclusão 273 

de hidrolisado, mas não apresentou diferença (P>0,05) no músculo (Tabela 7). 274 



77 
 

Tabela 7. Glicose, colesterol e triglicerídeos e glicogênio no fígado e concentração de amônia, 275 

aminoácidos e proteína no fígado e músculo de tilápias-do-Nilo alimentadas durante 56 dias 276 

com dietas contendo hidrolisado proteico de resíduo de sardinha com diferentes graus de 277 

hidrólise. 278 

 
 Grau de Hidrólise (%) 

Controle 5,5 27,9 62,5  

Fígado      

Colesterol (mg.dl-1) 2,14±0,64 3,25±0,36 2,65±1,15 2,88±0,82 

Glicose (mg.dl-1) 64,20±6,21 86,55±25,9 65,63±14,3 73,93±21,3 

Triglicerídeos (mg.dl-1) 142,81±31,1 159,55±51,0 172,93±73,3 210,74±85,5 

Amônia (mg.l-1) 0,91±0,39 1,06±0,51 1,05±0,56 0,63±0,22 

Aminoácidos (µg Aa.g 

tecido-1) 
20,18±6,31 25,15±10,3 16,68±4,99 22,67±11,4 

Proteína (mg.ml-1) 21,24±4,22 22,30±2,68 23,11±2,65 22,75±3,45 

Glicogênio (μmol.g-1) 13,43±1,16 8,84±2,39* 7,93±3,94* 8,05±2,14* 

Músculo     

Amônia (mg.l-1) 2,29±0,42 1,98±0,45 2,05±0,32 2,08±0,36 

Aminoácidos (µg Aa.g 

tecido-1) 
9,96±5,36 8,28±4,96 10,40±5,05 10,39±3,73 

Proteína (mg.ml-1) 18,67±1,59 11,71±2,01* 14,06±2,49* 16,0±1,29* 

Glicogênio (μmol.g-1) 1,27±0,21 0,98±0,10 1,35±0,27 1,12±0,21 

Valores são médias ± DP. Médias seguidas por * na coluna diferem pelo teste de Dunnett (P<0,05). 279 

 280 

3.3.5 Respostas antioxidantes 281 

O TBARS no fígado foi maior (P<0,05) no controle em relação aos tratamentos GH27,9 282 

e GH62,5 (Tabela 8) e não diferiu (P>0,05) do tratamento GH5,5. A concentração de NPSH no 283 

fígado foi maior (P<0,05) no controle em relação aos demais tratamentos (Tabela 8). No 284 

músculo e nas brânquias, não houve diferença (P>0,05) para o TBARS e o NPSH (Tabelas 8). 285 

 286 

 287 

 288 

 289 

 290 

 291 
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Tabela 8. TBARS e NPSH no fígado e músculo de tilápias-do-Nilo alimentadas durante 56 292 

dias com dietas contendo hidrolisado proteico de resíduo de sardinha com diferentes graus de 293 

hidrólise. 294 

 Controle 
Grau de Hidrólise (%) 

5,5 27,9 62,5 

Fígado     

TBARS (nmol.MDA.g-1) 3,38±1,12 3,53±1,03 1,99±0,43* 1,52±0,49* 

NPSH (µm SH.g tecido-1) 0,09±0,02 0,04±0,02* 0,06±0,02* 0,06±0,02* 

Músculo     

TBARS (nmol MDA.g-1) 1,92±0,49 1,85±0,40 1,68±0,39 1,63±0,48 

NPSH (µm SH.g tecido-1) 0,04±0,02 0,04±0,04 0,03±0,01 0,03±0,03 

Valores são médias ± DP. Médias seguidas por * na coluna diferem pelo teste de Dunnett (P<0,05). 295 
 296 
3.3.6 Avaliações microbiológicas 297 

As concentrações de bactérias heterotróficas totais foram maiores (P<0,05) para o 298 

tratamento controle em relação aos demais tratamentos. Para a concentração de bactérias ácido 299 

láticas não houve diferença (P>0,05) entre os tratamentos testados. As concentrações de 300 

vibrionáceas foram menores para os tratamentos GH5,5 e GH27,9 em relação ao controle 301 

(Tabela 9). 302 

 303 

Tabela 9. Concentração de bactérias por grama de intestino (UFC g-¹) de tilápias alimentadas 304 

com dietas suplementadas com hidrolisado proteico de resíduo de sardinha com diferentes graus 305 

de hidrólise por 84 dias. Onde os intestinos foram cultivados em TCBS para vibrionáceas, TSA 306 

para bactérias heterotróficas totais e MRS para bactérias ácido-láticas totais. 307 

 

 
Controle 

Grau de Hidrólise (%) 

5,5 27,9 62,5 

TSA 5,68±0,31 5,04±0,26* 4,90±0,24* 5,10±0,37* 

MRS 2,70±0,70 3,11±0,41 3,04±0,24 2,79±0,32 

TCBS 3,93±0,58 2,96±0,46* 2,97±0,33* 3.37±0,67 

Valores são médias ± DP. Médias seguidas por * na coluna diferem pelo teste de Dunnett (P<0,05). Onde os 308 
intestinos foram cultivados em TCBS para vibrionáceas, TSA para bactérias heterotróficas totais e MRS para 309 
bactérias ácido-láticas totais. 310 
 311 
3.4 Discussão 312 

A inclusão dos SPH em dietas de tilápias-do-Nilo interferiu negativamente no 313 

desempenho zootécnico e eficiência alimentar. O hidrolisado proteico de sardinha atuou como 314 

um promotor de crescimento para o jundiá (Ha et al., 2018) e era esperado que este resultado 315 

se repetisse para a tilápia. As dietas contendo SPH foram menos ingeridas e isso pode explicar 316 
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a falta de resultados positivos. Wosniak et al. (2016) demonstraram que a matéria prima e o 317 

tipo de hidrolisado de sardinha interferem na palatabilidade. Em geral, os outros autores 318 

observaram melhora no consumo dos peixes que ingeriram dietas contendo hidrolisado de 319 

pollock (Theragra chalcogramma) (Refstie et al., 2004; Zheng et al., 2013) e hidrolisado de 320 

camarão branco (Litopenaeus vannamei) (Leduc et al., 2018). Porém, em alguns trabalhos o 321 

consumo das dietas contendo hidrolisado de monkfish (Lophius vomerinus) foi menor para 322 

bagre Africano (Clarias gariepinus) (Swanepoel; Goosen, 2018). 323 

O GH dos hidrolisados não afetou o consumo das dietas pelos juvenis de tilápia. 324 

Hidrolisados de sardinha com GH mais alto normalmente tem maior atratividade (Broggi et al., 325 

2017) e resultam em maior consumo (Wosniak et al., 2016). A hidrólise resulta em peptídeos 326 

de baixo peso molecular associados à melhoria na palatabilidade e atratividade da dieta (Aksnes 327 

et al., 2006). O processo também pode resultar um sabor amargo no hidrolisado devido à 328 

liberação de peptídeos que contém aminoácidos hidrofóbicos. No presente estudo os SPH 329 

continham elevada porcentagem de peptídeos maiores que 2100 Da, independentemente do GH. 330 

Nesta faixa são encontrados polipeptídeos (>2000) que não conseguem se proteger do ambiente 331 

aquoso e deixam expostos os aminoácidos hidrofóbicos (isoleucina, valina, leucina, fenilalanina 332 

e metionina) (Robert et al., 2015). 333 

A conversão alimentar foi pior nos peixes que receberam dietas contendo o hidrolisado 334 

de sardinha com grau de hidrólise intermediário. Este resultado demonstra que não houve 335 

relação entre o grau de hidrólise e a conversão alimentar. Este hidrolisado contém alta 336 

porcentagem (75%) de peptídeos na faixa de peso de 5100-10.000 Da. A concentração dos 337 

peptídeos numa única faixa pode ter ocasionado uma saturação dos sítios de ligações que 338 

envolvem esta faixa de peptídeos, diminuindo a absorção (Aksnes et al., 2006; Zheng et al., 339 

2012). Uma distribuição mais homogênea resulta em melhores resultados (Ha et al., 2018). Nos 340 

outros tratamentos os peptídeos estavam melhor distribuídos entre as faixas. Outros trabalhos 341 

são necessários para entender isto melhor. 342 

Os hidrolisados não afetaram a composição de carcaça e os aspectos sanguíneos dos 343 

peixes. Os parâmetros sanguíneos mantiveram-se dentro do normal para a tilápia (Bittencourt 344 

et al., 2003). A redução no consumo das deitas contendo hidrolisado provocou alterações 345 

metabólicas nos peixes. Houve redução nas reservas de glicogênio, que em situações de 346 

restrição alimentar são utilizadas como fonte energética para manter os níveis de glicose no 347 

plasma (Walton, 1985; Suarez; Mommsen, 1987). Resultados semelhantes foram observados 348 

em estudos para outras espécies (Foster; Moon, 1991; Soengas et al., 1996; Alho, 2015). Da 349 

mesma forma, houve diminuição da proteína no músculo, devido ao menor consumo das dietas 350 
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contendo hidrolisados. Quando a quantidade de alimento consumida é inferior às necessidades 351 

normais, ocorre o catabolismo de aminoácidos para produção de energia (Beitz, 1996). A 352 

glicina e histidina são os aminoácidos mais abundantes no tecido muscular e são largamente 353 

utilizados durante o jejum nos peixes (Bombardeli et al., 2003). 354 

O fornecimento dos hidrolisados reduziu a peroxidação e a resposta antioxidante. A 355 

diminuição da peroxidação pode ser resultado de um incremento na resposta antioxidante, mas 356 

também pode estar ligada a quantidade de nutrientes ingerida. A digestão dos nutrientes é um 357 

processo que libera radicais livres, e a menor peroxidação pode ser resultado no menor consumo 358 

das dietas contendo hidrolisado. Este menor consumo também limitou a quantidade de 359 

aminoácidos ingeridos, o que pode ter interferido no NPSH. A maior disponibilização de 360 

substrato aumenta a biossíntese do NPSH (Meister, 1989), que é uma medida indireta da 361 

glutationa reduzida (Ellman, 1959) que é formada por glutamato, cisteína e glicina (Dandapat 362 

et al., 2000). 363 

A concentração de bactérias heterotróficas diminuiu nos peixes que receberam dietas 364 

contendo os hidrolisados com GH intermediário e baixo. As bactérias heterotróficas totais 365 

englobam diversas bactérias, entre elas, bactérias lácticas e vibrionáceas. Como não houve 366 

alteração na concentração de lactobacilos a variação nas heterotróficas pode estar relacionado 367 

a diminuição concentração das bactérias vibrionáceas. Embora isso não demonstre um efeito 368 

prebiótico como observado anteriormente em outro estudo (Ha et al., 2018), isso pode indicar 369 

uma possível modulação da microbiota intestinal. Não se pode descartar que a menor população 370 

de bactérias pode ser também reflexo da diminuição do consumo de ração nesses tratamentos. 371 

 372 

3.5 Conclusão 373 

Os hidrolisados proteicos de sardinha apresentaram predominância de peptídeos de 374 

elevada massa molecular, entretanto, com a distribuição dos peptídeos de pesos moleculares 375 

diferentes. Os hidrolisados foram pouco palatáveis, afetando o crescimento e as reservas 376 

metabólicas das tilápias. A hematologia e bioquímica do sangue não foram afetadas. As dietas 377 

com inclusão de hidrolisado afetaram a população microbiana, o que indica a possibilidade de 378 

se usar este ingrediente para modular as populações intestinais. 379 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os estudos mostraram que os hidrolisados proteicos de pescado são promissores para a 

sua aplicação na alimentação de animais como fontes de aminoácidos essenciais ou nitrogênio 

e como fonte de peptídeos bioativos. Apesar dos conhecimentos sobre os efeitos biológicos dos 

HPP estarem cada vez vastos, ainda há muitas perguntas a serem respondidas, requerendo mais 

pesquisas sobre o tema. Mais estudos são necessários sobre os melhores níveis de inclusão, 

graus de hidrólise, composição e sequência de aminoácidos, tamanho de peptídeos dos HPP e 

as melhores combinações destas características, permitindo o desenvolvimento de formulações 

de rações específicas para cada espécie e assim, minimizando os riscos de lixiviação de 

peptídeos e aminoácidos livres. Os presentes trabalhos mostraram que a combinação dos 

fatores, como espécie de peixe utilizada para o experimento, graus de hidrólise diferentes em 

cada hidrolisado e nível de inclusão, podem ter interferido nos resultados que foram diferentes 

entre os trabalhos. 


