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RESUMO

GOMES, Juliana Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2020.
Hidrolisado proteico de figado de aves como aditivo em dietas para tilapia do Nilo,
Minas Gerais. Orientador: Jener Alexandre Sampaio Zuanon. Coorientadores: Hamilton
Hisano, Ana Lucia Salaro e Pollyanna de Moraes Franca Ferreira.

Em funcdo dos elevados custos com alimentacdo e da alta exigéncia por proteina dos peixes, é
necessdrio buscar alternativas para reducao dos custos de producdo de peixes, sem prejudicar o
desempenho produtivo e a capacidade de enfrentar os desafios impostos pelos sistemas
intensivos de criacdo, como elevadas densidades de estocagem, alta frequéncia de manejos e
alteracdes na qualidade da dgua. Durante os manejos de biometrias e classificagdes, os peixes
sdo capturados, contidos em redes em altas densidades e expostos ao ar, o que pode causar
estresse e consequentemente provocar reducdo no consumo de racdo e no crescimento,
diminui¢do da atividade do sistema imune e na sobrevivéncia. Peixes onivoros podem ser
alimentados com dietas a base de ingredientes vegetais sem comprometer o crescimento,
entretanto, em condi¢Oes de desafio, sdo necessdrias estratégias para compensar as exigéncias
nutricionais aumentadas. A utilizacio de aditivos em ra¢des pode melhorar a palatabilidade e o
consumo de ragdo, a eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes, a capacidade de enfrentar fatores
estressores e proteger contra danos oxidativos. Os hidrolisados proteicos sio comumente
utilizados como ingredientes proteicos em substitui¢do a farinha de peixe, porém, tém sido
avaliados como aditivos em dietas para organismos aqudticos, devido a boa palatabilidade,
quantidade de nutrientes essenciais, por promover o equilibrio da microbiota intestinal, modular
a atividade do sistema imune e atuar como antioxidante. Diante disso, objetivou-se avaliar o
potencial do hidrolisado proteico do figado de aves, como aditivo sensorial, nutricional e
zootécnico, em dietas para alevinos de tildpia do Nilo. Foi utilizado delineamento em blocos
casualizados com cinco tratamentos e seis repeticoes. Foram avaliadas quatro dietas formuladas
a base de ingredientes de origem vegetal, suplementadas com niveis crescentes de hidrolisado
proteico (0; 1, 2 e 4%) e uma dieta premium, formulada a base de ingredientes de origem
animal. Os blocos foram constituidos por duas classes de peso inicial (1,38 + 0,13g e 1,70 +
0,10g). Ao final de 45 dias de alimentacdo, foi avaliado o desempenho produtivo, indices
corporais e varidveis metabdlicas sanguineas. cinco peixes de cada tratamento foram
submetidos a um desafio por exposi¢ao ao ar e avaliados a glicose e lactato sanguineos e o
status oxidativo nas branquias. A avaliacio do efeito da suplementacdo de hidrolisadoproteico

sobre as varidveis analisadas foi realizada por meio da anélise de variancia e em caso



significativo, foi realizado andlise de regressdo polinomial. O melhor nivel de hidrolisado
proteico obtido, foi comparado com uma dieta referéncia através do teste t de Student. Em todas
as andlises foi considerado nivel de significancia de 5%. Nao houve efeito significativo do HP
para as varidveis de desempenho produtivo, indices corporais e varidveis metabdlicas. A
exposi¢ao ao ar desencadeou respostas de estresse nos peixes, com aumento da glicose
sanguinea, entretanto, nao houve efeito do HP nas respostas de estresse. Para as varidveis de
estresse oxidativo nas branquias, houve efeito linear decrescente do hidrolisado proteico para
proteina carbonilada e efeito quadratico para a atividade das enzimas catalase e superéxido
dismutase. Com base nestes resultados, o nivel de 4% de HP foi considerado o melhor, e
utilizado para comparacdo com a ragdo premium. Apesar da suplementaciao da dieta com 4%
de HP ter proporcionado maior taxa de sobrevivéncia nos peixes, também resultou em menor
consumo de racdo, crescimento, eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes, rendimento de carcaca
e indice hepatossomdtico quando comparada com a racdo premium. Para as varidveis
metabolicas, respostas de estresse e varidveis do status oxidativo nas branquias nao houve
diferengas significativas. Apesar do HP ndo ter apresentado efeito palatabilizante e promotor
de crescimento para juvenis de tildpia do Nilo, em condic¢des de desafio, o nivel de inclusio de

4% protegeu contra danos oxidativos.

Palavras-chave: Exposi¢do ao ar. Antioxidante. Figado de aves



ABSTRACT

GOMES, Juliana Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2020. Hydrolyzed
protein of bird’s liver as na additive in diets for nile tilapia, Minas Gerais. Adviser: Jener
Alexandre Sampaio Zuanon. Co-advisers: Hamilton Hisano, Ana Licia Salaro and Pollyanna
de Moraes Franca Ferreira.

Due to the high costs of food and the high demand for protein, it is necessary to look for
alternatives to reduce the costs of fish production, without compromising the productive
performance and the capacity to face challenges imposed by intensive farming systems, such
as, high densities of fish, storage, high frequency of handling and changes in water quality.
During the management of biometrics and classifications, fish are captured, contained in nets
under high densities and exposed to the air, which can cause stress and consequently a reduction
in feed consumption and growth, decreased activity of the immune system and survival.
Omnivorous fish can be fed diets based on plant ingredients without compromising growth,
however, in challenging conditions, strategies are needed to compensate the increase on
nutritional requirements. The use of additives in feed can improve palatability and feed
consumption, the efficiency of nutrient use, the ability to face stressors and to protect against
oxidative damage. Hydrolyzed proteins are commonly used as protein ingredients to replace
fishmeal, however, it has been evaluated as additives in diets for aquatic organisms, due to its
good palatability, to provide essential nutrients, to promote the balance of intestinal microbiota,
to modulate the activity of immune system and act as an antioxidant. Therefore, the aim was to
evaluate the potential of poultry liver hydrolyzed protein, as a sensory, nutritional and
zootechnical additive, in diets for Nile tilapia. A randomized block design with five treatments
and six replication per treatment was used.Four diets based on ingredients of vegetable origin
were formulated to be evaluated. The diets were supplemented with increasing levels of protein
hydrolyzate (0, 1, 2 and 4%) and a premium diet was formulated based on ingredients of animal
origin. The blocks consisted of two classes of initial weight (1.38 + 0.13g and 1.70 + 0.10g).
At the end of 45 days of feeding, productive performance, body indexes and blood metabolic
variables were evaluated. Five fish from each treatment were subjected to a challenge for
exposure to the air and were evaluated the blood glucose and lactate, and also the oxidative
status in the gills. The evaluation of hydrolyzed protein supplementation effect on analyzed
variables was carried out through analysis of variance and, in a significant case, polynomial
regression analysis was performed. The best level of hydrolyzed protein obtained was compared

with a reference diet using the Student's t test. In all analyzes, a significance level of 5% was



considered. There was no significant effect of HP for variables of productive performance, body
indexes and metabolic variables. Exposure to the air triggered stress responses in fish, with an
increase in blood glucose, however, there was no effect of HP on stress responses. For variables
of oxidative stress on the gills, there was a decreasing linear effect of hydrolyzed protein for
carbonylated protein and a quadratic effect for activity of the enzymes catalase and superoxide
dismutase. Based on these results, the level of 4% HP was considered the best, and used for
comparison with the premium diet. Although the 4% diet provided a higher survival rate, it
resulted in a lower feed consumption, growth, efficiency of nutrient use, carcass yield and
hepatosomatic index when compared to the premium diet. For metabolic variables, stress
responses and oxidative status variables on gills, there were no significant differences. Although
the HP did not has a palatizing effect and growth promoter for juveniles of Nile tilapia, under

challenging conditions, the inclusion level of 4% protected against oxidative damage.

Keywords: Exposure to air. Antioxidant. Bird’s liver.
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REVISAO DE LITERATURA

1.  Panorama da aquicultura

O consumo de pescado no mundo tem aumentado desde a década de 1950, a uma taxa
média de crescimento de 3,1% ao ano. No periodo de 1961 a 2017, esse crescimento foi
observado com maior €nfase nos paises em desenvolvimento, ultrapassando a taxa anual de
crescimento populacional de 1,6%. Em 2018, alcancou o valor de 20,5 kg/capta/ano que
representou 20% da proteina animal consumida (FAO, 2020). Este aumento foi impulsionado
nao apenas pelo aumento da producdo, mas também por outros fatores, como a melhor
utilizacdo dos subprodutos provenientes da piscicultura, a melhoria nos canais de distribuigdo,
o crescimento populacional, aumento da renda e da urbanizacdo, além da maior conscientizacao
da populagdo em busca de alimentos mais sauddveis (FAO, 2020).

A partir da década de 1980, o crescimento da pesca extrativista ndo acompanhou o
aumento no consumo do pescado, o que estimulou o crescimento da aquicultura (FAO, 2018).
Em 2018 a aquicultura contribuiu com 46% do pescado consumido no mundo, valor bem acima
dos 25,7% em 2000 (FAO, 2020). O cultivo dos peixes foi o setor que mais contribuiu para este
crescimento, que em 2015 representou 67,8% de toda a produgdo (Zhou, 2017).

No Brasil, a producao de peixes passou de 578,800 mil toneladas em 2014 para 758,006
mil toneladas em 2019, o que representou um aumento de 30,96% nesse periodo (Peixe BR,
2020). A tldpia do Nilo (Orechromis niloticus) é uma das espécies mais produzidas
mundialmente, ocupando a terceira posicdo, perdendo apenas para Carpa capim,
(Ctenopharyngodon idellus) e a Carpa prateada, (Hypophthalmichthys molitrix),
respectivamente (FAO, 2020). No Brasil ocupa a primeira posi¢do no ranking (Peixe BR, 2020)
com grandes indicios que se tornard o peixe de criacdo mais importantedo mundo (Kobayashi,
2015).

O aumento na produgdo, bem como a intensificacdo dos sistemas de criacdo levou a
maior demanda de alimentos para os peixes, pois nesses sistemas, a alimentacdo ¢é
exclusivamente por ragcdes (Furuya, 2010). No periodo de 2007 a 2016, a produgdo de racdes
quadruplicou, passando de 168 mil toneladas para 722 mil toneladas (Zani, 2015; 2016;
2017).Esse aumento se deu pela ndo disponibilidade do alimento natural em quantidade e
qualidade que atendam as exigéncias nutricionais para crescimento e reproducdo, nesses
sistemas (Furuya, 2010). A alimenta¢do de peixes em sistemas intensivos pode representar até

70% do custo total de producao (Bolivar et al., 2010).
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2. Ingredientes utilizados para confec¢do das racoes

O alto custo de alimentacdo, em comparagao com outros animais domésticos, se deve a
alta exigéncia por proteina, que eleva os custos na producdo de ragdes, seja a partir de
ingredientes de origem animal ou de origem vegetal. Os ingredientes de origem animal mais
frequentemente utilizados sao provenientes do processamento de subprodutos de abatedouros,
como a farinha de peixe, farinha de visceras de aves, farinha de carne e ossos, farinha de penas
e farinha de sangue, enquanto os principais ingredientes proteicos de origem vegetal sdo o farelo
de soja, gliten de milho e farelo de algodao (Pezzato et al., 2002; Pezzato et al., 2009).

Dentre os ingredientes de origem animal, a farinha de peixe é a mais amplamente
utilizada na confeccdo de ragdes, principalmente para peixes carnivoros, por apresentar bom
perfil de aminodcidos, ser boa fonte de acidos graxos essenciais da série n-3, de vitaminas e
minerais, além de boa digestibilidade dos nutrientes e da alta palatabilidade (Pezzato et al.,
2009). Entretanto, a qualidade deste ingrediente € influenciada principalmente pela composi¢cao
da matéria prima, que pode ser de origem marinha (peixes inteiros) ou de residuos do
processamento de pescado (principalmente de tildpia ou de salmao).

A farinha de peixe € utilizada tanto em ragdes para organismos aqudticos, quanto para
outros animais de produgdo e pets, por isso € um produto altamente demandado pela industria,
0 que contribui para os elevados valores no mercado. A alta demanda por farinha de peixe na
ultima década e a estagnacdo na produgio tem tornado insustentavel a utilizacido a longo prazo
como o principal ingrediente proteico em ragdes para peixes (Salin et al., 2018). A produgdo
mundial de farinha de peixe atingiu seu pico em 1994 com 30 milhdes de toneladas, porém ao
longo dos anos ocorreu um declinio continuo até chegar a metade da sua capacidade em 2016
(FAO, 2018). Essa reducao deu-se em decorréncia da sobre-exploracio dos recursos oceanicos,
levando ao esgotamento dos estoques pesqueiros, com destaque para a espécie Engraulis
ringens, principal fonte de matéria prima da América do Sul. Além disso, fendmenos climéticos
como el nifio, tem afetado diretamente os estoques pesqueiros e causado oscilagdes em sua
obtencdo (Naylor et al., 2000). Essa reducdo no suprimento da farinha de peixe de origem
marinha levou a necessidade de obten¢do de ingredientes proteicos de origem animal de forma
mais sustentdvel.

A disponibilidade dos residuos do processamento de pescado de dgua doce permitiu a
fabricacdo de farinha de peixe como alternativa a de origem marinha, bem como a redu¢do dos
impactos ambientais. Entretanto, esta pode apresentar pior valor nutricional em funcdo da
variacdo na composi¢do da matéria prima (propor¢des de carne, ossos, pele, escamas e

nadadeiras), que resulta em pior palatabilidade, altos teores de cinzas, menor teor proteico ede
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dcidos graxos essenciais da série n-3 (Teixeira et al., 2006). Por apresentar composicdo varidvel,
ha necessidade de constante avaliacdo da composicao quimica de cada lote, o que dificulta a
formulacio e eleva os custos de producio das racoes.

Os demais ingredientes de origem animal, como as farinhas de carne e 0ssos, de sangue,
de penas e de visceras de aves contribuem para melhorar a palatabilidade das rag¢des, porém,
apresentam problemas semelhantes aos da farinha de peixe de residuos de filetagem, o que
limita sua utilizacdo em ragdes para peixes. Dessa forma, a baixa qualidade da matéria prima e
os processamentos inadequados podem resultar em baixa digestibilidade dos nutrientes e
prejuizo no desempenho dos peixes (Aksnes et al., 1997; Vergara et al., 1999). Tais
caracteristicas limitam o uso desses ingredientes como fonte de proteina nas dietas, portanto,
uma alternativa comum € a utilizacdo de ingredientes proteicos de origem vegetal para a
formulacao de racOes para peixes.

Os ingredientes proteicos de origem vegetal apresentam caracteristicas positivas como
menor custo, maior disponibilidade no mercado e menor oscilagdo na composi¢do quimica.
Entretanto, algumas dessas fontes de proteina, como o farelo de soja e o concentrado proteico
da soja, podem conter fatores antinutricionais como inibidores de tripsina, oligossacarideos,
polissacarideos nao amildceos e lecitinas, que prejudicam a digestdo proteica, o tempo de
permanéncia no trato digestivo e a absor¢do dos nutrientes no intestino (Francis et al., 2001).
Além disso, apresentam deficiéncia dos aminodcidos metionina e cistina e baixa
disponibilidade de minerais pela presenca de fitatos (Francis et al., 2001).

Estes fatores antinutricionais, limitam o uso dessas fontes vegetais, em dietas para
aquicultura (Lee et al., 2002; Lin e Luo, 2011), dessa forma, necessitam passar por
processamentos que permitem desativa-los. Os processamentos fisicos compreendem a limpeza
e secagem (maximo de 12% de umidade) para uma melhor armazenagem. Apds esse
procedimento, ocorre a moagem dos graos com casca, que posteriormente € separada, tostada
e reincorporada ao farelo de soja. A soja sem casca segue para laminacdo, e em seguida para
expansdo, onde é pressionado com vapor e torna se esponjoso. Apds o resfriamento, a soja
segue para o processamento quimico, com extra¢do do 6leo com hexano, onde sdo produzidas
duas fragdes: a miscela e o farelo de soja (FS) antes de tostar. O FS € levado ao toaster que tem
duas fungdes: recuperar parte do hexano ainda presente no farelo e desativar os fatores
antinutricionais (Bellaver e Snizek Junior, 1999). Entretanto, a substitui¢do da farinha depeixe
pelo farelo de soja em racdes para peixes pode causar reducdo na sobrevivéncia (Fabregat et
al., 2018) na atividade do sistema imune (Lin e Luo, 2011), na atividade das enzimas

metabodlicas (Lin e Luo, 2011), no crescimento (Fontainhas- Fernandes et al., 1999; Lin e Luo,
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2011; Fabregat et al., 2018), na eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes (Fabregat et al., 2006;
Fabregat et al., 2018) e na qualidade da carcaca (Fontainhas - Fernandes et al., 1999; Fabregat
et al., 2018). Tais efeitos sdao influenciados pelo nivel de substituicdao (Lin e Luo, 2011) e sdo
mais pronunciados para peixes carnivoros (Fabregat et al., 2018).

O gldten de milho € um importante ingrediente proteico em ragdes para peixes, obtido
como coproduto da fabricacdo de amido e xarope de glicose pelo processamento enzimético do
endosperma do milho (Butolo, 2002). Esse processo resulta em um produto altamente proteico,
com elevado teor de metionina (Fernandes, 1998), porém deficiente em alguns aminoécidos
essenciais como lisina, arginina e triptofano (Kubitza, 1999). Dietas em que o gliten de milho
€ o principal ingrediente proteico tendem a apresentar menor atratividade, como demonstrado
para Oreochromis niloticus (Pereira e Pezzato, 2000), para o hibrido Chrysops Morone x M.
saxatilis (Trushenski e Kohler, 2011) e para Macrobrachium rosenbergii (Zhou et al., 2010).
Assim, s30 necessdrias estratégias para melhorar a eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes em
racdes onde a principal fonte proteica é de origem vegetal, como a inclusdao de aditivos para
melhorar a palatabilidade, suplementar aminodcidos essenciais, promover o equilibrio da flora

intestinal e da atividade do sistema imune dos peixes.

3. Hidrolisado

Os hidrolisados proteicos sdo constituidos de aminoacidos livres e peptideos de 2 a 20
aminodcidos (Halim et al., 2016), produzidos a partir da clivagem de ligagdes peptidicas de
uma ampla variedade de matérias-primas proteicas, caseina (Lin et al., 1997), proteinas doovo
(Sakanaka e Tachibana, 2006), da soja (Gibbs et al, 2004), tubérculos (Wang e Xiong, 2005),
plasma sanguineo de diversos animais (Bah et al., 2016), residuos da filetagem de peixes
(Amarowicz e Shahidi, 1997), de suinos (Saiga et al., 2003) e frangos (Sun et al., 2012).

A maioria dos hidrolisados proteicos sdo produzidos a partir de produtos de origem
animal e, portanto, a disponibilidade de matéria prima é um fator determinante para a
fabricacdo, distribuicao e regulacio do preco destes aditivos. Como o Brasil € um dos maiores
produtores de carne de frango no mundo (Schmidt e Sila, 2018), os subprodutos do
processamento das carcacas resultam em milhares de toneladas de matéria prima, uma vez que
as visceras representam cerca de 37 % do peso vivo (Meeker, 2009). O figado de aves ¢ uma
matéria prima com alto potencial para producdo de hidrolisado proteico em funcdo da boa
composi¢do nutricional e sua utilizacdo in natura apresentar limitagdes devido seu odor
indesejdvel. Apesar de ser utilizado para o consumo humano, seu reduzido valor econdmico

tem levado as industrias a processar esse material, com consideravel agregacdo de valores, para
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confec¢do de ragdes, o que contribui para a geracdo de renda para a industria e a diminui¢do da
poluicdo ambiental proveniente do descarte deste material (Russ e Meyer-Pittroff, 2004).

A hidrélise das proteinas pode se dar por processo quimico, bioquimico (amplamente
utilizado em escala industrial — Fig. 1), fisico ou microbiolégico. Os métodos quimicos,
comumente utilizados devido a facilidade de operacdo e custo relativamente baixo, envolvem
a utilizacdo de 4cidos (hidrdlise dcida) ou bases fortes (hidrélise alcalina) (Halim et al., 2016).
Os métodos bioquimicos incluem a acdo de enzimas proteoliticas endégenas (autdlise) e de
enzimas exdgenas (Zamora-Sillero et al., 2018). O processo fisico envolve a elevacdo da
temperatura (Wang et al. 2013) e o microbioldgico a utilizacdo de Bacillus sp (Jemil et al.
2014). Para obtencdo dos peptideos com propriedades funcionais, € essencial controlar o tempo
de hidrodlise, o tipo de enzima, bem como estabelecer valores ideais de pH e temperatura

(Zamora-Sillero et al., 2018).

Figura 1 - Principais métodos disponiveis para producdo de hidrolisados proteicos

* Alta hidrolise de
proteinas

Hidrélise acida | |* Destruigdo de alguns
aminoacidos
individuais

* Formagdo de
substancias toxicas

Hidrdlise quimica

Hidrolise alcalina

Hidrolisado de

Proteina
Hidrélise autdlise * Moderada hidrolise
Hidrolise de proteinas
bioquimica * Hidrolise especificas
Hidrolise + Formagio de
enzimatica biocombustiveis

Fonte: Adaptado de Zamora-Sillero et al. (2018).

As hidrolises quimicas sdo processos que podem causar degradacdo de alguns
aminodcidos devido a sua reagdo severa e a clivagem inespecifica das ligacdes peptidicas, o
que resulta em produtos com rendimento heterogéneo de peptideos e pior qualidade nutricional
(Celus et al., 2007). A hidrolise acida tem como principais solventes os acidos cloridrico e
sulfirico, que podem causar degradacdo do triptofano, metionina, cistina e cisteina (Bucci e
Unlu, 2000; Pasupuleti et al., 2008; Wisuthiphaet et al., 2015). Na hidrolise alcalina, os
principais produtos utilizados sdo os hidréxidos de célcio, de sédio ou de potdssio, porém alguns

aminodcidos, como a serina e a treonina sao degradados. Além disso, algumas reagdes alcalinas
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podem levar a formagao de substancias téxicas como a lisinoalanina, que resulta em perda de
valor bioldgico da proteina (Lahl e Braun, 1994).

A hidrélise por autdlise enzimdtica € um método que utiliza as préprias enzimas
proteoliticas presentes na matéria prima como tripsina, quimiotripsina e pepsina, além de
enzimas proteoliticas presentes nas células musculares. Apesar dos custos de processamento
serem reduzidos, é mais dificil controlar o processo hidrolitico devido a variedade de enzimas,
com diferentes atividades, o que limita a producao de peptideos bioativos (Kristinsson e Rasco,
2000). Além disso, a duracdo do processo de autdlise € muito varidvel (Tungkawachara et al.,
2003) e pode afetar de forma negativa as propriedades funcionais do hidrolisado (Shahidi et al.,
1994).

O processo por hidrolise enzimdtica, com a utilizacdo de enzimas exdgenas é 0 mais
utilizado para producdo de peptideos bioativos. O inicio do processo se da pela preparacdo da
matéria prima, que deve ser triturada e homogeneizada em 4gua destilada e aquecida a 85-90°C
por 20 minutos com a finalidade de inativar enzimas endégenas da matéria prima, o que permite
maior controle de quais ligagdes peptidicas serdo hidrolisadas (Molla e Hovannisyan, 2011,
Benhabiles et al., 2012; Wang et al., 2013 ). Em seguida, a enzima exdgena comercial é
adicionada, sendo necessdrio que toda reacdo permaneca em sistema de agitagdo. A
temperatura, pH e o tempo de digestdo da reacdo, variam de acordo com a enzima utilizada e o
tipo de substrato (Tabela 1). A temperatura e o pH frequentemente sdo ajustados e mantidos

constantes para otimizar a cinética da enzima ou a mistura de enzimas selecionadas (Kristinsson

e Rasco, 2000).

Tabela 1 - Enzimas proteoliticas utilizadas na hidrolise de proteinas

Frmima Concentracao da nIT Tempo Temperatura
enzima (%) (min) °C)

Protamex - - 114 39
Alcalase 0,50 — 20,00 7,5-10,5 60 - 300 40 - 60
Papaina 0,50 6,0-7,0 90 50 - 60
Protease ; 10-11 600 39-50
alcalina
Bromelina 0,50 7,0 90 55
Termolisina 0,01 7,4 120 37
Proteinase K 0,01 7.5 120 37
Flavourzyme 0,02 -3,0 7,0-17.5 120 50
Protease de ] 8,0 10,0 180 45-55
peixes

Fonte: adaptado de Halim et al. (2016).
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Diferentes enzimas quebram diferentes ligacdes peptidicas, em funcdo de suas
especificidades. Além disso, a eficiéncia da hidrélise € influenciada pelo pH, temperatura, a
razdo enzima/substrato e o tempo de digestdo, o que influencia a composicao de peptideos e
aminodcidos do hidrolisado (Adler-Nissen, 1984; Kristinsson e Rasco, 2000; DosSantos et al.,
2011, Srichanun et al., 2014). Portanto, o controle destas varidveis € essencial para obtencdo de
peptideos com propriedades bioativas (Andriamihaja et al., 2013) sem ocorrer a degradagdo de
aminodcidos (Clemente, 2000; Shahidi et al., 1995; Andriamihaja et al., 2013).

Ao atingir o grau de hidrdlise desejado, a reacdo enzimdtica € interrompida pela
elevacdo da temperatura, com aquecimento de 85-95 °C por 5 a 20 min Ghassem et al., 2011,
Intarasirisawat et al., 2014) ou pela alteracio do pH do meio. A inativacdo das enzimas por
meio térmico pode provocar desnaturagdo de proteinas, que leva a exposi¢do de residuos
hidrofébicos de aminodcidos, e consequente agregacdo de proteinas (Kristinsson e Rasco,
2000), que diminui a qualidade do hidrolisado. Apds a inativagdo enzimética, o produto é
centrifugado a fim de separar as fragdes lipidica, aquosa e proteinas ndo hidrolisadas. Entdo, a
fracdo aquosa € liofilizada para secar o hidrolisado sem comprometer a estrutura dos
aminodcidos livres e peptideos bioativos (Kristinsson e Rasco, 2000; Zamora-Sillero et al.,

2018) (Fig. 2).

Figura 2 - Principais métodos disponiveis para produgdo de hidrolisados proteicos
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Fonte: Adaptado de Zamora-Sillero et al. (2018).
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As enzimas podem ser classificadas como endopeptidases ou exopeptidases, de acordo
com a especificidade da posicdo das ligagdes peptidicas que hidrolisam. As exopeptidases
atuam somente nas extremidades das cadeias polipeptidicas. Quando atuam na ligag¢do peptidica
junto ao aminodcido do terminal amino, sdo chamadas de aminopeptidases, quando atuam junto
ao aminodcido do terminal carboxila, sdo chamadas carboxipeptidases. A acdo de
exopeptidades produz aminodcidos livres e peptideos grandes. As endopeptidases hidrolisam
ligacdes peptidicas nas regides internas da cadeia polipeptidica, com producdo de peptideos
menores, porém, relativamente grandes. Cada endopeptidase hidrolisa ligacdes entre residuos
de aminodcidos especificos (Rao et al., 1998), assim, diferentes enzimas, agindo em diferentes
matérias-primas geram diferentes peptideos, com diferentes propriedades fisioldgicas. As
enzimas utilizadas podem ser de origem vegetal, como papaina e bromelina; de origem animal,
como pepsina e tripsina (Samaranayaka e Li-Chan, 2011; Kumar et al., 2012; Chi et al., 2015)
ou de origem microbiana, como a alcalase produzida pelo Bacillus licheniformis (Halim et al.,
2016; Samaranayaka e Li-Chan, 2011).

Os pesos e tamanhos moleculares dos peptideos, bem como a composicdo de
aminodcidos, ttm um impacto significativo nas propriedades fisiologicas do hidrolisado
(Sarmadi e Ismail, 2010; Picot et al., 2010), assim, os processos de separacdo e purificacdo
como ultrafitracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e filtracdo em gel (GF) permitem aumentar a
concentracdo de peptideos bioativos no produto comercial e melhorar a eficicia das atividades
bioldgicas dos hidrolisados. A UF de alto peso molecular (20-100 kDa) separa peptideos de
proteinas ndo hidrolisadas e enzimas proteoliticas, enquanto a UF e NF promovem aseparacao
o hidrolisado de peso molecular ~4—-8 kDa, com consequente aumento da concentragdo de
peptideos de pesos moleculares especificos (Bourseau et al., 2009). A filtracdo em gel utiliza a
cromatografia liquida de desempenho rdpido (FPLC) para obter peptideos com pesos
moleculares <3 kDa (Centenaro et al., 2014). Assim, o tamanho, a sequéncia de aminoacidos e
a concentracdo de peptideos bioativos, bem como os tipos e a concentragdo de aminoacidos
livres determinam as propriedades fisiolégicas do hidrolisado (Sarmadi e Ismail, 2010), que
podem atuar contra microrganismos indesejados, modular a atividade do sistema imune,
proteger os tecidos dos animais contra a oxidacdo, bem como apresentar acoes anti-hipertensiva

e antitrombotica (Korhonen e Pihlanto, 2006; Kim e Wijesekara, 2010).

4. Utilizagdo do hidrolisado como aditivo
Os aditivos mais frequentemente utilizados pelas indtstrias de ragdes sdo os probioticos

e prebidticos, porém, enzimas, dcidos organicos e extratos vegetais também vem sendo
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avaliados em pesquisas com diversos animais. Os aditivos podem ser classificados como
tecnoldgicos, que interferem na estrutura e favorecem a conservacao das ragdes; sensoriais, que
melhoram as propriedades organolépticas; nutricionais, que fornecem nutrientes essenciais;
zootécnicos, que melhoram o desempenho animal e anticoccidianos, que controlam
protozodrios no intestino dos animais (Gonzales e Mascarenhas, 2014). Entretanto, alguns
aditivos podem pertencer a mais de uma categoria por promoverem varios desses efeitos.

Os hidrolisados sdo comumente utilizados como ingredientes proteicos em substituicao
a farinha de peixe, podendo substituir até 25% para espécies como Dicentrarchus labrax (Cahu
et al., 1999), 15% para Oreochromis niloticus (Plascencia, et al., 2002) e 10% para
Pseudosciaena crocea (Tang et al., 2008). Mais recentemente t€m sido avaliados como aditivos
em dietas para organismos aqudticos (Sary et al., 2017; Silva et al., 2017) em funcdo de suas
propriedades sensoriais, por melhorarem a palatabilidade das ragdes (Chotikachinda et al.,
2013), nutricionais, por fornecer aminodcidos essenciais para sintese proteica (Kousoulaki et
al., 2013) e por melhorarem o desempenho produtivo dos animais (Aksness et al., 2006).

Como aditivos sensoriais, os hidrolisados atuam principalmente por serem ricos em
aminodcidos livres responsdveis pelo efeito estimulatério no consumo dos alimentos
(Chotikachinda et al., 2013; Borquez e Cerqueira 1998; Ruiz-Capillas e Moral 2004). A
sensibilidade aos aminodcidos em peixes se dd pelo sistema olfativo, pelo sistema gustativo
oral (presentes dentro da cavidade oral; faringe, esdfago, branquias e ldbios) e do sistema
gustativo extra oral, em algumas espécies (presente em labios, nadadeiras, barbilhdes e
superficie corporea) (Kasumyan e Dovin, 2003; Shamushaki et al., 2008). Os receptores
gustativos de peixes sdo altamente sensiveis a aminodcidos livres, com respostas espécie-
especifica (Kasumyan e Dovin, 2003), podendo o mesmo aminodcido apresentar efeito
estimulatdrio da captura e ingestdo de alimentos em uma determinada espécie e efeito contrario
em outra espécie, mesmo sendo filogeneticamente proximas (Kasumyan e Dovin, 2003).
Portanto, os hidrolisados podem apresentar diferentes efeitos no consumo de racdo, em
diferentes espécies, em funcdo do grau de desenvolvimento do sistema gustativo, da
composi¢do da matéria prima e do tipo de processamento do hidrolisado. A inclusdao de
hidrolisados em dietas proporcionou melhora na palatabilidade em Oreochromis niloticus
(Sanches- Alves et al., 2019) Oncorhynchus tshawytscha (Ho et al., 2012) e Steindachneridion
melanodermatum (Lewandowski et al., 2013), Perca flavescens e Coregonus clupeaformis
(Kolkovski et al., 2000). Entretanto, para alevinos de Carassius auratus (Fries et al, 2011) e
para Salmo salar (Espe et al., 2006) ndo foram observadas diferencas significativas na

atratividade da palatabilidade com a utilizacao de hidrolisado nas dietas.
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Como aditivos nutricionais, os aminodcidos presentes nos hidrolisados sdao substrato
para sintese proteica e, portanto, contribuem para suprir aqueles em deficiéncia nos ingredientes
vegetais, e assim, reduzir a necessidade de suplementacdo com aminodcidos sintéticos
(Kousoulaki et al., 2013). A suplementacdo de hidrolisados apresentou efeitos positivos na
retencdo de aminodcidos essenciais em Salmo salar (Refstie et al., 2004) e na eficiéncia de
utilizacdo de proteinas de Pagrus major (Bui et al., 2014) e Paralichthys olivaceus (Zheng et
al., 2012). Porém, para Scophthalmus maximus ndo melhorou o crescimento e a utilizacdo dos
nutrientes da dieta (Xu et al., 2016).

Como aditivo zootécnico, a suplementacdo de hidrolisado de peixe melhorou o
crescimento tanto em espécie de peixes onivoro (Silva et al., 2017) como em peixes carnivoros
(Tang et al., 2008; Zheng et al., 2012). Em larvas de Oreochromis niloticus a suplementacao de
hidrolisado em niveis acima de 4% piorou o desempenho, porém aumentou a taxa de
sobrevivéncia ao nivel de 8% (Sary et al., 2017), e em juvenis da mesma espécie a inclusao nao
melhorou o desempenho produtivo (Leal et al., 2010).

Além de fornecer aminodcidos e outros nutrientes, os hidrolisados também podem
melhorar o desempenho produtivo dos animais por meio da a¢do de peptideos com capacidade
de regular processos fisiologicos (Korhonen e Pihlanto, 2006; Kim e Wijesekara 2010). Para
ser tornarem ativos, os peptideos precisam ser liberados por hidrdlise de ligagcdes peptidicas
especificas das proteinas de diversas matérias-primas (Udenigwe e Aluko, 2012).

As atividades antimicrobiana e imunomoduladora de peptideos bioativos dos
hidrolisados podem gerar impactos positivos na producdo de peixes pela reducdo da taxa de
mortalidade quando estes estdo sob condi¢des de desafio, como observado para larvas de
Dicentrarchus labrax, quando infectados com Vibrio anguillarum e para Pagrus major quando
infectados com Edwardsiella tarda (Kotzamanis et al., 2007; Tang et al., 2008; Bui et al., 2014;
Robert et al., 2015).

5. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre pelo desequilibrio entre a formagao e a neutralizacio de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN). Apesar das ERO e ERN estarem
envolvidas em processos fisiologicos como a sinaliza¢do na neurotransmissdo, relaxamento do
musculo liso, regulagdo da pressdo sanguinea e da resposta imune (Bene§ et al., 1999;
Freidovich, 1999; McCord, 2000; Arrigone e Tullio, 2002; Valko et al., 2007), quando em
excesso, podem causar danos em lipideos, proteinas e DNA e levar a morte celular (Valko et

al., 2007).
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As ERO representam a classe mais importante dos radicais livres (Valko et al., 2007).
Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que contém um ou mais elétrons nao pareados em
sua dltima camada eletronica, que conferem alta reatividade e meia vida curta (Ferreira e
Matsubara, 1997; Halliwell e Gutteridge, 1999). O termo radical livre ndo é adequado para
designar os agentes reativos que podem causar danos as células, pois alguns deles ndo
apresentam elétrons desemparelhados em sua dltima camada (Ferreira e Matsubara, 1997).
Além das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, também existem as derivadas do enxofre
(ERS), de cloro (ERC]) e de carbono (ERC) (Vasconcelos et al., 2007).

As ERO sao formadas naturalmente nas reacdes enzimdticas envolvidas na sintese de
ATP (Koury e Donangelo et al., 2003), principalmente nas mitocondrias (Green et al., 2004).
Durante a respiragdo celular, a maior parte do O é reduzido pela adicdo de quatro elétrons, com
a formacao de H>O, porém cerca de 2 a 5% do oxigénio recebe apenas um elétron, produzindo
o radical super6xido ou anion superdéxido (O:™). Apesar de ser um radical pouco reativo, ele
pode interagir com outras moléculas e gerar ERO secunddrios, como o radical hidroxila (OH¢),
radical hidroperoxila (HO2") e per6xido de hidrogénio (H202), bem como gerar ERN, como o
peroxinitrito (ONOOQO") (Ferreira e Matsubara, 1997; Halliwell e Gutteridge, 1999; Koury e
Donangelo et al., 2003; Schneider e Oliveira, 2004) (Fig. 3).

Figura 3 - Principais espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) e as principais

defesas enzimaticas € nao enzimaticas das células
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As principais fontes endégenas de ROS e RNS estdo representadas nos retingulos pontilhados. As principais
defesas antioxidantes estdo representadas nos retdngulos em cinza e as principais defesas enzimadticas estdo
representadas em itdlico.

Fonte: Ferreira et al. (2009), modificado.
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O radical hidroxila (OH") se constitui o mais reativo dos radicais livres, com meia vida
muito curta, mas com efeito de extrema toxicidade, sendo responsavel pelos danos as estruturas
do DNA, com modificagdes nas bases purinicas e pirimidinicas, o que leva a alteragdes na
expressao génica (Richter, 1997). Além disso, é capaz de inativar diversas proteinas (enzimas,
proteinas de membrana e da matriz extracelular) e iniciar a oxida¢do dos 4cidos graxos
insaturados dos fosfolipideos nas membranas celulares, causando peroxidacgao lipidica, o que
gera o radical lipidico (L") altamente reativo (Halliwell e Gutteridge, 1986).

A peroxidacao lipidica é um processo onde os radicais livres retiram um hidrogénio do
carbono metilénico adjacente a ligacdo dupla cis de um dcido graxo polinsaturado (L) nas
membranas celulares, o que leva a destrui¢do de sua estrutura. Com o comprometimento dos
mecanismos de troca através das membranas, ocorre a liberacdo de contetidos de organelas,
como enzimas hidroliticas dos lisossomos e formagdo de produtos citotoxicos como
hidrocarbonetos (etanol) e aldeidos como 4-hidroxinonenal e o malonaldeido (MDA), o que
pode levar a morte celular (Benzie, 1996). O processo de peroxidacdo envolve reacdes em
cadeia com capacidade de autopropagacdo que consiste em trés etapas: iniciacdo, propagacao e
terminacao, conhecido como propagagdo de reacdes em cadeia (Gardes-Albert e Ferradini,
1991; Fridovich, 1999; Valko et al., 2007). Um radical livre inicia o processo com a formagao
de um radical lipidico (L"), também chamado de radical carbonila. Durante a etapa de
propagacdo, na presenca de Oz, os radicais lipidicos desencadeiam a formacgdo de radicais
peroxilos (LOQO"), que podem retirar outro hidrogénio de outro dcido graxo, gerando mais L' e
um hidroperéxido (LOOH). Este, por sua vez, gera o radical alcoxilo (LO"), que é mais reativo
que o LOO’, e pode reiniciar a lipoperoxidagdo retirando mais um hidrogénio de outro dcido
graxo insaturado com a formagéo de L’ e um édlcool, e degradar-se em outros compostos como
o malondialdeido (MDA) (Martinez et al., 2003). O término da lipoperoxidac¢do ocorre quando
os radicais (L" e LOO") produzidos nas etapas anteriores sejam removidos pela reacdo com
outros radicais, formando produtos inativos — LOOL (Burton e Traber, 1990) ou sejam
inativados por reacdes com antioxidantes como a vitamina E ou a glutationa (Kowaltowski e
Vercesi, 1999).

Assim como as EROs, as ERNs, quando em excesso, também podem causar prejuizos
para a sadde, sendo o principal radical reativo, o oxido nitrico (NO"). O seu excesso causa 0
estresse nitrosativo por meio da nitrosilagdo de proteinas, que pode prejudicar suas propriedades
fisiolgicas (Ridnour et al., 2004). O NO" é soliivel em meios aquosos e lipidicos, difunde-se
através do citoplasma e das membranas plasméticas (Chiueh, 1999). A reacdo entre o anion

superdxido e o oxido nitrico, resultam no anion peroxinitrito (ONOQ), uma molécula
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considerada um potente agente oxidante, que pode fragmentar o DNA e contribuir com
oxidagdo lipidica (Carr et al., 2000). Dessa forma, a toxicidade do NO' estd predominantemente
ligada a sua capacidade de combinar com os anions superoxido e aos metais de transicao
(Archer, 1993).

O aumento na formacdo das espécies reativas ocorre em condicdes ambientais
subdtimas ou sob alguma forma de desafio, em condig¢des fisioldgicas, ocorre a neutralizagdao
dessas espécies reativas por mecanismos de defesas antioxidantes, o que limita os niveis
intracelulares e impede a indu¢do de danos (Sies, 1993). Um antioxidante pode ser definido
como “qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracdes, comparada as de um
substrato oxidavel, retarda ou previne significamente a oxidagao desse substrato” (Halliwell e
Gutteridge, 1995). Esses agentes podem ser classificados como antioxidante enzimético e
antioxidante ndo enzimatico (Bianchi e Antunes, 1999).

Dentre as enzimas antioxidantes destacam-se a superdxido a dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa-peroxidase (GPx), glutationa-redutase (GRED) e glutationa S- transferase
(GST) (Arrigoni e Tullio, 2002; Valko et al., 2007). Os principais antioxidantes ndo enziméaticos
sao compostos o acido ascorbico (Vitamina C), a-tocoferol (vitamina E — antioxidante natural
da membrana) e glutationa reduzida (GSH), entre outros como o caroteno, dcido urico,
flavonoides e acidos fendlicos (Hermes-Lima, 2004; Valko et al., 2007; Ferreira et al., 2009).

A SOD converte Oz em H20», protegendo as células aerdbicas da agao do superdxido.
O acumulo de perdxido de hidrogénio, por sua vez, € evitado pela agdo das enzimas catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) que atuam de maneira integrada. A CAT catalisa a
conversdao de HoO> em Oz e H,O nos peroxissomos e a GPx é uma enzima dependente do
selénio, que atua nas mitocOndrias, citosol e nucleo. A acdo destas enzimas € de extrema
importincia pois evita o acimulo de O>", e consequente formagdo de OH’, contra o qual ndo ha
sistema enzimatico de defesa (Ferreira e Matsubara, 1997; Fang et al, 2002; Koury e
Donangelo, 2003; Valko et al., 2007).

A glutationa € um antioxidante insoldvel, um tripeptideo composto por glutamato,
cisteina e glicina, que pode ser encontrar na forma reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG). Em
situacOes de estresse oxidativo, a GSH € consumida e ocorre a formagdo da GSSG., que através
da glutationa redutase (GRED), uma enzima citosdlica, realiza a regeneracdao da GSSG em
GSH. Assim, essa enzima participa indiretamente no combate aos radicais livres, pois a GSH é
umas das principais moléculas antioxidantes dos compartimentos celulares (Valko et al., 2007).
A glutationa s-transferase (GST), cataliza reacOes da glutationa com produtos da peroxidacao

lipidica A GSH possui papel central na defesa das células contra o estresse oxidativo, pode
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atuar diretamente na reducdo dos radicais livres ou indiretamente na regeneragdo dos diversos
agentes antioxidantes, dentre eles, a G-px, a GST e as vitamina E e C. (fig. 2) (Masella et al.,
2005;Valko et al., 2007; Ferreira et al., 2009;).

A vitamina C ocorre de forma predominante em ascorbato (AscH"), sendo um excelente
agente antioxidante na eliminacdo de radicais livres, e que de forma sinérgica regenera a
vitamina E (Fig. 3) (Bianchi e Antunes, 1999; Li e Schellhorn, 2007). A vitamina E doa
hidrogénio, para os radicais peroxilo (LOO") e alcoxilo (LO"), principal agente contra a
peroxidacdo lipidica, impedindo a propagacdo da reacdo em cadeia (Traber e Packer, 1995;
Davey et al, 2000). Portanto, a vitamina C e E destacam se por serem antioxidantes naturais,
que sdo essenciais na protecao das membranas bioldgicas (Chew, 1995; Sies, 1997; Nagaoka et

al, 2007).

6. Respostas de estresse

A intensidade de producio de ERO e a severidade do estresse oxidativo estdo
relacionadas principalmente com a atividade mitocondrial. Quanto maior o consumo de
oxigénio na respiracao celular, maior € a producido de ERO (Bianchi e Antunes, 1999). Portanto,
quando os peixes sdo expostos a fatores estressores, como ocorre durante os manejos de
classificacdo, onde os peixes sdo capturados, contidos em altas densidades e expostos ao ar,
ocorre a liberacdo de hormonios que preparam os animais para enfrentar estas situacoes.
Quando a duracdo da exposi¢do ao fator estressor € curta, os animais exibem alteracdes
fisiolégicas que aumentam a probabilidade de sobrevivéncia, porém, estas respostas adaptativas
também causam distirbios na homeostase, com reducgdo das reservas energéticas e inibicao dos
processos digestivos (Carneiro e Urbinati, 2001; Sampaio e Freire, 2016). Quando o animal
permanece exposto ao fator estressor por mais tempo, o estresse se torna cronico, com prejuizos
para a saude e o desempenho produtivo, como ocorre quando os peixes sdo manejados com alta
frequéncia ou mantidos em condi¢des sub6timas de qualidade de 4gua, densidade de estocagem
e alimentacao (Pickering, 1993; Costa et al., 2004; Urbinati et al., 2004).

O sinal estressor, além de ser processado nas dreas sensoriais (visual, olfativa, linha
lateral), que permite que o animal tome consciéncia da situa¢do adversa, também ativa centros
no hipotdlamo, que desencadeiam ajustes fisioldgicos que permitem ao animal enfrentar ou
escapar dessa situagdo. As repostas desencadeadas pela ativagcao do sistema nervoso autobnomo
simpatico sdo mais rapidas, com libera¢do do neurotransmissor noradrenalina junto a diversos
drgdos como o coracdo, vasos sanguineos, sistema digestorio, respiratorio e mobilizagdo das

reservas energéticas, com elevacao da glicose sanguinea e reducdo do glicogénio hepatico
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(Mazeaud e Mazeaud, 1981; Carneiro e Urbinati, 2001). O sistema nervoso autdnomo simpatico
também estimula o tecido cromafim (equivalente a medula das glandulas adrenais dos
mamiferos) e causa liberacdo de adrenalina no sangue, que reforca os efeitos causados pela
noradrenalina. Simultaneamente, o hipotdlamo secreta o hormodnio liberador de corticotrofina
(CRH), que estimula a glandula hipdéfise a liberar o hormonio adrenocorticotréfico (ACTH),
que por sua vez, estimula o tecido adrenocoticorcal (equivalente ao cortex das glandulas
adrenais dos mamiferos) a liberar cortisol na corrente sanguinea. Como esse controle é
inteiramente enddcrino, as repostas de estresse demoram mais a comecar do que as repostas
desencadeadas pelo sistema nervoso autonomo. O cortisol também apresenta efeito
hiperglicemiante por estimular a gliconeogénese no figado, diminuir a captacao de glicose pelos
musculos e tecido adiposo, aumentar a protedlise e inibir a sintese proteica nos musculos e
tecido conjuntivo.

As respostas de estresse em peixes sdo denominadas como Sindrome Geral de
Adaptacdo, a qual apresenta trés estagios (Selye 1950; Oba et al., 2009). A resposta primdria
(reacdo de alarme) € caracterizada pela ativacdo do sistema nervoso autdnomo simpdatico, bem
como pela elevacdo dos niveis plasmaticos de hormonios como as catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) e corticosteroides (cortisol e cortisona) (Oba et al, 2009). A ativagdo das células
alvo por estes hormdnios desencadeia as respostas secunddrias, que envolvem principalmente
a mobilizagdo de reservas energéticas, que permite que o animal enfrente ou escape da situagcao
adversa. A ativacdo dos sistemas circulatorio e respiratorio contribui para o atendimento das
necessidades imediatas dos musculos, mas também causa distirbios na homeostase como
alteracdes hidroeletrolicas, hematolégicas e no comportamento alimentar (McDonald e
Milligan, 1997; Carneiro e Urbinati, 2001; Pickering, 1993; Barton et al., 2002). Quando o fator
estresse permanece por dias ou semanas, sdo desencadeadas as respostas tercidrias, conhecida
como fase de exaustdo, caracterizando o estresse cronico. Nestas condigdes, o cortisol
plasmatico permanece alto e ocorre atrofia do tecido muscular, enfraquecimento do tecido
conjuntivo e ossos, distirbios alimentares, diminuicdo da atividade do sistema imune e
hematopoiético, supressao da atividade reprodutiva e aumento na taxa de mortalidade (Laurent
e Perry, 1989; Selye, 1950; Jobling 1995; Schreck, 2000; Lima et al., 2006).

Dessa forma, sdo necessdrios estudos para avaliar o potencial de hidrolisados proteicos
como aditivos em ragdes para peixes, para atuarem como palatabilizantes e promotores de
crescimento, bem como melhorar a capacidade dos peixes para enfrentar os desafios

relacionados a qualidade da dieta e ao estresse do manejo na criagao.
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INTRODUCAO

A alimentacdo de peixes pode representar até 70% dos custos totais de producgdao
(Bolivar et al., 2010; Furlaneto et al., 2010) em fun¢do da elevada exigéncia por proteina e do
elevado custo dos ingredientes proteicos (Bolivar et al., 2010). Portanto, substituir os
ingredientes proteicos tradicionalmente utilizados por outros menos onerosos, como os de
origem vegetal, pode ser uma boa maneira de reduzir os custos com as dietas.

Apesar de diversos estudos apontarem a possibilidade de substitui¢do integral da farinha
peixe em dietas para tildpias sem comprometer o crescimento (EI-Saidy e Gaber, 2002; Lin e
Luo, 2011; Hassaan et al., 2019a), em condicdes de desafio, os peixes frequentemente
apresentam maior exigéncia por alguns nutrientes que podem nao estar presentes no ingrediente
escolhido como alternativa (Booman et al., 2018; Wang et al., 2019; Zheng et al., 2016;). Nos
sistemas intensivos, os peixes sdo expostos a manejos mais frequentes, como classificagdes,
captura, conten¢do, adensamento e exposicdo ao ar. Estes fatores podem causar estresse e,
consequentemente, redu¢do no consumo de alimento, o que leva a prejuizos no desempenho,
redugdo da atividade do sistema imune e aumento da susceptibilidade a doencas (Wilhelm et
al, 2005; Gao et al., 2013).

Dessa forma, a inclusdo de aditivos nas dietas podem ser estratégias para minimizar os
efeitos do estresse gerado pelo manejo. Os mais frequentemente utilizados pelas industrias sao
os probidticos e prebidticos, além das enzimas, dcidos orgdnicos e extratos vegetais. Os
hidrolisados proteicos sdo comumente utilizados como ingredientes proteicos em substituicao
a farinha de peixe, porém, também t€m sido avaliados como aditivos em dietas para organismos
aquaticos (Sary et al, 2017; Silva et al, 2017.) em fun¢do da capacidade de modular processos
fisiolégicos (Shahidi e Zhong, 2008).

Hidrolisados proteicos sdo produtos da quebra de proteinas provenientes de subprodutos
industriais, de origem animal ou vegetal, caracterizados por possuir fragmentos de peptideos
com 2 a 20 aminoacidos, bem como aminoacidos livres (Halim et al., 2016). Podem ser
considerados aditivos sensoriais, por melhorarem a palatabilidade das ra¢des (Chotikachinda et
al., 2013), nutricionais, por fornecerem aminodcidos essenciais para sintese proteica
(Kousoulaki et al, 2013) e zootécnicos por melhorarem o desempenho produtivo dos animais
(Aksness et al., 2006), em funcdo das a¢des imunomoduladora (Shahidi e Zhong, 2008) e
antibacteriana (Jemil et al., 2014), que favorece o equilibrio da microbiota intestinal e,
consequentemente da eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes. Tais efeitos sao mediados pela

presenca de peptideos bioativos (Halim et al., 2016), que também podem regular a secrecio de
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hormdnios gastrointestinais (Cudennec et al., 2008) e interferir no status oxidativo dos tecidos
(Jemil et al., 2014; Wang et al., 2018).

Portanto, com o presente estudo, objetivamos avaliar o potencial do hidrolisado proteico
do figado de aves, como aditivo sensorial, nutricional e zootécnico, em dietas para juvenis de
tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus. O experimento foi realizado em duas fasessequenciais,
sendo a primeira para avaliar o crescimento e a eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes e a
segunda para avaliar o status oxidativo e as repostas de estresse apds exposi¢do ao ar em juvenis

de tilapia do Nilo.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Producio
da Universidade Federal de Vigosa (CEUAP/UFV), protocolo n° 94/2019 (Anexo 1), de acordo
com os principios éticos da experimentacao animal, estabelecido pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal (CONCEA) e com a legislacdo vigente.

Animais e Condigoes Experimentais

O experimento foi realizado no Laboratério de Fisiologia Aplicada a Piscicultura do
Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Vicosa. Foi utilizado
delineamento em blocos casualizado com cinco tratamentos e trés repeti¢des por bloco. Foram
avaliadas quatro dietas formuladas a base de ingredientes de origem vegetal, suplementadas
com niveis crescentes de hidrolisado proteico (0; 1, 2 e 4%) e uma dieta premium, formuladaa
base de ingredientes de origem animal, considerada o controle positivo. Os blocos foram
constituidos por duas classes de peso inicial (1,70 £ 0,10 g no bloco 1 e 1,38 + 0,13g no bloco
2). Na primeira fase experimental cada aquario foi considerado uma unidade experimental,
enquanto na segunda fase, cada peixe foi considerado uma unidade experimental.

As dietas foram formuladas com base nas exigéncias nutricionais da tildpia do Nilo,
Oreochromis niloticus, segundo Furuya (2010) e NRC (2011) (Tabela 1). Foi utilizado
hidrolisado proteico de figado de aves (Falbom Agroindustrial Ltda - Faltech F1®; Tabela 2).

Na preparacdo das dietas, o hidrolisado proteico foi adicionado juntamente com os
macronutrientes e posteriormente misturados aos demais ingredientes. A mistura foi
homogeneizada, peletizada, seca em estufa de ventilacdo for¢ada (55°C por 24h), triturada,
peneirada até a obtencao de péletes de tamanho adequado a boca dos peixes nas diferentes fases
de desenvolvimento, e estocada em freezer a - 20°C. A andlise da composi¢cdo quimica das

dietas experimentais foi realizada no Laboratério de Nutrigdo Animal do Departamento de
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Zootecnia da UFV. Os teores de energia bruta, matéria seca e proteina bruta foram analisados
segundo Detmann et al. (2012).

Juvenis de tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, foram mantidos em 30 aqudrios
contendo 60L de dgua, em sistema de recirculacdo, dotados de aeragdo, filtros mecanico,
biolégico e ultravioleta, temperatura controlada por aquecedores e termostatos (27°C), em
densidade de estocagem de 18 peixes/aqudrio (0,33 peixes/L de dgua). O laboratério foi
mantido em fotoperiodo de 12 h luz.

Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente, quatro vezes ao dia, durante 45
dias. Semanalmente foram avaliadas as seguintes varidveis de qualidade da dgua: pH por meio
peagametro digital (Digimed) e amonia total por meio de kit colorimétrico (labconTest). A
amonia toxica foi calculada com base na expressdo: amoOnia toxica = amoOnia total/(1+10 9%
PH) + (730fa73.2+temperana)y * Fotas varidveis mantiveram-se ao longo de todo o periodo
experimental dentro dos limites adequados para o cultivo de tildpia do Nilo segundo Popma e
Masser, (1999), com valores médios (£ desvio padrdo) pH de 6,514 £+ 0,53, temperatura 26,6
+0,22 C e amdnia téxica de 0,0019 +0,0025mg L. Ao final do periodo experimental, os peixes
foram eutanasiados por excesso de anestésico (400 mg/L de 6leo de cravo) para a coleta de

amostras para andlises laboratoriais.
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Tabela 1 - Formulacio e composi¢do quimica das dietas vegetais com diferentes niveis de
hidrolisado proteico de figado de aves e a dieta premium com farinha de peixe.

Hidrolisado proteico (g/kg)

Ingredientes 0 . 5 4 Premium
Farelo soja 153,00 140,00 130,00 107,00 77,00
Glidten de milho 270,00 270,00 270,00 270,00 0,00
Farinha peixe 0,00 0,00 0,00 0,00 250,00
Farinha de visceras 0,00 0,00 0,00 0,00 120,00
Fuba milho 343,80 346,60 349,10 356,50 320,00
Hidrolisado 0,00 10,00 20,00 40,00 0,00
Farelo trigo 120,00 120,00 120,00 120,00 200,00
Celulose 17,50 19,00 19,00 21,00 17,00
L — Lisina 10,30 10,20 9,70 9,80 0,00
DL — Metionina 0,20 0,00 0,00 0,00 0,80
Oleo soja 44,00 44,00 42,00 38,00 10,00
Fosfato bicdlcico 29,00 27,00 25,00 20,00 0,00
Calcario 7,00 8,00 10,00 12,5 0,00
Premix vitaminico e mineral® 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
BHT’ 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Composicao quimica das ragoes

Matéria seca (g kg'l) 897,89 895,50 901,46 898,24 900,00
Energia bruta (kcal kg'l) 4.370,00 4.402,00 4.466,00 4.418,00 4357,00
Proteina bruta (g kg’1 da MYS) 318,57 313,56 317,61 311,14 339,93
Extrato etéreo (g kg‘] da MS) 7,15 7,14 6,94 6,55 8,05
Fibra bruta’ (g kg™ 4,02 4,06 4,01 4,03 3,99
Cilcio total® (g kg™) 1,06 1,05 1,07 1,04 3,29
Fésforo disponivel® (g kg™) 0,66 0,66 0,67 0,66 0,93

INiveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.000 UI ; Vit. D3 ; 200.000 UI ; Vit. E, 12.000 mg ;
Vit. K3, 2.400 mg ; Vit. B1, 4.800 mg ; Vit. B2, 4.800 mg ; Vit. B6, 4.000 mg; Vit. B12, 4.800 mg; Ac. Fdlico,
1.200 mg; Pantotenato Ca, 12.000 mg; Vit. C, 48.000 mg; Biotina, 48 mg; Colina, 65.000 mg; Niacina, 24.000
mg; Ferro, 10.000 mg; Cobre, 6.000 mg; Manganés, 4.000 mg; Zinco, 6.000 mg; Iodo, 20 mg; Cobalto, 2 mg;
Selénio, 20 mg;

2 Butil hidroxi tolueno (antioxidante);

3 Valores calculados de acordo com a composi¢do quimica dos alimentos apresentada por Rostagno et al. (2011);
* Valores calculados para tildpia do Nilo conforme Miranda et al. (2000).



Tabela 2 - Composi¢do quimica e aminoacidica do hidrolisado proteico de figado de aves

(Falbom Agroindustrial Ltda - Faltech F1°®).

Composicao quimica do hidrolisado

Matéria seca (g kg™) 85,91
Proteina Bruta (g kg™ da MS) SLIS
Extrato etéreo (g kg™ da MS) 3,97
Cilcio total (g kg da MS) 0,07
Fésforo disponivel (g kg™ da MS) 3,76
Energia bruta (kcal kg™) 4417,00
Composicao aminoacidica Totais (g/100g)
Acido aspartico 5,37
Acido glutdmico 7,66
Serina 2,86
Glicina 2,89
Histidina 1,45
Arginina 4,07
Treonina 3,04
Alanina 3,38
Prolina 2,63
Tirosina 2,15
Valina 3,25
Metionina 1,48
Cistina 0,47
Isoleucina 2,46
Leucina 4,67
Fenilalanina 2,54
Lisina 3,84

Triptofano 0,96
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Desempenho produtivo
Ao final do periodo experimental os peixes foram contados e individualmente pesados

para os seguintes cdlculos de desempenho produtivo:

Taxa de sobrevivéncia (TS) = Numero final de peixes % 100:
Numeroinicialdepeixes ’

Ganho de peso (GP) = Peso final — Peso inicial;
Consumo de ragio aparente (CRap) = Peso da racgao inicial — Peso da ragao final;

Eficiéncia alimentar aparente (EAap) = ¢7;
CRap

Taxa de crescimento especifico (TCE), utilizando a equagao proposta por Ricker (1979):

TCE = In PF(g)—In PI(g) % 100,
Tempo (dias)

em que PI = peso inicial médio dos peixes e PF = peso final médio dos peixes;

Eficiéncia de retencdo proteica (ERP) utilizando as equagdes propostas por Jauncey & Ross

(1982), apresentadas a seguir
_ (PBf X PF) — (PBi x PI) « 1
- CP

em que: PBf = proteina bruta da carcaca ao final do experimento (%); PBi = proteina bruta da

ERP 00

carcaga no inicio do experimento (%); e CP = consumo de proteina (g);

Rendimento de carcaca (RC) = Pesodacarcaca x 1()();
Peso vivo

Indice hepatossomitico (IHS) = Peso do figado x 1(0);
Peso vivo

Biomassa final (BF) = X peso final dos peixes.
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Varidveis metabdlicas

Os teores de glicose, triglicerideos e colesterol sanguineos foram avaliados por meio de
tiras reagentes em aparelho monitor digital Accutrend® Plus e Accu-Chek Active® (Roche,
Brasil). Para a coleta do sangue, foi cortado, com bisturi o pedinculo da nadadeira caudal de
cinco peixes de cada unidade experimental (30 peixes/tratamento). O sangue foi depositado

diretamente nas tiras reagentes.

Teor proteico da carcaga e composi¢do quimica das ragcoes
Para avaliar a composi¢do quimica da carcaca dos peixes foi coletada uma amostra
inicial de 30 peixes de cada bloco e ao final do experimento de todos os peixes de cada unidade

experimental. Foi avaliado o teor da proteina bruta pelo método Detmann et al. (2012).

Teste de exposicdo ao Ar

Ao final do periodo de alimentagdo com as racdes experimentais, cinco peixes, todos de
uma repeticdo de cada tratamento foram submetidos ao teste de exposicdo ao ar segundo a
metodologia de Pereira-da-Silva e Oliveira (2016), para avaliar o efeito do hidrolisado proteico
sobre o status oxidativo nas branquias e as respostas de estresse.

Os peixes foram expostos ao ar individualmente por cinco minutos sobre papel secante
e entdo retornaram aos aqudrios por 30 minutos. Os peixes foram eutanasiados por excesso de
anestésico (400mg/1) para a coleta de branquias para a avaliacao do status oxidativo e coleta de

sangue para a avaliac@o das respostas de estresse.

Status Oxidativo

As andlises de status oxidativo foram realizadas no Laboratério de Ecofisiologia de
Quirdpteros do Departamento de Biologia Animal da UFV. As andlises foram realizadas nas
branquias dos peixes submetidos ao desafio por exposicao ao ar. Para isso, utilizamos 200mg
de branquias de cinco peixes de uma unidade experimental (cinco/tratamento). Os tecidos foram
mantidos em nitrogénio liquido no momento da coleta e, posteriormente, armazenados em
freezer -80°C.

Amostras de branquias foram homogeneizadas com auxilio de um homogeneizador de
tecidos em 1,5 mL de tampao fosfato 0,2 mol L' e 1mmol L' de 4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), pH 7,4, e centrifugados a 15000 rpm, a 4°C, por 10 minutos.
Com o sobrenadante realizamos as andlises da proteina total, das enzimas superoxido dismutase

(SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST) e do produto da peroxidagao lipidica, o
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malondialdeido (MDA). Os péletes resultantes do homogenato foram utilizados para andlise da
proteina carbonilada. As amostras foram homogeneizadas em tampdo fosfato 50 mmol L™
(pH 7,4) e a suspensao foi centrifugada (2000 g a 4 °C por 10 minutos).

A concentragdo das proteinas totais foi determinada conforme metodologia proposta por
Bradford (1976), em leitor de ELISA a 595 nm, com a albumina soro bovina (BSA) como
proteina padrdo.

Para avaliar o teor de 6xido nitrico, o nitrito foi usado como indicador da sintese de
6xido nitrico. O nitrito é detectado pelo Reativo de Griess, composto por 1 % de sulfanilamida
e 0,1 % naftil-etileno-diamina em 2.5 % H3PO4. O sobrenadante (50 puL) foi adicionado em
microplacas com 100 uL do Reativo de Griess e incubado a temperatura ambiente por 10
minutos, em seguida foi feito a leitura a A = 570nm (Griess, 1879) em ELISA. A concentragdo
do 6xido nitrico das amostras foi determinada utilizando curva padrdo com concentra¢des
conhecidas de nitrito de sddio e expressas em puM.

O MDA, principal produto da peroxidag¢ao lipidica, foi mensurado de acordo com Buege
e Aust (1978). A mistura da reacao continha 0,2 mL de amostra e 0,4 mL de solu¢do de TBARS
composta por dcido tricloroacético (15%), acido tiobarbitirico (0,375%), acido cloridrico
(0,6%) e HCL (0,25 N). A mistura foi homogeneizada em vortex e mantida em banho maria a
90°C por 40 minutos. Apds cinco minutos no gelo foi adicionado 0,6 mL de dlcool butilico a
solucdo, homogeneizado em vortex por dois minutos e centrifugado por 10 min, a 9.000 g, a 25
°C. O sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracdo de MDA, em leitor de ELISA,
a 535 nm. A concentragdo de MDA foi determinada pela curva padrao de concentracdes de 1,
1, 3, 3-tetrametoxipropano (TMPO). Os resultados foram expressos em uM/ mg de proteina -
1.

O conteudo de proteina carbonilada foi medido utilizando o reagente 2, 4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH), baseado nos grupos carbonil que reagem com DNPH (Levine et
al., 1994). Os péllets foram precipitados em solucao de 4cido tricloroacético (TCA) 10% e a
solucdo centrifugada a 5.000 g, por 10 minutos, a 15°C. O sobrenadante foi descartado e
acrescentado ao precipitado 0,5mL de solu¢do DNPH 10 mmol L-1 diluido em acido cloridrico
(7%). A solugdo foi homogeneizada em vortex e mantida em temperatura ambiente, ao abrigo
da luz, por 30 minutos. A solucdo foi centrifugada a 5.000 g, por 10 minutos, a 15°C, o
sobrenadante descartado e acrescentado 0,5 mL de TCA 10%. A solucdo foi novamente
centrifugada e o sobrenadante novamente descartado. O precipitado foi lavado trés vezes com
1 ml de acetato de etila e etanol (1:1 v/v). A cada lavagem, a solugdo foi homogeneizada,

centrifugada e descartado o sobrenadante. Finalmente, foi adicionado 1mL de lauril sulfato de



52

sédio (SDS) 6%, a solucdo foi homogeneizada e centrifugada a 5.000 g, por 10 minutos, a 15°C.
Foi realizado um branco para cada amostra, em que foi adicionado 0,5 mL solu¢do de 4cido
cloridrico 7% ao precipitado em substituicdo a solu¢cdo de DNPH. O sobrenadante foi utilizado
para determinar a concentragdo da proteina carbonilada em leitor de ELISA a 370nm. Os
resultados foram expressos em nmol mL™".

A atividade da SOD foi determinada baseada na capacidade desta enzima em catalisar
a reacdo do radical superdxido (O2") e assim diminuir a auto-oxida¢do do pirogalol (Dieterich
et al., 2000) modificado A mistura da reacdio continha 99 pL de tampdo fosfato (5 mmol L™,
pH 7,0), 6 uL de solu¢do MTT (brometo de (3-[4,5-dimetiltiazol-2H] -2,5-difeniltetrazolium)
(PM = 414,3) 1,25mM e 30 pL da amostra. Para iniciar a reacdo, foi adicionado 15 pL de
pirogalol (100 umol L-1) e mantido incubado a 37 °C por cinco minutos. Apds esse periodo foi
adicionado 150 MI de dimetilsulfoxido (DMSO) (PM= 78,13). A auto-oxidacdo do pirogalol
foi determinada em leitor de ELISA a 570 nm. A atividade da SOD foi expressa como unidade
(U) por miligrama de proteina, em que uma U de SOD foi definida como a quantidade que
inibiu a taxa de auto-oxidacdo do pirogalol em 50%. A atividade da SOD foi expressa em U
SOD/ mg de proteina.

A atividade da CAT foi medida de acordo com Hadwan e Abed (2016) com
modificagdes. Uma aliquota de amostra (5 pl) foi adicionada a 100 pl de substrato (65 mmol /
ml de H>O2 em 60 mmol /1 de tampao de fosfato de potdssio e sodio, pH 7,4) ou em 100 ul de
tampao (branco) e incubada a 37 °C. Depois de trés minutos, a reacdo foi parada com a adi¢ao
de 150 pl de molibdato e a leitura da absorbancia foi realizada a 374 nm. Alteragdes na
absorbancia, em relacdo ao branco, foram registradas. A conversdo da absorbancia em
concentragdes micromolares de H,O» foi calculada a partir de uma curva padrdo usando uma
concentracdo conhecida de H>O». A atividade da catalase foi expressa em U CAT/ mg de
proteina.

Para GST, a atividade enzimadtica foi mensurada através da formacgao do conjugado
glutationa- 2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (Habig et al. 1974). A mistura da reac@o continha 970
puL de tampao fosfato (5 mmol L'l, pH 7,0), 10 uL de 1-cloro-2,4- dinitrobenzeno (CDNB)
Immol L™, 10 pL de glutationa reduzida (GSH) 1 mmol L'e10 puL da amostra. O branco foi
composto por todos os reagentes, exceto a amostra. A atividade da GST foi determinada em
espectrofotometro a 340 nm, durante 90 s, com intervalo de 30 s. A atividade da GST foi
definida pelo conjugado glutationa-2,4- dinitrobenzeno e expressa em pmol min™'g,

Para mensurar os niveis de peréxido de hidrogénio (H>0O.), foi mensurado de acordo

com Jerusa et al (2018) com modificagdes. Nos pocos destinados a curva foi feita uma dilui¢ao



53

seriada com perdxido de hidrogénio (H202) e tampao fosfato (100 pL), seguido de 150 pL
molibdato de amdnia. Para o branco teste, 20uL de amostra foi pipetada na placa e adicionado
tampao fosfato para completar 250 uLL de volume. Para realizar o teste 20 pL. do sobrenadante
foi pipetado na placa, adicionando 150 puL do molibdato e tampao fosfato para completar
volume para 250 pL. A leitura foi determinada em leitor ELISA a 374 nm. Para célculos foi
gerado uma regressdo linear com as concentracdes dos padrdes, a partir dessa equagdo, foi

calculado a concentragdo de H>O> nas amostras testadas e o resultado foi expresso em mmol/L.

Respostas de estresse

Ap6s 30 minutos da exposicdo ao ar, foram realizadas as andlises de glicose e lactato
sanguineos foram realizadas por meio de tiras reagentes em aparelho monitor digital Accu-
Chek Active® (Roche, Brasil). Para a coleta do sangue, foi realizado corte com bisturi junto ao
pedinculo da nadadeira caudal de cinco peixes de uma unidade experimental (cinco

peixes/tratamento), para cada andlise. O sangue foi depositado diretamente nas tiras reagentes.

Andlise Estatistica

A avaliac@o do efeito da suplementagdo de hidrolisado proteico de figado de aves sobre
as varidveis de desempenho produtivo, metabodlicas, estresse oxidativo e respostas de estresse
foi realizada por meio da andlise de variancia e em caso significativo, foi realizado anélise de
regressdo polinomial. Para escolha do modelo de regressdo foi considerado a significancia dos
coeficientes da regressao, a magnitude dos coeficientes de determinacdo e o comportamento da
variavel em estudo. O melhor nivel de hidrolisado proteico obtido pela regressdo polinomial foi
comparado com uma dieta referéncia através do teste t de Student. Para todas as anélises foi
considerado nivel de significancia de 5% e realizadas por meio do pacote ExpDes.pt (Ferreira

et al., 2018) no software livre R (R Core Team, 2020).
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RESULTADOS

Nao houve efeito significativo (p>0,05) do hidrolisado proteico para as varidveis
de desempenho produtivo, indices corporais (Tabela 3), varidveis metabdlicas antes e
depois do desafio (Tabela 4) e respostas de estresse apds exposi¢do ao ar (Tabela 5).

Ap6s o desafio por exposi¢do ao ar, o aumento da glicose sanguinea (p>0,05) nos
peixes alimentados com a rag¢ao basal, quando comparado com os peixes nao submetidos
ao desafio, mostrou que o método foi eficiente para provocar respostas de estresse nos
peixes. Entretanto, ndo houve efeito do hidrolisado proteico nas respostas de estresse
(glicose e lactato sanguineos) (Tabela 4).

Para as varidveis de estresse oxidativo nas branquias apds exposicao ao ar, houve
efeito linear decrescente (p<0,05) do hidrolisado proteico para proteina carbonilada
(Tabela 5; Fig, 1), e quadratico (p<0,05) para catalase (Tabela 5; Fig, 2) e superoxido
dismutase (Tabela 5; Fig, 3). Com base nestes resultados, o nivel de 4% de hidrolisado
foi considerado o melhor e, portanto, este tratamento foi selecionado para sercomparado
com 0s peixes que receberam a ragdo premium. Apesar da dieta 4% ter proporcionado
maior taxa de sobrevivéncia, resultou em menor consumo de ragdo, crescimento (GP,
TCE e BM), eficiéncia de utilizagdao dos nutrientes (ERP), rendimento de carcaga e indice
hepatossomatico quando comparada com a racao premium (Tabela 6), Para as varidveis
metabolicas (Tabela 7), respostas de estresse (Tabela 4) e varidveis do status oxidativo
nas branquias (Tabela 8) ndo observamos diferengas significativas (P > 0,05) entre a racao

4 % de hidrolisado e a premium.
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Tabela 3 - Desempenho produtivo e indices corporais de juvenis de Oreochromis niloticus alimentados com dietas suplementadas com diferentes

niveis de hidrolisado proteico de figado de aves.

Hidrolisado (%)
0 1 2 4 P-valor CV (%)

Taxa de sobrevivéncia (%) 84,25 77,77 76,85 88,88 0,24 13,75
Peso final (g) 4,81 4,73 4,47 4,70 0,89 17,13
Ganho de peso (g) 3,27 3,20 2,87 3,16 0,84 25,97
Biomassa final (g) 74,58 66,99 61,38 75,77 0,45 24,89
Taxa de crescimento especifico (%/dia) 2,80 2,78 2,65 2,78 0,91 14,73
Consumo de racdo aparente (g) 4,05 4,12 3, 37 4,01 0,40 21,67
Eficiéncia alimentar 0,80 0,78 0,85 0,79 0,73 13,94
Eficiéncia de retencao proteica 2,48 2,51 1,97 2,20 0,46 26,24
Rendimento de carcacga (%) 44,29 45,07 43,34 45,12 0,24 3,75

Indice hepatossomatico (%) 1,23 1,34 1,31 1,35 0,64 12,57

CV - Coeficiente de varia¢do experimental
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Tabela 4 - Varidveis metabdlicas sanguineas de juvenis de Oreochromis niloticus alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de
hidrolisado proteico de figado de aves. Valores antes e depois do desafio.
Hidrolisado (%)
0 1 2 4 P- valor CV (%)

Ap0s 45 dias de alimentagdo

Glicose sanguinea (mg dL'l) 26,59 31,60 36,60 32,46 0,27 24,23
Triglicerideos (mg dL'l) 158,00 177,83 182,40 132,66 0,24 24,78
Colesterol (mg dL'l) 196,33 187,83 191,83 190,60 0,89 9,26

Ap6s desafio de exposi¢do ao ar

Glicose sanguinea (mg dL'l) 62,40 55,40 79,00 59,00 0,11 24,20

Lactato sanguineo (mg dL'l) 40,8 432 40,60 42.4 0,98 33,34

CV - Coeficiente de variagdo experimental
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Tabela S - Valores médios das varidveis para status oxidativo nas branquias de juvenis de Oreochromis niloticus alimentados com dietas suplementadas

com diferentes niveis de hidrolisado proteico de figado de aves, apds serem submetidos a exposi¢ao ao ar.

Hidrolisado (%)

1 2 4 P-valor CV (%)
H20: (mmol/L) 326,59 446,47 513,63 0,240 29,78
NO (uM) 43,11 81,57 67,25 0,124 39,09
MDA (uM MDA mg™ de tecido) 0,95 1,23 1,04 0,097 19,5
'PC (nmol mL™) 3,84 3,87 1,93 0,004 30,73
SOD (U SOD mg™" de tecido) 1,92 2,74 2,37 0,006 31,23
3CAT (umol min™' mg™ de tecido) 425,53 762,35 461,56 0,005 28,85
GST(umol min" mg™' de tecido) 1,42 1,95 1,20 0,096 32,2

H20: _ persxido de hidrogénio; NO — Oxido nitrico; MDA — Malondealdeido; PC — Proteina carbonilada; SOD — Superoxido dismutase; CAT — Catalase; GST — Glutationa S-

transferase;

CV - Coeficiente de variagdo experimental

'Y =-0,8411x+5,2252, R* = 0,82

2Y =-0,3053x% + 1,5009x + 1,3375, R* = 0,68

3Y =-59,7930x> + 269,9288x + 356,1241, R? = 0,59
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Figura 1 - Efeito do hidrolisado de figado de aves sobre o teor de proteina carbonilada
(valores médios + desvio padrdo) nas brinquias de juvenis de Oreochromis niloticus,
alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de hidrolisado, submetidos

ao desafio de exposicdo ao ar.
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Figura 2 - Efeito do hidrolisado de figado de aves sobre a atividade da enzima superéxido
dismutase (SOD) (valores médios + desvio padrao) nas branquias de juvenis de
Oreochromis niloticus, alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de

hidrolisado, submetidos ao desafio de exposi¢do ao ar.
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Figura 3 - Efeito do hidrolisado de figado de aves sobre a atividade da enzima catalase
(CAT) (valores médios + desvio padrdo) nas branquias de juvenis de Oreochromis
niloticus, alimentados com dietas suplementadas com diferentes niveis de hidrolisado,

submetidos ao desafio de exposi¢ado ao ar.
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Tabela 6 - Desempenho produtivo e indices corporais de juvenis de Oreochromis niloticus alimentados com dieta suplementada ao nivel de 4%

de hidrolisado proteico de figado de aves comparado a ragdo premium.

Premium Hidrolisado 4% P-valor CV (%)
Taxa de sobrevivéncia (%) 78,70 88,88 0,013 9,14
Peso final (g) 6,93 4,70 0,001 24,35
Ganho de peso (g) 5,39 3,16 0,001 33,09
Biomassa final (g) 98,17 75,77 0,030 21,61
Taxa de crescimento especifico (%/dia) 3,75 2,78 0,005 20,60
Consumo de rag@o aparente (g) 6,77 4,01 0,000 31,47
Eficiéncia alimentar 0,79 0,79 0,894 11,15
Eficiéncia de retencdo de proteina 4,25 2,20 0,000 37,05
Rendimento de carcaga (%) 47,80 45,12 0,005 3,96
Indice hepatossomatico (%) 1,74 1,35 0,012 17,30

CV - coeficiente de variagdo experimental
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Tabela 7 - Varidveis metabdlicas sanguineas de juvenis de Oreochromis niloticus alimentados com dieta suplementada ao nivel de 4% de

hidrolisado proteico de figado de aves ou ragdo premium.

Premium Hidrolisado 4% P- valor CV (%)
Glicose (mg dL™) 45,66 32,46 0,23 41,08
Triglicerideos (mg dL'l) 181,83 132,66 0,19 36,49
Colesterol (mg dL'l) 197,8 190,6 0,60 10,56

CV - coeficiente de variagdo experimental

Tabela 8- Valores médios das varidveis de estresse oxidativo nas branquias de juvenis de juvenis de Oreochromis niloticus alimentados com dieta

suplementada ao nivel de 4% de hidrolisado proteico de figado de aves, comparado a racao premium.

Premium Hidrolisado 4% P valor CV (%)
H>02 (mmol/L) 431,36 513,63 0,34 27,02
NO (uM) 68,75 67,25 0,54 36,54
MDA (uM MDA mg™' de tecido) 1,04 1,04 0,98 17,35
PC (nmol mL™) 3,34 1,93 0,08 52,26
SOD (U SOD mg'1 de tecido) 3,17 2,37 0,25 37,65
CAT (umol min” mg'1 de tecido) 595,56 461,56 0,33 38,21
GST (umol min’! mg'1 de tecido) 1,62 1,20 0,21 36,40

CV - coeficiente de variagcdo experimental
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DISCUSSAO

Os resultados de consumo de racdo mostraram que o hidrolisado de figado de aves
ndo apresentou efeito palatabilizante para juvenis de tildpia. A maioria dos aditivos sé
apresenta efeitos positivos quando os peixes sdo submetidos a alguma condi¢ido subdtima
ou desafio ambiental (Nayak, 2010). Neste sentido, para expor os peixes a uma condi¢ao
subdtima, formulamos as dietas com ingredientes de origem vegetal com 27 % de gliten
de milho, um ingrediente frequentemente utilizado em ragdes comerciais para peixes, de
alto teor proteico, porém, deficiente no aminodcido lisina e com baixa palatabilidade para
a tildpia, como demonstrado por Pereira e Pezzato (2000) e Hisano et al. (2003). Como
os peixes sdo altamente sensiveis aos aminodcidos livres, via sistema olfativo e sistemas
gustativo oral e extraoral (Kasumyan e Dovin, 2003; Shamushaki et al., 2008), era
esperado que o hidrolisado proteico estimulasse o consumo de racdo, como observado
para Oncorhynchus mykiss, Salmo salar, Perca flavescens e Coregonus clupeaformis
(Aksness et al., 2006; Refstie et al., 2004; Kolkovski et al., 2000). Portanto, a auséncia
de efeito positivo no consumo de racdo deve estar relacionada a composi¢do de
aminoédcidos do hidrolisado utilizado, uma vez que as respostas aos aditivos
palatabilizantes sdo espécie-especificas (Fries et al, 201; Xu et al., 2016). Pelo fato do
gliten de milho ser deficiente em lisina, foi necessdria a suplementacdo de L-lisina
sintética (>1,5%) para que as dietas fossem isoaminoacidicas. Como a lisina é um
aminoécido com efeito adverso no consumo de racdo para vdrias espécies de peixes
(Kasumyan e Dovin, 2003), € possivel que isto tenha neutralizado o efeito estimulatorio
do hidrolisado proteico.

O esperado efeito nutricional do hidrolisado, em func¢do do alto teor de
aminodcidos, ndo se confirmou para juvenis de tildpia, provavelmente pelo fato de todas
as racdes serem isoaminoacidicas para lisina e metionina, os dois aminodcidos mais
limitantes do crescimento em peixes (Furuya, 2010). Por ser rico em sais biliares, o
hidrolisado proteico de figado de aves (Yang et al., 2014) poderia melhorar o desempenho
produtivo dos peixes por aumentar a eficiéncia de utilizacdo da gordura e da energia da
racdo. Em ratos alimentados com hidrolisado proteico de peixes foi observada redugao
no colesterol e triglicerideos sanguineos e da gordura visceral e hepatica devido ao alto
teor dos aminodcidos glicina e taurina (Liaset et al., 2009), que sdo essenciais para a
conjugacao dos sais biliares e, consequentemente para a emulsificacdo das gorduras do

alimento (Randall et al., 2000). Entretanto, para tildpia ndo observamos efeitos do
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hidrolisado no crescimento, na eficiéncia de utilizacio dos nutrientes, nos indices
corporais e nas varidveis metabolicas glicose, triglicérides e colesterol sanguineos,
provavelmente devido a grande capacidade adaptativa da tildpia a diferentes tipos de
alimentos, relacionadas ao hédbito alimentar onivoro e a capacidade de modulacdo da
morfologia intestinal, dos transportadores de aminodcidos e peptideos na mucosa
intestinal e da secrecdo de enzimas digestivas (German et al., 2004).

A exposicao dos peixes ao ar desencadeou respostas de estresse, evidenciadas pelo
aumento da glicose sanguinea. Entretanto, a suplementacdo com o hidrolisado ndo
atenuou tais alteracdes, bem como o nivel de lactato sanguineo. Além das respostas de
estresse, a exposicdo ao ar durante os manejos de classificacio também pode causar
desequilibrio no status oxidativo, principalmente nas branquias dos peixes, com danos
em lipideos de membranas, proteinas e dcidos nucleicos (Welker et al., 2013; Lim e Hur,
2018). No presente estudo, a suplementacdo com hidrolisado proteico de figado de aves
influenciou a atividade da enzima antioxidante catalase, bem como promoveu a redug¢ao
dos danos as proteinas celulares, marcado pelo menor teor de proteinas carboniladas.
Dessa forma, apesar do hidrolisado proteico de figado de aves ndo ter melhorado o
desempenho produtivo, 0 mesmo prepara melhor os peixes para enfrentar situacdes de
exposicdo ao ar. Com base nestes resultados, a racdo com inclusdo de 4% de hidrolisado
foi considerada a melhor dieta formulada com ingredientes vegetais para ser comparada
com a dieta premium, considerada como dieta referéncia, formulada com ingredientes
proteicos de origem animal de alta qualidade.

Como a qualidade da proteina das dietas formuladas apenas com ingredientes de
origem vegetal € pior que a da dieta premium, formulada com ingredientes proteicos de
origem animal, ja era esperado um pior desempenho produtivo dos peixes. Entretanto, a
utilizacdo do hidrolisado proteico como aditivo ndo reduziu essa diferenca para a maior
parte das varidveis de desempenho produtivo. Apesar da ragcdo com 4% de hidrolisado ter
proporcionado maior taxa de sobrevivéncia que a premium, o crescimento foi pior, e
consequentemente a biomassa final e o rendimento de carcagca. Além disso, a eficiéncia
de reten¢ao de proteina também foi pior, apesar da eficiéncia alimentar ser igual. Devido
a presenca de peptideos bioativos nos hidrolisados, era esperado que a utilizacdo deste
aditivo pudesse melhorar a eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes, uma vez que
apresentam atividade antimicrobiana e propriedade imunomoduladora (Kotzamanis et al.,

2007; Tang et al., 2008; Bui et al., 2014; Robert et al., 2015).
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Com relacdo a prote¢do contra os danos decorrentes da exposi¢do ao ar, a ragao
com 4% de hidrolisado proporcionou menor glicemia e menor teor de proteinas
carboniladas, porém ao nivel significancia de 9 e 8%, respectivamente, o que representa
menor confiabilidade nestes resultados. Para as demais varidveis de respostas de estresse
e estresse oxidativo ndo houve diferenca significativa, o que mostra que a racao com 4%
de hidrolisado €, no minimo, equivalente a ragdo premium. Os hidrolisados de proteinas
possuem propriedade antioxidante devido a atividade dos peptideos (dependente da
sequéncia de aminodcidos, do tamanho e da concentracdo de peptideos bioativos), bem
como os aminodcidos livres (Sarmadi e Ismail 2010). Peptideos bioativos e aminoécidos
livres como écido aspartico, dcido glutdmico e da histidina (devido os grupos carboxilae
amino nas cadeias laterais) e os aminodcidos aromdticos (tirosina, triptofano e
fenilalanina) sdo capazes de neutralizar radicais livres, fons metalicos quelantes e inibir a
peroxidacao lipidica. (Saiga et al., 2003; Maikhunthod e Intarapichet, 2005). Além disso,
o figado de aves € rico em manganés e selénio, que sdao cofatores essenciais das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase e glutationa peroxidase.

Apesar do hidrolisado proteico de figado de aves ndo ter apresentado efeito
palatabilizante e promotor de crescimento para juvenis de tildpia do Nilo, em condi¢des

de desafio, o nivel de inclusdo de 4% protegeu os peixes contra danos oxidativos.
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ANEXO

ANEXO 1: Certificado de aprovagado do projeto pela comissio de ética no uso de animais
de produgdo (CEUAP)

~

%, 2% © UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

(5577 COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DE PRODUCAO
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Campus Universitdrio = Vigosa, MG = 3657090 = Telefone:(31) 3899.3275 - eemail: copapi@ufvbr — site: www cenap.uficbr

Vigosa, 07 de Out. de 2019

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado " Hidrolisado proteico como aditive em dietas para alevinos de
tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus."”, protocolo n® 094/2019, sob a responsabilidade de Jener Alexandre
Sampaio Zuanon - que envolve a produgio, manutencio cfou utilizagio de animais pertencentes ao filo
chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do decreto n® 6.899. de 15 de julho de 2009, ¢
com as normas cditadas pelo consclho nacional de controle da experimentagio animal (concea). ¢ foi apreciado
pela comissdo de ética no uso de animais de produgdo da universidade federal de vigosa (ceuap-ufv) em reunido
de 26 de Agosto de 2019,

Finalidade: ( x )Pesquisa ( )Ensino

Vigéncia do Projeto: de 07 de Out. de 2019 a 28 de Fev. de 2020

Espécie/linhagem: Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) N de amimais: 600

Peso: 1gr  ldade: 01 més  Sexo: Macho  Ornigem: Piscicultura SOL NASCENTE Cnpj: 07.755.177/0001-
47 Endereco: Fazenda Vargem / Alegre, Zona Rural, s/n, Laje do Muriaé, RJ, CEP 28350-000. Responsavel
: Adilson Nogueira de Novaes

CERTIFICATE

We certify that the project entitled "Protein hydrolyzate as an additive in diets for Nile tilapia,
Oreochromis niloticus", protocol n* 094/2019, under the responsibility of Jener Alexandre Sampaio Zuanon -
which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum chordata, subphylum
vertebrata (except man), for scientific rescarch purposes (or education) - is i accordance with the law n®. 11.794,
of October 8, 2008, Decree n°. 6899 of July 15, 2009, and the rules issued by the Brazilian National Council for
Animal Experimentation Control (CONCEA), and was approved by the Ethics Commission on the use of farm
animals of Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) in its mecting on Aug, 26th, 2019,

Finality: ( x )Research ( )Education

Duration of the Project: from Oct. 07th, 2019 to Feb, 28th, 2020.

Species / strain: Nile tilapia (Oreochromis niloticus) N° of amimals: 600

Weight: 1gr  Age: 01 month  Sex: Male  Source: Piscicultura SOL NASCENTE Cnpj: 07.755.177/0001-
47 Endereco: Fazenda Vargem / Alegre, Zona Rural, s/n, Laje do Muriaé, RJ, CEP 28350-000. Responsavel
: Adilson Nogueira de Novaes
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