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RESUMO - O hidrolisado proteico é uma biotecnologia desenvolvida para melhorar as propriedades
funcionais e nutricionais de subprodutos da indastria animal e transforma-los em ingredientes
dietéticos com alto valor proteico e digestibilidade adequada para espécie, representando uma
alternativa nutricional e também ambiental, pois permite o aproveitamento de material residual de
dificil descarte. Neste estudo objetivou-se avaliar os niveis de glicose e tempo de recuperagéo pos
estresse ao ar de pos-larvas de tilapia do Nilo, submetidas a dietas com diferentes concentracdes de
hidrolisado proteico de figado de aves (0, 1, 2, 4 e 8%), além da dieta com auséncia de hidrolisado.
Foram utilizadas um total de 320 pds-larvas, distribuidas em 20 hapas de 30 L (com malha de 1 mm),
distribuidas igualmente em cinco tanques de 250 L com sistema de recirculagéo proprio. As pés-
larvas foram alimentadas até saciedade aparente por seis vezes ao dia, sendo as 8h, 9h40min,
11h20min, 13h, 14h40min e 16h30min. Tratamentos com dietas que continham 4% e 8% de
hidrolisado, apresentaram menores niveis de glicose sanguinea circulante. No tratamento com 8%
de hidrolisado, os peixes se recuperaram em menos de trés minutos apds estresse ao ar,
apresentando natacdo normalizada. Com base nos resultados do presente estudo, pode-se concluir
gue os animais alimentados com 4% e 8% de hidrolisado proteico de figado de aves apresentam
menores taxas glicémicas, sugerindo melhores condicdes fisiologicas apos 0 estresse por exposicédo

ao ar.
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ABSTRACT - Protein hydrolysate is a biotechnology developed to improve functional and nutritional
properties of animal industry by-products in dietary ingredients with high protein value and digestibility
appropriate to the species, representing a nutritional as well as an environmental alternative, because
it allows the use of waste material difficult to discard. This study aimed to evaluate the glucose levels
and post-air stress recovery time of Nile tilapia post-larvae fed diets with different concentrations of
broiler liver protein hydrolysate (0, 1, 2, 4 and 8%), besides the diet with no hydrolysate. Three
hundred and twenty post-larvae were used, distributed in 20 hapas of 30 L (with a 1 mm mesh),
equally distributed in five 250 L tanks with their own recirculation system. The post-larvae were fed
until apparent satiety six times a day, at 8am, 9h40min am, 11h20min am, 1h pm, 2h40min pm and
4h30min pm. Treatments with diets containing 4% and 8% hydrolysate had lower circulating blood
glucose levels. In the treatment with 8% hydrolysate, the fish recovered in less than three minutes
after air stress, showing normalized swimming. Based on the results of the present study, it can be
concluded that animals fed with 4% and 8% of broiler liver protein hydrolysate have lower glycemic

rates, suggesting better physiological conditions after stress by exposure to air.

Keywords: aquaculture, alternative feedstuff, bioconversion, residues, glucose, homeostasis.

1. INTRODUCAO

A aquicultura tem demonstrado constante expansao e avangos na producdo de pescado no
Brasil. Em 2020, a piscicultura nacional aumentou em 4,4% suas exportacdes, além da crescente
organizacdo da cadeia produtiva da tilapia, que representa cerca de 90% das exportacbes de
pescado (SILVESTRI et al., 2020). Esta espécie apresenta carne branca, sabor agradavel, e também
rusticidade quanto a tolerancia a temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido na agua, que sao
caracteristicas importantes para a produgdo em larga escala e que impulsionaram a producédo da
tilipia em regides tropicais e subtropicais em todo o mundo (FAO, 2020).

Na piscicultura, os manejos como a biometria, classificacdo e vacinacdo sdo rotineiros e
podem provocar estresse aos peixes que interferem negativamente na manutengdo da homeostase
fisiolégica (LI et al., 2018). As respostas ao estresse podem ser divididas em primaria, secundéria e
terciaria. A priméria corresponde em elevagdo dos niveis de corticosteroides e catecolaminas
hormonais, as secundérias em alteracdes fisiolégicas e bioquimicas e as terciarias refletem
negativamente sobre o desempenho, comportamento e aumento da suscetibilidade a doencas

(BRANDAO et al., 2006). A glicose é um indicador usual para o monitoramento do estresse (resposta
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secundaria) e pode ser aferido de forma simples com o uso de medidores comerciais antes e ap0s
0 manejo de estresse (WELLS; PANKHURST, 1999).

Na producédo aquicola é preciso fornecer dietas balanceadas com niveis adequados de
aminoacidos e proteinas, evitando o estresse nutricional e diminuigdo na producédo (WU et al., 2020).
Uma das fontes de proteina animal muito utilizada na piscicultura é a farinha de peixe, no entanto
sua falta no mercado mundial leva a elaboracdo de um substituto adequado, como o hidrolisado de
pescado (sardinha e de carcaca de tilapia), hidrolisado de figado de suinos entre outros (SILVA et
al., 2012). Por outro lado, a bioconversdo de residuos soélidos das industrias de processamento
pescado e de outras carnes podem agregar valor ao material residual e proporcionar vantagens
econdmicas para as industrias processadoras e de ragcao e minimizar o impacto ambiental (HISANO;
BORGHESI, 2015). O hidrolisado proteico € uma biotecnologia desenvolvida para melhorar
propriedades funcionais e nutricionais de subprodutos da indUstria animal em ingredientes dietéticos
com alto valor proteico e digestibilidade adequada da proteina, possibilitando a conversao de
proteinas em peptideos funcionais e com balanceamento de aminoacidos (BUI et al., 2014).

A qualidade do hidrolisado proteico depende da fonte de enzima e condigbes de hidrolise,
gue permite explorar fatores antioxidantes, imunomoduladores e antimicrobianos dos peptideos
funcionais presentes em ingredientes proteicos de origem animal ou vegetal, usados na formulag&o
de racao para peixes, como o hidrolisado de figado de aves (WU et al., 2020). O processo de hidrélise
enzimatica apresenta uma série de vantagens sobre a hidrélise quimica, como controle do grau de
hidrdlise, disponibilidade comercial para producdo em larga escala, custo moderado e formacéo
minima de subprodutos (PEARCE, 1995; CLEMENTE, 2000).

Observa-se que a partir do eixo hipotalamo-hipéfise-interrenal (HHI), ja descrito por
PANKHURST (2011), é o principal mecanismo que os animais utilizam para mobilizar energia diante
de uma situagéo estressante. Durante o estresse, o0 eixo HHI regula a liberacdo do horménio cortisol,
gue eventualmente causa a quebra do glicogénio nos peixes. O gasto energético ocorre devido a
essa quebra do glicogénio hepético, com efeitos no figado estimulando a glicogendlise e, portanto,
aumentando a glicose plasmatica (PANKHURST, 2011). Vérios autores relataram esse aumento da
glicose com o estresse da exposicdo ao ar por diferentes periodos de tempo. Cinco minutos de
exposicdo ao ar de Piaractus mesopotamicus resultaram em aumento da glicose plasmatica,
enquanto apés 24 h de exposicdo os valores foram iguais aos do controle (ABREU et al., 2009). Este
mesmo aumento ocorreu em Piaractus brachypomus exposto ao ar por 60 min. Segundo os autores
desse estudo, os animais ndo conseguiram restaurar os valores de controle mesmo apos 24 horas
de recuperacdo (RORIZ et al., 2015).
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Justificando a relevancia nutricional, funcional e também para ampliar o conhecimento da
fase inicial da tilpia, objetivou-se neste estudo avaliar os niveis de glicose e tempo de recuperacao
pés-estresse ao ar de pos-larvas de tilapia do Nilo alimentadas com ragc6es contendo diferentes
concentracdes de hidrolisado proteico de figado de aves (0%, 1%, 2%, 4% e 8%), além da dieta
controle sem a inclus&o do hidrolisado.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ecotoxicologia e Biosseguranca (LEB) da
EMBRAPA Meio Ambiente, Jaguariina, SP. Todos os protocolos experimentais realizados neste
trabalho, seguiram as formalidades que envolveram a aprovacdo da Comisséo de Etica para o Uso
de Animais (CEUA), protocolo: 011/2019, da Embrapa Meio Ambiente.

Pds-larvas de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) recém eclodidas foram adquiridas em
piscicultura comercial, localizada no municipio de Monte Mor, SP. Em delineamento inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e quatro repeti¢cdes, foram avaliadas cinco dietas (0; 1%, 2%, 4%
e 8%), formuladas a base de ingredientes de origem vegetal, suplementadas com niveis crescentes
de hidrolisado proteico comercial por 30 dias consecutivos. Trezentas e vinte pés-larvas de peso
médio inicial de 17,62 + 2,81 mg e comprimento inicial de 10,50 + 0,69 mm foram distribuidas em 20
hapas de 30 L (com malha de 1 mm), alojadas em cinco tanques de 250 L em sistema de
recirculacdo, dotados de aeracdo, filtragem mecénica e biol6gica, temperatura controlada por
aquecedores, em densidade maxima de estocagem de 16 pés-larvas hapa™.

As pés-larvas foram alimentadas até saciedade aparente por seis vezes ao dia, sendo as 8h,
9h40min, 11h20min, 13h, 14h40min e 16h30min. A racéo foi formulada com 38% de proteina
digestivel (PD) e 3.500 kcal de energia digestivel (ED kg?!) (Tabela 1). Os ingredientes foram
homogeneizados e misturados manualmente, e em seguida peletizados em moedor de carne
(modelo MCR-22-SS Gpaniz Industria de Equipamentos para Alimentacao Ltda., Caxias do Sul, Rio
Grande do Sul — Brasil). A secagem da racéo foi realizada em estufa com ventilacéo forcada a 55 °C
durante 24 horas (modelo MA035/1, Marconi Equipamentos Para Laboratérios Ltda., Piracicaba, Séo
Paulo — Brasil). Na sequéncia os péletes foram triturados em moinho analitico (modelo IKA®, IKA A
11, Campinas, Brasil), e peneirados em malha de 0,5 mm e armazenados em freezer a -20 °C.

O teste com a exposicdo ao ar em cada concentracdo do hidrolisado foi realizado
individualmente, utilizando-se de uma ordem crescente de concentracdo, da menor (controle) para a
maior. Ao final de 30 dias de alimentacdo com as dietas contendo diferentes niveis de hidrolisado

proteico de figado de aves, os peixes apresentaram intervalo de peso entre 0,598 g e 0,828 g.
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Utilizaram-se 8 peixes para cada concentracdo, sendo que cada peixe foi exposto ao ar e avaliado,
individualmente. A avaliacdo dos padrdes comportamentais de recuperacdo pos exposicao ao ar foi
adaptada de acordo com a metodologia descrita por Woody et al. (2002), sendo que se utilizou
crondmetro digital para monitoramento do tempo de recuperacao pos-estresse da posi¢do normal de
nado e da capacidade de nadar dos peixes avaliados.

Tabela 1. Composicdo e valores nutricionais das dietas experimentais com base na matéria seca.

Ingredientes (%) 0% 1% 2% 1% 8%
Gluten de milho 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Farinha de peixe 23,00 22,00 21,00 19,00 15,00
Hidrolisado de Figado de 0,00 1,00 2,00 4,00 8,00
Aves

Fuba de milho 2,06 1,98 1,94 1,52 1,03
Farelo de trigo 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00
DL - Metionina 0,16 0,16 0,16 0,16 0,17
Oleo de soja 2,18 2,18 2,18 2,18 2,18
Fosfato Bicalcico 0,60 0,46 0,35 0,19 0,00
Calcario 0,00 0,22 0,40 0,75 1,32
Premix vitam/min ! 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Composicado centesimal (%)

Energia Digestivel (Kcal Kg?) 3500,03 3499,69 3500,03 3500,76 3500,95
Proteina Digestivel 38,64 38,63 38,64 38,65 38,63
Proteina Bruta 41,61 41,53 41,61 41,79 42,07
Fibra Bruta 4,00 3,99 4,00 4,00 4,00
Extrato Etéreo 5,79 5,80 5,79 5,77 5,62
Calcio total 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05
Fésforo disponivel 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
Metionina 0,75 0,74 0,75 0,75 0,76
Lisina 2,24 2,23 2,24 2,24 2,24
Triptofano 0,40 0,40 0,40 0,41 0,43
Treonina 1,24 1,22 1,23 1,27 1,34

1 Premix vitam/min, composigédo kg do produto: Selénio: 75,00 mg; Ferro: 15,00; Cobre: 2.000,00 mg; Cloreto de colina:
125,00 g; Manganés: 3.750,00 mg; Zinco: 20,00 g; lodo: 125,00 mg; Niacina: 7.800,00 mg; Acido folico: 750,00 mg; Acido
pantoténico: 3.750,00 mg; Biotina: 125,00 mg; Vitamina C: 53,00 g; Vitamina A: 2.000.000,00 Ul; Vitamina E:
15.000,00Ul; Vitamina K3: 1.000,00 mg; Vitamina B1: 2.500,00 mg; Vitamina B2: 2.500,00 mg; Vitamina B62.00,00 mg;
Vitamina B12: 5.00,00 mg. A: 2.000.000,00 Ul; Vitamina E: 15.000,00Ul; Vitamina K3: 1.000,00 mg; Vitamina B1:
2.500,00 mg; Vitamina B2: 2.500,00 mg; Vitamina B62.00,00 mg; Vitamina B12: 5.00,00 mg.

DL- Metionina: 1,48 g.

Foram realizadas dosagens de glicose sanguinea dos peixes por meio de tiras reagentes em
aparelho monitor digital Accu-Chek Active (Roche®, S&do Paulo, Brasil). Para a afericdo da glicose
pré exposicao utilizou-se 4 peixes por tratamento aplicado, posteriormente foi realizada a exposicéo
ao ar por 5 minutos de 8 peixes por tratamento em papel secante, e novamente aferiu-se a glicose

pés estresse.

O controle da qualidade de agua foi obtido com filtros em sistema air-lift, bombeamento de

agua e renovacdo de agua diaria, com temperatura controlada por aquecedores e termostatos
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(27°C). O monitoramento fisico quimico dos parametros de qualidade de agua foi realizado
diariamente durante todo o periodo experimental: temperatura 27,67 + 0,71 °C, pH 7,32 £ 0,53,
oxigénio dissolvido 5,32 + 0,96 mg L™*, condutividade elétrica 12,36 + 0,53 mS cm™ obtidas com
sonda multiparametros Horiba (U-53, Horiba Advanced Technology Center Ltd., Kyoto - Japan), junto
com a andlise de aménia toxica (NHs3) 0,28 + 0,01 ppm pelo teste comercial Labcon Test Aménia
Toxica Agua Doce (Alcon®, Camborid, Brasil). As médias dos parametros de dureza 50,0 = 0,0 ppm
e nitrito 0,15 + 0,02 umol L foram obtidas a partir de andlises semanais através de teste colorimétrico
rapido LabconTest (Alcon®, Camborid, Brasil).

Os resultados obtidos para as diferentes variaveis e analises foram submetidos ao teste de
normalidade e homogeneidade da variancia, seguido por andlise de variancia (ANOVA). Quando
significativo, aplicou-se o teste SNK (Student-Newman-Keuls) e o teste de Tukey a 5% de

probabilidade. Os dados foram analisados no programa estatistico R versao 3.4.5.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram observadas mortalidades de pos-larvas apds 30 dias de fornecimento de dietas
com hidrolisado proteico de figado de aves e posteriormente ao teste de estresse por exposi¢do ao
ar. As respostas de pés-larvas de tilapia expostas ao ar demonstraram aumento significativo na
glicose apos os 5 minutos de estresse agudo, em comparacgao aos niveis basais pré estresse (Tabela
2). Além disso, a glicose apresentou diferenca significativa entre tratamentos nas pés-larvas
submetidas a exposicdo ao ar. As comparacdes entre tempos e tratamentos revelaram uma interagao
direta entre o efeito do estresse com a alimentacédo das pés-larvas. Tratamentos com dietas contendo
4% e 8% de hidrolisado, apresentaram menores niveis de glicose sanguinea circulante, em
comparacdo a dieta controle (Tabela 2). Estes resultados corroboram com o estudo de Gomes
(2020), que avaliaram a inclusé@o de niveis crescentes de hidrolisado proteico de figado de aves (0;
1%, 2% e 4%) na alimentacao de alevinos de tilapia do Nilo e observaram que em relagéo a protecéo
contra os danos decorrentes da exposi¢ao ao ar, a racdo com 4% de hidrolisado proporcionou menor
taxa de glicemia.

Assim, € possivel observar na Tabela 2 que o menor tempo de recuperacéo apés estresse ao

ar foi no tratamento com 8% de hidrolisado, ou seja, com o teor maximo dentre os tratamentos.
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Tabela 2. Médias (+ desvio padréo) da glicose basal e pés-estresse ao ar e do tempo de recuperacao
das pés-larvas de tilapia do Nilo.

Tratamento Glicose basal Glicose p6s-estresse Tempo de recuperacao
(%) (mg dI*) (mg dI*) (min)
0 19,25 + 2,50 AP 35,63 + 5,50 42 03:51 + 00:55
1 20,25 + 2,22 AP 31,57 £ 4,75 482 04:23 + 01:38
2 20,25 + 1,89 AP 34,25 + 3,28 A2 03:06 + 01:24
4 16,00 + 6,06 AP 26,38 + 2,33 €2 04:29 + 01:33
8 14,25 + 0,96 AP 28,38 + 3,07 Bca 02:52 + 01.07

Médias seguidas de letras distintas maiusculas na mesma coluna e mindsculas na mesma linha, diferem pelo teste de
SNK (P <0,05).

A exposicdo ao ar pode levar a graves disturbios homeostéaticos em peixes, incluindo aumento
da glicose, conforme relatado por RORIZ et al. (2015) para Piaractus brachypomus; LIM e HUR
(2018) para Paralichthys olivaceus e MATTIOLI et al. (2019) para Lophiosilurus alexandri. Sob o
efeito do estresse, espera-se que ocorra a liberagdo do cortisol, que é um importante hormaonio,
atuante em situacdes de estresse, este hormdnio estimula a glicogendlise e a gliconeogénese
hepéatica, consequentemente aumentando os niveis de glicose sanguinea em situacdes estressantes

(SILVA et al., 2012) que é considerado um efetivo indicador da resposta secundaria de estresse.

Os hidrolisados proteicos de subprodutos de origem animal, além de fornecer nutrientes de
alto valor biolégico, podem melhorar o desempenho zootécnico, reduzir a mortalidade, melhorar a
capacidade antioxidante e a funcdo imunolégica, por meio da agéo de diversos peptideos funcionais
(BUI et al., 2014; WU et al., 2020), hipbteses essas que corroboram com os resultados encontrados
neste trabalho, ampliando o entendimento entre a relagBes nutricionais e metabodlicas com a

homeostase de um animal apés um periodo de estresse severo.

A atividade antioxidante para alevinos de tilapia do Nilo foi constatada por GOMES (2020),
gue observou que a suplementacdo com hidrolisado proteico de figado de aves influenciou a
atividade da enzima antioxidante catalase, e também reduziu os danos as proteinas celulares, por
meio do menor teor de proteinas carboniladas. O mesmo autor conclui que apesar do hidrolisado
proteico de figado de aves néo ter melhorado o desempenho produtivo, a inclusdo de 4% em racdes
para alevinos de tilapia proporciona melhores condi¢cdes para os animais enfrentarem situacdes de
estresse pela exposicao ao ar. Dessa forma, a caracteristica nutricional e funcional dos peptideos do
hidrolisado proteico de aves podem explicar em partes, que os melhores resultados de respostas

pés-estresse dos animais alimentados com 4% e 8% de hidrolisado proteico no presente estudo.

Dentre todos os parametros de qualidade de &gua, a temperatura foi o Unico parametro que

apresentou diferenca estatistica significativa (P <0,05). Foi possivel observar que o tratamento-
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controle difere estatisticamente dos demais tratamentos utilizados, conforme apresentado na Tabela
3.

Tabela 3. Médias (+ desvio padrdo) da temperatura ap6s 30 dias de experimentacgao.

Tratamento (%) Temperatura (°C)
1 27,21 +£0,74 ¢
2 27,71 £0,43°
4 27,39+ 0,71 P
8 27,75+ 0,64 °

Médias seguidas de letras minasculas distintas diferem pelo teste de SNK (P <0,05).

A partir desses resultados, pode-se observar que a temperatura do tratamento-controle
apresentou a maior média em relacdo aos demais tratamentos. O tratamento com 1% de hidrolisado
€ estatisticamente semelhante ao tratamento com 4% de hidrolisado, e difere dos demais
tratamentos. Observa-se ainda que o tratamento com 2% de hidrolisado assemelha-se
estatisticamente ao tratamento com 4% e com 8% de hidrolisado, mas distingue-se dos demais
tratamentos. Mas todos os tratamentos mantiveram-se entre 27 e 28 °C, sendo considerados como

pardmetros recomendados para a espécie (SILVA et al., 2012).

Diversos trabalhos cientificos que avaliaram o incremento de hidrolisados proteicos na
alimentac&o de organismos aquaticos, demonstraram que € possivel obter ganhos de produtividade
(HEVROY et al., 2005; ZHENG et al., 2012). Além do que, os hidrolisados proteicos podem exibir
ainda acdo imunomodulatéria, aumentando a resisténcia dos peixes cultivados ao estresse e a
doencas (DAVIS; ARNOLD, 2000), ao qual relaciona-se diretamente com os estudos fisiolégicos
concretizados neste trabalho, fortalecendo a cadeia produtiva da proteina animal como um todo.
Segundo informacdes da EMBRAPA (2021), o Brasil é o terceiro maior produtor de frangos de corte
do mundo e o primeiro em termos de exportagdo, e o aproveitamento de subprodutos dessa cadeia
produtiva animal para o desenvolvimento de hidrolisados proteico é fundamental para a agregacéo
de valor e diminuigdo do impacto ambiental, uma vez que esse alimento pode ser utilizado em outras

cadeias a exemplo dos peixes.

No presente estudo, observou-se que a qualidade das pos-larvas de tildpia foi
significativamente superior devido principalmente a robustez metabdlica provida pela dieta, nos
tratamentos em que hidrolisado proteico foi incorporado, tornando a sua utilizacdo viavel pela
industria e no qual leva-se a considerar pontos importantes da nutricdo aquicola, como a escassez
e alto custo da farinha de peixe como ingrediente proteico principal. O hidrolisado proteico de figado

de aves pode ser considerado um alimento alternativo/aditivo, pois segundo recomendacfes de
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HISANO; PORTZ (2007) atendem alguns requisitos importantes para serem utilizados pelas fabricas
de racado para organismos aquaticos com produtos nutricionalmente padronizados, grande volume e
com producdo continua. No entanto, novos estudos devem ser conduzidos para melhor

compreensdo dos efeitos do hidrolisado sobre aspectos fisiolégicos e de saude dos peixes.
4. CONCLUSAO

Pdés-larvas alimentadas com 4% e 8% de hidrolisado proteico de figado de aves apresentam
menores taxas glicémicas apods estresse fisiologico agudo, sugerindo melhores condicdes
metabdlicas seguidas por manejo rotineiro em condi¢des praticas de producéo.
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