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Resumo

A deplecdo dos estoques pesqueiros associada a crescente demanda da
aquicultura por farinha de peixe para fabricacdo de ra¢fes tem ocasionado a elevacgéo
de seu custo. Na busca de meios para tornar a aquicultura menos dependente da pesca,
diversas matérias primas alternativas estdo sendo utilizadas na fabricacdo de racGes para
peixes e crustdceos. No presente estudo foram utilizadas carcagas de tilapia
provenientes de industrias de filetamento de pescado na fabricacdo de hidrolisados
proteicos de peixe e sua posterior incorporacdo em racdes para pos-larvas de camardes
marinhos. Foram produzidos dois hidrolisados de peixe (HPP) com tempos de hidrélise
de uma (HPP 1) e duas horas (HPP 2). Foi utilizada a protease comercial alcalase na
reacdo. Os hidrolisados produzidos foram caracterizados estruturalmente e
nutricionalmente. Foram determinados os graus de hidrélise, os perfis eletroforéticos,
zimograma, composicdo centesimal e teores de aminoacidos e acidos graxos. Os graus
de hidrdlise obtidos variaram de 34,01 a 48 %. Foram detectados peptidios de 10 a 250
kDa e foram observados 4 bandas no zimograma, para cada hidrolisado, cujos pesos
variaram de 75 a 250 kDa. Os teores de proteina bruta dos hidrolisados foram de
68,04% (HPP 1) e 70,69 % (HPP 2). Em seguida foram elaboradas 7 racOes
experimentais que continham substitui¢des graduais de farinha de peixe nas proporgdes
de 0% (controle), 10, 20 e 30 % pelos hidrolisados HPP1 e HPP2 totalizando sete dietas
formuladas (0%, Hi110%, Hi20%, Hi130%, H210%, H220% e H230%). Essas ragoes
foram fornecidas para camardes marinhos na fase inicial de pos-larva 12 durante 45
dias. Ao término do cultivo foi avaliado o desempenho zootécnico dos camardes
alimentados com as racdes formuladas. Foi constatado que os camardes alimentados
com as ragdes contendo o HPP 2 tiveram melhores crescimentos que os demais
tratamentos, provando que o hidrolisado pode ser utilizado em ragdes para pos larvas de

Litopenaeus vannamei substituindo em 15 % a farinha de peixe.

Palavras-chave: aquicultura, carcaca, proteina alternativa, tilapia
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Abstract

The depletion of fisheries combined with growing demand from aquaculturists for
fish meal to manufacture feed has led to increased costs for this product. In the search
for ways to make aquaculture less dependent on fisheries, several alternative raw
materials are being used to manufacture feed for fish and crustaceans. In this study we
used tilapia carcasses from fish filleting operations to produce fish protein hydrolysates
and subsequently incorporated them into feed for marine post-larval shrimp. Two fish
protein hydrolysates were produced (FPH) with hydrolysis times of 1 (FPH1) and 2
hours (FPH2). The commercial protease alcalase was used in the reaction. The
hydrolysates obtained were subjected to structural and nutritional analysis. The
following data were determined: degree of hydrolysis, electrophoretic profile,
zymography, composition (to the hundredth), and levels of amino acids and fatty acids.
The degree of hydrolysis obtained ranged from 34.01 to 48%. Peptides from 10 to 250
kDa were detected, and 4 bands were observed in the zymography for each hydrolysate,
with weights ranging from 75 to 250 kDa. The levels of crude protein hydrolysates were
68.04% (FPH1) and 70.69% (FPH2). Next, experimental feeds were prepared
containinggradual substitutions of fish meal with the hydrolysates FPH1 and FPH2 in
the proportions of 0% (control), 10%, 20%, and 30%, totaling seven formulated feeds
(0%, H110%, H120%, H130%, H210%, H220%, and H230%). These feeds were fed to
marine shrimp in the initial post-larvae phase 12 for 45 days. At the end of the crop, the
performance of the shrimp fed the experimental feed was evaluated. We found that the
shrimp fed the formulations containing FPH2 had better growth than the other
treatments, proving that hydrolysate can be used in feed for post-larvae stage

Litopenaeus vannamei, replacing 15% of fish meal.

Keywords: aquaculture, carcass, alternative protein, tilapia
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1- Introdugdo

1.1. Contextualizacao da pesquisa

O incremento da produgdo aquicola mundiale a simultanea estagnagdo da pesca
extativista ¢ um fato que tem sido observado nos tultimos 30 anos. Em 1974, a
aquicultura era responsavel por apenas 7 % do pescado mundial para o consumo
humano, passando para 39% no ano de 2004 enquanto a obten¢do de pescado por meio
da pesca tem se mantido em inércia (FAO, 2016). Além disso ha o grande desperdicio
do pescado, onde cerca de 35 % do total ¢ perdido desde a captura até o seu
processamento. Desses, 8% sdo jogados no mar por advirem de capturas acessorias que
ndo sdo utilizadas para o consumo humano (FAO, 2016).

A aquicultura se sobrepde a essa atividade como uma alternativa a exploragao
indiscriminada dos estoques pesqueiros tendo ganhado cada vez mais destaque. A
tendéncia € que esse setor seja capaz de superar a pesca no fornecimento de pescado nos
proximos 10 anos (FAO, 2016).

A Asia é o maior produtor aquicola mundial, respondendo por 54% da producio
enguanto que os demais continentes, contribuem com cerca de 15 %, cada. A psicultura
é 0 setor aquicola mais atuante, contribuindo com cerca de 67,7% da producéo e 80,6 %
dos lucros. O cultivo de crustaceos aparece em segundo lugar, sendo responsavel por
22% do lucro e 8,2% da producdo. Os camardes sdo 0 grupo de crustdceos mais
produzidos no mund o(FAO, 2016), sendo o Litopenaeus vannamei a espécie mais
cultivada. Ela foi introduzida com sucesso em diversos paises devido a sua boa
adaptabilidade as mais diversas condi¢des de cultivo. E uma espécie que tolera altas
variacoes de salinidade e temperatura, ¢ bem resistente a doengas, e gera respostas
satisfatorias quanto aocrescimento e conversao alimentar (BRIGGS et al., 2005; LEBEL
et al., 2010). No Brasil comegou a ser cultivada em 1996 promovendo um rapido
desenvolvimento ao setor e alcangando o auge da sua producdo em 2003, quando
atingiu 90 mil toneladas, comparado a cinco mil toneladas no ano de 1996
(BOSCARDIN, 2008). Porém em 2005, a producdo caiu para 65 mil toneladas devido a
doencas e desastres naturais. Tal crise manteve-se por quatro anos, conseguindo

reverter-se em 2010 gragas aos avancos tecnologicos que vem sendo implementados
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nos sistemas de cultivo como o emprego de probidticos (ROCHA, 2011) e a
implantacdo de berg¢arios nos cultivos (FAO,2014).

Esse sistema de cultivo consiste em um estagio intermediario entre a larvicultura e
a engorda, compreendido entre as fases de pds-larvas e de juvenil (ROSENBERRY,
1994; NUNES, 2002;MISRHA et al., 2008; MAMMUM et al., 2010). Durante a fase de
bergario, as pos-larvas passardo por um periodo de adaptagdo prévio a engorda,
caracterizando-se por altas densidades de estocagem (3 a 6 pos-larvas por litro) e
controle das condigdes ambientais (D’ ABRAMO et al., 2003; SANTOS et al., 2007).

Com o objetivo de desenvolver esses sistemas, pesquisas comecaram a ser
desenvolvidas na universidade do Texas (Texas A & M University) em 1986 (STUMER
et al.,, 1992). Assim, surgiu um novo modelo de cultivo: o Bifasico (duas fases)
compreendendo a larvicultura e a engorda, contrastando com o modelo monofasico, em
que pos-larvas sdo estocadas diretamente nos viveiros de engorda permanecendo no
mesmo  durante todo o ciclo (NUNES,2002). Alternativamente vem sendo
implementado 0 modelo trifasico, no qual existe a fase de pré-bercério adicionalmente a
de bercario e de engorda. O pré-bercario diferencia-se do bercario por estocar maiores
densidades de pos-larvas em tanques de concreto ou fibra de vidro, enquanto que no
bercario secundério, elas sdo estocadas em pequenos viveiros em menores densidades
(SEIFERT, 2003; NUNES, 2011).

Os bercéarios, comecaram a ter uma consideravel aceitacdo entre os produtores
apos 1993, quando houveram consideraveis surtos de doencas causadas pelo virus da
sindrome de taura-VST (SAMOCHA, 2010) o qual originou-se no equador, em meados
de 1991 e espalhou-se para o restante do continente americano nos anos subsequentes,
causando perdas consideraveis na producdo de camarbes (LIGHTNER, 2011). O
surgimento de outras doencas, 0 estresse por altas variacbes ambientais e a predacédo
também foram fatores que fizeram com que os bercarios ganhassem cada vez mais
aceitacdo nos cultivos (BRIGGS, 1991; MISHRA et al, 2008; NUNES, 2011; ROCHA,
2011).

Esse modelo diferencia-se dos demais por permitir o melhor controle e
avaliacdo dos estoques (PRETO 1983, SANDIFER et al., 1991; STUMER et al., 1992;
SAMOCHA, 2010), melhores taxas de crescimento , sobrevivéncia (NUNES 2002;
TIDWELL et al., 2005; MISHRA et al., 2008) , rendimento (SAMOCHA et al., 2000 e
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SAMOCHA et al., 2002) e maior rotatividade de ciclos anuais (STUMER et al., 1992).
Os juvenis vdo para os viveiros de engorda com um peso médio de 0,1 a 0,3 g e peso
individual de 0,4 a 0,8 g cada, com sobrevivéncia de 55 a 80% (D’ ABRAMO et al.,
2003). Nessa fase de cultivo é fornecida uma alimentacéo balanceada com alto teor de
proteina bruta, geralmente 40% ( NUNES, 2011). A proteina ideal é fornecida pela
farinha de peixe, por conter todas as exigéncias de aminoécidos essenciais e um teor de
proteina bruta que varia de 65 a 72% e uma digestibilidade elevada com valores acima
de 95%. E ainda uma importante fonte de minerais, acidos graxos essenciais poli-
insaturados, fosfolipideos, vitaminas lipossollveis e esteréides (MILES e CHAPMAN,
2006).

A farinha de peixe pode ser produzida a partir de peixes inteiros, advindos da
pesca industrial (capturados exclusivamente para esse propdsito), de peixes vindos de
capturas acessérias ou de partes do peixe ndo aproveitadas para o consumo humano,
como as aparas e as visceras resultantes da filetagem (WINDSOR, 2001; MILES e
CHAPMAN, 2006;). A qualidade da farinha de peixe, ir4 depender da sua matéria
prima. A farinha produzida a partir de peixes inteiros é de melhor qualidade do que as
farinhas resultantes de residuos de pescado (WINDSOR, 2001; NRC, 2011). Alguns
paises sdo conhecidos pela farinha de peixe de alta qualidade, como o Peru, a Noruega e
a Africa do Sul (WINDSOR, 2001). No Brasil, a farinha de peixe é de baixa qualidade
por ser produzida a partir de restos do processamento do pescado, devido a baixa
disponibilidade de peixes em seu mar territorial. Fazendo com que muitas vezes, a
farinha de peixe necessite ser importada (TSUKAMOTO e TAKAHASHI, 1992).

Sendo assim, € necessario buscar meios que possam tornar a aquicultura menos
dependente da farinha de peixetendo em vista a diminuicdo crescente de sua
disponibilidade ocasionada pela pesca predatoria. A sobrepesca tem aumentado com o
passar dos anos, chegando a niveis de 31, 4 % no ano de 2013 ao passo que os estoques
de populagdes de peixes a niveis sustentaveis tem diminuido substancialmente,
passando de 90% em 1974 para 68,6 % em 2013. Aproximadamente 16 milhdes de
toneladas de peixes foram destinados apenas para a producdo de farinha em 2014 (FAO,
2016). A grande quantidade de peixes necessaria para a producdo de farinha de peixe
tem ocasionado grandes impactos ambientais. Estima-se que para alimentar um quilo de

peixe sdo necessarios 5 quilos de peixe sob a forma de farinha, acarretando
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substancialmente na diminui¢do de populagdes de peixes que servem de alimento para
as espécies de niveis troficos superiores, visto que sdo utilizadas pequenas espécies
forrageiras como sardinha, arenque, cavalinha e anchova (NAYLOR et al., 2000; NRC,
2011). Além da alta demanda por essa matéria prima, o crescente uso de pequenos
peixes pelagicos para o consumo humano tem contribuido para o aumento do prego da
farinha (FAO, 2014). Com isso, o seu preco amentou 3,6 vezes mais desde 1983,
quando uma tonelada custava 400 doélares (TACON e METIAM, 2008), passando para
1500 dolares no ano de 2014 (FAO, 2014) o preco da tonelada. Dessa forma, o
desenvolvimento da aquicultura estd atrelado a busca de fontes proteicas alternativas
advindas de praticas sustentaveis e economicamente viadveis (TACON, 2011).

Hé uma imensa variedade de fontes proteicas alternativas, de diversas origens, que
tém sido testadas para substituir o uso da farinha de peixe. Dentre eles subprodutos de
aves, de carne, proteina de soja, farelo de algoddo (LIM et al., 2008), farelo de soja
(PIEDAD-PASCUAL et al., 1990, HOLLAND e BORSKI, 1992;DAVIS ¢ ARNOLD,
2000;SILVA e PEZATO, 2000; AMAYA et al., 2007; ABE et al., 2008;HU et al., 2008;
TERRAZAS et al., 2010; SCOPEL et al., 2011), farinhas de lula, de krill e de crustaceo;
hidrolisados de krill e de peixe (SMITH et al., 2005); farinha de carne e visceras
(SCOPEL et al., 2011), farinha de mexilhdo (CAVALLI et al., 2004), spirulina (NETO
et al., 2012) entre outros. No entanto, muitas vezes subprodutos da agropecuaria sao
deficientes em alguns aminoécidos essenciais, principalmente a lisina e a metionina.

Devido ao seu baixo custo, ha uma maior busca por ingredientes de origem
vegetal (AMAYA et al., 2007). Dentre eles, o farelo de soja € o que tem maior potencial
para substituir a farinha de peixe, por conter um alto teor proteico com bom perfil de
aminodcidos, e ter alta digestibilidade. Porém, a sua baixa palatabilidade e a baixa
quantidade de lisina e metionina atrelada a deficiéncia dos acidos graxos essenciais EPA
e DHA acaba limitando o seu uso na dieta dos animais cultivados (POPMA e
LOVSHIN, 1995; FOX et al., 2004; ALAM et al., 2005; NUNES et al., 2006;AMAYA
et al., 2007).

Fontes proteicas de origem marinha contém um bom perfil de aminoécidos, possui
um bom teor de proteinas, acidos graxos, vitaminas € minerais (DAVIS e ARNOLD,
2000). Sendo assim, uma boa alternativa ao uso da farinha de peixe ¢ a utiliza¢do de

subprodutos da industria pesqueira (NAYLOR et al., 2009) que podem alcangar um teor



15

de 75% de proteina(NUNES et al.,2014). A partir desses residuos € possivel produzir o
hidrolisado protéico de peixe, um bioproduto com grande potencial para ser utilizado
como alimento na aquicultura (SILVA et al., 2014).

O hidrolisado protéico de peixe (HPP) é um produto derivado de uma tecnologia
que utiliza enzimas para solubilizar proteinas do peixe (SILVA et al., 2014), resultando
em peptidios e aminodcidos soliveis na sua composi¢dio (HERTRAMPF e PIEDAD-
PASCUAL, 2000). O HPP pode ser obtido por hidrolise quimica (4acida ou alcalina) ou
enzimatica (KRISTINSSON e RASCO, 2000), na qual podem ser empregadas endo ou
exoproteases (KECHAOU et al., 2009 ;FOH et al., 2011;DO VALLE et al., 2015) que
sdo enzimas obtidas de vegetais, microorganismos ¢ animais (KRISTINSSON e
RASCO, 2000) ou ainda, por meio de autdlise, onde sdo empregadas proteases do
proprio organismo que sera submetido a hidrolise (PADILLA-PEREZ et al., 2001;
MARTONE et al., 2005; SILVA et al., 2014). Apesar de a autdlise ser mais viavel
economicamente, ¢ dificil se ter o controle da hidrolise com esse tipo de enzima, visto
que ird depender de diversos fatores que se alteram com a espécie de peixe utilizada
(BENJAKUL e MORISSEY, 1997). Ja a hidrdlise empregada com proteases comerciais
¢ mais vantajosa, visto que € possivel controlar o grau de hidrdlise, evitando dessa
forma, propriedades funcionais indesejaveis ao produto (FURLAN e OETERER, 2002).

A hidrodlise acida tem um custo relativamente reduzido (HE et al., 2013;
OETTERER, 2001) tem rendimentos mais elevados em menos tempo, porém resulta em
elevada producdo de sal, o que afeta a palatabilidade e a funcionalidade do produto,
devido ao emprego de uma base (NAOH) para neutralizar o acido cloridrico utilizado
nesse processo. Além disso, ha um elevado teor de cinzas e destruicdo de alguns
aminoacidos (FURLAN e OETETER, 2002). Na hidrdlise alcalina, além de haver
destruicdo dos aminoécidos, ocorre o processo de rancemizagdo (GONCALVES, 2011).

A hidrélise enzimatica consiste na adicdo de enzimas para quebrar as proteinas,
melhorando suas propriedades funcionais sem prejudicar o seu valor nutricional visto
que ndo ha destruicao dos aminodcidos (FURLAN e OETETER, 2002; HE et al., 2013).
Além disso, o grau de hidrolise pode ser controlado, e ndo € necessaria a remocao das
enzimas, pois sdao empregadas em concentracoes muito baixas (ZAVAREZE et al.,
2009). Segundo os mesmos autores, a hidrolise enzimatica normalmente acarreta num

sabor amargo ao produto final, que ¢ mais intenso a medida que se tem uma protedlise



16

mais prolongada, dependendo assim, do tamanho dos peptidios resultantes e da quebra
das ligagdes. Dessa forma, sdo utilizadas proteases microbianas que estdo associadas a
diminui¢do do sabor desagradavel, como a enzima alcalase (FURLAN e OETTERER,
2002; KRISTINSSON e RASCO, 2000). A figura 1 mostra o processo de obteng¢ao do
hidrolisado proteico de peixe, adaptado de Silva et al.(2014).

Trituragdo da carcaca em agua destilada na propor¢ao de 1:1 + 0,5 % de
enzima (Alcalase)

Homogeneizagdo em banho maria a 45°C durante 1 (HPP 1)e 2 (HPP 2)
horas

Desativagdo enzimatica a 100°C por 10 min

Filtragem e armazenamento da parte liquida

Figura 1. Processo de obtencao de hidrolisado proteico de peixe

O hidrolisado possui um alto teor de proteina bruta, podendo chegar a niveis de
até 90 % (ZAVAREZE et al.,, 2009; CHAMALAIAH et al., 2012), e ¢ rico em
aminoacidos essenciais (CHAMALAIAH et al., 2012). Este produto ¢ capaz de
promover o estimulo alimentar (FURLAN e OETTERER, 2002) e aumentar a
palatabilidade e digestibilidade para muitos animais (GOLDHOR e REGENSTEIN,
1988; FOH et al., 2011;) podendo também ser uma importante fonte de endo e
exoproteases quando submetidos a um processo de autdlise (SILVA et al., 2014). Sao
ainda, eficientes imunoestimulantes e antioxidantes (MURRAY et al.,, 2003;
NAJAFIAN E BABJI, 2012; HE et al., 2013; BUI et al., 2014). O hidrolisado também
possui propriedades funcionais utilizadas na fabricagdo de produtos alimentares, como a
solubilidade, a capacidade de retencdo de agua, emulsificacdo, formagdo de espuma e

absorc¢ao de gordura (GESUALDO E LI-CHAN,1999; FURLAN E OETTERER, 2002;
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MARTONE et al., 2005; GONCALVES, 2011; CHAMALAIAH et al., 2012;HE et al.,
2013).

Para se obter hidrolisados com propriedades nutricionais elevadas ¢ necessario se
ter o controle do processo de reagdo e a caracterizacdo dos hidrolisados com base no
tamanho dos peptideos formados (GUADIX et al., 2000) pois o tamanho dos peptideos
influéncia na sua absor¢do. Em humanos, dietas que apresentam excesso de
aminoacidos livres acarretam em um desequilibrio osmético ocasionando disenteria.
Sendo os dipeptideos e tripeptideos absorvidos mais eficientemente que os aminoacidos
livres (GRIMBLE et al., 1986). O uso de aminodacidos livres em dietas para camardes
tem produzido respostas insatisfatorias. A alta solubilidade dos aminoacidos na agua
associada a lenta ingestdo do alimento pelos camardes acarreta em grande perda destes
por lixiviagdo (WILLIAMS et al., 2001; BROWDY et al., 2012; NUNES et al., 2014).

Cordova-Murueta e Garcia-Carrenio (2002) utilizaram hidrolisados com
diferentes tempos de hidrolise na dieta de camardes. O hidrolisado que conteve o
melhor equilibrio entre aminoacidos livres, oligopeptidios e peptideos promoveu as
melhores taxas de crescimento dos camardes. A dieta que possuia grande quantidade de
aminoacidos livres foi responsavel pelo pior resultado.

Carvalho et al. (1997), utilizaram caseina hidrolisada na alimentagdo de larvas
de carpa, constatando que a substituicdo de 8 a 16,5% de proteina insoluvel pela
hidrolisada aumentou a sobrevivéncia, o crescimento e o ganho de peso dos animais,
pois essas dietas apresentaram um balango equilibrado de peptidios (27,9%),
oligopeptidios (42,2%) e aminoacidos livres (29,9%).

Zambonino-Infante et al. (1997) constataram que o uso de uma dieta contendo
20% de hidrolisado de peixe aumentou significativamente o crescimento, a
sobrevivéncia e a atividade enzimatica de larvas de robalo. A composi¢dao peptidica
mostrou que o teor de di e tri-peptidios foi maior (75%) que o de peptidios (20%) e de
aminoacidos livres (5%). Similarmente, Cahu et al. (1999) encontraram os mesmos
resultados.

Nguyen et al. (2012) utilizaram diferentes tempos de hidrélise para a produgdo de
hidrolisados . As dietas que apresentaram menor predominincia de aminoécidos livres

na dieta promoveu o aumento do crescimento e da sobrevivéncia dos camaroes.
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Hernandez (2011) usou hidrolisado proteico de atum na alimentacdo de
Litopenaeus vannamei e constatou que 5% de inclusdo desse composto na dieta
aumentou o ganho de peso e a taxa de conversao alimentar do camarao.

Bui et al. (2014), utilizaram hidrolisados de krill, camarao e de tilapia para avaliar
a sanidade e pardmetros zootécnicos de juvenis do peixe Pagrus major 0s quais
mostraram-se ser mais eficientes que o grupo controle, devido ao fato de apresentarem
um baixo peso molecular dos peptidios. Resultados semelhante foram obtidos em
camardes (ZHAO et al., 2011) e em peixes (KHOSRAYV et al., 2015) devido ao baixo
peso molecular dos peptidios presentes nos hidrolisados .

Refstie et al. (2004) utilizaram hidrolisado proteico de peixe na dieta do salmao
do atlantico constatando que substitui¢des parciais de 10 a 15 % na dieta aumentaram o
seu crescimento e sua digestibilidade. Resultados similares foram obtidos por Tang et
al. (2008), com o peixe Pseudocianeia Crocea, 0s quais tiveram melhor crescimento,
sobrevivéncia e resisténcia quando alimentados com hidrolisado de peixe nos mesmos
niveis de substituicdo na dieta. Outros estudos demonstraram que a substitui¢ao parcial
do hidrolisado pela farinha de peixe apenas ndo mostrou nenhuma alteragdo (OLIVA-

TELES et al., 1999).

1.2. Objetivos do trabalho

O presente estudo objetiva avaliar o desempenho zootécnico de pds-larvas de L.
vannamei alimentadas com ragdes contendo diferentes niveis de hidrolisado proteico de
peixe em substitui¢do a farinha de peixe.

1.2.3. Objetivos especificos
Produgao de dois hidrolisados proteicos de peixe

Caracterizagao das propriedades nutricionais e estruturais dos hidrolisados

Avaliar qual o melhor tipo de hidrolisado

YV V VYV VY

Avaliar qual o melhor nivel de inclusdo do hidrolisado nas ragdes

experimentais
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RESUMO

Durante ofiletamento da tilapia cerca de 70 % do seu volume corpdreo ¢
descartado, correspondendo a carcaga e as visceras. Essas partes sdo importantes fontes
de proteinas que podem servir de alimento nas atividades aquicolas a partir da produgao
de hidrolisados proteicos. No presente estudo, foram produzidos 2 hidrolisados
proteicos de tildpia com uma (HPP 1) e duas (HPP 2) horas de hidrdlise para inclusdo
em dietas para pos- larvas do camardo marinho Litopenaeus vannamei. A composi¢ao
nutricional dos hidrolisados mostrou teores desejaveis de proteina bruta e aminoacidos
essenciais. O grau de hidrolise obtido corroborou com estudos anteriores e atingiu
valores de até 48% de proteina. A eletroforese revelou peptideos que variaram de 10 a
250 kDa. Adicionalmente foi constadada atividade caseinolitica através de zimograma.
Os hidrolisados foram incorporados separadamente em dietas experimentais nas
proporg¢des de 0, 10, 20 e 30 % totalizando 7 dietas denominadas 0% (controle), H110%,
H120%, H130%, H210%, H220% e H230%. Foi realizado um cultivo experimental com

duragdo de 45 dias para avaliaro desempenho zootécnico das pos-larvas alimentadas
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com as referidas dietas. Os resultados mostraram que o HPP 2 foi responséavel pelos
melhores crescimentos, podendo substituir a farinha de peixe em niveis de até 15% sem

afetar a sobrevivéncia dos camaroes.

Palavras- chave: alcalase, residuos de pescado, bioproduto, tilapia do nilo

INTRODUCAO

A farinha de peixe € a principal fonte proteica das ra¢des utilizadas para alimentar
os animais aquaticos cultivados (KANASHIRO, 2015). A pesca indiscriminada de
pequenas espécies de peixes pelagicos para a producdo de farinha de peixe tem
ocasionado fortes pressdes sobre os estoques pesqueiros afetando toda a cadeia
produtiva (FAO, 2016). A sobrepesca de espécies forrageiras diminui a disponibilidade
de alimento para as espécies carnivoras ocasionando um grande desequilibrio ambiental
nos oceanos (NAYLOR et al., 2000). Cerca de 20% do pescado mundial ¢ destinado
apenas para a producdo de 6leo e farinha de peixe (KANASHIRO, 2015). O declinio da
matéria prima para a producdo da farinha de peixe, tem ocasionado a elevagdo de seu
custo. Assim, esfor¢os tem sido feitos na busca de fontes proteicas alternativas para
alimenta¢do dos animais aquaticos cultivados (NAYLOR et al., 2000).

Fonte proteicas de origem vegetal sdo de baixo custo, porém a presenga de alguns
fatores antinutricionais e a baixa quantidade de alguns aminoacidos limitantes (lisina e
metionina) tem restringido o seu uso na alimentacdo de camardes (ALAM et al., 2005;
AMAYA et al., 2007).

Os residuos derivados do filetamento de peixes sdo importantes fontes de

proteinas e dacidos graxos poliinsaturados porém grande parte deste material ¢
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geralmente descartada (STEVANATO et al., 2007). Dessa forma, o uso desses residuos
para a producdo de hidrolisado proteico de peixe surge como uma alternativa mais
econdmica e sustentavel a farinha de pescado (CENTENARO, 2009).

O hidrolisado proteico de peixe (HPP) ¢ um bioproduto resultante da
solubilizacao de proteinas do pescado a partir de enzimas (KRISTINSSON e RASCO,
2000) ou de substancias quimicas (ESPE et al., 1992). O HPP ¢ caracterizado por conter
peptidios e aminodacidos soluveis (HERTRAMPF ¢ PIEDAD-PASCUAL, 2000), com
elevadas propriedades nutricionais (GOLDHOR ¢ REGENSTEIN, 1988; ZAVAREZE
et al., 2009; FOH et al., 2011; CHAMALAIAH et al., 2012;; BUI et al., 2014) além de
ser uma importante fonte de endo e exoproteases quando submetidos a um processo de
autdlise (SILVA et al., 2014).

Estudos realizados com o uso de hidrolisado de peixe em dietas para camardes
marinhos demonstraram que esse componente pode substituir a farinha de peixe em
niveis que variam de 5 a 50 %, promovendo o aumento da sobrevivéncia e do
crescimento dos mesmos (CORDOVA-MURUETA e GARCIA-CARRENO, 2002;
HERNANDEZ, 2011; NGUYEN et al., 2012; NIU et al., 2014, DO VALLE et al.,
2015).

O uso dietético dos hidrolisados proteicos deve levar em consideracdo o controle
do pH, temperatura, tempo da hidrolise, tipo e concentragdo de matéria prima, relagdo
enzima substrato, inativacdo enzimatica (SVENNING et al., 1993) e tamanho dos
peptideos formados (GUADIX et al., 2000).

Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar o desempenho zootécnico de

camaroes alimentados com dietas formuladas com niveis crescentes de substitui¢ao da
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farinha de peixe por dois hidrolisados proteicos de peixes produzidos com diferentes

tempos de hidrdlise.

MATERIAIS E METODOS

Produgdo dos hidrolisados proteicos de peixe (HPP)

Foram obtidos residuos de tilapia (cabeca, pele, carcaga e aparas) em industrias de
beneficiamento de pescado para a produgdo do HPP. Seguindo a metodologia de Silva
et al. (2014) foram produzidos dois hidrolizados, HPP1 ¢ HPP2, diferenciados pelo
tempo de hidrdlise de uma e duas horas, respectivamente.

Os residuos de tilapia foram descongelados, lavados com agua filtrada e triturados
com agua destilada, na propor¢ao de 1:1, em liquidificador, seguido da adi¢do de 0,5%
enzima comercial (Alcalase, Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) para quebra da
cadeia proteica. O produto foi levado a banho-maria sob agitagdo continua ¢ moderada,
com temperatura de 45° C por uma hora (HPP 1) e duas horas (HPP 2) sendo
homogeneizado para ativagdo enzimdtica. Em seguida o hidrolisado foi mantido a uma
temperatura de 100°C, durante 10 minutos, para a desativacdo enzimatica. Terminado
este processo, o bioproduto foi filtrado em peneira para retirada do material nao
digerido, composto de escamas e ossos. A parte liquida foi acondicionada em
recipientes hermeticamente fechados e mantidos a -20° C até o momento da analise de
sua composi¢ao. Durante o preparo do hidrolisado foram colhidas amostras nos tempos
0, 30, 60, 90 e 120 minutos para determinacao do perfil temporal da hidrdlise. Em

seguida as amostras foram fervidas a 100°C durante 10 minutos.



37

O perfil temporal de hidrélise das amostras foi determinado de acordo com o
método de Warbug et al., (1941). Uma aliquota de 50 pL de cada amostra foi
adicionada de 150 pL de Acido Tricloroacético (TCA). Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 8000 xg durante 5 minutos e sua absorbancia foi medida no
comprimento de onda de 260 e 280 nm a cada 0, 10, 15, 30, 60, 90 ¢ 120 minutos.
Adicionalmente foi determinada a concentragao de proteinas total pelo método de Smith
et al. (1985) e a partir desses valores foi possivel calcular o percentual de proteina

hidrolisada em cada tempo de reagdo utilizando-se a equagao:

proteina hidrolisada soluvel em TCA 10%
% GH = - x 100
proteina total (mg)

Onde, GH = Grau de hidrélise; TCA = Acido Tricloroacético

Os pesos moleculares das proteinas presentes nos hidrolisados foram
determinados através de Eletroforese em gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE), segundo
metodologia descrita por Laemmli (1970). Em seguida foi preparado um gel de
concentragdo a 4% e um de separacdo a 12,5%. O corante do gel foi preparado a partir
de uma solucdo composta de 0,01% de Azul de Comassie, 25% de metanol e 10% de
acido acético. Como descorantes foram utilizados apenas o metanol e o acido acético. O
padrdo de peso molecular utilizado para comparacdo (BIO-RAD) era composto de
miosina (205 kDa), B-galactosidase (116 kDa), fosforilase b (97 kDa), transferrina (80
kDa), BSA (66 kDa), glutamato diidrogenase (55 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase

carbonica (30 kDa) inibidor de tripisina (21 kDa) e aprotinina (6,5 kDa).
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O zimograma foi realizado baseado na metodologia de Garcia-Carrefio et al.
(1993). Foi preparado o mesmo gel usado para a eletroforese e apos a corrida o gel foi
imerso em Triton X-100 a 2,5 % dissolvido em tampado Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 para
remocdo do SDS (sodium dodecyl sulfate) e incubado com caseina a 3% em tampao
Tris-HC1 0,1 M pH 8,0 a 4°C por 30 minutos e depois elevada para 37°C e mantida por
90 minutos para permitir a digestdo da caseina pelas fragdes ativas. Por fim, o gel
foicorado em azul brilhante de comassie diluido em é4cido acético e metanol (10:25 %
v/v) e descorado em dacido acético e metanol (10:25 % v/v). As partes descoradas
mostraram as bandas da protease digeridas pela caseina.

A composi¢do centesimal, aminoacidos e dcidos graxos essenciais dos
hidrolisados foram determinados segundo metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2005)

em analises realizadas em laboratorio comercial (Tabela 1).

Dietas experimentais

As dietas foram formuladas de modo a serem isoproteicas e isoenergéticas, com
um teor de 40% de proteina bruta e 4027,5 kcal/kg de energia bruta. A farinha de peixe
foi substituida gradualmente nas propor¢des de 0% (controle), 10, 20 e 30 % pelos
hidrolisados HPP1 e HPP2 totalizando sete dietas formuladas (0%, H110%, Hi120%,
H130%, H210%, H220% e H230%) de acordo com atabela 2.

Para o preparo das ragdes foram utilizados os seguintes ingredientes: farinha de
peixe, farelo de trigo, farelo de soja, premix mineral 6leo de peixe, gelatina e os
hidrolisados. Os ingredientes secos foram triturados em uma granulometria de 150pum.
Em seguida, foi feita a mistura dos ingredientes secos seguido da adi¢ao dos umidos. A

mistura foi seca em uma estufa de circulacdo forcada a uma temperatura de 50°C
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durante 4 a 5 horas. Apo0s, a ragao foi peneirada em trés diferentes granulometrias (0,85,
1,44 e 2,00mm), secas novamente em estufa por mais 30 minutos e por fim,

armazenadas a -18°C até o inicio do experimento.

Desenho experimental

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Tecnologia em Aquicultura, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, em ambiente fechado durante 45 dias. Foi
utilizado delincamento inteiramente casualizado composto por 21 tanques (7
tratamentos com 3 repeticdes) de 50 litros unidos por um sistema de recirculagdo de
4gua, abastecido com 4gua salgada a uma salinidade de 27 g/L™!.

Poés-larvas de Litopenaeus vannamei com 10 dias (PL 10) foram adquiridas em
larvicultura comercial e trazidas para o laboratério. Em seguida, as pds-larvas foram
aclimatadas e distribuidas em tanque de recepcdo de 310 L, sendo alimentados com
nauplios de artémia, e mantidos em salinidade de 27 e temperatura de 31°C. Apos dois
dias de aclimatacao foi feito o povoamento das parcelas experimentais com 150 animais
cada (trés animais por litro). O peso médio inicial foi de 0,0017 g. A alimentacao foi
fornecida trés vezes ao dia, iniciando-se com 50% da biomassa no tanque fracionada em
30% as 8 horas, 20% as 13 horas e 50 % as 18 horas. A quantidade de racao era ajustada
de acordo com o peso dos animais, o qual foi avaliado semanalmente.

Os parametros fisico quimicos foram avaliados diariamente, através de
multiparametro modelo YSI 556 MPS (temperatura, salinidade, pH, oxigénio
dissolvido) e espectrofotometro Hach DR 3900 (amonia e nitrito). O fundo das unidades

foi sifonado todas as manhas para remocao de fezes e sobras de alimento.
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As biometrias foram realizadas semanalmente, retirando-se 30 animais de cada
tanque para pesagem em balanca com precisao de 0,Img (Marte modelo AY-220). Ao
final do experimento, foram avaliados os seguintes parametros zootécnicos: Peso final
(PF), ganho de peso (GP=Peso final-peso inicial), fator de conversdo alimentar
(FCA=matéria seca fornecida/ganho de biomassa), taxa de crescimento especifica
(TCE=100x (In Peso final-In Peso inicial)/ tempo), relacdo de eficiéncia proteica (REP=
Ganho de peso/proteina consumida) e sobrevivéncia S= (n° de individuos final/ n°® de

ind. inicial)x100.

Andlise dos dados

Os parametros de desempenho zootécnico foram submetidos a uma analise de
variancia (ANOVA) em esquema fatorial ap6s serem atendidas as premissas necessarias
(normalidade ¢ homocedasticidade). A conversdo alimentar e a relagdo de eficiéncia
proteica foram previamente normalizadas através de uma transformac¢do Box-Cox. As
médias foram comparadas através do teste de Tukey (P<0.05). Foi utilizado o software
Statistica 13.0.

A regressdo quadratica foi aplicada para se observar a relacdo entre as dietas
experimentais e os parametros: Peso final, ganho de peso, taxa de crescimento

especifica e sobrevivéncia. Foi utilizado o programa Assistat 7.7 (P<0.05).

RESULTADOS
Caracterizacdo dos hidrolisados
Os hidrolisados produzidos apresentaramum teor de proteina bruta proximos ao da

farinha de salmao utilizada (69,32%). O HPP2 obteve maior nivel de proteina bruta
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(70,69 %), com maiores teores de arginina, histidina e treonina. O HPP1 também
apresentou alto valor protéico com 68,04% PB e com perfil de aminoacidos préximo ao
do HPP2 (Tabela 1).

A celetroforese SDS PAGE revelou as cadeias peptidicas presentes nos
hidrolisados. O controle (HPP 0) mostrou bandas variando de 10 a 250 kDa enquanto
que no HPP 1 as bandas variaram de 37 a 250 kDa e no HPP 2 de 10 a 250 kDa (Figura
1). As atividades proteoliticas das enzimas presentes nos hidrolisados foi detectada
através de zimograma contendo caseina como substrato (figura 1). Foram observadas 4
bandas nos hidrolisados com peptidios variando de 75 a 250 kDa. A tabela 3 contém as
proporgdes de cada banda dos hidrolisados presentes na eletroforese e no zimograma.

Os hidrolisados obtidos foram avaliados quanto ao grau de hidrolise. Ao final de
120 minutos, os resultados obtidos foram de 34,01% (T0), 39,02% (T30), 41,71 %
(T60), 44,2% (T90) e 48% (T120). As curvas podem ser visualizadas na figura 2.

Em relagdo aos acidos graxos essenciais altamente insaturados (HUFA) , os
hidrolisados apresentaram o teor de 0,07% de DHA, e 0% EPA e dentre os acidos
graxos poliinsaturados (PUFA's) os teores obtidos foram de 3,79 % (HPP1) e 4,84 %

(HPP2) de linoleico e 0,28% (HPP1) e 0,55% (HPP2) de linolénico (Tabela 1).

Dietas experimentais e desempenho zootécnico
As racOes utilizadas no experimento foram formuladas com o objetivo de
alcancarem 40 % de proteina bruta, no entanto, os teores de proteina bruta variaram
entre as dietas (tabela 4). Contudo, os niveis dos aminoacidos essenciais nas diferentes

ragdes se mantiveram proximos aos niveis recomendados.
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Os parametros de desempenho zootécnico estdo indicados na tabela 5. Para o fator
tempo de hidrélise apenas os parametros ganho de peso, peso final e taxa de
crescimento especifica diferiram significativamente. Os tratamentos que continham o
HPP2 obtiveram os melhores valores. Em relacdo ao fator nivel de substituicdo, nao
houveram diferengas significativas entre os tratamentos. A interagdo entre os dois
fatores também ndo mostrou médias que diferiram significativamente. Dessa forma, a
analise mostrou que o uso do HPP2 promoveu melhores respostas independente da
quantidade.

As curvas de regressdo quadratica mostram a relagdo entre os parametros
avaliados e as dietas experimentais indicando a possibilidade de maiores niveis de
utilizagdo para o HPP2 (Figura 3). As curvas de ganho de peso e peso final indicaram
melhores niveis de substiuicdo de 1,075 % para o HPP1 e de 15 % para o HPP2.As
curvas da taxa de crescimento especifica indicaram niveis de 6% (HPP 1) e 16,5% (HPP
2) como melhores niveis de susbstitui¢do. Avaliando-se a sobrevivéncia, a regressao
mostrou melhores niveis de inclusdo nas dietas de 11% de HPP1 e de 21,5% de HPP2.

As meédias (=xDP) dos parametros de qualidade de 4gua (temperatura, oxigénio
dissolvido, salinidade, amonia nitrito e pH) foram 29,17 + 0,8°C , 5,3+ 0,37 mg/L-1,

28+ 1,13 g L-1, 0,25 + 0,81 mg/L-1,0,8 + 1,38mg/L-1 e 7,6 &+ 0,43, respectivamente.

DISCUSSAO
O hidrolisado de peixe pode chegar a niveis de até 90 % de proteina, sendo rico
em aminodacidos essenciais importantes para a formacao dos tecidos, transporte de
minerais ¢ formag¢do de enzimas (CHAMALAIAH et al.,, 2012). Os hidrolisados

produzidos no presente estudo apresentaram teores de aminodacidos essenciais
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semelhantes ao perfil da farinha de peixe demonstrando sua excelente qualidade
nutricional.

O hidrolisado possui alta digestibilidade devido a maior facilidade de absorgao
de aminoacidos e oligopeptideos resultantes do seu processo de obtencdo (GOLDHOR e
REGENSTEIN, 1988; FOH et al., 2011). Porém nao ¢ desejavel que os aminoacidos
estejam em quantidades muito elevadas, pois devido a sua alta solubilidade, eles
lixiviam rapidamente na dgua ndo sendo incorporados pelos camardes (NUNES et al.,
2014). Além do mais, estudos com peixes e camardes sujerem que di e tripeptideos tem
melhor absor¢do do que os aminodcidos livres (CARVALHO et al., 1997,
ZAMBONINO-INFANTE et al;1997; CORDOVA-MURUETA e GARCIA-
CARRENO, 2002; BROWDY et al., 2012)

O HPP1 revelou a ocorréncia de peptidios de médio a alto peso molecular (37 a
250 kDa), enquanto que no HPP2 foram observados peptidios de baixo a alto peso
molecular (10 a 250 kDa). Silva et al. (2014) encontraram pesos moleculares variando
de 30 a 190 kDa nos extratos brutos de tilapia e no hidrolisado produzido com a enzima
Alcalase os peptidios alcangcaram um tamanho de 53,89 kDa. Aspmo et al. (2005)
obtiveram perfis variando de 28 a 180 kDa. No presente estudo predominaram médios
peptidios de 50 kDa nos dois hidrolisados. Cordova-Murueta e Garcia-Carrefio (2002) e
Nguyen et al. (2012) demonstraram que camardes alimentados com dietas contendo
hidrolisados com poucas quantidades de aminoacidos livres tiveram 6timas respostas de
crescimento € sobrevivéncia. Respostas similares também foram observadas em
alevinos de carpa (CAHU e ZAMBONINO INFANTE,1995; CARVALHO et al.,
2004). O zimograma mostrou o mesmo padrdo de bandas que o hidrolisado de tilapia

produzido por Silva et al. (2014), representando enzimas em atividade. Dentre elas, a
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quimiotripsina, segundo os mesmos autores. As curvas temporais de hidrélise
mostraram uma reacao inicial rapida, tendendo a alcancar uma fase estacionaria apds
cerca de 30 a 60 minutos de reagao. Segundo Kristisson e Rasco (2000), esse padrao de
curva estd relacionado a grande quantidade de ligagdes peptidicas que estdo sendo
rompidas no comego da reacao. Apos certo periodo a hidrolise tende a diminuir, pois
quanto maior a relagdo enzima/substrato, maior serd o grau de hidrélise. Porém nao ¢
desejavel um grau de hidrolise muito elevado pois pode acarretar em hidrolisados com
sabor amargo devido a exposi¢do de grupos hidrofobicos provenientes de peptidios de
baixo peso molecular (DAMODARAM, 2008). Os resultados obtidos corroboraram
com Centenaro (2009), Ovissipour et al. (2009) e Silva et al. (2014), cujos graus de
hidrolise atingiram valores de 47,7% (hidrolisado de corvina), 46,13% (hidrolisado de
esturjdo- persa) e 41,66% (hidrolisado de tilapia), respectivamente.

Os hidrolisados apresentaram composi¢des de acidos graxos em teores inferiores
ao da farinha de peixe, aspecto que deve ser corrigido nas formulagdes com uso de
ingredientes complementares ricos em acidos graxos essenciais.

Os parametros de qualidade de agua estiveram em niveis dentro do recomendado
de acordo com Ponce-Palafox et al. (1997), Hernandez e Nunes (2001); Boyd (2002),
Nunes (2002) e Nunes et al. (2005).

As taxas de sobrevivéncia ndo variaram significativamente entre os tratamentos,
consistindo com as de Nguyem et al. (2012) que obtiveram valores entre 82 a 97% de
sobrevivéncia dos camardes alimentados com hidrolisado de peixe. Da mesma forma, a
eficiéncia proteica e a conversdao alimentar ndo diferiam nos tratamentos. Foram
determinadas taxas aparentes dos pardmetros supracitados, visto que as ragdes eram

fornecidas em excesso e ndo foi possivel coletar os residuos da racao devido a pequena
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granulometria. Mesmo assim, as taxas de conversdes alimentares estiveram proximas ao
padrao que geralmente ocorre de 1,5 a 2,5, segundo Boyd (2005).

As curvas de regressao quadratica de ganho de peso, peso final, crescimento
especifico e sobrevivéncia indicaram que o HPP2 pode ser acrescentado em maiores
niveis na ragdo do que o HPP1. No HPP2 houve uma maior hidrélise, comprovado pelo
perfil peptidico, com tamanhos variando de alto a baixo peso molecular ¢ pelo maior
grau de hidrdlise (48%). Pequenos peptidios e aminoacidos livres tem um efeito
positivo no crescimento de camardes através da promog¢do do estimulo alimentar,
aumentando o consumo de alimento e consequentemente o ganho de peso (HATT et al.,
1981; NUNES, 2011). No entando é importante que essas moléculas estejam em
quantidades moderadas para se evitar a sua perda excessiva devido a sua alta
solubilidade na 4dgua (NUNES et al., 2014). Esses peptidios estiveram presentes em
pequenas quantidades no HPP2 sendo responsaveis pelos melhores resultados.

Ha uma informagao limitada sobre os valores de hidrolisado de peixe que devem
ser incluidos nas dietas de pos-larvas do camarao branco (NIU et al., 2014). Os niveis
de substituicdes de hidrolisado de peixe na dieta podem variar em funcdo de sua
composi¢ao lipidica e para tal ¢ necessario o controle do grau de hidrdlise durante a sua
produgdo para evitar a quebra excessiva das proteinas (CORDOVA-MURUETA e
GARCIA-CARRENO, 2002). O mesmo autor encontrou niveis ideiais do uso de
hidrolisado de peixe em torno de 4 %. Similarmente, Hernandez et al. (2011) encontrou
niveis de 5 %. Tais hidrolisados apresentaram uma grande quantidade de aminoacidos
livres, o que acabou limitando a sua concentra¢dao nas formulagdes. No presente estudo,
niveis de até 21,5 % de inclusao de hidrolisado (HPP2) nas ra¢des mostraram respostas

satisfatorias.
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Do Valle et al. (2015), obtiveram melhores respostas ao nivel de 15,75% de
substiuicao de hidrolisado em associagdo com farinha de biofloco. Neste caso, foi o teor
de lipidios que limitou a sua inclusdo nas ragdes. Do mesmo modo, Gonzalez et al.
(2007) constataram que a substitui¢do de farinha de peixe por 15 % de hidrolisado em
dietas para L. schmitti promoveu o bom desempenho. Niu et al. (2014) encontraram
niveis o6timos de 21,2 % de substitui¢do para pos-larvas do camardo marinho, enquanto
Nguyem et al. (2012) conseguiram substituir 50 % da farinha de peixe pelo hidrolisado.
Os autores obtiveram elevados teores de proteina bruta (88%) e baixos niveis lipidicos
(7 %). O perfil peptidico também mostrou uma variedade de tamanhos moleculares com
aproximadamente 15 % de aminoacidos livres, 17% de peptidios maiores que 7000 Da e
o restante variando entre 250 a 7000 Da.

Pode-se concluir que a substituicdo da farinha de peixe por hidrolisado de peixe
com tempo de hidrélise de duas horas (HPP2) em niveis de até¢ 15% promove melhor
crescimento de pos larvas de L. vannamei sem afetar negativamente a sua

sobrevivéncia.

AGRADECIMENTOS
Os autores agradecem a Coordenagdao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), a Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e ao Centro

de Apoio a Pesquisa da UFRPE (CENAPESQ).

4- Considerag¢des finais

O hidrolisado proteico de peixe produzido com um tempo de hidroélise de 2 horas

provou ser uma Otima alternativa ao uso da farinha de peixe em ragdes para camardes
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marinhos. Foi constatado que esse bioproduto apresentou valores desejaveis de grau de
hidrolise, e cadeias peptidicas de baixo a alto peso molecular, sendo responsavel por

melhores respostas de crescimento nos camaroes cultivados.
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Tabela 1. Composi¢do centesimal,aminoacidos e acidos graxos(g kg * de matéria seca)

dos principais componentes dasracdes.

farinha farinha farelo farelo
de peixe T HPP2 de . de . desojax levedurade
trlgo trlgo Cerveja*

Aminoacidos
Lis 51 47,5 47,5 5,8 3,6 28,3 32,2
His 20,6 12,6 13,2 3,9 3 11,7 10,9
Arg 47 46 49,1 8,6 6,4 32,3 22
Thr 29,8 28,5 29,3 4,6 3,7 17,3 22
Cis 11 9 7,6 2,6 2,7 7 5
Val 32 28,7 27,8 6,9 5,9 24 23,9
Met 27,5 16 15,7 1,9 2,1 6,1 7,4
Isso 27,8 24,3 23,3 51 51 19,9 21,5
Leu 48 39,5 38 9,2 8,9 34,2 31,3
Tir 20,5 18,1 18,6 3,8 4,3 16,9 15,5
Phe 27,6 24,4 24 55 6,3 21,8 18,3
Acidos graxos
EPA (20:5n-3) 29,5 0 0 - - - -
DHA (22:6n-3) 38,5 0,7 0,7 - - - -
g\mdo Linolénico 6- 350 28 3.5 ) ) } 572
Acido Linoleico 6-6 100 37,9 48,4 - - - 44,22
Composicéo centesimal
PB 693,2 6804  706,9 117 148 450 426
EE 92,4 243,7 2936 12 40 17,4 10
Cz 229,2 28,8 30,8 4 53 63 66
UMl 71,1 857,6  857,6 120 110 117,8 70
FB 15,1 7 6,7 13 99 55,7 32

* NRC, 2011. ?Caballero-Cordoba et al., 1997
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Tabela 2. Formulacéo das dietas contendo substituicOes parciais de farinha de peixe por

hidrolisado proteico de peixe ( g /kg ! de matéria seca).

Ingredientes 0% Hi10% H;20% H;30% H>10% H>20% H>30%
Farinha  de

Peixe 400 360 320 280 360 320 280
Farelo de soja 130 150 150 150 130 130 130
Farelo de

trigo 150 150 150 150 150 150 150
Farinha de

trigo 230 230 230 230 230 230 230
Oleo de peixe 30 10 10 10 30 30 30
premix 10 10 10 10 10 10 10
gelatina 20 20 20 20 20 20 20
levedura 30 30 30 30 30 30 30
HPP 1 0 40 80 120 0 0 0
HPP 2 0 0 0 0 40 80 120

Tabela 3. Pesos moleculares e respectivas quantidades (%) de bandas presentes nos

hidrolisados submetidos a eletroforese e zimograma.

Bandas (KDa)

250 242 220 150 100 75 50 37 25 20 15 10
HPP

A (Eletroforese)
0 9 - - 156 21,5 144 16 89 53 95 6 28
1 6,1 - - 12,2 183 88 39,6 14,6 - -
2 1,1 - - 2 8 2,1 498 20 4 2 3 8

B (Zimograma)
0 298 - - 13,7 11,9 44,6 - - - - - -
1 0,1 299 - 15,4 12,3 40,3 - - - - - -
2 - 354 16,6 153 31,5 - - - - - -

A primeira coluna refere-se aos hidrolisados produzidos nos tempo 0, 1 e 2 horas. A: Quantidade (%) de

bandas com diferentes pesos moleculares presentes nos hidrolisados submetidos a eletroforese. B:

Quantidade (%) de bandas com diferentes pesos moleculares presentes nos hidrolisados submetidos ao

zimograma.
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Tabela 4. Composicio proximal, aminoacidos, acidos graxos (g /kg " de matéria seca) e
energia bruta (kj/g) das racOes formuladas com substituicdes parciais de farinha de

peixe por hidrolisado proteico de peixe.

0%  Hi10% Hi120% Hi30% H210% H.20% H230% r'\'ei:‘:)erfen dado
Amino&cidos
Arginina 255 26,2 24,8 24,2 25,4 23,8 22,4 192
Histidina 11,2 114 10,5 10,2 11 10,5 10 gb
Isoleucina 15,7 16,1 14,8 14,4 15,9 14,8 14 10P
Leucina 28,4 28,5 26,7 26,3 27,6 26,5 25,3 17°
Lisina 328 333 30,6 29,1 31,7 30 28 212
Metionina 8,8 8,4 7,8 7,7 8,5 79 72 7,2a12/4°
Fenilalanina 16,9 17,3 16,3 16 16,4 15,9 15,3 14°
Treonina 15,2 15,2 14,4 14 14,5 13,9 13,5 144
Valina 17,1 175 16 15,3 17,2 16,3 15,5 14¢
Triptofano 2,8 3,8 3,1 2,2 2,1 1,7 1,9 2°
Aminoéacidos totais 40 41,24 3939 38,16 38,73 38,13 36,05
Acidos graxos
EPA (20:5n-3) 1,8 16 2 2 2,1 1,9 1,8 0,57
DHA (22:6n-3) 3,3 3 3,8 3,8 3,9 3,5 3,5 >0,6°
Acido Linolénico 6-3 7,7 7,2 9,2 9,3 9,9 9,2 8,9
Acido Linoleico 6-6 16,6 16,9 24,5 27 29,5 30,1 30,5 >5¢
Composicdo centesimal
Umidade 90,8 156,2 1576 189,1 122 153,2 1844
Proteina bruta 4172 4119 3993 384,77 3982 3804 3668 400
Exrato etéreo 59,5 60,3 90,1 100,2 102,3 105,2 108,3 45 3 105
Fibra Bruta 5,3 51 79 7,4 6,5 3,6 4,7 < 359
Cinzas 81,2 77,2 72,2 75,5 77,4 82,5 80,8 < 82¢
Energia bruta 17,6 18 18 18 18 18 18 12,5a 17"

@ Millamena et al, (1998). ®"Millamena et al, (1999).° Richard et al (2010), ‘Millamena et al, (1997).¢,
NRC,2011.fAkiyama e Lawrence, 1991. Suarez et al, (2009) " Beseres et al, (2005).
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Tabela 5. Médias + Desvios padroes dos resultados de desempenhodo Litopenaeus

vannamei alimentado com dietas formuladas com diferentes niveis de substituicdo da

farinha de peixes por hidrolisados proteicos de peixe.

SOBRE (%)  PF GP TCE(%) FCA REP

Fator A HPP 1 89 +0,08 0,37+0,06 b 037+0,06 b 12,23+037b 2,58+0,24 0,66+0,11
HPP2 86 +0,27 0,45+0,1a 0,45+0,14a 12,56 +047a 2,69+0,33 0,63+0,16

Fator B 0% 89 £ 0,05 0,39+0,03 0,39+0,03 12,35+0,17 2,73+£0,25 0,6+0,07
10% 87+0,09 0,44+0,1 0,44+0,14 12,39+0,73 2,8+0,34 0,65+0,18
20% 90+0,11 0,42+0,1 0,42+0,1 12,49+0,5 2,46+0,22 0,66+0,1
30% 900,32 0,39+0,03 0,39+03 12,34 +0,2 2,54+0,23 0,65+0,13

AxB HO0% 82 +0,05 0,39+0,03 0,39+0,03 12,35+0,17 2,73+0,25 0,6+0,07
H110% 90+0,01 0,37 +0,05 0,37 +£0,05 12,56+0,11 2,56+0,15 0,7+0,003
H120% 91+0,01 0,37+0,04 0,37+0,04 12,23+0,18 2,56+0,08 0,64 +£0,004
H130% 92+0,01 0,36 +0,01 0,36 +0,01 12,18+0,08 2,45+0,03 0,67 +0,003
H210% 84 +0,01 0,52+0,01 0,52+0,01 12,63+0,12 3,04+0,07 0,60+0,01
H220%  89+0,03 0,48 + 0,02 0,47 £0,02 12,75+0,05 2,36+x0,16 0,69+0,02
H230% 890,03 0,42 £0,04 0,42 £0,04 12,06+0,16 2,63+0,11 0,63+ 0,01

PF=Peso final; GP= ganho de peso;; FCA= fator de conversdo alimentar; REP= relagdo de eficiéncia

proteica; Sobre= sobrevivéncia; TCE= Taxa de crescimento especifica. Diferentes letras na mesma coluna

indicam diferenca significativa (P<0.05).Foi utilizado um esquema de andlise de variancia bifatorial. O

fator A corresponde a varidvel tempo de hidrolise. O fator B, & variavel substituicdo. A interacéo dos dois

fatores é representada por AxB.
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Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (A) e zimograma (B).
A:Pogo 1-padréo de peso molecular. Pogos 2, 3 e 4 -hidrolisados de peixe nos tempo 0,
1 e 2 horas, respectivamente.As bandas foram realcadas para facilitar a visualizacéo. B:

Pocos 1, 2 e 3- hidrolisados de peixe nos tempos 0, 1 e 2 horas, respectivamente.
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Figura 2. Grau de hidrélise dos hidrolisados proteicos de tilapia produzidos nos tempos

de 0, 30, 60, 90 e 120 minutos.



Peso final

Ganho de peso

o
()

o
~

o
w

©
[EEN

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

¥ =-0,0005x? + 0,015x + 0,397
. R?=0,97 x=15

¢ =-0,0002x2- 0,0043x + 0,387
R?2=0,87 x=1,075

AHPP(1h) &HPP(2h)

61

10 15 20 25 30
Substituicoes

§ =-0,0005x2 + 0,015x + 0,399
R2=0,97 x=15

*

—A— A

¥ =-0,0002 x2 - 0,0043x +0,389
R?= 0,87 x=1,075

AHPP (1h) * HPP (2h)

35

10 15 20 25 30
Substituicbes

35



62

131 § = -0,002x2 + 0,066x + 12,39
< 13 R?=0,854
S *
E 12.9
2128
g 127
£ 126 AHPP(1h) ¢ HPP(2h)
g 125 ¢
o
< 124 ¢ = 0,000x2 - 0,015x + 12,33
< 123 R2=10,647
s A
F 122

A
12.1
0 5 10 15 20 25 30 35
Substituicdes
94 - ¥ =-0,02x% + 0,86x + 83,6
R2=0,9 x=21,5

92 - * *

90 -
.g A
S 88 -
=
3
5 86 ~
3 ¥ =0,005x%2 +0,11x + 82,1

84 - R2=0,7 x=11

*
82 -
A ¢ HPP 1 A HPP 2
80 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Substitui¢des

Figura 3. Curvas de regressdes de Ganho de peso, Peso final, Taxa de crescimento

espcifica e Sobrevivéncia. X= niveis ideais de substitui¢do do HPP na ragéo.
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