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RESUMO

A metionina € um aminoacido limitante e a taurina é considerada um aminoécido
condicionalmente essencial para tilapias do Nilo alimentadas com dietas com base em
alimentos de origem vegetal. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o desempenho,
expressdo de genes relacionados com o metabolismo de amino&cidos sulfurados e qualidade
da carne de tilapias do Nilo na terminacéo, alimentadas com dietas sem e com suplementacédo
de metionina e/ou taurina. Foi elaborada uma dieta controle com 280 g/kg de proteina bruta e
3050 kcal/kg de energia digestivel, formulada sem suplementacdo de metionina e taurina
(Controle). A partir da dieta controle foram suplementadas mais trés dietas com
suplementacdo de metionina (MET), com suplementacdo de taurina (TAU) e com
suplementacdo de metionina e taurina (MET+TAU). Os peixes foram alimentados
manualmente, duas vezes por dia, sete dias por semana. Os peixes (n = 120, peso inicial de
1199,1 + 45,5 g) foram distribuidos em 12 tanques-rede de 1000 L cada, em delineamento
inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 3 repeti¢fes. Peixes alimentados com a dieta
MET apresentaram maior (P<0,001) peso corporal final em relagdo aos peixes alimentados
com a dieta controle e TAU, ndo havendo diferenga entre o peso corporal final dos peixes
alimentados com a dieta MET+TAU. Peixes alimentados com a dieta MET+TAU
apresentaram a melhor (P=0,022) converséao alimentar em relacdo aos peixes alimentados com
as demais dietas. Peixes alimentados com as dietas suplementadas com metionina e/ou taurina
apresentaram maior (P < 0,001) rendimento de filé e maiores (P <0,005) teores de proteina
corporal e no filé em relacdo aos peixes que receberam a dieta controle. Os peixes que
consumiram a dieta MET e MET+TAU apresentaram valores mais baixos (P<0,001) de
triglicerideos plasmaticos em relacdo aos peixes que receberam as dietas Controle e TAU.
Peixes alimentados com a dieta MET+TAU apresentaram coloracdo dos filés menos
amarelada 21 dias apds o abate em relacdo ao filé dos peixes que receberam a dieta MET e
controle. Foi observada menor expressdo de mRNA dos genes cistationa beta-sintase (CBS)
e cistationa dioxigenase (CDO) em peixes alimentados com as dietas com suplementacao de
metionina (P <0,001). A maior expressao de mRNA do gene adenylyl cyclase (AHCY) foi
observada nos peixes alimentados com a dieta TAU em relacéo aos peixes alimentados com
outras dietas (P=0,01). Concluiu-se que a suplementacdo isolada ou combinada de metionina
e taurina melhora o desempenho e a retencdo de proteina, modulando o metabolismo dos
aminoacidos sulfurados e deposicao de lipidios corporal e nos filés. Além disso, a taurina
demonstrou efeito positivo na qualidade da carne, preservando a cor do filé de tilapias do Nilo.

PALAVRAS CHAVE: Aminoacidos, Nutri¢do de peixes, Oreochromis niloticus, Tempo de

prateleira, Expressdo de genes.



ABSTRACT

Methionine is a limiting amino acid and taurine is considered a conditionally essential amino
acid for Nile tilapia fed plat-based diets. The aim of this study was to evaluate the growth
performance, expression of genes related to sulfur amino acid metabolism and meat quality in
finishing Nile tilapia fed extruded diets, supplemented with methionine and/or taurine. A
control diet (CON) based on soybean meal containing 280 g kg™ crude protein and 3050 kcal
kg™ of digestible energy, without methionine or taurine supplementation was elaborated.
From the control diet, three more diets supplemented with methionine (MET), taurine (TAU)
or methionine and taurine (MET+TAU) were elaborated. Fish were hand fed, two times a day,
seven days per week, until apparent satiety, for 7-wk. Fish (n= 120, initial mean weight:
1199.1 +45.5 g) were distributed in a completely randomized design with four treatments and
three replicates of 12 fish per floating net-cage. Fish fed diet MET t demonstrated higher (P
<0.001) final body weight than those fed diet TAU, with no difference between the final body
weight of fish fed diet MET+TAU. Fish fed diet MET+TAU showed improved (P =0.022)
feed conversion compared to fish fed other diets Fish fed diets MET, TAU and MET+TAU
showed higher (P <0.001) fillet yield and higher (P <0.005) protein content in the body and
fillet than those fed the control diet. Fish fed diets MET and MET+TAU showed lower (P
<0.001) plasmatic triglycerides than those fed diets control and TAU. Fish fed diet MET+
TAU showed less yellowish fillet coloration 21 days after slaughter in relation to those fed
control and MET diets. The expression of mRNA of cystathione beta synthase (CBS) gene
and cystathione dioxigenase (CDO) demonstrated a higher expression of mRNA in fish fed
diets supplemented with methionine (P <0.001). The expression of mMRNA gene of adenylyl
cyclase gene (AHCY) was higher in fish fed the TAU diet compared to fish fed other diets (P
=0.01). It was concluded that isolated or combined supplementation of methionine and taurine
improves performance and protein retention by modulating sulfur amino acid metabolism and
body and fillet lipid deposition. In addition, taurine showed a positive effect on meat quality,
preserving the color of the Nile tilapia fillet.

KEYWORDS: Amino acids, Fish Nutrition, Shelf life, Gene Expression.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 AQUICULTURA

A produgdo mundial de pescado aumentou de forma constante nas Gltimas cinco
décadas, a uma taxa anual de 3,2%, ultrapassando o crescimento da popula¢do mundial em
1,6%. Analisando de forma global, o consumo per capita de peixe aumentou de 9,9 kg em
1960 para 19,2 kg em 2012 e para 20 kg em 2014/2015 (FAO, 2014, 2016). A aquicultura tem
alcancado importante espago no cenario mundial com aumento na criagdo de peixes devido a
deplecdo nos estoques pesqueiros naturais. Em relacdo aos sistemas de produgdo, ocorreu
avangos com a melhoria na eficiéncia do manejo e dos estudos sobre nutricdo visando uma
producdo em escala comercial, disponibilizando carne de boa qualidade para o consumo
humano (PEIXEBR, 2019).

O Brasil possui 8,4 mil quildbmetros de costa maritima, com 5,5 milhdes de ha de
reservatorios de agua doce e, aproximadamente, 12% da &gua doce disponivel do planeta,
além de possuir clima favoravel, terras, mao de obra e crescente demanda por pescado nos
mercados internos e externos. Com a crescente demanda, a pesca extrativista passou a nao
atender o mercado mundial e a aquicultura passou a ser incentivada (MPA, 2010).

A producéo de peixes em 2018 no Brasil foi de 722.560 toneladas, com crescimento
de 4,5% em relacdo ao ano anterior (PEIXEBR, 2019). Em 2016, a producéo global aquicola,
incluindo plantas aquaticas, foi de 110,2 milhdes de toneladas, estimando-se um valor
comercial de 243.500 milhdes de ddlares. O grupo de peixes foi 0 mais produzido com 54,1
milhdes de toneladas, seguido de algas, com 30,1 milhGes de toneladas, moluscos com 17,1
milhdes de toneladas e crustaceos com 7,9 milhdes de toneladas produzidas (PEIXEBR,
2018). A producéo global pesqueira (53%) ainda foi maior do que a producéo aquicola (47%),
em 2016. No entanto, a estimativa é que para 2030 a aquicultura contribua com 60% do
pescado (PEIXEBR, 2018).

O Brasil é o quarto maior produtor mundial de tilapia do Nilo, representando 55,4%
da producéo do pais. Os peixes nativos, liderados pelo tambaqui (Colossoma macropomum),
participam com 39,8% e outras espécies com 4,6% (PEIXEBR, 2019). A tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) € uma espécie adaptada, com bons rendimentos de corte e € uma das
espécies de peixes mais importantes em escala global. A tilapia do Nilo é popular entre os

piscicultores devido as suas vantagens zootécnicas, incluindo taxa de crescimento rapido,
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ciclo de producéo curto, melhor resisténcia a doencas, boa fertilidade e filés com boas
caracteristicas sensoriais (HE et al., 2013).

Com o aumento da producédo de pescado, o0s custos das dietas utilizando ingredientes
de origem animal, como por exemplo a farinha de peixe, tornou-se mais elevado. A reducao
da disponibilidade deste ingrediente, com consequente elevagdo nos custos, limita o uso desta
matéria prima na elaboracgdo de dietas para peixes. Assim, torna-se importante a utilizacdo de
ingredientes de origem vegetal para reduzir os custos de producdo sem comprometer o
desempenho dos peixes (SAKOMOURA et al., 2014).

1.2 ALIMENTOS DE ORIGEM VEGETAL

Os ingredientes de origem vegetal sdo uma alternativa econémica e sustentavel na
alimentacéo de peixes. Por isso busca-se mais informacdes por meio de pesquisas para se obter
dietas balanceadas, principalmente utilizando-se farelo de soja, que é a fonte de proteina
vegetal mais utilizada em dietas de peixes, por possuir alto teor de proteina, composi¢do
equilibrada de aminoacidos, boa qualidade e disponibilidade constante durante o ano
(TROSVIK et al., 2012).

Em comparacdo com a farinha de peixe, os alimentos de origem vegetal podem conter
varios fatores antinutricionais e desbalanceamento na composi¢do de aminoacidos (GATLIN
etal., 2007). Os peixes ndo possuem uma exigéncia real em proteina, mas sim, de aminoacidos
em proporc¢Oes adequadas, para sintese de proteinas corporais e outras atividades, necessitando
a inclusao via dieta (WILSON, 2002).

A taurina é um aminoacido encontrado em concentracdes altas na farinha de peixe e
subprodutos animais, sendo quase inexistente em alimentos de origem vegetal, havendo
necessidade da sua suplementacdo em dietas vegetais para atender a exigéncia pelos peixes
carnivoros (GAYLORD; TEAGUE; BARROWS, 2006). A taurina é considerada um
aminoacido semiessencial em dietas elaboradas com base em proteina de origem vegetal para
muitas espécies de peixes, entre elas a tilapia do Nilo (AL-FEKY; EL-SAYED; EZZAT,
2016).

A suplementacdo de taurina resulta em melhora no crescimento de tilapias
alimentadas com dietas a base de proteina de origem vegetal (AL-FEKY; EL-SAYED,;
EZZAT, 2016; MICHELATO; FURUYA; GATLIN, 2018). Com uma dieta bem balanceada
proporciona maior desempenho aos peixes, a taxa de crescimento é um parametro importante

para 0 sucesso da aquicultura e esta diretamente relacionada com o crescimento da
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musculatura estriada esquelética que corresponde a maior parte da massa corporal
(ALMEIDA, 2011).

O valor nutricional das dietas contendo farelo de soja pode ser melhorado com a
adicdo de metionina (CHATZIFOTIS et al., 2008). Esse amino&cido participa de processos
fisiologicos esséncias nos peixes, incluindo sintese de compostos de enxofre como a taurina,
estudos avaliam principalmente a inclusdo em dietas utilizando ingredientes de origem
vegetal, sendo importante a suplementacéo via dieta deste aminoacidos na forma cristalina
(SALZE; DAVIS, 2015). Por todos esses fatores, com a utilizacdo de ingredientes de origem
vegetal em dietas para tilapia do Nilo, se torna indispensavel um balanceamento adequado de

amino&cidos para garantir bons resultados.

1.3 AMINOACIDOS CRISTALINOS

Ha mais de 700 aminoacidos na natureza, somente 20 deles sdo utilizados para
sintetizar polipeptidios e consequentemente produzir proteinas corporais (WU, 2013). As
dietas eram produzidas apenas com a incluséo de ingredientes para que todos 0s aminoacidos
fornecidos fossem ligados a proteina dos alimentos havendo poucas informacdes sobre o
metabolismo dos aminoacidos (SAKOMOURA et al., 2014).

O metabolismo dos aminoacidos sulfurados € regulado e iniciado pela metionina, um
aminoacido essencial contendo enxofre. Geralmente € o primeiro aminoacido limitante em
dietas a base de proteinas vegetais (GATLIN et al., 2007). Além da metionina, a lisina também
pode ser um aminoacido limitante em dietas com base em fontes de proteina vegetal para
peixes. Portanto, a estimativa precisa da exigéncia de aminoacidos € necessaria para formular
dietas balanceadas e de baixo custo (HE et al., 2013).

A eficiéncia de utilizacdo e a exigéncia de aminoacidos essenciais para peixes sao
influenciados por varios fatores dietéticos e bioldgicos (HUA; SUWENDI; BUREAU, 2019).
Os aminoacidos sdo nutricionalmente classificados de acordo com sua essencialidade,
divididos em aminoacidos essenciais, necessitando ser fornecidos via dieta, aminoacidos
semiessenciais, podendo ser derivado do metabolismo de outros aminoacidos e 0s
aminoacidos ndo essenciais que nao necessitam ser fornecidos via dieta, o proprio organismo
sintetiza (LI et al., 2009). Os aminoacidos essenciais, semiessenciais e ndo essenciais para

peixes sdo apresentados na Tabela 1.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/sulfur-amino-acids
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/limiting-amino-acids
https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/essential-amino-acids
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Tabela 1-Aminoécidos essenciais, condicionalmente essenciais e ndo essenciais para peixes.

Aminoécido Condicionalmente Aminoécido
essencial essencial néo essencial
Arginina Cisteina Alanina

Fenilalanina Glutamina Asparagina
Histidina Hydroxiprolina Aspartato
Isoleucina Prolina Glicina
Leucina Taurina Glutamato

Lisina Serina
Metionina Tirosina
Triptofano

Valina

Fonte: Sakomura et al. (2014).

Dietas com niveis inadequados de aminoacidos reduzem o0 consumo e o crescimento
dos peixes (WILSON, 2003). A reducdo no crescimento ocorre pela menor retencdo de
aminodcidos, resultando em menor deposicdo proteica (ENCARNACAO; DE LANGE;
BUREAU, 2006). Além disso, aumenta o custo de producdo e a excrecdo de nitrogénio
(FURUYA et al., 2001).

H& mais de 40 anos, amino&cidos sinteticos, ou cristalinos, tém sido utilizados
comercialmente com o objetivo de atender as exigéncias de aminoacidos essenciais das
espécies criadas. A metionina cristalina mais utilizada na suplementacdo de dietas para
alimentacdo animal é a pL-Metionina (GOFF; GATLIN, 2004). Pesquisas foram realizadas
com objetivo de desenvolver novas formas quimicas de metionina a fim de reduzir seus custos,
diminuir a solubilidade em &gua e aumentar a biodisponibilidade atraves de uma menor taxa
de passagem no trato digestivo durante sua absorcdo (ALAM et al., 2004; BROWDY et al.,
2012).

As dietas para peixes geralmente sdo limitantes em metionina, a qual deve ser
suplementada por meio de aminoacidos na forma cristalina (pL-metionina 99%). A pi-
metionina é produzida por sintese quimica, ao contrario dos demais aminodacidos (.-lisina, (-
treonina e L-triptofano), os quais sdo produzidos por meio de fermentacdo. Existindo também
outras formas, como a p-metionina, .-metionina ou produto analogo denominado metionina
hidroxi analoga (MHA liquida 88% ou MHA-Ca p06 84%), que possuem um grupo hidroxila
no lugar do grupo amino (NHs3) observado na estrutura quimica da metionina, sendo

necessario ser transformados em metionina nas células animais.
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Os aminoacidos possuem estrutura quimica comum, com um carbono alfa, que possui
ligagcbes com quatro grupos distintos. Sendo um grupo carboxila (COO), um grupo amino
(NHz"), um hidrogénio (H) e um grupo radical (R), o qual diferencia os aminoacidos entre si.
Apesar de a taurina ndo possuir um carbono alfa, possui um grupo amino e ndo possui um
grupo carboxila e sim um grupo SOz, proveniente da metionina. Entretanto, é classificada
como um aminoacido (SAKOMURA et al., 2014).

A taurina (acido 2-aminoetanossulfénico) pode ser sintetizada por meio da
metionina, porém a taxa de sintese pode ser inadequada para atender as exigéncias,
necessitando de suplementacdo via dieta. A suplementacdo de metionina e/ou taurina pode
melhorar o desempenho, qualidade de carne e expressdo de genes em tilapias do Nilo
alimentadas com dieta vegetal (GIBSON GAYLORD et al.,, 2007). Considerando a
importéancia e relagdo entre a metionina e taurina, diversos estudos tém sido realizados com a
suplementacdo de metionina e/ou taurina para peixes. No entanto, ainda existem poucas

informacdes com tilapias do Nilo na fase de terminagéo.

1.3.1 Metionina e taurina

A pL-Metionina, produzida por fermentacdo, foi um dos primeiros aminoacidos a
serem utilizados na alimentacdo animal, no inicio da década de 1960 (NRC, 2011). A
metionina 2-amino-4-(methyl-thiol) butirico &cido é um aminoacido sulfurado, possuindo
duas formas de isdbmeros e um atomo de enxofre (S) em sua estrutura quimica (LEWIS, 2003),

conforme demonstrado na Figura 1.

Figura 1-Estrutura quimica dos isdmeros de metionina.
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Fonte: Sakomura et al. (2014).
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A metionina participa na metilacdo de RNA e DNA, sintese de proteina corporal,
lipideos, glutationa e também sintese de taurina que é um aminoacido semiessencial,
abundante na farinha de peixe e ausente nos ingredientes de origem vegetal (SAKOMOURA
et al., 2014). Pode ser considerada um dos aminoacidos mais importantes para peixes devido
a participacao em diversos processos bioldgicos e também producao de inimeras substancias
como mostra na Figura 2.

Dietas com baixos niveis de metionina resultam em menor crescimento e em baixa
eficiéncia alimentar (SIMMONS et al., 1999), podendo a deficiéncia ser evitada por meio da
suplementacdo com metionina cristalina (BROWDY et al., 2012; NUNES et al., 2014). Os
efeitos da limitacdo de metionina em dietas a base de proteina vegetal para peixes sdo claros,
e estdo associados com o crescimento reduzido e menor eficiéncia alimentar (BELGHIT et
al., 2014; FIGUEIREDO-SILVA et al., 2015; MICHELATO et al., 2013).

Figura 2-Substancias produzidas por meio do metabolismo da metionina.
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Fonte: Sakomoura et al. (2014). (1) Cistationa p-sintase (Reacdo irreversivel). CH3: grupo
metil. SAH: S-adenosil-homocisteina. SAM: S-adenosil-metionina.

Por meio da participacdo Unica da metionina a S-adenosilmetionina (SAM) e S-
adenosil-homocisteina (SAH) séo sintetizadas, e ambos 0s compostos estdo envolvidos na
manutencdo de grupos metil no tecido hepéatico (KWASEK et al., 2014). A SAH é hidrolisada

pela S-adenosil-homocisteinase (AHCY) em homocisteina, que tem dois destinos metabdlicos


https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/s-adenosylmethionine
https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/homocysteine
https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/homocysteine
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possiveis: sintetizar a metionina de volta por remetilacdo ou entrar na via de transulfuracdo
para produzir cisteina (TANG et al., 2010).

A taurina é considerada um aminodcido semiessencial em dietas elaboradas com base
em proteina de origem vegetal para muitas espécies de peixes, mostrando melhorias no
crescimento de tilapia do Nilo (AL-FEKY; EL-SAYED; EZZAT, 2016). Ela é frequentemente
classificada como aminodacido, apesar de ndo possuir um grupo carboxila em sua estrutura
quimica em relagdo aos demais aminoacidos (Figura 3).

A maioria dos ingredientes de origem vegetal também ¢é limitado em taurina (acido
2-aminoetanossulfonico) (AL-FEKY; EL-SAYED; EZZAT, 2016). O pool corporal de
taurina resulta de um equilibrio entre a ingestdo e a sintese de taurina a partir do metabolismo
da metionina e a reabsor¢do de taurina pelo rim e intestino médio como é&cido biliar (WU,
2013).

Figura 3-Comparacdo da estrutura quimica da taurina e dos demais aminoacidos.

ﬁ CCiO‘
H*,C — CH,— CH,— S= OH H*,C _(|:_ H
0 R

Taurina Aminoacido

Fonte: Brody (1994); Gropper (2011); Nelson; Cox (2009); Sakomoura et al.
(2014).

A taurina por meio do acido célico produz taurocolato, envolvido na producédo de
sais biliares e na digestdo de gorduras (Figura 4); defesa antioxidante das células;
osmorregulacdo celular; desenvolvimento muscular, neural e visual, manutencdo da funcéo
hepatica e acao anti-inflamatoria nos tecidos (SAKOMURA et al., 2014; SALZE; DAVIS,
2015).


https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/transsulfuration-pathway
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Figura 4-Metabolismo da taurina para a producéo de sais biliares.
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Fonte: Gropper (2011); Kim et al. (2008); Nelson; Cox (2009);
Sakomoura et al. (2014); Trosvik et al. (2012).

A taurina atua no metabolismo lipidico, com aumento da producédo e conjugacgéo de
acidos biliares, que por sua vez, podem ativar atividades especificas de lipases intestinais
(WILDE; CHU, 2011; SALZE; DAVIS, 2015). Exceto nos mamiferos, a taurina é o unico
aminoacido conjugado com &cidos biliares, principalmente acido colico ou quenodeoxicolio,
produzindo &cido taurocolico e taurocenodeoxicolico, importantes na digestdo de lipidios
(GOTO et al., 1996; KIM et al., 2015; SALZE; DAVIS, 2015).

Os acidos biliares sdo potentes surfactantes digestivos, com papel fundamental na
digestdo lipidica e na absorcdo de colipase e lipase. Eles fazem parte da micela mista que
solubiliza os produtos da lipdlise, facilitando seu transporte para a superficie da mucosa
intestinal antes da absorcdo (DE MOURA et al., 2019; WILDE; CHU, 2011).

A sintese de taurina nos peixes varia entre as espécies e com o0 ambiente aquatico
onde vivem e esta relacionado a variacdo na atividade da _-cisteinesulfinato descarboxilase
(CSD), que é uma enzima chave para a oxidacdo e conversao direta de cisteina em taurina ou
conversao de metionina em cisteina, principalmente no figado e cérebro (CHANG et al.,
2013).

A taurina é sintetizada a partir do metabolismo da metionina, principalmente pela via
dependente da cisteina dioxigenase (CDO)/cisteina sulfinica descarboxilase (CSD), principal
via de biossintese de taurina em mamiferos (JURKOWSKA et al., 2016). Nesta via, a cisteina
é oxidada em éacido cisteinico sulfinico pela CDO e o acido cisteinico sulfinico é
descarboxilizado em hipotaurina pela CSD, assim a taurina € sintetizada a partir de hipotaurina
(HAGA et al., 2015; SALZE et al., 2016).


https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/cysteine-sulfinic-acid
https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/hypotaurine
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Taurina ndo é incorporada na proteina, mas desempenha um papel fundamental no
fornecimento de metabdlitos envolvidos na regulagdo osmotica, processos de desintoxicacao
e fungdo do sistema nervoso (STIPANUK et al., 2018). Porém, poucos estudos se
concentraram nos beneficios da suplementacdo de taurina no metabolismo lipidico e na
qualidade de carne (BANUELOS-VARGAS et al., 2014; CHATZIFOTIS et al., 2008;
NGUYEN et al., 2015). Até 0 momento da presente pesquisa ndo foram encontrados estudos
de qualidade de carne de tilapias do Nilo na terminacédo alimentadas com dietas suplementadas

com metionina e/ou taurina avaliando os efeitos sobre a utilizacdo dos lipidios.

1.4 QUALIDADE DE CARNE

A qualidade da carne do peixe inteiro ou do filé indica o frescor e esta diretamente
relacionado a sua comercializacdo. Para atender a demanda do mercado consumidor, as
caracteristicas dos peixes devem ser semelhantes as dos peixes recém-capturados (DUAN;
CHERIAN; ZHAO, 2010; MAZANDRANI; JAVADIAN; BAHRAM, 2016). Desde o
momento da captura, ocorre deterioracdo da carne, como resultado da alta atividade da agua,
alteracdes nos valores de pH, quantidade grande de aminoéacidos livres, presenca de enzimas
autoliticas e alto percentual de &cidos graxos insaturados. Esses fatores aceleram o
crescimento microbiano (DUAN; CHERIAN; ZHAO, 2010; MAZANDRANI; JAVADIAN;
BAHRAM, 2016).

Uma das maneiras mais comuns de preservar 0 peixe € 0 armazenamento em gelo,
retardando o processo de deterioracdo (OEHLENSCHLAGER, 2014). Nos peixes, devido a
sua composicdo, os fendmenos de alteracdo de qualidade ocorrem em periodos muito mais
curtos em comparagdo com outros produtos de origem animal. Com isso, vérias técnicas sao
utilizadas para monitorar a perda de frescor, incluindo métodos sensoriais, bioquimicos,
fisicos e microbioldgicos (OEHLENSCHLAGER, 2014).

A carne de peixe é constituida por componentes quimicos como a agua, proteina e
lipidios, em proporc¢es de 50 a 85%, 12 a 24% e 0,1 a 22%, respectivamente (BRITTO et al.,
2014; YARNPAKDEE et al., 2014). A composi¢do muscular pode variar de acordo com a
espécie, idade, sexo e nutri¢do, sendo um importante aspecto de qualidade e de mudancas que
que podem ocorrer na aparéncia e na composicao afetando diretamente a comercializacdo do
produto (GRIGORAKIS, 2007).


https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/osmoregulation
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A taurina ndo é considerada um amino&cido essencial para espécies de peixes de 4gua
doce. Entretanto, sua suplementagdo resulta em melhora no crescimento de tilapias
alimentadas com dietas a base de proteina de origem vegetal (AL-FEKY; EL-SAYED;
EZZAT, 2016; MICHELATO; FURUYA; GATLIN, 2018). Maior desempenho aliado aos
fatores de qualidade de carne sdo importantes nesse estudo, sendo necessario também analisar
as alteracdes causadas pelas dietas nos parametros sanguineos

Os parametros sanguineos séo considerados como indicadores para o status de satde
e condigdes fisiologicas dos peixes (KADER et al., 2010). A taurina atua na defesa
antioxidativa, aliada com a suplementacdo de metionina, reduz os niveis de triglicerideos
sanguineos em peixes (FANG; YANG; WU, 2002; LI et al., 2009) e também a taurina
dietética esta envolvida na composi¢do de &cidos biliares conjugados em Paralichthys
olivaceu, que participam da digestdo de gorduras (KIM et al., 2007).

A oxidacdo lipidica € um dos principais indutores de perecibilidade, os lipidios no
musculo do peixe contém alto teores de acidos graxos insaturados, que Sdo suscetiveis a
oxidacdo (YARNPAKDEE et al., 2012). A oxidacéo lipidica causa deterioracao da qualidade
da carne, como descoloracéo, alteragdo no sabor e textura, perda de nutrientes e producéo de
compostos toxicos (KILIC et al., 2018; MAQSOOD; BENJAKUL, 2011; YARNPAKDEE et
al., 2012).

Entre os atributos desejaveis do pescado, destacam se a textura e a coloracdo, que
estdo diretamente ligados a aceitabilidade pelo consumidor. No entanto, ainda sdo poucas as
informacdes sobre os efeitos da suplementacdo de metionina e taurina sobre a qualidade de
carne de tilapias. A relacdo entre taurina e qualidade da carne foi demonstrada com robalo
europeu (Dicentrarchus labrax), em que peixes alimentados com dieta suplementada com
taurina apresentaram filés com maior dureza e mastigabilidade (KOTZAMANIS et al., 2019).

A dieta tem relacdo direta com a qualidade do filé (SANTOS et al., 2001). Por este
motivo busca-se ingredientes que permitam a formulacdo de dietas nutricionalmente de alta
qualidade e de baixo custo, e principalmente, que adicionem atributos desejaveis a carne
(CYRINO et al., 2010). A qualidade do filé é importante para sustentar a producéo de peixes,
uma vez que perdas na unidade produtora ou rejeicdo dos filés nas inddstrias processadoras
reduzem as margens de lucro (ALLRED et al., 2019).

Alteracdes na cor da carne causadas pelos ingredientes da dieta podem ter um efeito
negativo na venda se o produto resultante ndo atender as expectativas dos consumidores
(SKONBERG et al., 1998). A coloragdo da carne é considerada uma caracteristica desejavel

em certos peixes, como truta (Oncorhynchus mykiss) e salmdo do Atlantico (Salmo salar),
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enquanto o mesmo atributo é altamente indesejavel em peixes de carne branca, como o peixe-
gato (Pelteobagrus fulvidraco) (LI et al., 2007) e tilapia (GIRAO; PEREIRA DA SILVA; DE
MELO, 2012).

A cor do alimento é um importante atributo visual que determina diretamente a
aceitabilidade do produto (DHANAPAL. et al., 2013; GATLIN et al., 2007). Com o intuito
de normalizar a medida da cor, em 1932, a “Commission Internationale de I’Eclairage’’,
adotou métodos de medicdo e especificacdo de cor com uso de fontes de luz padronizada,
utilizando unidades matematicas adequadas para expressao da cor e do observador padrdo
(JIMENEZ; GUTIERREZ, 2001).

O colorimetro triestimulo gera medicGes correlacionadas ao olho humano com base
em valores triestimulo, com modelo de cor XYZ e modelo de cor L*, a* e b* (HUNTER,;
HAROLD, 1987), utilizando uma escala de cor CIE L* a* b*, ou CIELAB, a fim de fornecer
relagdo uniforme entre as diferencas da cor e as diferencas visuais (Figura 5). O maximo valor
de L* (100), referente a luminosidade, corresponde a uma perfeita reflexdo difusa, e seu valor
minimo (0O) refere-se ao preto, ou seja, determina a intensidade do clareamento (aumento do
valor de L*) ou escurecimento (diminuicdo do valor de L*) das carnes. Os eixos a* e b* ndo
representam limites numéricos especificos. O valor de a* varia do vermelho (+a*) ao verde (-
a*) e a coordenada b* do amarelo (+b*) ao azul (-b*) (HEIDRICH; GRUNER; VASKE, 1994;
HUNTERLAB, 2008).

Os valores delta (AL*, Aa* e Ab*) demonstram o quanto a amostra diferiu do padréo
para L*, a* e b*, estes valores séo utilizados no controle da qualidade e ajustes na formulagéo
de ragdo, como também para o calculo da diferenga total de cor (AE*) (HUNTERLAB, 2008).
A variacao na coloracao da carne, esta relacionada a quatro grupos de pigmentos que fornecem
cor as células: melanina, carotenoides, pteridinas e purinas. Além desses, existem também, as
mioglobinas, hemoglobina, bilinas e hemocianina (MAIA; OGAWA, 1999; ANDERSON,
2000). Esses pigmentos participam de reacdes quimicas e bioguimicas, e a varia¢do na cor do
alimento é um indicador na alteracdo dessas reacoes, principalmente durante o processamento
da carne e/ou armazenamento (RIBEIRO; SERAVALLLI, 2007).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/channel-catfish
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/channel-catfish
https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/fillets
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Figura 5-CIE L* a* b* Diagrama de espagos de cores.

Ll’
White

Fonte: Hunterlab (2008).

A coloracdo da carne varia entre as espécies de peixes, por particularidade de
coloracdo na musculatura, liquido corporal, couro e escamas. As alteragdes também estdo
relacionadas com idade, sexo, alimentacéo, esfor¢o do animal antes do abate e alteragdes post-
mortem como pH, temperatura e regido anatbmica (ZEOLA, 2002). O tempo de armazenagem
e a temperatura de congelamento também influenciam a coloracdo (BOLES; PEGG, 2017).

A melanina confere a coloracdo mais escura nos peixes, 0s carotenoides séo
pigmentos lipossoluveis e sdo responsaveis pela coloracdo amarela e vermelha,
(ANDERSON, 2000). As pteridinas também sdo compostos solUveis em agua, em conjunto
com os carotenoides resultam na coloracdo brilhante da carne, os pigmentos compostos por
purinas, principalmente ricos em guanina, conferem na coloracdo prateada, encontrada
principalmente na regido ventral dos peixes (ANDERSON, 2000).

As proteinas em conjunto com estes pigmentos basicos, produzem cores nos peixes
que vao do azul, violeta até tons de verde (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007). A hemoglobina e
principalmente a mioglobina conferem a cor da carne fresca, pois permanecem no tecido como
sangue residual, e pela concentracdo e estado quimico, conferindo a coloracdo vermelha
(PARDI et al., 2006).

A cor do filé é afetada pela oxidacdo lipidica em peixes (BUCHANAN; THOMAS,
2008; SERRAOQ, 2007). Com a suplementac&o de taurina que atua como antioxidante, reduz

os niveis de triglicerideos e diminui a oxidacdo lipidica, evitando perdas de qualidade do
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produto final e uma maior aceitacao pelo consumidor. As alteragdes na cor do musculo durante
0 armazenamento sdo causadas pela oxidacdo da mioglobina em metilhemoglobina
(NAKAGAKI; NISHINO, 2000).

O pH é utilizado como pardmetro para medir o frescor do pescado, niveis baixos de
pH estdo relacionados ao estresse causado no abate, em que o animal utiliza as reservas de
glicogénio e ATP, produzindo &cido latico. A concentragdo de &cido latico ira determinar o
pH da carne (RAHMANIFARAH; SHABANPOUR; SATTATI, 2011). A concentragéo de
jons-hidrogénio é alterada pelo processo de decomposi¢do, hidrolitica ou fermentativa da
carne (HUSS, 1998).

Alem do pH alterar a textura e coloracdo, também altera a atividade enzimatica nos
filés (ZEOLA, 2002; MORKORE, 2006). O valor desejavel de pH é 6,8, sendo que valores
reduzidos de pH sdo devido a geracdo de ions H+ associada a producdo de acido latico
(RAHMANIFARAH; SHABANPOUR; SATTATI, 2011). O aumento do pH esta relacionado
ao acumulo de substancias base, como amonia e trimetilamina, que sdo produzidas pelo
desenvolvimento de microrganismos (ALBUQUERQUE; FERNANDO; ZAPATA, 2004;
HUSS, 1998). O pH deve ser analisado em conjunto com outros indices de qualidade, como
analises quimicas, bioquimicas e microbiologicas (VLACHQOS, 2011).

Com a maior venda de produtos congelados, deve se avaliar a perda de agua por
descongelamento, com isso, passou a existir a necessidade de regulamentacdo. Com isso, 0
ministério da agricultura e o instituto de defesa do consumidor (IDEC) desenvolveram
normas, sendo o limite de 15 % de agua no processo de descongelamento para pescados
(MAPA, 2010). A perda de 4gua ap0s descongelamento depende de fatores como temperatura
(CAPPELN; JESSEN, 2001), duracdo do armazenamento (CAPPELN; JESSEN, 2001) e
método de descongelamento (TOLDRA, 2003). No entanto, ha poucos estudos sobre a perda
de adgua no filé de peixes e ndo foi encontrado até a presente pesquisa estudos que envolvessem
a perda de adgua por descongelamento dos filés relacionado com a suplementacdo de metionina
e/ou taurina em tilapias do Nilo.

A medida da textura dos filés dos peixes esta relacionada com o frescor, qualidade
da carne, aceitabilidade do produto, processamento e vida util de prateleira (CHEN; OPARA,
2013). Os parametros mecanicos avaliam: dureza, adesividade e mastigabilidade
(SZCZESNIAK, 2002). A anélise, ou determinacdo do perfil de textura (TPA — Texture
Profile Analysis) geralmente € realizada com texturémetro - TA-XT2 (Stable Micro Systems

Ltd., Godalming, Reino Unido), equipado com uma célula de carga de 5 kg e uma sonda
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cilindrica de extremidade plana (36 mm de didmetro), que mede a for¢a necessaria para o corte
da carne, no qual o valor € expresso em Newtons (OLAFSDOTTIR et al., 2004).

Simulando a forca de rompimento da amostra, ou seja, mede as caracteristicas
mecanicas manifestadas pela reacdo da carne a uma forca que simula a compressédo da carne
entre os dentes molares durante a mastigacdo (FOX et al., 2000). A amostra de filé, é
submetida a dois ciclos de compressdo, ocorre uma curva resultante, esta curva indica: Dureza,
méaxima forca registrada durante uma analise de compressdo expressa em Newton (N);
Adesividade, quantidade de forca necessaria para simular o trabalho necesséario das forcas de
atracdo entre a o alimento e a superficie de contato do mesmo e Mastigabilidade, multiplicacdo
da gomosidade com a elasticidade (VLIET, 1991).

Apl6s o abate do peixe, ocorrem reagdes quimicas, bioquimicas e fisicas que
promovem a maciez post mortem da carne. A degradacdo e desnaturacdo das proteinas
miofribilares e do citoesqueleto sdo mudancas indesejaveis, pois a firmeza muscular do peixe
é um importante indicador de frescor e qualidade do produto (BELEW et al., 2003; ESKIN;
ALIANI; SHAHIDI, 2015). Além disso a temperatura de armazenamento, manejo antes e pos
abate e dieta influenciam na textura e na composicdo da carne (CHEN; OPARA, 2013,
SZCZESNIAK, 2002).

A textura influéncia nas propriedades sensoriais da carne (MORKORE et al., 2002;
PEREZ-WON et al., 2006). O mecanismo exato pelo qual a taurina afeta a textura do filé
ainda ndo é conhecido, ndo havendo muitas informacdes sobre os efeitos da taurina na dieta
sobre os atributos de textura de filés de peixe (KOTZAMANIS et al., 2019).

1.5 EXPRESSAO DE GENES

Os estudos com nutrigenémica com peixes estdo aumentando substancialmente, para
elucidar como os nutrientes e 0s aminoacidos podem afetar a expressdo génica. Estudos
envolvendo expressdao génica com foco na disponibilidade de aminoacidos sulfurados foram
estudados principalmente em espécies de peixes marinhos, para avaliar, os efeitos da
suplementacdo de metionina (ESPE et al., 2008, 2014; KWASEK et al., 2014) e taurina
(WANG et al., 2014).

A nutrigendmica se caracteriza pelo estudo em niveis moleculares (trajetdrias de
varios mRNAs), envolvendo a regulacdo dos sinais genéticos pelos nutrientes, possui

potencial para inovag@es nutricionais e melhorar a qualidade, desempenho e satde dos peixes,
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reduzindo os custos de alimentacdo e promovendo sustentabilidade da aquicultura
(OVERTUREF et al., 2016). Com o auxilio da nutrigendmica, busca ferramentas para 0s
programas de melhoramento animal, contribuindo para a melhoria da eficiéncia e qualidade
dos produtos de origem animal. Porém, ainda existem dificuldades na identificacdo dos genes
responsaveis pelas caracteristicas fenotipicas de interesse zootécnico (PANSERAT;
KAUSHIK, 2010).

O maior numero de copias de mRNA do gene CBS foi encontrado nos grupos de
peixes que receberam dieta sem metionina ou com baixo nivel, em relagcdo aos peixes que
receberam maiores concentragdes de metionina nas dietas, indicando uma regulagéo negativa
da remetilacdo no figado no caso de deficiéncia de metionina (KWASEK et al., 2014). No
entanto, os niveis de mMRNA de CDO néo séo influenciados pela suplementacéo de metionina
e taurina em tilapias do Nilo (MICHELATO; FURUYA; GATLIN, 2018), e nem em juvenis
de cobia (Rachycentron canadum) como observado em estudos utilizando niveis de
suplementacéo de taurina (WATSON; BARROWS; PLACE, 2014).

Ja a expressdo de mRNA do gene AHCY ¢ influenciada pela suplementacdo de
metionina, ocorrendo reducdo na sua expressdo em tilapias do Nilo alimentadas com dietas
suplementadas e com deficiéncia de metionina, sugerindo que o gene AHCY pode ndo ser
regulado pela presenca ou auséncia de metionina em peixes (MICHELATO; FURUYA,
GATLIN, 2018). Considerando que a metionina e taurina sdo importantes na suplementacéo
de dietas de tilapias do Nilo, além dos efeitos esperados na expressdo de genes, espera-se
melhorar o desempenho dos peixes e a qualidade de carne, particularmente em peixes na fase
de terminagdo, com poucas informacdes sobre os efeitos da metionina e taurina sobre a

expressdo dos genes relacionados ao metabolismo dos aminoacidos sulfurados.
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CAPITULO 2 - DESEMPENHO PRODUTIVO, EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS COM O METABOLISMO DE AMINOACIDOS SULFURADOS E
QUALIDADE DA CARNE DE TILAPIAS DO NILO NA TERMINACAO,
ALIMENTADAS COM DIETAS SUPLEMENTADAS COM METIONINA E
TAURINA

RESUMO

A metionina € um aminoacido limitante no farelo de soja. A taurina € considerada como
aminoacido condicionalmente essencial para tilapias do Nilo alimentadas com dietas
elaboradas exclusivamente com alimentos de origem vegetal. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar o desempenho, expressdo de genes relacionados com o metabolismo de
aminoacidos sulfurados e a qualidade da carne de tilapias do Nilo na terminagdo, alimentadas
com dietas suplementadas com metionina e/ou taurina. Foi elaborada uma dieta controle com
280 g/kg de proteina bruta e 3050 kcal/kg de energia digestivel, formulada sem suplementacao
de metionina e taurina (Controle). A partir da dieta controle foram suplementadas mais trés
dietas com suplementacdo de metionina (MET), com suplementacgéo de taurina (TAU) e com
suplementacdo de metionina e taurina (MET+TAU). Os peixes foram alimentados
manualmente, duas vezes por dia, sete dias por semana. Os peixes (n = 120, peso inicial de
1199,1 + 45,5 g) foram distribuidos em 12 tanques-rede de 1000 L cada, em delineamento
inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 3 repeti¢fes, Peixes alimentados com a dieta
MET apresentaram maior (P<0,001) peso corporal final em relagdo aos peixes alimentados
com a dieta controle e TAU, ndo havendo diferenca entre o peso corporal final dos peixes
alimentados com a dieta MET+TAU. Peixes alimentados com a dieta MET+TAU
apresentaram a melhor (P=0,022) conversao alimentar em relagéo aos peixes alimentados com
as demais dietas. Peixes alimentados com as dietas suplementadas com metionina e/ou taurina
apresentaram maior (P < 0,001) rendimento de filé e maiores (P <0,005) teores de proteina
corporal e no filé em relacdo aos peixes que receberam a dieta controle. Os peixes que
consumiram a dieta MET e MET+TAU apresentaram valores mais baixos (P<0,001) de
triglicerideos plasmaticos em relacdo aos peixes que receberam as dietas Controle e TAU.
Peixes alimentados com a dieta MET+TAU apresentaram coloracdo dos filés menos
amarelada 21 dias apds o abate em relacéo ao filé dos peixes que receberam a dieta MET e
controle. Foi observada menor expressdo de mRNA dos genes cistationa beta-sintase (CBS)
e cistationa dioxigenase (CDO) em peixes alimentados com as dietas com suplementacédo de
metionina (P <0,001). A maior expressao de mRNA do gene adenylyl cyclase (AHCY) foi
observada nos peixes alimentados com a dieta TAU em relacéo aos peixes alimentados com
outras dietas (P=0,01). Concluiu-se que a suplementacdo isolada ou combinada de metionina
e taurina melhora o desempenho e a retencdo de proteina, modulando o metabolismo dos
aminoacidos sulfurados e deposicdo de lipidios corporal e nos filés. Além disso, a taurina
demonstrou efeito positivo na qualidade da carne, preservando a cor do filé de tilapias do Nilo.

PALAVRAS CHAVE: Aminoacidos, Aquicultura, Nutricdo de peixes, Oreochromis

niloticus, Tempo de prateleira, Expressao de genes.



ABSTRACT

Methionine is a limiting amino acid in soybean meal. Taurine is considered a conditionally
essential amino acid for Nile tilapia fed all-vegetable diets. The aim of this study was to
evaluate the growth performance, expression of genes related to sulfur amino acid metabolism
and meat quality in large Nile tilapia fed extruded diets, supplemented with methionine and/or
taurine. A control diet (CON) based on soybean meal containing 280 g kg™ crude protein and
3050 kcal kg of digestible energy, without methionine or taurine supplementation was
elaborated. From the control diet, three more diets supplemented with methionine (MET),
taurine (TAU) or methionine and taurine (MET+TAU) were elaborated. Fish were hand fed,
two times a day, seven days per week, until apparent satiety, for 7-wk. Fish (n= 120, initial
mean weight: 1199.1 + 45.5 g) were distributed in a completely randomized design with four
treatments and three replicates of 12 fish per floating net-cage. Fish fed diet MET
demonstrated higher (P <0.001) final body weight than those fed diet TAU, with no difference
between the final body weight of fish fed diet MET+TAU. Fish fed diet MET+TAU showed
improved (P = 0.022) feed conversion compared to fish fed other diets Fish fed diets MET,
TAU and MET+TAU showed higher (P <0.001) fillet yield and higher (P <0.005) protein
content in the body and fillet than those fed the control diet. Fish fed diets MET and
MET+TAU showed lower (P <0.001) plasmatic triglycerides than those fed diets control and
TAU. Fish fed diet MET+ TAU showed less yellowish fillet coloration 21 days after slaughter
in relation to those fed control and MET diets. The expression of mMRNA of cystathione beta
synthase (CBS) gene and cystathione dioxigenase (CDO) demonstrated a higher expression
of mRNA in fish fed diets supplemented with methionine (P <0.001). The expression of
MRNA gene of adenylyl cyclase gene (AHCY) was higher in fish fed the TAU diet compared
to fish fed other diets (P = 0.01). It was concluded that isolated or combined supplementation
of methionine and taurine improves performance and protein retention by modulating sulfur
amino acid metabolism and body and fillet lipid deposition. In addition, taurine showed a
positive effect on meat quality, preserving the color of the Nile tilapia fillet.

KEYWORDS: Amino acids, Aquaculture, Fish Nutrition, Shelf life, Gene Expression.
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2.1 INTRODUCAO

A metionina é o aminoacido mais limitante em dietas para tilapias elaboradas com
base em proteina de soja e seus derivados (VIDAL et al., 2017). A metionina participa na
sintese de proteinas e lipideos (SAKOMOURA et al., 2014) e sintese de compostos que
contém enxofre como a taurina, precursora de moléculas como a glutationa peroxidase,
importante antioxidante biolégico (NRC, 2011; SALZE; DAVIS, 2015).

A metionina possui funcdo importante no metabolismo dos aminoacidos sulfurados,
pela participacdo Unica a S-adenosilmetionina (SAM) e S-adenosil-homocisteina (SAH) sdo
sintetizadas, sendo ambos 0s compostos envolvidos na manutencao de grupos metil no tecido
hepatico (KWASEK et al., 2014). A SAH ¢ hidrolisada pela S-adenosil-homocisteinase
(AHCY) em homocisteina, que tem dois destinos metabdlicos possiveis: formar a metionina
de volta por remetilacdo ou entrar na via de transulfuracéo para produzir cisteina (TANG et
al., 2010).

Dieta para tilapias do Nilo com baixo nivel de metionina resultam em menor
crescimento e em baixa eficiéncia alimentar (SIMMONS et al., 1999), sendo necessaria sua
adicdo na forma de aminoacidos cristalinos (BROWDY et al., 2012; MICHELATO;
FURUYA; GATLIN, 2018; NUNES et al., 2014). Em dietas para juvenis de tilapias utilizando
niveis de suplementacdo de metionina, foi observado menor ganho de peso nos peixes
alimentados com o menor nivel de inclusdo de metionina (HE et al., 2017).

A taurina tem sido considerada como um aminoacido condicionalmente essencial
para muitas espécies de peixes, entre elas a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Em
tilapias, a suplementacdo de taurina resultou em melhoras no desempenho e eficiéncia
alimentar (AL-FEKY; EL-SAYED; EZZAT, 2016). A suplementacdo de taurina mostrou
melhorias no crescimento de tilapias (AL-FEKY; EL-SAYED; EZZAT, 2016).

A taurina, por meio do acido colico, produz taurocolato que esta envolvido na
producdo de sais biliares, atuando na digestéo de lipideos (KIM et al., 2015) e interferindo no
metabolismo lipidico dos peixes (DAVIS, 2015; EL-SAYED, 2014). No entanto, poucos
estudos se concentraram nos beneficios da suplementacédo de taurina no metabolismo lipidico
e na qualidade de carne em peixes (BANUELOS-VARGAS et al., 2014; CHATZIFOTIS et
al., 2008; NGUYEN et al., 2015).

A sintese de taurina nos peixes varia entre as espécies, estd relacionada com a

atividade da _-cisteinesulfinato descarboxilase (CSD), que é uma enzima chave para a
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oxidacdo e conversdo direta de cisteina em taurina ou conversdo de metionina em cisteina
(CHANG et al., 2013). A S-adenosilmetionina (SAM) e S-adenosil-homocisteina (SAH) sao
enzimas sintetizadas unicamente a partir da metionina, e ambos compostos estdo envolvidos
na manutenc¢do de grupos metil no tecido hepatico (KWASEK et al., 2014).

A nutrigendbmica tem sido utilizada para melhor compreensdo dos efeitos dos
nutrientes sobre a expressao génica. Estudos envolvendo expressdo génica com foco na
disponibilidade de aminoacidos sulfurados foram realizados principalmente em peixes
marinhos (ESPE et al., 2008; ESPE et al., 2014; KWASEK et al., 2014; WANG et al., 2014).
Recentemente, a expressao de genes relacionados ao metabolismo de aminoacidos sulfurados
foi avaliado em juvenis de tilapias do Nilo alimentas com metionina e/ou taurina
(MICHELATO; FURUYA; GATLIN, 2018). No entanto, ainda ha poucas informaces sobre
os efeitos da adicdo de metionina e taurina para tilapias na fase de terminacéo, relacionando
as respostas de expressdo de genes com o desempenho produtivo e a qualidade da carne.

A qualidade da carne do pescado indica o frescor e esta diretamente relacionada a
sua comercializacdo e € influenciada pela dieta (SANTOS et al., 2001). As alteracdes nos
valores de pH, presenca de enzimas autoliticas e oxidacdo dos acidos graxos insaturados,
contribuem com a reducdo do frescor ( MAZANDRANI; JAVADIAN; BAHRAM, 2016). A
oxidacdo lipidica € um dos principais indutores da perda de frescor do pescado, considerando
0 alto teor de acidos graxos insaturados, que sdo suscetiveis a oxidacdo (YARNPAKDEE et
al., 2012).

A oxidacao lipidica causa deterioracdo da qualidade da carne, como descoloracéo,
alteracdo no sabor e textura e perda de nutrientes (KILIC et al., 2018; MAQSOOD;
BENJAKUL, 2011; YARNPAKDEE et al., 2012). Importante também aliado a esses aspectos
é avaliar a qualidade do filé, devido estar relacionado com a producéo de peixes, uma vez que
perdas na industrializacdo ou rejeicdo dos filés pelos consumidores reduzem as margens de
lucro e aceitabilidade do produto (ALLRED et al., 2019).

Recentemente, foi demonstrado que a acdo antioxidante da taurina resultou em
melhora na dureza e mastigabilidade em filés de robalo europeu (Dicentrarchus labrax)
(KOTZAMANIS et al., 2019). No entanto, ainda existem poucas referéncias sobre os efeitos
da suplementacéo de taurina sobre a qualidade de carne para tilapias.

A tilapia do Nilo é uma das espécies de dgua doce mais utilizada na aquicultura global
(FAO, 2016). O Brasil, quarto produtor mundial de tilapias, foi produzido 722.560 toneladas
de peixes em 2018, com crescimento de 4,5% em relacdo ao ano anterior, sendo a tilapia do

Nilo a espécie mais produzida (PEIXEBR, 2019). Além do desempenho produtivo, é


https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/s-adenosylmethionine
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importante considerar a qualidade da carne de tilapias na fase de terminacdo, uma vez que
perdas na industrializacdo ou rejeicdo do pescado pelo consumidor reduzem as margens de
lucro (ALLRED et al., 2019). Assim, a presente pesquisa foi realizada com o objetivo de
avaliar o desempenho produtivo, expressdo de genes relacionados com o metabolismo de
aminoacidos sulfurados e qualidade da carne de tilapias do Nilo na terminacéo, alimentadas

com dietas suplementadas com metionina e/ou taurina.

2.2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA (N(mero
do processo: 016/2017). Antes do manuseio e abate, 0s peixes foram eutanasiados com o
anestésico com MS-222 (500 mg/L™1).

2.2.1 Dietas experimentais

Foi elaborada uma dieta controle com 280 g/kg de proteina bruta e 3050 kcal/kg de
energia digestivel, formulada sem suplementacdo de metionina e taurina (Controle). A partir
da dieta controle foram suplementadas mais trés dietas com suplementacdo de metionina
(MET), com suplementacdo de taurina (TAU) e com suplementacdo de metionina e taurina
(MET+TAU). A suplementacéo de o -metionina e .-taurina ocorreu por meio da substitui¢éo
pelo - acido glutdmico. As dietas foram suplementadas com aminoacidos cristalinos para
atender as exigéncias dietéticas de tilapias (FURUYA, 2010; NRC, 2011), conforme Tabela
2.
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Tabela 2-Formulagdo e composi¢do quimica das dietas experimentais (g/kg, matéria seca).

e Dieta’

Controle MET TAU MET+TAU
Farelo de soja 380,00 380,00 380,00 380,00
Milho 372,80 372,80 372,80 372,80
Farelo de trigo 150,00 150,00 150,00 150,00
Quirera de arroz 50,00 50,00 50,00 50,00
Fosfato bicalcico 23,00 23,00 23,00 23,00
Llisina 4,00 4,00 4,00 4,00
L-acido glutdmico 10,00 6,00 5,00 1,00
pL-metionina - 4,00 - 4,00
L-taurina - - 5,00 5,00
Supl. vit e min.? 5,00 5,00 5,00 5,00
Sal comum 4,00 4,00 4,00 4,00
Antioxidante® 0,20 0,20 0,20 0,20
Antiflingico* 1,00 1,00 1,00 1,00
Composicdo calculada®
Matéria seca 89,00 89,00 89,00 89,00
Energia bruta, kcal/kg® 3576,79 3576,79 3576,79 3576,79
Amido 415,43 415,43 415,43 415,43
Proteina bruta 272,22 272,22 272,22 272,22
Lipidios totais 28,65 28,65 28,65 28,65
Fibra bruta 47,46 47,46 47,46 47,46
Calcio 7,28 7,28 7,28 7,28
Fosforo disponivel® 5,38 5,38 5,38 5,38
Metionina 3,50 7,50 3,50 7,50
Metionina + cistina 7,27 11,27 7,27 11,27
Taurina 0,00 5,00 0,00 5,00

Fonte: O autor.

IControle, dieta sem suplementacdo de metionina ou de taurina; MET, dieta suplementada com metionina,
TAU, dieta suplementada com taurina. MET+TAU, dieta suplementada com metionina e taurina.

2Mistura vitaminica e mineral: composicio por kg de dieta: vitamina, A - 6000 IU, vitamina, D3 - 1000 IU,
vitamina, E - 60 mg, vitamina, K3 - 12 mg, vitamina, B; - 24 mg, vitamina, B; - 24 mg, vitamina, Bg - 20 mg,
vitamina, Bi2 - 24 mg, &cido folico - 6 mg, Pantotenato de célcio- 60 mg, vitamina, C - 240 mg, biotina— 0,24
mg, colina — 325 mg, niacina - 120 mg, Fe - 50 mg, Cobre- 3 mg, Magnésio - 20 mg, Zinco - 30 mg, lodo —
0,1 mg, Cobalto — 0,01 mg e Selénio — 0,1 mg,

3Banox®: Alltech Agroindustrial Ltda, Sdo Paulo Brazil,

“Mold Zap Aquética® Composicéo: dipropionato de amoénio, &cido acético, acido sdrbico e 4cido benzéico
(Alltech Agroindustrial Ltda, Brazil).

°De acordo com valores determinados (ROSTAGNO et al., 2017).

%De acordo com valores determinados (FURUYA, 2010).
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Na preparacdo das dietas, apos pesagem e homogeneizagdo dos ingredientes, a
mistura foi extrusada em extrusor de rosca simples (Modelo E-62, Ferraz maquinas e
engenharia LTDA, Ribeiro Preto, SP, BRASIL) na Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios - Apta (S&o Jose do Rio Preto, SP, Brasil) com pellets de 8,0 mm de didmetro.

2.2.2 Peixes e condicOes experimentais

O experimento foi conduzido na Chacara Sozim, em Ponta Grossa, PR
(25°09°13”S50°10°41”W), durante sete semanas. Foram utilizadas 120 tilapias do Nilo
(1.199,08 + 45,53 @), distribuidas em delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos e trés repeti¢des (n = 10 peixes por tanque). Os peixes foram distribuidos em 12
tanques-redes ao ar livre (1,0 x 1,0 x 1,0 m) mantidas em um lago de 0,8 ha, com uma
profundidade média de 2 m, com taxa de renovacdo diaria de agua 5,0%. O oxigénio
suplementar foi fornecido utilizando aerador de %2 HP (Modelo -Sulpesca, Toledo, PR, Brasil)
para manter o nivel de oxigénio dissolvido entre 4,5 a 6,0 mg/L. A temperatura da agua
permaneceu entre 25 e 28 °C. Os peixes foram alimentados manualmente sete dias por semana
as 10:00 e 16:00 h até saciedade aparente. Os parametros de qualidade da agua foram

monitorados semanalmente.

2.2.3 Coleta de amostras

No inicio do experimento, 16 peixes foram amostrados aleatoriamente para determinar
a composicdo corporal. Ao final do experimento os peixes foram pesados individualmente em
balanca de precisdo de 0,1 g. Para avaliar o desempenho produtivo, apos jejum de 24 h para
esvaziamento do trato digestdrio, os peixes foram pesados individualmente em balanga com
precisdo de 0,1 g. Trés peixes de cada unidade experimental foram coletados aleatoriamente
para coleta de sangue e analises dos parametros sanguineos. Uma aliquota de 3 mL foi retirada
por meio de puncdo caudal com auxilio de tubo a vacuo de 4 mL, siliconizado, para analise
bioquimica. O plasma foi obtido por centrifugacdo a 3000 rpm durante 10 minutos.

Ap0s atingir o rigor mortis pleno, os peixes foram filetados por um Unico operador
com auxilio de faca e luva de aco prépria para filetagem, o filé foi utilizado para determinar
as analises de pH, perda de agua por descongelamento, cor e textura (dureza, adesividade e

mastigabilidade). Foi avaliada a qualidade da carne um dia ap6s o abate no filé direito, o filé
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esquerdo foi congelado a -20 © C durante 21 dias, analisado novamente a qualidade de carne
apos esse periodo, avaliando os parametros de pH, de cor (L* a* e b*) e textura (dureza,
adesividade e mastigabilidade), também foram utilizados os peixes para determinacdo do
rendimento de carcaca, indice hepatossomatico e propor¢do de gordura visceral.

Para analise de perda de &gua por descongelamento, foram utilizados dois filés por
unidade experimental, sendo pesados e armazenados em freezer a -20 °C durante 21 dias, apos
esse periodo foram descongelados em refrigerador a 5 °C para avaliar a perda de 4gua durante
24 h. Também foram utilizadas amostras desses filés para a determinagdo do pH 21 dias ap6s
0 abate.

Para expressao dos genes CBS, CDO e AHCY, foram coletados o figado de trés peixes
por unidade experimental, foram colocados em eppendorf e armazenados em nitrogénio
liquido a -80 °C para posterior extracdo do RNA total, realizacdo da transcri¢do reversa do
RNA total e determinacdo do RT-gPCR dos mRNAs referentes aos genes. Foram retirados 0s

filés dos mesmos peixes para avaliar o rendimento de filé.

2.2.4 Desempenho produtivo, analises quimicas e bioquimicas

Foram determinadas as variaveis de peso corporal final (PCF); consumo g/peixe;
conversao alimentar = alimento consumido (g)/ ganho de peso (g); taxa de eficiéncia proteica
= ganho de peso (g)/ proteina consumida (g); indice hepatossomatico = (peso do figado (g)/
peso corporal (g)) x 100; gordura visceral = (peso da gordura visceral (g)/peso corporal (g))
x100; rendimento de carcaca = (peso eviscerado (g)/peso corporal (g)) x 100; ganho de peso
= peso final (g) — peso inicial (g); rendimento de filé = (peso do filé (g)/peso corporal (g)) X
100 e sobrevivéncia = (nimero de peixes ao final do experimento/nimero de peixes ao inicio
do experimento) x 100.

A analise da composi¢édo corporal, composicdo da racdo e composicao do filé incluiu
determinac6es de umidade, proteina bruta, lipidios brutos e cinzas, de acordo com os métodos
padronizados (AOAC, 1995). A matéria seca foi determinada por secagem em estufa a 105 °C
até peso constante. Os lipidios totais foram determinados pelo método de extracdo com éter
(Tecnal, TE-044, Piracicaba, SP, Brasil). O contetdo mineral foi obtido em forno mufla a 600
° C por 5 h (Tecnal, 2000B, Belo Horizonte, MG, Brasil). No laboratorio de Aquicultura da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, foram realizadas analises de composicdo corporal,

umidade, proteina bruta, lipideos totais e matéria mineral (AOAC, 2000).
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2.2.5 Parametros sanguineos

Apos a centrifugacdo, foram realizadas analises bioquimicas de triglicérides (mg/dL"
1, colesterol total (mg/dL), glicose (mg /dL), AST (UI/L), ALT (UI/L) e ALP (UI/L). As
andlises foram realizadas por espectrometria em analisador bioquimico semiautomatico (BIO-
2000 IL, Barueri, SP, Brasil), utilizando kits comercial (BIOTECNICA®, Varginha, MG,
Brasil).

2.2.6 Qualidade da carne

As andlises de qualidade da carne foram realizadas no laboratorio de engenharia de
alimentos da Universidade Estadual de Ponta Grossa. O musculo branco foi moido em mixer
(250 mq) e o pH foi determinado utilizando um medidor de pH (pH - TEC 2 - Tecnal, Ribeiréo
Preto, Brasil) por imerséo do eletrodo de vidro por 1 min na amostra de filé homogeneizado
com agua destilada (10 mL). Foi utilizada a média dos valores de pH de trés peixes de cada
unidade experimental, sendo utilizado o filé direito 1 dia ap0s o abate e novas medigdes do
pH foram feitas 21 dias ap0s o abate, utilizando o filé esquerdo apos descongelamento.

Para analise de perda de agua dos filés por descongelamento, os filés foram pesados,
armazenados em embalagens plasticas e congelados em freezer a -20 °C. Apos 21 dias de
armazenamento, foi removido o excesso de umidade dos filés, pesados individualmente apos
esse periodo e colocados em refrigerador a 5 °C, durante um periodo de 24 horas. A diferenca
de peso (g) do filé congelado e apds o descongelamento foi dividida pelo peso dos filés apos
descongelamento (g) e multiplicada por 100, sendo expressa em porcentagem a perda de agua
(ARNTHORSDOTTIR; ARASON; MARGEIRSSON, 2008).

Os parametros de cor foram determinados utilizando colorimetro digital portatil,
previamente calibrado com padréo branco e preto antes de cada analise, operando com fonte
de luz D56, angulo de observacao de 10° e abertura de célula de medida de 30 mm. A cor foi
expressa utilizando-se os padrdes de cor do sistema CIEL*s*b* - “Comission Internationate
de L Eclairage”: L* (luminosidade), a* (intensidade da cor vermelho-verde) e b* (intensidade
da cor amarela-azul). A coloracdo foi medida na regido dorsal do filé (musculo branco), na
regido anterior e posterior do filé.

A textura foi realizada por meio da medida da resisténcia ao corte (forca de
cisalhamento). Os filés foram cortados em cubos de 1,5 cm de didmetro e estes cortados

transversalmente & direcdo das fibras musculares deixando-os com 1 cm, realizada em



45

duplicada as medidas de textura. Foi utilizado um texturémetro TA.XT2 (Stable Micro
System, Surrey, England), operando a uma velocidade de 5 mm/s a uma distancia de 25 mm.
O pico da forca registrada foi expresso em kg de forca necesséria para pressionar o filé,
determinando os parametros de dureza, adesividade e mastigabilidade (OLAFSDOTTIR et
al., 2004).

2.2.7 Avaliacédo da expresséo génica

A expressdo dos genes envolvidos no metabolismo da metionina (cistationina p-
sintase — CBS; cisteina dioxigenase — CDO e adenosil - homocisteinase - AHCY;; e), foram
realizadas por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real ap0s transcri¢do
reversa (RT-qPCR), seguindo as orienta¢des do MIQE: Minimum information for Publication
of Quantitative Real-Time PCR Experiment (BUSTIN, 2009). Foram utilizadas as seguintes
metodologias:

a) Extracdo do RNA total

O tecido alvo para avaliacao da expressdo dos genes AHCY, CBS e CDO foi o figado.
Ap0s coleta das amostras, as mesmas foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
em freezer —80 °C até o processamento. As amostras foram homogeneizadas com
homogeneizador de tecidos em 1 mL de Trizol (Life Technologies, EUA) para 50-100 mg de
tecido e 0 RNA total foi isolado seguindo-se as especificagdes do fabricante.

A concentragdo de RNA, em ng/uL, foi determinada através de espectrofotdmetro a
260 nm. A pureza do RNA foi confirmada pela obtencdo da razéo entre as absorbancias
260/280 nm aproximadamente igual a 2,0.

b) Reacédo de transcricdo reversa do RNA total

A transcricdo reversa do RNA total obtida foi realizada com o kit High Capacity RNA-

to-cDNA Master Mix (promega, USA), seguindo as orientacdes do fabricante.

¢) RT-gPCR dos mRNAs referentes aos genes

Os niveis de expressao dos genes alvo AHCY, CBS e CDO foram detectados por RT-
gPCR através do sistema ABI 7300 Real Time PCR (Life Technologies, EUA). Os resultados
de expressdo, obtidos para esses genes, foram normalizados pelos valores obtidos para 0s
genes de referéncia 18S ribosomal RNA — 18SrRNA. As reacGes de RT-qPCR foram
realizadas utilizando-se 0 SYBR Green PCR Master Mix Kit (Stratagene, La Jolla, CA, EUA),
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seguindo-se as instrucdes do fabricante. Um conjunto de primers senso e antisenso, para cada
gene analisado foi construido através do software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems
Life Technologies), a partir das sequéncias de RNAmM descritas para a tilapia e publicadas no
GenBank (nimeros de acesso: AHCY: XM 003448372, CBS: XM _003455995, CDO:
XM_003451060 e 18SrRNA: JF698683). Todos os conjuntos de primers foram sintetizados
pela Invitrogen Life Technologies. As sequéncias dos primers utilizados para gRT-PCR
quantitativo sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3-Sequéncia de primers para qRT-PCR quantitativo dos genes: CBS, CDO e AHCY.

Tamanho
do
1 a 1 1 ' 2
Gene Sequéncia de primers (5’-3°) GenBank Amplicon
(bp)
CBS Fw: AGACCCAGTACGAGGTGGAG XM003455995 101
Rv: GGACTCCTCATCATTGGACTTG 2
CDO Fw: CAGCTGAAGGAGACGTGTT XM003451060 249
Rv: CCAGAAGGTCATCTTGACAGC 2
AHCY Fw: TCCACATGACCCTGCAGAC XM003448372 180
Rv: TGCACCACACATACTCCTCATC 2
18S Fw: GGACACGGAAAGGATTGACAG 111
ribosomal Rv: GTTCGTTATCGGAATTAACCAGAC JF698683
RNA

Fonte: O autor.
!CBS: cistationa beta-sintase, CDO: Cisteina dioxigenase, AHCY: S-adenosil-homocisteinase.
2Ndmero do Genbank disponivel em (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/nucleotide).

As reacOes para cada gene foram realizadas em duplicatas, utilizando-se as condicdes
de termo ciclagem: 95 °C por 10 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C
por 30 s. Ao término de cada reacdo, a amplificacdo especifica de cada gene foi confirmada
pela analise da curva de dissociacdo dos fragmentos amplificados. A quantificacdo relativa da
expressdo génica foi realizada pelo Método do AAC+, apos sua validacgdo, e foi dada pela
formula 2"24°T (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

2.2.8 Andlise estatistica

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e trés
repeticdes, sendo a unidade experimental constituida por um tanque com 10 peixes. Os

resultados sdo apresentados como média + EPM (erro padrdo da média). A homogeneidade
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das variancias foi testada usando o teste de Levene. Os dados foram submetidos & analise de
variancia (ANOVA) em caso de diferengas significativas foi utilizado o teste de Tukey (P <
0,05), de acordo com os Proc GLM do Statistical Analysis System -SAS (SAS, v.9.0, Carry,
USA). As diferengas entre os tratamentos dietéticos na expressdo de genes foram analisadas
por um teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de comparagdo
multipla de Dunn (P < 0,05).

2.3 RESULTADOS

Os dados de desempenho produtivo de tilapias do Nilo na terminacdo alimentadas com

dietas suplementadas com metionina e/ou taurina sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4- Desempenho produtivo de tilapias do Nilo alimentadas com dietas sem e com suplementacédo de
metionina e/ou taurina’.

Dietas?

Item Controle MET  TAU MET+TAU EPM3 P
Peso inicial, g 1207,67 1247,67 1138,67 1202,33 13,142 0,203
Peso final, g 1407,17° 1470,0° 1349,33° 1432,0®° 14,585 < 0,001
Consumo, g/peixe 375,24® 379,10° 361,77° 381,26° 3,337 0,022
Conversao alimentar, g/g 1,88  1,71°  1,72° 1,66° 0,025 0,022
Taxa de eficiéncia proteica, % 1,90¢ 2,09P 2,09P 2,152 0,029 <0,001
Indice hepatossomatico, % 4,15 3,39P 3,59P 3,27 0,118 <0,001
Gordura visceral, % 671°  646® 665° 628" 0078 0,021
Rendimento de carcaca, % 87,04° 89,06*  88,67% 89,722 0,342 <0,001

Fonte: O autor.

Letras sobrescritas indicam diferencas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Nvalores sdo medias de trés repetigcdes constituidas por um tanque-rede com dez peixes.

2Controle, dieta sem suplementacdo de metionina ou de taurina; MET, dieta suplementada com metionina, TAU,
dieta suplementada com taurina. MET+TAU, dieta suplementada com metionina e taurina.

SEPM, erro padrdo da média.

Peixes alimentandos com a dieta MET e MET+TAU apresentaram maior consumo (P
=0,022) em relacdo aos peixes que receberam a dieta TAU; entretanto, ndo houve diferenca
entre 0s peixes que consumiram as dietas controle, MET e MET+TAU. Peixes alimentados
com a dieta MET+TAU apresentaram a melhor (P = 0,022) conversdo alimentar em relacéo

aos peixes que consumiram as demais dietas. Foi observado maior (P < 0,001) taxa de
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eficiéncia proteica em peixes que consumiram a dieta MET+TAU em relacéo aos peixes que
consumiram as dietas controle, MET e TAU.

A suplementacdo de metionina e taurina isoladas ou combinada resultou em menor (P
< 0,001) indice hepatossomético dos peixes, em relagdo aos peixes que consumiram a dieta
controle sem metionina e taurina. Os peixes alimentados com dieta MET+TAU apresentaram
menor (P = 0,021) porcentagem de gordura visceral em relagdo ao teor de gordura visceral
dos peixes alimentados com a dieta controle. Porém, ndo houve diferenca entre o teor de
gordura visceral em peixes alimentados com as dietas MET, TAU e MET+TAU. Para
rendimento de carcaca, peixes alimentados com a dieta MET, TAU e MET+TAU
apresentaram 0s maiores (P < 0,001) rendimentos de carcaca em relacdo aos peixes
alimentados com a dieta controle.

Os valores para ganho de peso de tilapias do Nilo na terminag&o séo apresentados na
Figura 6. Peixes alimentados com a dieta MET+TAU apresentaram maior ganho de peso (P <
0,001) em relagéo aos peixes alimentados com a dieta TAU e controle. No entanto, o ganho
de peso ndo diferiu em peixes alimentados com MET e MET+TAU. Além disso, foi observado
maior ganho de peso em peixes que receberam a dieta TAU em relacdo ao ganho de peso dos
peixes que consumiram a dieta controle. Os peixes que receberam a dieta controle

apresentaram o menor ganho de peso.

Figura 6- Valores para ganho de peso de tilipias do Nilo na terminagdo
alimentadas com a dieta Controle, sem suplementacdo de metionina ou de
taurina, dieta suplementada com metionina (MET), dieta suplementada com
taurina (TAU) e dieta suplementada com metionina e taurina (MET+TAU)L
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Fonte: O autor.

10s dados sdo expressos em gramas por peixe. Barras representam a média +
EPM para cada tratamento com trés repeticdes. Letras distintas indicam
diferencas significativas pelo teste de Tukey (P <0,001).
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Dietas suplementadas com metionina e taurina resultaram em maior rendimento de
filés (P < 0,001) em relacdo ao rendimento de filé obtido em peixes que consumiram a dieta
TAU e controle. Os peixes que receberam a dieta TAU apresentaram maior rendimento de filé
em relacdo ao rendimento de filé dos peixes que receberam a dieta controle, entretanto nao
houve diferenca no rendimento de filé dos peixes que receberam a dieta MET e TAU (Figura
7).

Figura 7- Valores para rendimento de filé de tilapias do Nilo na terminacéo alimentadas
com a dieta Controle, sem suplementagdo de metionina ou de taurina, dieta
suplementadas com metionina (MET), dieta suplementada com taurina (TAU) e dieta
suplementadas com metionina e taurina (MET+TAU).
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Fonte: O autor.

'0s dados sdo expressos em gramas por peixe. Barras representam a média +EPM para
cada tratamento com trés repeticOes. Letras distintas indicam diferencas significativas
pelo teste de Tukey (P <0,001).

Os valores medios da composicdo corporal e composicao dos filés de tilapias do Nilo
na terminacdo sdo apresentados na Tabela 5. Ndo houve diferenca (P = 0,093) para 0s
parametros de umidade e cinza corporal (P = 0,814). Peixes alimentados com a dieta
MET+TAU apresentaram maior (P = 0,002) proteina bruta corporal em relacdo a proteina
bruta corporal dos peixes alimentados com a dieta controle e TAU. Entretanto ndo houve
diferenca entre os valores de proteina bruta corporal de peixes alimentados com as dietas
MET+TAU e MET. Para composicdo dos filés ndo houve diferenca (P = 0,350) para umidade
e cinzas (P = 0,458). Peixes alimentados com a dieta MET+TAU apresentaram maior (P =

0,022) proteina bruta do filé em relacdo a proteina bruta corporal dos peixes alimentados com
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a dieta controle. N&o houve diferenca entre os valores de proteina bruta do filé dos peixes
alimentados com dietas MET, TAU e MET+TAU.

Tabela 5- Valores médios da composicdo corporal e composi¢do dos filés de tilapias do Nilo alimentadas
com dietas sem e com suplementacdo de metionina e/ou taurina®.

Dietas?
Item Controle ~ MET TAU MET+TAU EPM® P
Corporal
Umidade 68,84 67,77 68,87 68,04 0,200 0,093
Proteina bruta 15,38° 16,21 15,49 16,692 0,178 0,002
Cinzas 4,13 4,32 4,11 4,37 0,106 0,814
Filé
Umidade 75,78 75,64 76,83 77,37 0,385 0,350
Proteina bruta  18,04®>  18,51%  19,03%® 19,382 0,186 0,022
Cinzas 1,13 1,11 1,11 1,17 0,012 0,458

Fonte: O autor.

10s valores sdo médias de trés repeti¢des constituidas por um tanque-rede com dez peixes.

2Controle, dieta sem suplementacdo de metionina ou taurina; MET, dieta suplementada com metionina;
TAU, dieta suplementada com taurina; MET + TAU, dieta suplementada com metionina e taurina.
SEPM: erro padrdo médio.

Os valores médios da gordura corporal (A) e gordura do filé (B) de tilapias do Nilo
na terminacdo alimentadas com dietas contendo metionina e/ou taurina sdo apresentados na
Figura 8. Os peixes alimentados com a dieta MET+TAU apresentaram menor (P = 0,027)
porcentagem de gordura corporal em relacdo a porcentagem de gordura corporal dos peixes
que receberam a dieta controle, ndo havendo diferenca significativa da gordura corporal dos
peixes alimentados com a dieta MET, TAU e MET+TAU. Como apresentado na Figura 8, 0s
peixes alimentados com as dietas TAU e MET+TAU apresentaram as menores (P<0,001)

porcentagens de gordura no filé em relacdo as demais dietas.
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Figura 8-Valores médios da gordura corporal (A) e gordura do filé (B) de
tildpias do Nilo na terminacdo alimentadas com a dieta Controle, sem
suplementacdo de metionina ou de taurina, dieta suplementada com metionina
(MET), dieta suplementada com taurina (TAU) e dieta suplementada com
metionina e taurina (MET+TAU)

A

N 13 7 .
NS
B 12 -
o)
= b
S 11 4
g
= 10 1

9 .

Controle MET TAU MET+TAU
Dieta
B

6 g a
3 5 - s
=
ol b
g |
B2
c 1
3 |

0 -

Controle MET TAU MET+TAU

Dieta

Fonte: O autor.

'0s dados sdo expressos em gramas por peixe. Barras representam a média zEPM
para cada tratamento com trés repeticGes. Letras distintas indicam diferencas
significativas pelo teste de Tukey (P <0,001).

N&o foram observados efeitos (P > 0,005) da metionina e/ou taurina sobre os niveis
plasmaticos de glicose (mg/dL), enzimas AST (U/L), ALT (U/L) e ALP (U/L). Por outro lado,
a suplementacdo de metionina e metionina+taurina resultou em menor (P < 0,001) teor de
triglicerideos plasmaticos, em relagdo aos observado em peixes que receberam as dietas
controle e TAU. Além disso, a inclusdo isolada de taurina resultou em menor concentracdo de
triglicerideos plasmaticos em relacdo ao observado em peixes que consumiram a dieta
controle. Além disso o0s peixes que receberam a dieta MET+TAU apresentaram a menor

(P=0,584) concentragdo de colesterol total em relagdo as demais dietas (Tabela 6).
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Tabela 6- Parametros sanguineos de tilapias do Nilo alimentadas com dietas sem e com suplementacéo de
metionina e/ou taurina®.

Dietas®
Item Controle MET TAU MET+TAU EPMS® P
Glicose, mg/dL 43,00 46,33 38,67 45,00 4303 0,874

Triglicerideos, mg/dL  516,67% 348,00° 441,33° 372,50 20,963 < 0,001
Colesterol total, mg/dL  131,33* 131,67* 127,00? 116,00P 5701 0,584

AST?, U/L 20,33 15,67 25,67 22,00 2,151 0,199
ALT3, U/L 31,00 40,33 41,67 31,33 3,003 0,212
ALP* U/L 21,00 26,00 26,00 25,33 1,164 0,141

Fonte: O autor.

Nalores sdo medias de trés repetices constituidas por um tanque-rede com dez peixes e letras sobrescritas
distintas indicam diferencas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

2Aspartato aminotransferase.

3Alanina aminotransferase.

“Fosfatase alcalina.

SControle, dieta sem suplementacdo de metionina ou de taurina; MET, dieta suplementada com metionina,
TAU, dieta suplementada com taurina. MET+TAU, dieta suplementada com metionina e taurina.

SEPM, erro padréo da média.

Os valores médios da qualidade do filé de tilapias do Nilo alimentadas com dietas
suplementadas com metionina e/ou taurina um dia apods o abate (filé fresco) estdo descritos na
Tabela 7. Ndo foram observadas diferencas (P = 0,974) nos valores de pH e ndo foram
observados efeitos (P > 0,05) das dietas experimentais para 0s parametros de textura dureza,
adesividade e mastigabilidade dos filés. Assim como para os parametros de cor L* (P = 0,891)
e a* (P = 0,481) um dia ap6s o abate nos filés dos peixes alimentados com as dietas
experimentais. No entanto, para a variavel de cor b *os peixes alimentados com a dieta TAU
apresentaram filés menos amarelados (P = 0,019) um dia ap6s o abate em relacdo aos peixes
que consumiram a dieta MET e MET+TAU. No entanto, peixes alimentados com a dieta TAU
apresentaram variavel de cor b*semelhante ao do filé dos peixes alimentados com a dieta

controle.
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Tabela 7- Valores médios da qualidade do filé de tilapias do Nilo alimentadas com dietas sem e com
suplementacéo de metionina e/ou taurina 1 dia ap6s o abate?.

; 3
Parametro Dietas P
Controle ~ MET TAU MET+TAU EPM*
pH 6,76 6,79 6,71 6,74 0,048 0,974
Cor?
L* 53,46 53,36 53,41 53,31 0,264 0,891
a* -1,26 -1,25 -1,68 -1,37 0,160 0,481
b* 5,26% 5,622 5,18° 5,462 0,237 0,019
Textura
Dureza, N 13,24 13,67 12,50 13,42 0,822 0,973
Adesividade, g/s -0,39 -0,29 -0,23 -0,42 0,039 0,940
Mastigabilidade, N/cm 6,56 6,66 6,17 6,27 0,408 0,967

Fonte: O autor.

Valores sdo médias de trés repeticOes constituidas por um tanque-rede com dez peixes € letras sobrescritas
distintas indicam diferencas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

2| *: luminosidade; a *: coordenada vermelho / verde; b *: coordenada amarela / azul

3Controle, dieta sem suplementacdo de metionina ou taurina; MET, dieta suplementada com metionina; TAU,
dieta suplementada com taurina; MET + TAU, dieta suplementada com metionina e taurina.

“EPM: erro padrdo médio.

Os valores médios da qualidade do file de tilapias do Nilo alimentadas com dietas

sem e com metionina e/ou taurina, 21 dias apds o abate, estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8- Valores médios da qualidade do filé de tildpias do Nilo alimentadas com dietas sem e com
suplementac&o de metionina e/ou taurina 21 dias ap6s o abate?.

Parametro? Dietas® P
Controle MET TAU MET+TAU EPM?
pH 6,44 6,53 6,51 6,57 0,093 0,985
Perda de agua, % 1,37 1,23 1,46 1,25 0,035 0,598
Cor?
L* 60,10 59,41 59,06 59,70 0,433 0,844
a* -1,57 -1,22 -1,66 -2,08 0,183 0,683
b* 9,802 9,09% 8,16 7,69° 0,260 0,001
Textura
Dureza, N 6,91 7,90 8,13 8,44 0,369 0,691
Adesividade, g/s -0,21 -0,21 -0,21 -0,19 0,010 0,916
Mastigabilidade, N/cm 3,62 5,14 3,90 4,19 0,241 0,210

Fonte: O autor.

Valores sdo médias de trés repeticdes constituidas por um tanque-rede com dez peixes e letras sobrescritas
distintas indicam diferencas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

2L *: luminosidade; a *: coordenada vermelho / verde; b *: coordenada amarela / azul

3Controle, dieta sem suplementacéo de metionina ou taurina; MET, dieta suplementada com metionina; TAU,
dieta suplementada com taurina; MET + TAU, dieta suplementada com metionina e taurina.

“EPM: erro padrdo médio.
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N&o houve efeito da utilizacdo de dietas sem e com metionina e/ou taurina sobre 0s
valores de pH (P = 0,985), perda de 4gua apos descongelamento (P = 0,598), parametro de
cor L* (P =0,844), parametro de cor a* (P = 0,683) e parametros de textura como dureza (P
= 0,691), adesividade (P = 0,916) e mastigabilidade (P = 0,210), analisadas 21 dias ap06s 0
abate. Para a variavel de cor b *, os peixes alimentados com a dieta MET+TAU apresentaram
a coloracdo do filé menos amarelada (P = 0,001) em relacéo a coloracdo do filé dos peixes
alimentados com a dieta controle e MET. Os peixes que receberam a dieta TAU
apresentaram coloragdo menos (P=0,001) amarelada em relacdo aos peixes que receberam a
dieta controle e semelhante aos peixes que receberam a dieta MET.

Os valores medios da Expressdao de mRNA dos genes, cistationa p-sintase - CBS (A),
cisteina dioxigenase — CDO (B) e adenosil-homocisteinase - AHCY (C) em tilapias do Nilo
na terminacdo sdo descritos na Figura 9. Foi observado maior expressdo (P < 0,001) de
MRNA do gene cistationa [ -sintase (CBS) no figado dos peixes alimentados com as dietas
sem suplementacdo de metionina em relacdo aos peixes alimentados com as dietas MET e
MET+TAU.

Foi observado maior expressao (P < 0,001) de mRNA do gene CDO no figado dos
peixes alimentados com as dietas sem suplementacdo de metionina, controle e TAU. Ao
contrario, peixes alimentados com as dietas com suplementacdo de metionina (MET e
MET+TAU) apresentaram menor expressdo de mRNA do gene CDO no figado dos peixes. A
expressdo de mRNA do gene AHCY foi maior (P = 0,01) no figado dos peixes alimentados
com a dieta TAU em relacdo a expressao de mRNA do gene AHCY no figado dos peixes
alimentados com a dieta controle, MET e MET+TAU. N&o houve diferencas para expressao
de mRNA do gene AHCY entre os peixes que consumiram as dietas controle, MET e
MET+TAU.



Figura 9- Expressdao de mRNA dos genes, cistationa p-sintase - CBS (A),
cisteina dioxigenase — CDO (B) e adenosil-homocisteinase - AHCY (C) em
tilapias do Nilo na terminacdo alimentadas com a dieta Controle, sem
suplementacdo de metionina ou de taurina, dieta suplementada com
metionina (MET), dieta suplementada com taurina (TAU) e dieta
suplementada com metionina e taurina (MET+TAU)
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Fonte: O autor.

10s dados sdo expressos em unidades arbitrarias. Barras representam a média
+EPM para cada tratamento com trés repeticdes. Letras distintas indicam
diferencas significativas pelo teste de Kruskal-wallis, complementado pelo
teste de comparagdo multipla de Dunn (P < 0.05).
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2.4 DISCUSSAO

A suplementacdo de metionina e/ou taurina nesse estudo utilizando tilapias no Nilo
na terminacdo, mostrou resultados favoraveis, com melhorias no desempenho produtivo,
alteracdo na composicdo corporal e perfil lipidico do sangue, expressdo de genes e qualidade
da carne. Destacam-se os efeitos da metionina sobre o desempenho produtivo e os efeitos da
taurina sobre a qualidade de carne. No presente estudo, foi verificado baixo crescimento em
peixes que receberam a dieta controle sem a inclusdo de metionina e taurina.

A metionina é o primeiro aminodcido limitante em dietas formuladas com base em
soja ou derivados da soja (NRC, 2011). A deficiéncia de metionina reduz a taxa de
crescimento e piora a eficiéncia alimentar de truta arco-iris (BELGHIT et al., 2014), tilapias
(FIGUEIREDO-SILVA et al., 2015; MICHELATO; FURUYA; GATLIN, 2018), turbot
(Scophthalmus maximus L.) (GAO et al., 2019) e yellowtail (Seriola dorsalis) (GARCIA-
ORGANISTA et al., 2019).

A suplementacdo de metionina e/ou taurina promoveu maior ganho de peso nos
peixes em relacdo aos peixes que consumiram dieta controle sem metionina e taurina, devido
a uma maior retencdo de aminodacidos, resultando em maior deposicéo proteica. Corroborando
com um estudo com juvenis de tilapias do Nilo, os peixes alimentados com dieta com niveis
inadequados de metionina e sem suplementacao de taurina, apresentaram menor ganho de
peso (MICHELATO; FURUYA; GATLIN, 2018).

Nesse estudo ndo foi encontrada diferenca no consumo dos peixes alimentados com
a dieta controle, MET e MET+TAU, entretanto os peixes alimentados com a dieta com
suplementacdo de ambos os aminoacidos apresentaram a melhor conversdo alimentar.
Alevinos de tilapia alimentados com suplementacdo de metionina e taurina consumiram maior
quantidade de alimento em relacdo aos peixes alimentados com a dieta sem suplementacdo de
metionina e taurina (MICHELATO; FURUYA; GATLIN, 2018). Em um estudo com
Argyrosomus regius, o consumo foi menor nos peixes alimentados com TAU em relacdo aos
peixes que consumiram dieta suplementada com metionina ou metionina+taurina (DE
MOURA et al., 2018).

Apesar da taurina ndo ser considerada aminoacido essencial para peixes de dgua doce
(AL-FEKY; EL-SAYED; EZZAT, 2016), peixes que consumiram a dieta TAU apresentaram

maior ganho de peso em relacdo aos que receberam a dieta controle, sem suplementacao de
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metionina e taurina, semelhantemente ao observado previamente por outros autores com
tildpias (AL-FEKY; EL-SAYED; EZZAT, 2016).

O maior ganho de peso em tilapias que consumiram a dieta com taurina em relagao
aos peixes que receberam a dieta controle, pode estar associado ao aumento da atividade da
lipase no péancreas e no intestino delgado. A taurina é conjugada com &cidos biliares para
formar &cidos taurocélico ou taurocenodesoxicolico, os principais acidos biliares de quase
todas as espécies de peixes teledsteos, atuando na digestdo de lipideos (YEH; HWANG,
2001). Dessa forma, justifica-se a melhoria na converséo alimentar, aumento na retencéo de
proteina e aumento no crescimento e rendimento dos filés dos peixes que receberam a dieta
com taurina no presente estudo, principalmente, quando a taurina foi associada com a
metionina, ocorrendo efeito combinado da metionina sobre a retencdo de proteina e a taurina
sobre a maior digestibilidade dos lipidios, com maior aporte de energia aos peixes.

Com os niveis elevados de taurina plasmatica e muscular o processo de
transsulfuracdo aumenta, bem como os acidos biliares totais plasmaticos, com essa
transsulfuracdo aumentada ocorre com o0 aumento da ingestdo de metionina e da qual a taurina
€ um aminoacido sintetizado por ela, afirmando os resultados encontrados nesse estudo, onde
utilizou a suplementacdo de ambos o0s aminoacidos, poupando a metionina que seria
convertida em taurina (GAYLORD; TEAGUE; BARROWS, 2006; TAKAGI et al., 2008),
direcionando a mesma para a sintese proteica, como atestado no presente estudo.

Destaca-se na presente pesquisa o efeito sinérgico da metionina e taurina sobre o
desempenho dos peixes. Dietas com niveis inadequados de aminoacidos reduzem o consumo
e o crescimento dos peixes (WILSON, 2003). A reducdo no crescimento ocorre pela menor
retencdo de aminoacidos, resultando em menor deposicdo proteica (ENCARNAGCAO; DE
LANGE; BUREAU, 2006). Além disso, aumenta o custo de producdo e a excrecdo de
nitrogénio (FURUYA et al., 2001). A taurina também atua no desenvolvimento muscular,
neural e visual, manutencdo da funcdo hepéatica e acdo anti-inflamatdéria nos tecidos
(SAKOMOURA et al., 2014; SALZE; DAVIS, 2015).

No presente estudo os peixes alimentados com dietas suplementadas com metionina
e/ou taurina apresentaram menor indice hepatossomatico em relacdo aos peixes alimentados
com a dieta controle. Resultado semelhante foi descrito com dourada (Acanthopagrus latus)
alimentada com dieta suplementada com taurina (DEHGHANI; OUJIFARD;
MOZANZADEH, 2019), a inclusdo de taurina resultou em menor indice hepato somatico do

catfish de cabeca amarela (Pelteobagrus fulvidraco) (LI et al., 2016), carpa negra
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(Mylopharyngodon piceus) (ZHANG et al., 2018), e Psetta maxima (Scophthalmus maximus
L) (LIU et al., 2017).

A suplementagdo de metionina + taurina resultou em menor deposi¢do de gordura
visceral, gordura corporal e nos filés, alem de menor concentracdo de triglicerideos
plasméticos em relacdo aos peixes que receberam dieta sem suplementacdo de metionina e
taurina na presente pesquisa. O efeito da reducéo nos triglicerideos plasméaticos dos peixes
alimentados com as dietas com suplementacdo de metionina combinada com taurina, pode ser
atribuido ao aumento da atividade da lipoproteina lipase, que é uma enzima responsavel pela
hidrélise do triglicerideos (NANDHINI; BALAKRISHNAN; ANURADHA, 2002).

A taurina aumenta a utilizacdo de colesterol para a sintese de acido biliar no figado,
melhorando a atividade da colesterol-7-a-hidroxilase, uma enzima limitadora da taxa de
sintese de acido biliar (NANDHINI; BALAKRISHNAN; ANURADHA, 2002). A taurina
conjugada a bile promove lipdlise e formacdo de acidos graxos e melhora o metabolismo
lipidico (ZENG et al., 2012). O efeito hipolipidémico da taurina é associado a atividade
elevada da colesterol-7-a-hidroxilase, a enzima limitadora da taxa do catabolismo do
colesterol em 4cidos biliares, atividade diminuida Acyl CoA: colesterol aciltransferase,
regulacdo positiva dos receptores LDL no figado, e aceleracéo relacionada da rotatividade de
LDL (ICHIKAWA, 1987; MURAKAMI et al., 2002).

Em varias espécies de peixes, foi relatado que a suplementacdo de taurina na dieta
aumenta o contedo de &cidos biliares conjugados (KIM et al., 2015; YUN et al., 2012). A
digestdo dos lipidios envolve hidrolise extracelular ao longo do intestino por uma variedade
de lipases e colipases (BAKKE; GLOVER; KROGDAHL, 2011), e sabe-se que os acidos
biliares desempenham um papel importante na atividade da lipase dos peixes (TOCHER,
2003). A lipase tem sido descrita como a principal enzima lipolitica na digestdo lipidica de
peixes, é secretada pelo pancreas, catalisa a decomposicao do triacilglicerol em diacilglicerol
e monoacilglicerol, a lipase pode reduzir a deposicdo lipidica nos tecidos periféricos
(SAVONA, 2011).

Em estudo com juvenis de tilapia o indice hepatossomatico e a propor¢ao de gordura
visceral ndo foram afetados pela suplementacdo dietética de metionina e/ou taurina
(MICHELATO; FURUYA,; GATLIN, 2018). Isso se explica pelo fato de os peixes na
terminacdo possuirem maior deposicdo de gordura ao contrario de juvenis necessitando de
energia para o crescimento, proporcionando baixa deposicao lipidica.

Os parametros sanguineos sdo considerados como indicador para o status saudavel e

condic¢oes fisioldgicas dos peixes (KADER et al., 2010). Foi observado nesse estudo que 0s
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peixes que consumiram a dieta MET e MET+TAU apresentaram uma reducdo no teor de
triglicerideos em relacdo aos peixes alimentados com a dieta controle e a dieta TAU, indicando
que com a suplementacdo de metionina ou metionina combinada com taurina melhorou o
perfil de triglicerideos sanguineos. Além disso, os peixes alimentados com a dieta MET+TAU
apresentaram reducdo no colesterol total em relacdo ao teor de colesterol dos peixes
alimentados com as demais dietas. Em estudos com juvenis de carpa negra (Mylopharyngodon
piceus), a concentracdo de triglicerideos foi reduzido nos peixes alimentados com dietas
suplementadas com taurina (ZHANG et al., 2018). Nesse estudo pode se associar que com a
suplementacdo somente de metionina na dieta, parte dela pode ter sido convertida em taurina,
ambos atuando como antioxidantes.

A taurina dietética esta envolvida na composicao de &cidos biliares conjugados em
Paralichthys olivaceus (KIM et al., 2007). Além da taurina, a metionina € precursora da
metilacdo celular e da sintese de cisteina e, portanto, a cisteina produzida pode ser utilizada
na tradugéo de proteinas e na sintese da glutationa antioxidante e também da taurina que é
antioxidante, atuando na digestdo de lipidios e na defesa antioxidativa (BLACHIER; WU,
YIN, 2013; LI et al., 2009; REZZI et al., 2007).

Na presente pesquisa, ndo foram observadas diferencas para glicose (mg/dL) e para
as enzimas AST (U/L), ALT (U/L) e ALP (U/L) entre as dietas experimentais. A glicose
plasmatica é comumente considerada como um indicador de estresse em peixes, o alto nivel
da mesma esta relacionado com maior nivel de estresse nos peixes (ESLAMLOO;
FALAHATKAR; YOKOYAMA, 2012), ndo sendo esperado efeitos dos aminoacidos
avaliados na presente pesquisa sobre a glicose plasmatica. No entanto, os efeitos da
suplementacdo de taurina sobre os niveis de glicose plasmatica sdo controversos, como
observado em estudos com o linguado japonés (Paralichthys olivaceus) (HAN et al., 2014),
sargo (Diplodus sargus) (MARTINS et al., 2019) e bagre de cabeca amarela (Pelteobagrus
fulvidraco) (LI et al., 2016).

Na presente pesquisa, foi destacado o efeito da metionina e/ou taurina sobre o0s
parametros de qualidade de carne. Sendo demonstrado que os peixes que receberam a dieta
TAU apresentaram filés menos amarelado que relacéo aos peixes que receberam a dieta MET
e MET+TAU. Apo6s 21 dias do abate dos peixes e permanéncia dos filés sob congelamento,
filés dos peixes alimentados com a dieta MET+TAU e TAU apresentaram coloracdo menos
amarelada em relacdo aos filés dos peixes alimentados com a dieta controle e MET. A cor da
carne é afetada principalmente pela oxidacéo lipidica em peixes (BUCHANAN; THOMAS,

2008; SERRAO, 2007). Destaca-se que peixes que consumiram taurina apresentaram menores
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teores de lipidios nos filés, reduzindo a possibilidade de oxidagdo dos lipidios, além da
capacidade antioxidante da taurina, j& mencionada anteriormente na presente pesquisa.

O consumidor procura por produtos de qualidade e que sejam bem apresentados, a
coloragdo menos amarelada dos filés é devido ao fato da taurina atuar como antioxidante,
diminuindo o teor de gordura nos filés e consequentemente reduzindo a oxidacao lipidica,
causada pelo alto teor de gordura nos filés, com isso, prolongando a vida de prateleira dos
filés e sendo mais aceito pelos consumidores, sendo encontrado resultados semelhantes com
bagre de cabeca amarela (LI et al., 2016). A taurina possui efeito hipolipidémico, aumentando
a sintese de acidos biliares, que induzem a lipase ativada por sal biliar, além de aumentar a
atividade da lipoproteina lipase que eventualmente poderia reduzir a deposicédo lipidica nos
tecidos periféricos (NANDHINI; BALAKRISHNAN; ANURADHA, 2002).

A qualidade do filé é importante para sustentar a producédo de peixes, uma vez que
perdas na unidade produtora ou rejeicdo dos filés nas industrias processadoras reduzem as
margens de lucro (ALLRED et al., 2019). Nao houve diferencas para os parametros de textura
dos filés nesse experimento. Entretanto, em um experimento com robalo europeu
(Dicentrarchus labrax) com suplementacdo de taurina, a dureza e mastigabilidade do filé
aumentaram significativamente com niveis mais altos de taurina na dieta (KOTZAMANIS et
al., 2019).

O mecanismo exato pelo qual a taurina influencia a textura do filé ainda nédo
totalmente conhecido, sendo atribuido principalmente a capacidade antioxidante do
aminoacido (KOTZAMANIS et al., 2019). Para 0 nosso conhecimento, nenhum estudo
anterior tenha mencionado um impacto da taurina na dieta sobre os atributos de textura do filé
de tilépias.

A taurina exerce papel importante como antioxidante, reduzindo ou minimizando o
impacto negativo dos radicais livres, aumentando a defesa antioxidante (ZHANG et al., 2018).
Em frangos de corte, utilizando suplementacéo de taurina de 5 g/kg, idéntica ao valor utilizado
na presente pesquisa, foi recentemente demonstrado o potencial da taurina como antioxidante,
reduzindo a oxidacdo de lipidios e reduzindo a perda de agua por gotejamento (XU et al.,
2019).

No presente estudo, peixes alimentados com a dieta sem suplementacdo de metionina
apresentaram maior expressdao de mRNA do gene CBS, em comparacdo com a expressao
obtida em peixes que consumiram as demais dietas suplementadas com metionina. A menor
expresséo de mRNA do gene CBS em peixes alimentados com dietas com metionina e

metionina + taurina indicou regulacdo negativa da remetilacdo no figado para sintetizar
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metionina em peixes que consumiram a dieta com deficiéncia de metionina (KWASEK et al.,
2014).

Em dietas com niveis adequados de metionina, o fluxo do substrato pela via de
transmetilagdo diminui, ocorrendo aumento do fluxo pela via de transsulfuragdo (HOSSEINI
etal., 2011) . A deficiéncia dietética de metionina resulta em aumento na expressdo de mRNA
do gene CBS, que catalisa 0 primeiro passo da via da transsulfuracdo (da homocisteina em
cistationa), objetivando aumentar a sintese enddgena de metionina (FONTAGNE-
DICHARRY et al., 2017). Na presente pesquisa, a menor atividade do gene CBS em dietas
suplementadas com metionina, indicou seu direcionamento para a sintese proteica, conforme
previamente descrito em um estudo com ratos (OHUCHI et al., 2009).

O aumento no numero de copias de mRNA do gene CBS indicou que em dietas
contendo baixo nivel de metionina, a mesma € direcionado para a sintese de taurina utilizada
para atender as funcdes fisioldgicas (KWASEK et al., 2014), como producédo de taurocolato,
envolvido na producdo de sais biliares e na digestdo de lipidios; defesa antioxidante das
ceélulas; osmorregulacdo celular; desenvolvimento muscular, neural e visual; manutencdo da
funcdo hepatica e acdo anti-inflamatoria nos tecidos (SAKOMOURA et al., 2014; SALZE;
DAVIS, 2015). Tal fato foi evidenciado em trutas arco-iris, que possuem a taurina como
aminoacido essencial (GIBSON GAYLORD et al., 2007).

Na presente pesquisa, a suplementacao de metionina e/ou taurina influenciou o nUmero
de copias de mRNA da CDO. Peixes alimentados com a dieta controle e com suplementacao
de taurina demonstraram a maior expressdo de mRNA do gene CDO, que é uma enzima
metabolica altamente regulada, que pode sugerir que, como nos mamiferos, os peixes podem
nédo ter o CDO regulado em resposta a suplementacdo de taurina, sendo predominantemente
regulado em resposta a concentracao de cisteina na dieta (STIPANUK et al., 2009). Em um
estudo prévio realizado com juvenis de tilapias do Nilo ndo foi observado influéncia da
suplementacdo de metionina e/ou taurina sobre a expressio de mRNA da CDO
(MICHELATO; FURUYA; GATLIN, 2018).

A metionina possui funcdo importante no metabolismo dos aminoacidos sulfurados,
pela da participacdo unica a S-adenosilmetionina (SAM) e S-adenosil-homocisteina (SAH)
sdo sintetizadas, sendo ambos 0s compostos envolvidos na manutencdo de grupos metil no
tecido hepatico (KWASEK et al., 2014). A SAH ¢ hidrolisada pela S-adenosil-homocisteinase
(AHCY) em homocisteina, que tem dois destinos metabdlicos possiveis: formar a metionina
de volta por remetilagdo ou entrar na via de transulfuragdo para produzir cisteina (TANG et
al., 2010).


https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/s-adenosylmethionine
https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/homocysteine
https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/homocysteine
https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/transsulfuration-pathway
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Nesse estudo, para a expressdo de mMRNA do gene AHCY, houve um maior nimero de
copias de mRNA nos peixes alimentados com a dieta TAU em relacdo aos peixes que
receberam as demais dietas. No entanto, em um estudo com salmdo do Atlantico, foi avaliado
a suplementacao dietética de metionina, os autores observaram niveis mais altos de mRNA de
AHCY em salmonideos alimentados com dietas contendo o0s niveis mais baixos e mais altos
de metionina testados (0,0 e 17,4 g/kg-*) (KWASEK et al., 2014). O mesmo foi encontrado
em outro trabalho com tilapias do Nilo, onde os niveis de MRNA foram mais baixos nos peixes
alimentados com niveis adequados ou inadequados de metionina, sugerindo que o0 gene AHCY
pode ndo ser regulado pela presenca ou auséncia de metionina em peixes (MICHELATO;
FURUYA; GATLIN, 2018), corroborando com esse estudo, onde permaneceu inalterado os
niveis de MRNA dos peixes que receberam a dieta controle sem suplementagdo de metionina
e taurina para os peixes que receberam MET e MET+TAU.

Os alimentos de origem vegetal possuem diversos fatores antinutricionais e
aminoacidos limitantes de aminoacidos (GATLIN et al., 2007). Na soja e derivados, a
metionina é o aminoacido mais limitante (VIDAL et al., 2017). Além disso, a taurina tem sido
destacada como aminoacido condicionalmente essencial para tilapias (AL-FEKY; EL-
SAYED; EZZAT, 2016). Na presente pesquisa, a suplementacdo de metionina e taurina
melhorou o desempenho produtivo e qualidade da carne, sendo observado efeito sinérgico dos
aminoacidos, resultando em melhores resultados em peixes que consumiram a dieta
suplementada com metionina e taurina.

Foi demonstrado também elevada expressdo de mMRNA do gene CDO, demonstrando
maior atividade da enzima em peixes que consumiram a dieta deficiente em metionina e
taurina e dos que receberam a dieta com taurina. Destaca-se na presente pesquisa os efeitos
da metionina e, principalmente, da taurina, como antioxidantes, com reducédo na perda de agua
e manutencdo da textura e cor dos filés. O filé é o principal e mais valorizado produto da
industrializacdo de tilapias. A adequada suplementacdo de aminoacidos que contribuem para
aumentar o rendimento de filé e preservar o seu frescor possui grande impacto econémico na
industrializacdo e comercializacdo do pescado, além de garantir a seguranca alimentar dos

consumidores.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

A suplementacdo de metionina e/ou taurina mostrou efeitos positivos no desempenho,
parametros sanguineos, expressdo de genes e qualidade da carne de tildpias do Nilo na
terminagdo. Apesar da metionina e taurina atuarem isoladamente sobre o desempenho
produtivo e qualidade da carne, a suplementacdo de metionina apresentou efeito marcante
sobre o desempenho produtivo, enquanto a taurina apresentou maior influéncia sobre a
qualidade da carne.

E importante pesquisas com aminoacidos para peixes em terminagio considerando o
desempenho produtivo e qualidade da carne. O filé é o principal e mais valorizado produto da
industrializagdo de tilapias no Brasil. Com a crescente demanda para inclus&o de alimentos de
origem vegetal em dietas para tilapias, além da metionina, um aminoacido essencial e
limitante, € importante considerar a taurina para evitar a utilizacdo da metionina para a sintese
de taurina.

E possivel que a exigéncia de metionina dietética seja mais elevada em dieta
elaboradas com dieta composta exclusivamente com alimentos de origem vegetal, com baixo
teor de taurina. Dessa forma, a variacdo da exigéncia dietética de metionina descrita na
literatura pode estar relacionada também com a composicdo da dieta. Assim, a apresentacdo
da exigéncia relacionando o nivel de metionina e cisteina, além do nivel taurina, € importante
a ser considerada em futuras pesquisas envolvendo aminoacidos sulfurados em nutri¢cdo de
peixes.

Assegurar o frescor da carne de tilapias € importante do ponto de vista comercial e
seguranca alimentar ao consumidor. A cor e textura sdo parametros que influenciam a escolha
do pescado pelo consumidor no momento da compra, estando relacionados também com o
tempo de prateleira, principalmente pela oxidagdo dos lipidios presentes no pescado. Pela
presenca de maior propor¢do de &cidos graxos insaturados no pescado, em relacdo a carne
bovina, antioxidantes biol6gicos como a taurina estdo sendo cada vez mais avaliados para
substituir antioxidantes sintéticos que envolvam risco a saude humana.

Tilapias de grande porte, utilizada na presente pesquisa, sao preferidas para a culinaria
japonesa que utilizam peixes “in natura”, sendo que os parametros de cor e textura sdo de
grande importancia para apresentacdo do produto destinado ao consumidor. Além disso,
destaca-se o valor comercial agregado do produto, pela utilizacdo de antioxidante bioldgico

natural como a taurina.



