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RESUMO

O interesse na suplementacdo de dietas com aminoécidos cristalinos vem aumentando com a
utilizacdo de dietas com ingredientes proteicos de origem vegetal vegetais para tilapias, visando
melhorar o valor nutritivo da dieta, otimizando a eficiéncia proteica, consequentemente
melhorando o crescimento dos peixes. O presente estudo objetivou avaliar o desempenho
produtivo e perfil de aminoacidos plasmaticos de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com
diferentes concentragdes de aminoécidos cristalinos. Trés dietas com 423 g kg de proteina
bruta e 3600 kcal kg™ de energia digestivel foram elaboradas para atender as exigéncias de
juvenis de tilapia do Nilo, a base de proteina da farinha de peixe sem suplementacdo de
aminoacidos cristalinos (ALP), 12% de proteina bruta (PB) de amino&cidos cristalinos (AC12)
e 24% da PB de aminoacidos cristalinos (AC24). Foi adicionado bicarbonato de sddio nas dietas
AC12 e AC24 para ajuste do pH a 7,0. Foram distribuidos 360 (peso inicial 4,3 £ 0,1g) juvenis
de tilapia do Nilo, em sistema de recirculacdo, com 24 aquarios de 70 L, com 15 peixes cada.
Os peixes foram alimentados manualmente, seis vezes ao dia, por oito semanas. Em
delineamento inteiramente casualizado, com trés tratamentos e oito repeti¢6es. Para o perfil de
amino&cidos plasmaticos, os dados foram analisados usando delineamento em esquema fatorial
3 X 6, com trés dietas (ALP, AC12 e AC24) e seis tempos (0; 60; 120; 240; 480 e 960 min pos-
alimentacédo) de coleta. Os peixes alimentados com a dieta ALP e AC12 apresentaram maior
peso final, ganho de peso, taxa de crescimento, taxa de eficiéncia proteica e conversao
alimentar, em relagéo aos peixes que consumiram a dieta AC24. Houve interagéo entre dieta e
tempo para o nivel plasméatico de metionina e treonina. Peixes alimentados com dieta AC24
apresentaram pico plasmatico de metionina com 240 min p6s-alimentagdo, enquanto o pico de
metionina em peixes alimentados com as dietas ALP e AC12 ocorreu posteriormente, com 480
min. Peixes que receberam a dieta AC24 apresentaram pico de treonina 120 min apos
alimentacdo, enquanto o pico de treonina no plasma ocorreu com 240 min em peixes
alimentados com as dietas ALP e AC12. O nivel de lisina foi maior nos peixes alimentados com
a dieta AC24, em comparacdo com o nivel plasmatico nos peixes alimentados com as dietas
ALP e AC12. Ao usar o tempo pos-alimentagdo como critério de resposta, a analise de regressao
quadratica estimou os picos de arginina e lisina plasmatica em 532 e 527,5 min,
respectivamente. Concluiu-se que a suplementacdo de aminoacidos cristalinos em até 12% da
PB se equivale em desempenho produtivo, e retencdo de aminoacidos ao desempenho de
juvenis de tilapia do Nilo alimentados com a dieta sem adi¢cdo de aminoacidos cristalinos. A
dieta com 24% de proteina derivada de aminodcidos cristalinos resulta em assincronia na
utilizacdo de aminoécidos, prejudicando a retencdo de aminoacidos e, consequentemente, 0
desempenho produtivo dos peixes.

PALAVRA-CHAVE: Aminoacidos cristalinos, Aminoacidos plasmaticos, Absorcdo pds-
prandial.



ABSTRACT

Crystalline amino acids have been emerging in plant-based diets for tilapias to improve the
nutritive value and consequently optimize feed efficiency and growth of fish. The present study
aimed to evaluate the productive performance and plasma amino acid profile of Nile tilapia
juveniles fed different concentrations of crystalline amino acids. Three diets with 423 g kg-1 of
crude protein and 3600 kcal kg-1 of digestible energy were designed to meet the requirements
of juvenile Nile tilapia, based on fishmeal protein without crystalline amino acid (ALP)
supplementation, 12% crude protein (CP) of crystalline amino acids (AC12) and 24% of CP of
crystalline amino acids (AC24). Sodium bicarbonate was added to the AC12 and AC24 diets to
adjust the pH to 7.0. 360 (initial weight 4.3 £ 0.1g) juveniles of Nile tilapia were distributed in
a recirculation system, with 24 aquariums of 70 L, with 15 fish each. The fish were fed
manually, six times a day, for eight weeks. In a completely randomized design, with three
treatments and eight repetitions. For the plasma amino acid profile, data were analyzed using a
3 x 6 factorial design, with three diets (ALP, AC12 and AC24) and six times (0; 60; 120; 240;
480 and 960 min post-feeding) collection. Fish fed the ALP and AC12 diet had higher final
weight, weight gain, growth rate, protein efficiency rate and feed conversion, compared to fish
that consumed the AC24 diet. There was an interaction between diet and time for the plasma
level of methionine and threonine. Fish fed the AC24 diet showed plasma methionine peak at
240 min post-feed, while the methionine peak in fish fed the ALP and AC12 diets occurred
later at 480 min. Fish that received the AC24 diet showed a threonine peak 120 min after
feeding, while the plasma threonine peak occurred at 240 min in fish fed the ALP and AC12
diets. The level of lysine was higher in fish fed the AC24 diet, compared to the plasma level in
fish fed the ALP and AC12 diets. Using post-feeding time as a response criterion, the quadratic
regression analysis estimated the peaks of plasma arginine and lysine at 532 and 527.5 min,
respectively. It was concluded that supplementation of crystalline amino acids in up to 12% of
CP is equivalent to productive performance, and retention of amino acids to the performance
of Nile tilapia juveniles fed the diet without the addition of crystalline amino acids. The diet
with 24% protein derived from crystalline amino acids results in asynchrony in the use of amino
acids, impairing the retention of amino acids and, consequently, the productive performance of
the fish.

KEY WORDS: Crystalline amino acids, Plasmatic amino acids, Post-prandial absorption.
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CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1. INTRODUCAO

A aquicultura alcanca avangos no cenario global, em sistemas de producdo que visam a
qualidade e eficiéncia de manejo, produtividade, além da producdo de peixes de qualidade e
com menor custo (PEIXEBR, 2019). Com relacdo a producéo de pescado no ano de 2019, 80
milhGes de toneladas referem-se a peixes advindos da aquicultura, com crescimento de 60% de
2007 a 2017, enquanto 92 milhdes de toneladas referem — se a peixes de captura. Estima-se que
em 2020, a criacdo de peixes ultrapassara os peixes capturados mundialmente (FAO, 2018).

Vaérias espécies de peixes sdo exploradas economicamente na aquicultura mundial. No
ranking mundial das espécies de agua doce mais criadas, a tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) esta em segundo lugar. O Brasil € o quarto produtor global de tilapias, sendo o grupo
de peixes mais utilizado na piscicultura (PEIXEBR, 2019). Na alimentacdo de tilapias, destaca-
se o farelo de soja e derivados, como principal fonte proteica de origem vegetal (GONCALVES
et al., 2008).

Ingredientes de diferentes origens, animal e vegetal, ttm sido empregados na
alimentacdo de tilapias. Fontes proteicas de origem animal tém sido substituidas por fontes
proteicas de origem vegetal, pois sdo mais econémicas e menos poluentes, devido a menor
excrecdo de nitrogénio no ambiente (GATLIN et al., 2007). Entretanto, ingredientes de origem
vegetal apresentam limitacdes de alguns aminoacidos essenciais, como lisina, metionina e
treonina (CARVALHO et al., 2008). Pesquisas recentes evidenciam a importancia da utilizagéo
de aminoé&cidos cristalinos, em dietas com base em alimentos de origem vegetal (GATLIN et
al., 2007). A limitacdo de alguns aminoacidos nas fontes proteicas vegetais pode ser suprida
com a adicdo de aminoacidos cristalinos (AMBARDEKAR; REIGH; WILLIAMS, 2009).

Estudos sugerem que a adi¢cdo aminoécidos cristalinos, pode interferir no pico de
absorcdo de aminoacidos plasmaticos, eficiéncia proteica, retencdo de aminoacidos e
composicdo corporal dos peixes (MURAI et al, 2011; AMBARDEKAR; REIGH;
WILLIAMS, 2009). Sendo assim, é necessario que sejam feitos mais estudos avaliando a adicdo

de aminoécidos cristalinos, para compreender sua absorcao, e consequéncias no desempenhos.



1.1. TILAPIA DO NILO

A aquicultura alcanga avangos no cenario global, em sistemas de producdo que visam a
qualidade e eficiéncia de manejo, produtividade, além da producdo de peixes de qualidade e
com menor custo (PEIXEBR, 2019). Com relacdo a producéo de pescado no ano de 2019, 80
milhdes de toneladas referem-se a peixes advindos da aquicultura, com crescimento de 60% de
2007 a 2017, enquanto 92 milhdes de toneladas referem — se a peixes de captura. Estima-se que
em 2020, a criacdo de peixes ultrapassara os peixes capturados mundialmente (FAO, 2018).

As tilapias sdo o segundo grupo de peixes de &gua doce mais criada mundialmente,
ficando atras apenas das carpas, principalmente carpa-capim (Ctenopharyngodon idellus);
carpa-prateada (Hypophthalmichthys molitrix) e carpa comum (Cyprinus carpio) (FAO, 2018).
O Brasil ocupa a 42 posicao na tilapicultura mundial. A producao brasileira de tilapias atingiu
400.280 toneladas em 2018, um aumento de 11,9% em relacdo a 2017 com 357.639 toneladas.
O estado do Parana foi 0 maior produtor de tilapias, com uma producgdo de 123.000 toneladas
em 2018 (PEIXEBR, 2019).

Originarias da Africa, Jordao e Israel, com cerca de 70 espécies identificadas, as tilapias
fazem parte da familia Cichlidae (MCANDREW, 2000). A primeira espécie a ser introduzida
no Brasil foi a tilapia do Congo (Tilapia rendalli). Posteriormente, a tilapia de Zanzibar
(Oreochromis urolepis hornorum), e a tilapia do Nilo, em 1971 (ZIMMERMANNS;
FITZSIMMONS, 2004).

Ha linhagens geneticamente adaptadas as condicdes de criacdo no Brasil. A tilapia
Tailandesa, no Brasil desde 1996, registrada como Supreme Tilapia Aquabel (SCORVO-
FILHO et al., 2010). A tilapia do Nilo, de habito alimentar onivoro, consome ragdo desde a fase
larval, tem rapido crescimento, maturagdo sexual tardia, carne magra, sem espinho em “Y” e
apresenta Otima capacidade de utilizacdo de ingredientes de origem animal e vegetal
(VANNUCCINI, 1999; PEZZATO et al., 2002). A capacidade de utilizagdo e aproveitamento
dos ingredientes de origem vegetal, deve-se a adaptaces morfofisioldgicas, como dentes

faringeanos, pH estomacal acido e intestino longo (PEZZATO et al., 2002).
1.2. INGREDIENTES DE ORIGEM VEGETAL E ANIMAL
Proteina é o principal constituinte corporal dos peixes (PEZZATO et al., 2002). As

proteinas sdo exigidas com dois objetivos principais para 0 organismo, como manutencdo e

crescimento (ROUBACH et al., 2002). Para atender a elevada exigéncia dietética de proteina,



as fontes proteicas como farinha de peixe, farinha de carne e 0ssos, farinha de sangue, farinha
de penas, glaten de trigo, farinha de cevada, concentrados proteico e farelo de soja sdo 0s
ingredientes proteicos mais utilizados na alimentagéo de peixes (KOCH et al., 2016).

A farinha de peixe € um coproduto obtido da producéo e captura de peixes (TACON;
METIAN, 2008). Possui alto teor proteico, bom perfil de aminoéacidos, alta digestibilidade,
palatabilidade e auséncia de fatores antinutricionais (MILES; CHAPMAN, 2018). Nos ultimos
quarenta anos, a utilizacdo da farinha de peixe tem sofrido algumas mudancas. No ano de 1998,
80% da producdo mundial de farinha de peixe foi destinada a alimentagédo de aves e suinos, e
10% para a aquicultura. Ap6s 10 anos, 39,2% foi destinado a aves e suinos, e 60,8% destinado
a aquicultura (RAHIMNEJAD et al., 2019).

Dentre as fontes proteicas de origem vegetal, a opcdo com maior disponibilidade, € a
soja (GATLIN et al., 2007). O grao de soja possui cerca de 24% de proteina bruta, bom balanco
de aminoé&cidos e alto teor lipidico. Porém, o grdo de soja in natura, apresenta fatores
antinutricionais para peixes, como a tripsina, saponinas, lectinas e fitatos (PEZZATO et al.,
2002). Estudos comprovam que dietas com soja in natura como principal fonte proteica,
apresentam reducdo no consumo e digestibilidade, o que se deve a fatores antinutricionais
(SANTOS et al., 2010).

Visando maximizar utilizacdo da soja como fonte proteica nas dietas, tem-se realizado
varios processamentos para aproveitamento de coprodutos livres ou valores reduzidos de
fatores antinutricionais, com alto teor proteico e baixo custo. Destacam-se o farelo de sojae o
concentrado proteico (GATLIN et al., 2007). O farelo de soja, é o residuo da extracdo de 6leo
do gréo de soja. Possui cerca de 45% de proteina bruta, bom perfil de aminoacidos e baixo
custo, o que favorece sua utilizacdo nas dietas. Porém, sua utilizacdo é limitada devido a
presenca de fatores antinutricionais resistentes ao tratamento térmico durante a obtencdo do
farelo de soja, aléem da limitacdo de aminoacidos essenciais, como a metionina (SANTOS et
al., 2010).

O concentrado proteico pode ser obtido de trés formas: lixiviagdo com agua,
desnaturacdo e lixiviagdo com &lcool. A presenca de fatores antinutricionais, se deve ao tipo de
processamento utilizado, como por exemplo, as saponinas sao ausentes no concentrado proteico
obtido por meio de lixiviagéo alcoolica (DENG et al., 2006).

Outras alternativas de ingredientes proteicos de origem vegetal para peixes sdo o gluten
de milho e gluten de trigo (TUSCHE et al., 2012; KHALIFA et al., 2018). Possuem 60 a 70%
de proteina bruta, respectivamente, auséncia de fatores antinutricionais, porém, possuem
quantidades limitantes de lisina, para peixes (FURUYA et al., 2005; GATLIN et al., 2007).



A substituicdo da farinha de peixe em dietas para peixes, é viavel e desejavel dos pontos
de vista ambiental e socioecondmico (KOCH et al., 2016). Porém, ainda ha limitaces na
utilizacdo de ingredientes como, farelo de soja e concentrados proteicos, devido a limitacdo de
aminoacidos como metionina e lisina (GATLIN et al., 2007). A correta associacdo de fontes
proteicas de origem animal e vegetal formam um alimento completo nutricionalmente, devido
a complementacdo de aminoacidos. Ainda assim, os ingredientes utilizados na formulagéo de
dietas para peixes, apresentam diferentes niveis de proteina e aminoacidos, podendo ocorrer
deficiéncias de aminoacidos. Sendo assim, os aminoacidos cristalinos auxiliam para um bom
desempenho dos peixes (NRC, 2011).

1.3. PROTEINAS E AMINOACIDOS

Proteinas sdo macromoléculas, formadas por sequencias de 20 aminoacidos, e possuem
varias funcdes no metabolismo animal (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000). Entre elas, a
formacdo do DNA, elementos estruturais como colageno, elastina, queratina, contracdo
muscular, fonte de aminoacidos, transporte de gorduras, vitaminas e minerais, enzimas,
hormdnios, sistema imune, além de poder ser utilizada como fonte alternativa de fornecimento
de energia, através da oxidacdo de aminoécidos (SILVA; COSTA; LIMA, 2014).

Quatro niveis estruturais da proteina sdo comumente definidos. A estrutura primaria,
inclui todas as ligacGes peptidicas e dissulfeto, formando uma cadeia polipeptidica (WU et al.,
2004). A estrutura secundaria, € definida por arranjos estaveis de residuos de aminoéacidos, que
formam padrdes estruturais recorrentes. A estrutura terciéria, é formada pelo enovelamento
tridimensional polipeptidico. A estrutura quaternaria, é formada quando uma proteina tem duas
ou mais subunidades polipeptidicas (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).

As unidades fundamentais das proteinas sdo os aminoacidos, definidos como
substancias que contém um grupo amino e um grupo carboxil. Diferem-se em duas cadeias
laterais (grupo R), que variam em tamanho, estrutura e carga. O grupo R pode ser apolar
(alanina, valina, leucina, isoleucina, glicina, metionina e prolina); polar (serina, treonina,
cisteina, asparagina e glutamina); aromatico (fenilalanina, tirosina e triptofano); carregado
positivamente (lisina, arginina e histidina) e carregado negativamente (aspartato e glutamato)
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).



Figura 1 - Estrutura geral de um aminoacido. O grupo R, ou cadeia lateral (roxo), ligado ao carbono a (cinza) é
diferente em cada aminoacido.

Fonte: (LEHNINGER, NELSON, COX, 2000).

Existem cerca de 700 aminoacidos na natureza, porém, apenas 20 aminoacidos
participam da formacdo de proteinas (WU, 2013). Quando duas moléculas de aminoacidos
ligam-se de modo covalente, sdo denominadas ligacdes peptidicas. Os termos “polipeptideo™ e
“proteina” sdo utilizados com 0 mesmo intuito, porém, os polipeptideos possuem menor massa
molecular, enquanto que as proteinas possuem massas moleculares mais elevadas. Todos os 20
aminoacidos, sdo a-aminoacidos pois possuem um grupo carboxila e um grupo amino ligados
ao carbono a. Além de que, todos 0s aminoacidos possuem nomes comuns, ou derivados da
fonte que foram primeiramente isolados. Por exemplo, asparagina-aspargo; glutamato-glaten
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).

O primeiro aminoécido de cadeia ramificada a ser descoberto por J. L. Proust, em 1819,
foi o acido a-aminoisocaproico, a partir do queijo, conhecido como r-leucina. Acido a-
aminoisovalerico, L- valina, foi isolado de extratos de tecidos animais como figado, pulméo,
pancreas e foi o segundo aminoacido de cadeia ramificada a ser descoberto, por E. von Gorup-
Besanez, em 1856. Apo6s ser reconhecido como um dos aminoacidos que compde as proteinas,
o acido a-aminopropionico, L-alanina, foi o primeiro a ser isolado através da sintese quimica
por A. Strecker, em 1850. Sua estrutura e configuracao, foram estabelecidos em 1901 a partir
de sua conversdo em &cido latico (WU, 2013).

Descoberto por J. H. Mueller em 1922, o &cido-a-amino-Y-metilbutirico, L-metionina,
um aminoacido sulfurado, foi obtido a partir do hidrolisado acido de caseina. O &cido

pirrolidina-2-carboxilico, L-prolina, foi o segundo aminoacido a ser obtido a partir da sintese



quimica, por R. Willsatter em 1900. Posteriormente, foi descoberto que a -prolina é encontrada
em proteinas extracelulares e colageno. O &cido aminoacético, -glicina, foi primeiramente
isolado a partir da hidrolise acida de gelatina, pelo francés H. Braconnot, em 1820. Sua estrutura
foi estabelecida por A. Cahours em 1857, e ap6s um ano, sintetizada quimicamente a partir de
amonia e acido monocloroacético (WU, 2013).

Obtido primeiramente da preparacdo de caseina pura, o acido a-amino-p-(p-
hidroxifinil), L-tirosina, foi descoberto por J. von Liebig, em 1846. Sua estrutura foi bem
estabelecida por E. Enlenmeyer e A. Lipp em 1883, e foi 0 primeiro aminoacido aromatico a
ser descoberto. O acido a-amino-p-3-indolepropionico, r-triptofano foi descoberto por F. G.
Hopkins e S. W. Cole, em 1901, a partir da digesta pancreatica da caseina. Cinquenta anos apds
sua descoberta, alguns de seus metabolitos foram encontrados em animais, pelo quimico aleméo
J. von Liebig em 1853. O acido a-amino-B-fenilpropionico, r-fenilalanina, foi obtida de brotos
de tremogo, e teve sua estrutura estabelecida por E. Schulze e J. Barbieri, em 1879 (WU, 2013).

A 1-lisina, acido a-amino-e-diaminocaproico, foi descoberto como sendo uma
substancia alcalina no hidrolisado de caseina. A lisina cristalina foi preparada pela primeira vez
por dois quimicos americanos, H. B. Vickery e C. S. Leavenworth, em 1928. A r-arginina,
acido 2-amino-5-guanidinovalérico, foi extraido de sementes de tremogo, por E. Schulze e E.
Steiger, em 1886. O ciclo da ureia (ciclo da ornitina) descrito por H. A. Krebs e K. Henseleit
em 1932, mostra o importante papel da arginina nessa via metabdlica. A v-histidina, acido a-
amino- B-imidazolpropionico, foi descoberto por A. Kossel, em 1896. Sua estrutura contém um
anel imidazol, o qual foi descoberto por H. Pauly em 1904 e confirmado através de sinteses
quimicas por F. L. Pyman, em 1911 (WU, 2013).

Composto sulfurado da reducdo da cistina, o acido a-amino-p-mercaptopropionico, a r-
cisteina foi descoberta por W. H. Wollaston e E. Baumann. O acido a-amino-glutaramico, .-
glutamina, descoberto por E. Schulze e E. Bosshard, em 1883, como um aminoéacido livre no
suco de beterraba. Neptune descobriu que amostras ileais de varios animais (porco, hamster,
macaco, coelho e rato) apresentam alto teor de oxidacao de glutamina. Gracas a tal descoberta,
uma nova era na nutri¢do e pesquisas com glutamina em animais e humanos comecou. O acido
a-amino-B-hidroxipropionico, r-serina, foi descoberto por E. Cramer, em 1865, a partir do
hidrolisado da proteina de seda, chamado serina. O mesmo pesquisador determinou a
composicao da serina e descobriu ser similar a t-alanina. Em 1931, F. S. Daft e R. D. Coghill,
descobriram que a L-serina era altamente instdvel em solucdes alcalinas, abrindo caminho para

a otimizac&do de analises de aminodacidos na proteina (WU, 2013).



O dltimo aminoacido que compde as proteinas a ser descoberto, a r-treonina, foi
descoberto por S. B. Schryver e H. W. Buston, em 1925, pela extracdo da proteina de trigo.
Rose e colaboradores identificaram a L-treonina como sendo um componente da hidrolise acida
da caseina. O que tornou possivel a preparacédo de dietas contendo aminoacidos purificados ou

semipurificados para utilizagdo em pesquisas de nutrigdo (WU, 2013).

Figura 2 — Classificacdo dos aminoéacidos.
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Fonte: (WU, 2009).

Quanto a sua classificacdo e exigéncia dietética, os aminoacidos sao classificados como
nutricionalmente essenciais, ndo essenciais e condicionalmente essenciais. Aminoacidos
essenciais sdo aqueles que ndo sdo sintetizados, ou sdo sintetizados em quantidades
insuficientes em relacéo a exigéncia do animal. Amino&cidos condicionalmente essenciais, sdo
sintetizados em quantidades suficientes em situacdes normais, porém, em condi¢des de doengas
ou reproducéo, por exemplo, devem ser fornecidos na dieta, uma vez que a taxa de utilizacéo é
maior que a taxa de sintese. Os aminoacidos ndo-essenciais, sdo sintetizados adequadamente
para atender as exigéncias dietéticas (WU, 2009).

Peixes possuem exigéncias de aminoacidos e peptideos, ao invés de proteinas. Todas as
células exigem constante fornecimento de aminoacidos a fim de, atender suas demandas
metabolicas. Dessa forma, ha necessidade de compreender qual é a capacidade absortiva de

cada aminoacido, para que as dietas atendam as exigéncias de aminoacidos (AMBARDEKAR;



REIGH; WILLIAMS, 2009). O balanco entre o perfil de aminoacidos essenciais, e 0s exigidos
para o crescimento e mantenga dos animais determina a eficiéncia proteica e o crescimento
(PERES; OLIVA-TELES, 2006). Dietas elaboradas somente com aminoacidos essenciais, sao
utilizadas menos eficientemente que dietas com aminoacidos essenciais e aminodcidos nédo

essenciais em frangos, suinos e peixes (FURUYA et al., 2005).

1.4. DIGESTAO E METABOLISMO DE PROTEINAS E AMINOACIDOS

A digestdo é definida como a desintegracdo quimica dos alimentos no trato digestivo
em moléculas menores para melhor absor¢do. O termo “digestibilidade de aminoacidos”,
refere-se a hidrolise de proteina em peptideos e aminoacidos livres, na regido luminal do
intestino delgado (BRODERICK; WALLACE; @RSKOV, 1991). A absorcdo, é a
movimentacdo dos produtos advindos do limen, que sdo absorvidos na mucosa intestinal.
Alguns produtos da digestdo proteica sao metabolizados na mucosa, e outros séo absorvidos
pelo sistema vascular (WU, 2013).

A vantagem do aumento das microvilosidades, € 0 aumento da area de absor¢cdo. A
absorcéo de nutrientes pode ocorrer de trés maneiras. Primeiramente, 0s nutrientes entram no
enterdcito através de transportadores, na membrana apical e saem pela membrana basolateral,
para a circulacdo portal. A segunda maneira, 0s nutrientes movem-se através das juncoes finas,
e saem pelos espacos laterais dos enterdcitos. O terceiro modo, as macromoléculas intactas,
podem ser absorvidas pelas células epiteliais do intestino delgado, e saem pela membrana
basolateral (WU, 2013).

A digestdo proteica tem inicio no estomago. Quando o alimento chega ao estdmago,
ocorrem estimulos quimicos e mecanorreceptores que enviam sinais, via nervo vago, que
estimulam as células G, presentes na mucosa estomacal, a secretar gastrina. A gastrina atua nas
células principais e nos enterocromafins-like (ECL), que estimulam a secrecdo de acido
cloridrico (HCI) e histamina, respectivamente, potencializando a producgéo de HCI pelas células
principais. Simultaneamente, a gastrina estimula a secre¢cdo de uma endopeptidase, produzida
na glandula pilérica, a pepsina (WU, 2013).

Com o estimulo da gastrina, as células principais presentes na mucosa estomacal,
secretam pepsinogénio, que necessita ser ativado pelo HCI, a pepsina. A ativacdo ocorre por
meio da quebra das ligacGes peptidicas de 42 residuos aminoacidicos, presentes na extremidade
NH?, a qual blogueia o centro ativo enzimatico. Posteriormente, a pepsina se auto ativa em um

processo chamado autocatélise, enquanto o pH se mantém entre 2 a 3,5; pois a mesma torna-se



inativa em pH superior a 6,0. Até que se inicie 0 processo de esvaziamento gastrico, tais
estimulos e a secre¢do de HCI permanecem (SILVA; COSTA; LIMA, 2014).

Quando o quimo deixa o0 estomago, inicia-se a secrecao de enterogastrona pela mucosa
intestinal, a qual inibe a secrecdo de HCI, no estomago. Paralelamente, o nivel elevado de HCI
provoca um feedback negativo nas células D da mucosa estomacal, que sofrem estimulos para
produzir somatostatina. A somatostatina age sobre as células G, inibindo a secre¢éo de gastrina.
Tais estimulos desencadeados para a secrecdo das enzimas digestivas denotam o carater de
urgéncia da digestdo proteica, afirmando a importancia da proteina no organismo animal, ndo
podendo ser substituida por outros nutrientes (SILVA; COSTA; LIMA, 2014).

A pepsina, uma endopeptidase com ampla especificidade, apresenta maior afinidade por
ligacGes peptidicas envolvendo um grupo carboxila de aminoacidos aromaticos (L-fenilalanina,
L-triptofano e c-tirosina), e menor afinidade por ligacdes peptidicas envolvendo L-leucina e
residuos acidos. Dessa forma, se reconhece que a pepsina contribui com 10 a 15% da digestdo
proteica total. Sendo assim, a digestdo estomacal tem como principal fungéo a quebra de cadeias
proteicas em polipeptideos, e pode gerar oligopeptideos e aminoacidos livres (D’MELLO,
2003).

Durante a fase intestinal da digestéo, os zimdgenos das proteases tripsina, quimotripsina
e procarboxipeptidases A e B séo sintetizados. As endopeptidases atuam na clivagem do interior
da cadeia, 0 que produz varios oligopeptideos. A tripsina cliva ligacbes entre r-lisina e r-
arginina. A quimotripsina, hidrolisa ligacdes de aminoacidos aromaticos, o r-triptofano, -
fenilalanina e L-tirosina. A elastase cliva liga¢6es entre aminodacidos alifaticos como a -valina,
L-leucina e r-isoleucina. As exopeptidases clivam a proteina pelas ligaces das extremidades
carboxi-terminal. A carboxipeptidase A, cliva ligacdes de aminoécidos aromaticos como -
alanina, L-isoleucina, L-leucina, pL-metionina, L-fenilalanina, L-prolina, L-triptofano e r-valina.
A carboxipeptidase B, cliva ligacGes de aminoacidos basicos, L-arginina e v-lisina (D’MELLO,
2003).

Na fase luminal da digestdo intestinal, 0 quimo que chega do estomago esta acido e
estimula a secrecdo de secretina, que estimulam a secrecédo de bicarbonato, o qual neutraliza o
pH da digesta &cida, tornando o ambiente favordvel para ativacdo e acdo das enzimas
pancreaticas, estimuladas pela colecistoquinina. Os fluidos pancreéaticos, contém os zimdgenos
tripsinogénio, quimotripsinogenio, proelastase e procarboxipeptidase A e B. Para que ocorra a
ativacdo dos zimogenos, a mucosa intestinal secreta endopeptidases, que ativam o tripsinogénio
a tripsina. A tripsina se auto ativa, além de ativar outros zimdgenos, como a quimotripsina,
elastase e carboxipeptidase A e B (GUYTON; HALL, 2011).



As carboxipeptidases rompem ligacdes peptidicas proximas ao terminal carboxila,
enquanto que, as aminopeptidases clivam ligacbes peptidicas proximas ao terminal amino. Os
produtos resultantes das clivagens das ligacdes peptidicas realizadas pelas carboxipeptidases e
aminopeptidases, sdo polipeptideos, oligopeptideos ou aminoécidos livres. Quando a
quimotripsina e elastase hidrolisam aminoécidos arométicos e apolares com ligagdes carboxil-
terminal, sdo clivados pela carboxipeptidase A. Quando a tripsina expde aminoécidos basicos
com ligacbes carboxila-terminal, sdo clivados pela carboxipeptidase B (GUYTON; HALL,
2011).

N&o é necessério que a proteina seja completamente digerida, pois 0s produtos de sua
digestdo sdo absorvidos na forma de di-, tri- ou tetrapeptideos. O transporte de peptideos ocorre
independentemente da acdo de enzimas e transportadores. Pequenos peptideos sdo absorvidos
mais facil e rapidamente que aminoéacidos ligados a proteina. Isso se deve ao tempo da digestdo
proteica, e ao fato de ndo existir transportadores especificos para peptideos, enquanto que, ha
transportadores muito especificos para aminoéacidos livres (GILBERT;WONG;WEEB, 2008).
No jejuno, a absorcdo de aminoacidos livres ocorre de 15-30%, através de transportadores da
membrana do enterdcito, e 70 a 85% da absorcao ocorre na forma de peptideos. A absor¢do no
ileo ocorre apenas na forma de aminoacidos livres (FRENHANI; BURINI, 1999).

A segunda fase da digestédo proteica envolve a digestdo extracelular, que consiste na
quebra dos di- e tripeptideos que foram absorvidos. As peptidases citoplasmaticas sdo
responsaveis em 40% pela clivagem de tripeptideos, e 90% pela clivagem de oligopeptideos.
Cerca de 85% dos aminoacidos absorvidos estdo presentes na circulacdo portal na forma de
aminoacidos livres. O restante pode alcancar a corrente sanguinea na forma de di- e tripeptideos,
que ao alcancarem o citoplasma da célula de outros tecidos, podem ser clivados em aminoacidos
livres, pois as peptidases citoplasmaticas ndo estdo presentes somente nos enterocitos (SILVA;
COSTA; LIMA, 2014).

Os sistemas de transporte, sdo proteinas responsaveis por reconhecer e transferir
substratos especificos através da membrana do enterécito e permitem que as células selecionem
substratos especificos a partir de um pool de aminoacidos. Podem atuar sozinhas ou em
conjunto. Eventualmente, o transporte de alguns aminoacidos requer gasto energético, e
acoplamento de ions sodio e potéssio, com quebra de ATP (adenosina trifosfato). Estes séo
considerados transportadores da membrana apical do enterécito Na* dependente, ou seja, ativo
(FRENHANI; BURINI, 1999; MATTHEWS, 2000).

O sistema B ou NBB, esta presente na membrana apical da borda da célula do intestino,

e é especifico para a maioria dos aminoacidos neutros, hidrofobicos e hidrofilicos. O sistema



PHE, transporta -fenilalanina e pL-metionina. O sistema Y™, transporta aminoacidos basicos e
L-cisteina, é dependente de sodio. Possui também um sistema de transporte Y™ independente de
sodio, que transporta aminoacidos carregados positivamente, como r-arginina, r-histidina, .-
lisina e sdo insensiveis ao pH. O sistema b dependente de sddio, transporta r-alanina,
principalmente no ileo. Enquanto que o sistema b independente de sddio, transporta r-alanina
principalmente no jejuno (MATTHEWS, 2000).

A glicina, tem um sistema de transportadores especificos, conhecido como gly. Porém,
nos hepatocitos, o transporte de glicina ndo se restringe apenas a esse tipo de transportador. O
sistema X-G, A, transporta o &cido glutdmico e &cido aspartico. O sistema de transportadores
da membrana apical do enterdcito soédio dependentes, incluem o sistema y*, bo™, ativo em vérias
células, que transporta aminoacidos catiénicos, neutros e o sistema L. O sistema L é mais
responsivo a aminoacidos aromaticos e de cadeia ramificada, o r-triptofano, L-fenilalanina, .-
tirosina, r-alanina, r-leucina, r-isoleucina, r-valina e pr-metionina (WOODWARD et al.,
2012).

Na membrana basolateral, ha transportadores que apresentam diferencas quanto ao gasto
energético. O transporte basolateral, promove a passagem de aminoacidos dietéticos para a
corrente sanguinea, porém, em jejum, ha transferéncia no sentido oposto, para suprir o
requerimento de aminoéacidos nos enterdcitos. O sistema ativo, é composto pelo sistema A,
especifico para aminoacidos polares, de cadeia curta, como r-alanina. O sistema ASC,
transporta aminoacidos neutros, como r-alanina, L-serina e L-cisteina. O sistema N, transporta
0 4&cido glutdmico, acido aspartico e r-histidina. Os sistemas de transporte basolateral
independente de sodio é composto pelo sistema y*, asc e L, 0s quais equivalem aos sistemas
Y*, ASC e L da membrana apical e basolateral, porem estéo presentes na membrana basolateral
e sdo independente de s6dio (WOODWARD et al., 2012).

Além do intestino delgado, outros tecidos contém transportadores de di- e tripeptideos,
sendo assim, 0s peptideos plasmaticos podem ser rapidamente utilizados em todo o corpo. Mais
especificamente, o PepT1 (peptide transporter 1, gene especifico para o transporte de
dipeptideos e tripeptideos) é encontrado nos rins, e o PepT2 (peptide transporter 2), é
encontrado em tecidos extra intestinais (GILBERT; WONG; WEEB, 2008).

O transporte de oligopeptideos, oferece varias vantagens em compara¢do com o
transporte de aminoacidos livres. Primeiramente, porque alguns aminoacidos ndo sao muito
estaveis, ou tem baixa solubilidade, como a L-glutamina, L-cisteina ou L-tirosina e L-triptofano,
respectivamente. Quando ha concentragcGes molares iguais, a utilizacdo de di- e tripeptideos

pode reduzir a osmolaridade dos aminoacidos livres. Além de que, di- e tripeptideos ndo sédo



absorvidos mais rapidamente e mais eficientemente pelos enterdcitos, do que os aminoacidos
livres (WU, 2013).

A absorcdo de aminoacidos livres, apresenta particularidades, como o sistema de
transporte, pois dependem de transportadores, e, portanto, sdo saturaveis. Uma vez que, cada
aminoacido possui um tempo de absor¢do, devido a afinidade com seu transportador. Os
sistemas de transporte de aminoacidos livres, sdo classificados como dependente de sodio
(ativo) ou independente de sodio (facilitado). Alguns transportadores apresentam afinidade por
mais de um aminoacido. Ou seja, aminoacidos semelhantes estruturalmente competem pelo
mesmo transportador, o que pode causar inibi¢do da absor¢éo do aminoécido que estd em menor
concentracdo — antagonismo. Os principais exemplos de antagonismo séo entre a v-lisina e .-
arginina, e entre a L-leucina, r-valina e r-isoleucina (FURUYA et al., 2004).

Quando héa desequilibrio na absorcédo, deficiéncia ou excesso de algum aminoacido,
pode ocorrer reducdo do crescimento e até morte. A eficiéncia dos processos digestivos,
absorcdo e utilizacdo dos aminoacidos dependem da modulacdo hormonal, auséncia de fatores
antinutricionais, satde intestinal e do equilibrio dos aminoacidos presentes na dieta (SILVA,
COSTA; LIMA, 2014).

1.5. AMINOACIDOS CRISTALINOS

Com o aumento da demanda da aquicultura, e criacdo de tilapias, questdes como
qualidade e préticas alimentares se tornam mais criticas (NGUYEN; DAVIS, 2016). Atender
as exigéncias dietéticas de aminoécidos, é uma consideracdo importante na formulacdo de
dietas (KOCH et al., 2016). O uso de proteinas vegetais para substituir a farinha de peixe em
alimentos comerciais, também exigiu maior atencdo ao atendimento das exigéncias de
aminoéacidos na dieta (GATLIN et al., 2007).

Os aminoéacidos podem ser fornecidos na forma de proteina intacta nos ingredientes da
dieta, ou na forma cristalina e purificada (NUNES et al., 2014). O aumento do uso de proteinas
vegetais em dietas de tilapias nos ultimos anos, levou ao aumento do uso de aminoacidos
purificados para evitar deficiéncias causadas por altos niveis de produtos vegetais, que
apresentam limitacbes de aminoacidos essenciais, em relacdo a exigéncia dietética do animal
(CAO etal., 2012; MICHELATO et al., 2016).

O fornecimento de aminoacidos cristalinos ndo essenciais na dieta, ajuda a promover o
crescimento, economiza energia corporal, reduzindo a necessidade de sua sintese (PEREIRA;
ROSA; GATLIN, 2017). O valor nutritivo da proteina da dieta, depende do seu conteddo de



aminoacidos e da extensdo da absorcao de seus aminoécidos. As taxas de liberacdo e absor¢ao
de aminoécidos da proteina durante a digestdo, influenciam a utilizacdo da proteina de uma
dieta (NGUYEN et al., 2020).

Varios estudos com aminoacidos cristalinos (SCHUHMACHER; WAX; GROPP, 1997;
PERES; OLIVA-TELES, 2005; AMBARDEKAR; REIGH, 2007; AMBARDEKAR; REIGH;
WILLIAMS, 2009), sugerem que 0s amino&cidos na proteina intacta sdo utilizados com mais
eficiéncia, do que aqueles na forma cristalina. Possivelmente, porque os aminoacidos cristalinos
sdo absorvidos e catabolizados mais rapidamente, do que os aminoacidos das proteinas intactas
(AMBARDEKAR; REIGH; WILLIAMS, 2009).

Alguns pesquisadores, fizeram observagdes semelhantes ao medir o aumento da
radioatividade no sangue da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), que consumia pellets
contendo aminoacidos marcados com 4C, ou proteinas marcadas com *C (YAMADA et al.,
1981). As taxas de crescimento inferiores e as taxas de conversao alimentar piores de truta arco-
iris alimentadas com aminodcidos cristalinos tém sido atribuidas a rapida absorcdo de
aminoacidos do intestino para o sangue periférico, levando a desaminacdo do excesso de
aminoacidos e a altas taxas de excrecdo de nitrogénio (YAMADA et al., 1981, COWEY;
WALTON, 1988, BODIN et al., 2012). Diferengas no tempo de absorcdo de diferentes
amino&cidos, podem reduzir a eficiéncia da sintese proteica, se 0s aminodcidos cristalinos da
dieta forem absorvidos e catabolizados, antes que os amino&cidos ligados as proteinas sejam
absorvidos (NUNES et al., 2014).

Diminuir a perda por lixiviacdo, com maior nimero de refeicdes, permite que haja um
melhor pool de aminoécidos, que permite a absorcao e utilizacdo de aminoacidos cristalinos
com maior eficiéncia (LOPEZ-ALVARADO, 1994; YUFERA et al., 2002; SHOMORIM et
al., 2019). Os beneficios da maior frequéncia de alimentacdo, sobre a eficiéncia de utilizacédo
dos aminoécidos cristalinos ja foi demonstrada em estudos realizados com peixes (GATLIN et
al., 2007; FURUYA et al., 2005; NUNES et al., 2014).

A suplementacdo de aminoacidos cristalinos, faz parte de novas estratégias para
desenvolver dietas com aminoacidos balanceados, que reduzam os impactos ambientais,
melhoram o desempenho, e a lucratividade da aquicultura (NUNES et al., 2014).
Consequentemente, a adicdo de aminoacidos cristalinos a dieta de animais aquaticos, € uma
pratica cada vez mais comum, considerando o crescente uso de fontes de origem vegetal em
dietas para peixes (LI et al., 2009). Porém, ha necessidade de melhor compreenséo sobre os
efeitos da adigdo de aminoacidos cristalinos, absor¢éo e utilizagdo dos aminoécidos, em tilapias
do Nilo.



O adequado balanceamento de aminoéacidos melhora eficiéncia de utilizacdo da
proteina, que consequentemente promove melhora no desempenho produtivo (AKIYAMA;
OOHARA; YAMAMOTO, 2007). Alem disso, contribui para uma menor excrecdo de
nitrogénio pelos peixes, reduzindo a poluicdo ambiental (WU, 2013). Muitos estudos tem
demonstrado que a concentragdo de aminoécidos plasmaticos, aumenta mais rapidamente e
alcanca mais cedo o0s picos de absorcédo, apés a suplementagdo com aminoacidos cristalinos do
que quando alimentados com aminoacidos ligados a proteina (YAMADA et al., 1981; MURAI
et al., 2011; SCHUHMACHER et al., 1997; AMBARDEKAR; REIGH; WILLIAMS, 2009;
AMBARDEKAR; REIGH, 2007; PEREZ-JIMENEZ et al., 2014). No entanto, fatores
relacionados ao nivel de aminoécidos cristalinos e espécie, entre outros fatores, podem afetar a
resposta dos animais. Com a crescente demanda para inclusdo de aminoacidos cristalinos em
dietas para tilapias, um estudo mais aprofundado envolvendo as respostas de desempenho
associadas com a retencao corporal de aminoacidos, estudo do perfil plasmatico de aminoacidos
ao longo do tempo poés-alimentacdo, € importante para elaborar dietas balanceadas para na
moderna criacdo de tilapias. Atualmente, além do desempenho produtivo, é importante que as
dietas maximizem a retencdo da fracdo nitrogenada da proteina, permitindo maximo
crescimento e menor impacto ambiental com a excrecao de nitrogénio dietético ndo utilizado

pelos peixes.
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CAPITULO 2

Desempenho produtivo e perfil de aminoacidos plasmaticos em tilapias do Nilo

alimentadas com dietas com diferentes concentracdes de aminoacidos cristalinos



RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar o desempenho produtivo, retencdo de aminoécidos e perfil
de absorcdo de aminoacidos plasmaticos em juvenis de tilapias do Nilo, alimentados com
diferentes niveis de aminodcidos cristalinos. Trés dietas com 423 g kg™* de proteina bruta e 3600
kcal kg™ de energia digestivel, foram elaboradas para atender as exigéncias da tilapia do Nilo.
Baseado na proteina de farinha de peixe, sem suplementacéo de amino&cidos cristalinos (ALP),
12% da proteina bruta de aminodcidos cristalinos (AC12) e 24% da proteina bruta de
aminoacidos cristalinos (AC24). Foi adicionado bicarbonato de sddio para ajuste do pH da dieta
a 7,0. Os peixes (n=360; peso inicial=4,3+0,1g) foram distribuidos em 24-70L aquarios, em
sistema completamente casualizado, com trés tratamentos e oito aquarios de repeticdes, com 15
peixes cada. O perfil de aminoacidos plasmaticos pos-alimentacdo foi analisado usando
delineamento em esquema fatorial 3 x 6, com trés dietas (ALP, AC12 e AC24) e seis tempos
(0; 60; 120; 240; 480 e 960 min apds alimentacao) de coleta. Os peixes foram alimentados
manualmente, seis vezes ao dia, por oito semanas. Peixes que receberam a dieta ALP e AC12
apresentaram maior peso final, ganho de peso, taxa especifica de crescimento, taxa eficiéncia
proteica, utilizacdo proteica e melhor conversdo alimentar em comparagdo aos peixes
alimentados com a dieta AC24. Peixes alimentados com a dieta AC12 apresentaram maior teor
de proteina bruta e cinzas que os peixes alimentados com as dietas ALP e AC24. A composi¢ado
corporal de lipideos foi maior em peixes alimentados com a dieta ALP, comparados aos peixes
alimentados com as dietas AC12 e AC24. Foi observada interagdo entre dieta e tempo, para o
nivel plasméatico de metionina e treonina. Peixes alimentados com dieta AC24 apresentaram
pico plasmético de metionina com 240 min po6s-alimentagdo, enquanto o pico de metionina em
peixes alimentados com as dietas ALP e AC12 ocorreu posteriormente, com 480 min. Peixes
que receberam a dieta AC24 apresentaram pico de treonina 120 min ap6s alimentacéo, enquanto
0 pico de treonina no plasma ocorreu com 240 min em peixes alimentados com as dietas ALP
e AC12. Nao foi observada interacdo entre dieta e tempo para 0s niveis plasmaticos de arginina
e lisina. Avaliando o efeito isolado da dieta, ndo houve influéncia das dietas no nivel de arginina
plasmatica, enquanto o nivel de lisina foi maior nos peixes alimentados com a dieta AC24, em
comparacao com o nivel plasmatico nos peixes alimentados com as dietas ALP e AC12. Ao
usar o tempo pds-alimentacdo como critério de resposta, a analise de regressao quadratica
estimou os picos de arginina e lisina plasmatica em 532 e 527,5 min, respectivamente.
Concluiu-se que a suplementacdo de aminodacidos cristalinos em até 12% da PB se equivale em
desempenho produtivo, e retencdo de aminoécidos ao desempenho de juvenis de tilapia do Nilo
alimentados com a dieta sem adi¢do de aminodacidos cristalinos. A dieta com 24% de proteina
derivada de aminodcidos cristalinos resulta em assincronia na utilizacdo de aminoacidos,
prejudicando a retencdo de aminoacidos e, consequentemente, o desempenho produtivo dos
peixes.

Palavras chave: aminodacidos, aquicultura, nutricdo de peixes, nutrigendbmica, Oreochromis
niloticus.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the growth performance, amino acids retention and time-
course plasma amino acids pattern in Nile tilapia fed diets with different concentrations of
crystalline amino acids. Three diets with 423 g kg™ crude protein and 3600 kcal kg™ digestible
energy were elaborated to meet the dietary requirements of Nile tilapia. Based on soybean meal-
fishmeal protein, with no crystalline amino acids supplementation (ALP), 12% of dietary crude
protein from crystalline amino acids (AC12) and 24% of dietary crude protein from crystalline
amino acids (AC24) on growth performance, amino acids retention, plasmatic amino acids and
blood biochemical responses. Sodium bicarbonate was supplemented to adjusted dietary pH at
7.0. Fish (n=360; initial body weight of 4.3+0.1g) were distributed into 24-70L aquaria in a
completely randomized design of three treatments and eight replicates aquaria of 15 fish each.
Post-feeding plasma amino acid profile was analyzed using a 3 x 6 factorial design with three
diets (ALP, AC12 and AC24) and six collection times (0, 60, 120, 240, 480 and 960 min post-
feeding). Fish were hand fed, six times daily, for eight weeks. Fish fed AC12 diet showed higher
final body weight, body weight gain, specific growth rate, protein efficiency ratio, net protein
utilization and feed conversion ratio, than fish fed ALP and AC24 diets. Fish fed diet AC12
showed higher body crude protein and ash content, in comparison to those fed AC12 and AC24
diets. An interaction between diet and time for plasma methionine and threonine levels was
observed. Fish fed AC24 diet showed methionine plasma peak at 240 min post-feeding, while
methionine peak in fish fed diet ALP and AC12 occurred later at 480 min. Fish fed diet AC24
revealed a threonine peak at 120 min after feeding, while the plasmatic threonine peak occurred
at 240 min in fish fed diets ALP and AC12. Evaluating the isolated effect of the diet, there was
no influence of the diets on the plasma arginine level, while the lysine level was higher in fish
fed the diet AC24, compared to the plasma level in fish fed the diets ALP and AC12. When
using time post-feeding as response criterion, the quadratic regression analysis estimated
plasma arginine and lysine peaks at 525 e 524.5 min, respectively. It was concluded that
supplementation of crystalline amino acids in up to 12% of CP is equivalent to productive
performance, and retention of amino acids to the performance of Nile tilapia juveniles fed the
diet without the addition of crystalline amino acids. The diet with 24% protein derived from
crystalline amino acids results in asynchrony in the use of amino acids, impairing the retention
of amino acids and, consequently, the productive performance of the fish.

Key words: amino acid, aquaculture, fish nutrition, nutrigenomics, Oreochromis niloticus



2.1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a suplementacao de aminodacidos cristalinos tem aumentado em dietas
de organismos aquaticos elaborados com base de ingredientes vegetais (NGUYEN et al., 2020).
Porém, os alimentos de origem vegetal apresentam aminoacidos limitantes, principalmente
lisina e metionina (RAHIMNEJAD et al., 2019). A utilizacdo de aminoacidos cristalinos uma
alternativa para melhorar o balanceamento de aminoacidos, e otimizar a eficiéncia de utilizacdo
da proteina que consequentemente, promove melhora no desempenho produtivo dos peixes
(NUNES et al., 2014). Contribuindo para uma menor excre¢do de nitrogénio, aumentando a
sustentabilidade da criagédo de peixes (AKIYAMA; OOHARA; YAMAMOTO, 2007).

Estudos sugerem que os aminoacidos cristalinos atingem picos de absorcdo
anteriormente aos aminoacidos ligados a proteina (AMBARDEKAR; REIGH; WILLIAMS,
2009; MURAI et al., 2011; PEREZ-JIMENEZ et al., 2014). Diferencas no tempo de absorgéo
dos aminoécidos cristalinos e aminoacidos ligados a proteina, afeta o perfil de aminoacidos
plasmaticos reduzindo a retencdo de proteina da dieta e afeta o desenvolvimento muscular e
crescimento dos peixes (MURAI et al., 2011; AMBARDEKAR; REIGH; WILLIAMS, 2009).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € a segunda espécie de dgua doce mais criada
no mundo. E conhecida pelo rapido crescimento e alta eficiéncia alimentar (FAO, 2018). Possui
adaptacGes morfofisioldgicas, pH estomacal acido e intestino longo, que otimiza a utilizagdo
alimentos de origem vegetal (PEZZATO et al., 2002).

E importante conhecer o valor maximo de inclusdo de aminoécidos cristalinos para
maximizar o valor nutritivo e a resposta econdmica da criacdo de tilapias. Além disso, 0s
aminocidos cristalinos podem ser utilizados como ferramenta nutricional para a criacdo mais
sustentavel, devido a menor excrecdo de nitrogénio pelos peixes no ambiente aquatico. Assim,
0 presente estudo objetivou avaliar o desempenho, retencdo de aminoacidos e padrdo
plasmatico de absorcdo de aminodcidos em juvenis de tilapia do Nilo, alimentados com dietas

contendo diferentes niveis de aminoéacidos cristalinos.



2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Peixes e Condicbes Experimentais

O presente experimento foi realizado no Laboratdrio de Fauna Silvestre e Aquicultura da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, Parand, Brasil, por 8 semanas. Trezentos
e sessenta peixes (peso inicial 4,3 = 0,1 g), obtidos de uma piscicultura comercial (Aquabel,
Roléandia, PR, Brasil), foram distribuidos 24 aquarios (70L cada), em sistema de recirculacao,
com taxa de renovagédo de 250 mL/30s. Em delineamento inteiramente casualizado, com trés
tratamentos e oito repeticdes, com 15 peixes por aquério. Os peixes foram alimentados
manualmente, seis vezes ao dia, as 08:00; 10:00; 12:00; 14:00; 16:00 e 18:00h, até saciedade
aparente.

O sistema de recirculagao possui sistema de aquecimento com termostato, biofiltro e filtro
UV. Os parametros de qualidade de agua: oxigénio dissolvido (6,0 + 0,06 mg L), temperatura
28 + 1,5°C foram monitorados diariamente com uma sonda multi parametro (YSI® 550A,
Florianopolis, SC, Brasil). Semanalmente, foram determinados o pH (7,02 + 0,46) com
pHmetro de bancada (TEC-2, Tecnal®, Piracicaba, SP, Brasil) e a amdnia tdxica (0,001 + 0,000
ppm), nitrito (0,001 + 0,000 ppm) e nitrato (0,001 + 0,000 ppm) foram analisados com Kit
(Alfakit®, Floriandpolis, SC, Brasil).

2.2.2. Dietas

Trés dietas isoproteicas e isoenergéticas (ALP, AC12 e AC24) foram formuladas com
423 g kgt PB e 3600 kcal kg de energia digestivel, para atender as exigéncias nutricionais de
tilapias do Nilo (NRC, 2011). Com base na proteina do concentrado proteico de soja e farinha
de peixe sem suplementacdo de aminoéacidos cristalinos (ALP), com 12% da PB constituida de
aminoacidos cristalinos (AC12) e 24% de aminoacido cristalino (AC24), em relacdo a proteina
bruta da dieta. A farinha de peixe foi adicionada as dietas para participar com 36% de PB das

dietas, como apresentado na Tabela 1.



Tabela 1 — Formulagdo e composigdo das dietas experimentais (g kg?).

Dieta?

Item ALP AC12 AC24
Concentrado proteico de soja 245 245 245
Milho 439,8 431,2 421
Farinha de peixe 240 168 84
Gldaten de milho® 60 60 60
Oleo de peixe 0 11,2 24,2
Fosfato bicalcico 0 11,7 24,7
L-Arginina® 0 2,6 5,2
L-Histidina® 0 0,7 1,4
L-Isoleucina® 0 1,7 3,4
L-Leucina® 0 2,9 5,8
L-Lisina® 0 3,8 7,6
pL-Metionina® 0 1 2
L-Fenilalanina® 0 2,8 5,6
L-Treonina® 0 1,7 3,4
L-Triptofano® 0 0,4 0,8
L-Valina® 0 8,8 17,6
L-Alanina® 0 4 8
Acido Aspartico® 0 5 10
Acido Glutamico® 0 21,1 42,2
L-Glicina® 0 1 2
L-Prolina® 0 1,5 3
L-Serina® 0 1,5 3
Premix mineral e vitaminico® 50 50 50
Sal 5 5 5
Bicarbonato de sddio 0 90 180
Calcario calcitico 4 10 19
Antioxidante® 0,2 0,2 0,2

Antifungicof 1 1 1
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Tabela 1 — Formulagéo e composicéo das dietas experimentais (g kg™).

Dieta
Item ALP AC12 AC24
Mateéria seca 935,60 941,90 964,60
Energia digestivel (kcal kg™) 3600 3600 3600
Proteina bruta 423,41 423,41 423,41
Lipideos totais 29,2 30,5 31,7
Fibra bruta 1,17 1,15 1,12
Calcio 2,06 2,02 2,04
Fdsforo disponivel? 0,78 0,78 0,78

2 ALP, dieta com aminodcidos ligados & proteina dos alimentos, AC12, dieta com 12% da proteina dietética
constituida por aminoacidos cristalinos e AC24, dieta com 24% da proteina dietética constituida por aminoacidos
cristalinos.

b De acordo com Guimardes et al. (2008), g kg™ matéria seca: gliten de milho (16,9 MJ kg™ energia bruta; 72 g
kg ! proteina bruta; 42,4 g kg ! lipidios totais; 20 g kg fibra bruta; 12 g kg* cinzas);

¢Industria e Comércio de Alimentos Ajinomoto Brasil, Divisdo de Nutricdo Animal, Sdo Paulo, Brasil.

d Suplemento mineral e vitaminico: composicdo por kg de suplemento: vit. A 1,200,000 1U, vit. D3 200,000 IU,
vit. E 12,000 mg, vit. K3 2400 mg, vit. B1 4800mg, vit. B2 4800 mg, vit. Bs 4000 mg, vit. B12 4800 mg, acido
félico 1200 mg, pantotenato 12,000 mg, vit. C 48,000 mg, biotina 48mg, colina 65,000 mg, niacina 24,000 mg,
Fe 10,000 mg, Cu 600mg, Mg 4000 mg, Zn 6000 mg, |1 20 mg, Co 2mg e Se 20 mg.

¢ Banox® Composicao: Alltech Agroindustrial Ltda, Sdo Paulo Brasil.

f Mold Zap Aquatica® Composicdo: dipropianato de amonia, acido acético, acido ascorbico e acido benzoico
(Alltech Agroindustrial Ltda, Brasil).

9De acordo com Furuya et al. (2001), Pezzato et al. (2002) e Guimardes et al. (2008).

Os aminoacidos cristalinos L-arginina, L-histidina, L-isoleucina, r-leucina, r-lisina, pr-
metionina, r-fenilalanina, r-treonina, c-triptofano, r-valina, r-alanina, &cido aspértico, acido
glutdmico, r-glicina, r-serina e r-prolina, foram adicionados as dietas AC12 e AC24, para

participar com 12 e 24% da proteina bruta da dieta, respectivamente, atendendo as exigéncias

de aminoéacidos de tilapias (NRC, 2011), como mostrado na Tabela 2.



Tabela 2 — Formulag&o e composicdo dos aminoécidos (g kg™) das dietas experimentais.

Dieta?
Item ALP AC12 AC24
Aminoéacido essencial
Arginina 21,85 23,99 23,93
Fenilalanina 20,17 20,72 22,03
Histidina 7,97 8,86 8,38
Isoleucina 16,73 17,09 16,99
Leucina 33,16 34,86 34,75
Lisina 18,02 18,91 18,85
Metionina 5,85 5,79 5,83
Treonina 14,22 15,39 14,96
Triptofano 4,15 3,95 4,52
Valina 16,48 17,11 15,31
Aminoacido néo essencial
Acido aspartico 27,89 37,03 38,61
Acido glutamico 76,25 85,48 97,58
Alanina 20,98 24,67 25,36
Cisteina 3,91 3,77 3,56
Glicina 20,45 21,24 20,14
Serina 17,43 19,01 17,71
Tirosina 13,10 13,24 12,52

@ ALP, dieta com aminoacidos ligados a proteina dos alimentos, AC12, dieta com 12% da proteina dietética
constituida por aminoacidos cristalinos e AC24, dieta com 24% da proteina dietética constituida por aminoacidos
cristalinos.

As dietas foram peletizadas em moedor de carne (CAR22, Inox 1/25,CV 300 Kgh, V17-M -
220V, modelo 22STB, Ltda, Brasil), com matriz de 3 mm de didmetro, e secas em estufa de
ventilacdo por 12 horas a 55 °C. Os pellets foram moidos (BOTINI, Brasil) e peneirados
(Industria Metalurgica BERTEL, SP, Brasil). Adicionou-se bicarbonato de sodio até atingir o
pH 7,0 nas dietas CA12 e CA24.



2.2.3. Coleta de Amostras

Todos os procedimentos de manejo de peixes foram aprovados pelo Comité de Etica e
Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa, de acordo com o processo n°
042/2017. Foram realizadas coletas para analise de desempenho, composicéo corporal, perfil
de aminoacidos corporais e perfil de aminoécidos plasmaticos.

Ao final do experimento, todos os peixes foram alimentados e coletados de forma
escalonada aos 0, 60, 120, 240, 480 e 960 min apos a alimentacdo. Todos os peixes foram
sacrificados com metanosulfato de tricaina (MS-222) (Sigma-Aldrich, EUA), na concentracao
de 500mg L (Roubach et al., 2000); e pesados em balanca de precisdo (0,01g) para anélise de
desempenho.

Noventa e seis peixes, trinta e dois peixes por tratamento foram amostrados, para coleta
de plasma sanguineo e anélise de amino&cidos plasmaticos, usando uma seringa estéril de 1 mL
e agulha 13x3,8, com &cido etilenodiaminotetracético, para evitar a coagulacdo do sangue. A
coleta de sangue foi realizada de forma escalonada, em seis momentos diferentes, aos 0, 60,
120, 240, 480 e 960 minutos apds a alimentacdo. O sangue coletado foi centrifugado em
centrifuga (Eppendorf ILMD-SLM-POP 013) por 10 min a 4000 rpm, para obter o plasma
sanguineo. O plasma sanguineo obtido, foi mantido em tubo criogénico em freezer a -20°C, até
posterior analise.

No inicio do experimento, 50 peixes foram amostrados aleatoriamente e pesados em
balanca de precisdo (0,01g), para analise de composicdo corporal e perfil de aminoacidos
inicial. Os peixes coletados para analise de composicao corporal, foram utilizados previamente
para analise de indice hepatossomatico e gordura visceral. Os peixes utilizados na coleta de
plasma sanguineo, foram destinados a analise de composicao corporal e perfil de aminoacidos
corporal final. Para a andlise de indice hepatossomatico e gordura visceral, os peixes foram
pesados, mantidos em refrigeracdo a -5°C, e posteriormente, foi retirado o figado e gordura

visceral, e pesados balanca de preciséo (0,01 g).

2.2.4. Desempenho

Foram analisados dados de desempenho, consumo, conversdo alimentar, utilizacdo
proteica, indice hepatossomatico, indice viscerossomatico, sobrevivéncia, composicéo corporal
e retencdo de amino&cidos corporais de juvenis de tilpia do Nilo, alimentados com diferentes

niveis de aminoacidos cristalinos, de acordo com as seguintes equacdes:



Ganho de peso diario (g) = peso final (g) — peso inicial (g) x dias experimentais™; Taxa
instantanea de crescimento (% dia®) = 100 x (In peso final — In peso inicial/dias de
experimento); Consumo alimentar (g) = consumo (g) x quantidade de peixes™; Conversdo
alimentar = consumo alimentar (g) x ganho de peso (g)*; Taxa de eficiéncia proteica = ganho
de peso (g) x consumo proteico (%)?; Retencdo de aminoacidos = 100 x retencdo de
aminoacidos x consumo de aminoacidos (%)™; Sobrevivéncia = 100 x (nimero de peixes ao
final do experimento/niimero de peixes no inicio do experimento) e indice hepatossomatico =

(peso do figado (g) / peso corporal (g)) x 100.

2.2.5. Analises Quimicas

A andlise de umidade, proteina bruta, lipideos totais e cinzas corporais foram realizadas
de acordo com os métodos estabelecidos por AOAC (2002). A umidade corporal, foi
determinada por secagem em estufa a 105°C, até peso constante. O lipideo bruto, foi
determinado por extracdo com éter de petroleo, usando extracdo Soxhlet (Tecnal, TE-044,
Piracicaba, SP, Brasil), e a proteina bruta (Nx6,25) foi determinada pelo método de Kjeldahl
(Tecnal, MA-036, Piracicaba, SP, Brasil), ap6s hidrélise acida. Para andlise do teor de cinzas,
as amostras foram colocadas em mufla (Tecnal, 2000, Belo Horizonte, MG, Brasil) a 550°C
durante 12 horas. O perfil de aminoacidos corporal, aminoécidos plasmaticos e aminoacidos
das dietas foram determinados por Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPCL)
(Hitachi, Toquio, Japdo), no Laboratério da Ajinomoto do Brasil Industria e Comércio de
Alimentos Ltda, Divisdo de Nutricdo Animal (S&o Paulo, SP, Brasil) (RAYNER, 1985). O

triptofano foi determinado ap6s hidroxilacao alcalina da amostra com hidroxido de litio.

2.2.6. Andlise Estatistica

Os dados de desempenho de crescimento foram apresentados como médias + erro
padrdo da média (EPM). A homogeneidade das variancias foi testada usando teste de Levene e
submetidos a analise de variancia unidirecional (ANOVA) para testar os efeitos das dietas
experimentais. Para dados de desempenho, composigéo corporal e retencdo de aminoacidos, as
diferencas entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Para analise
do perfil de aminoacidos plasmaticos, os dados foram analisados em esquema fatorial 3x6 com
trés tratamentos, sendo trés dietas (ALP, AC12, AC24) e seis tempos de coleta (0, 60, 120, 240,

480 e 960 min) apos alimentacdo. A comparacdo dos efeitos principais da dieta foi realizada



por meio de teste de Tukey (P<0,05). Todos os dados foram analisados utilizando o software
Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) (versdo 9.1.3).

2.3.RESULTADOS

2.3.1. Desempenho produtivo

Os dados de desempenho produtivo de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas

contendo diferentes niveis de aminoacidos cristalinos, sdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Desempenho de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com diferentes niveis de aminoacidos

cristalinos?.
DietaP

Item ALP AC12 AC24 SEM P

Peso inicial (g) 4,31 4,35 4,36 0,023 0,696
Peso final (g) 60,242 63,402 50,06° 1,491 <0,001
Ganho de peso (9) 55,932 59,052 45,70P 1,489 <0,002
Consumo (g) 48,93% 50,992 44.46° 0969 0,012
Conversdo alimentar 0,874° 0,807" 0,976 0,019 <0,001
indice hepatossomatico (%) 1,91 1,83 1,91 0,066 0,850
Gordura visceral (%) 0,66 0,45 0,54 0,067 0,454
Taxa de eficiéncia proteica 2,882 2,902 2,49° 0,060 0,003
Sobrevivéncia (%) 96,67 97,50 94,28 0,976 0,365

2 Os valores foram expressos como média (x SEM) de oito aquarios. Valores com diferentes letras sobrescritas,

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

® ALP, dieta com aminoacidos ligados a proteina dos alimentos, AC12, dieta com 12% da proteina dietética
constituida por aminoacidos cristalinos e AC24, dieta com 24% da proteina dietética constituida por aminoacidos
cristalinos.

Foi observado maior peso corporal final (P<0,001), ganho de peso corporal (P<0,002),
taxa de crescimento especifico (P=0,002) e utilizacdo proteica (P=0,003) nos peixes
alimentados com as dietas ALP e AC12, em comparagdo com aqueles alimentados com a dieta
AC24. O consumo foi maior (P=0,012) nos peixes alimentados com a dieta AC12, em relagéo
ao obtido em peixes alimentados com a dieta AC24. A taxa de converséo alimentar (P<0,001)
e a eficiéncia proteica (P=0,003) foram otimizadas em peixes que consumiram as dietas ALP e

AC12, em comparacdo aos peixes alimentados com a dieta AC24. A taxa instantanea de
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crescimento e retencdo de nitrogénio foram maiores (P<0,05) em peixes alimentados com as
dietas ALP e AC12, em relagdo aos peixes que consumiram a dieta AC24. Foi registrada baixa
taxa de mortalidade (P<0,05) durante o experimento, ndo relacionada com as dietas utilizadas.
N&o houve efeito das dietas sobre indice hepatossomatico (P=0,850) e gordura visceral
(P=0,454) em peixes alimentados com dietas contendo diferentes niveis de amino&cidos
cristalinos (Figura 3).

Figura 3 — Taxa instantanea de crescimento (TIC) e retencéo de nitrogénio (RN) de juvenis de tilapias do Nilo
alimentados com dietas com aminodacidos ligados a proteina (ALP), 12% da proteina dietética constituida por
aminoacidos cristalinos (AC12) e 24% da proteina dietética constituida por aminoacidos cristalinos (AC24). Barras
representam erro padrdo médio de oito aquarios com 15 peixes cada. Letras diferentes representam diferencas pelo
teste de Tukey (P<0,05).

TIC
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Fonte: Autor



2.3.2. Composicao corporal e perfil de aminoacidos

A umidade corporal ndo foi afetada (P=0,825) pelos niveis de aminoacidos cristalinos
na dieta. Foi observado maior teor corporal de proteina bruta (P<0,001) e cinzas (P<0,001) nos
peixes alimentados com dieta AC12, comparados aos peixes alimentados com as dietas ALP e
AC24. A composicdo corporal de lipideos foi maior (P<0,001) nos peixes alimentados com

dieta ALP, em comparacéo aos peixes alimentados com as dietas AC12 e AC24 (Tabela 4).

Tabela 4 — Composicéo corporal (g 100 g) de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com diferentes niveis de
aminodcidos cristalinos?.

Dieta®
ltem ALP AC12 AC24 SEM P
Umidade 70,11 70,03 69,99 0,1078 0,825
Proteina bruta 14,58° 16,522 15,75° 0,2068 <0,001
Lipideos totais 9,982 7,35° 8,51° 0,2403 <0,001
Cinzas 4,58° 5,492 5,06° 0,1011 <0,001

2 Os valores foram expressos como média (= SEM) de oito aquarios. Valores com letras sobrescritas distintas
indicam diferengas pelo teste de Tukey (P<0,05).

b ALP, dieta com aminodcidos ligados & proteina dos alimentos, AC12, dieta com 12% da proteina dietética
constituida por aminoacidos cristalinos e AC24, dieta com 24% da proteina dietética constituida por aminoacidos
cristalinos.

Peixes alimentados com dietas ALP, AC12 e AC24 ndo apresentaram diferencas
(P>0,05) na composicdo corporal de aminoacidos essenciais e ndao essenciais (Tabela 5). Os
dados de retencdo de aminoacidos de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com aminoéacidos
ligados a proteina (ALP), 12% da proteina dietética constituida por aminoacidos cristalinos
(AC12) e 24% da proteina dietética constituida por aminoacidos cristalinos (AC24), séo

apresentados na Tabela 6.



Tabela 5 — Composicéo corporal de aminoacidos (g kg?) de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com

diferentes niveis de aminodacidos cristalinos?.

Dieta®
Item Inicial ALP AC12 AC24 SEM P
Aminoéacido essencial
Arginina 11,00 10,53 10,31 10,30 0,096 0,546
Fenilalanina 7,47 7,53 7,12 7,45 0,263 0,800
Histidina 4,10 4,09 4,01 4,10 0,027 0,279
Isoleucina 7,45 7,48 8,03 7,92 0,105 0,052
Leucina 12,09 12,66 13,37 13,73 0,232 0,142
Lisina 11,36 11,96 12,23 12,44 0,244 0,721
Metionina 3,45 3,78 3,88 3,79 0,028 0,310
Treonina 7,41 7,52 7,24 7,13 0,097 0,210
Triptofano 1,78 1,80 1,81 1,81 0,011 0,925
Valina 8,78 8,62 8,78 8,45 0,071 0,152
Aminoacido néo essencial
Acido aspartico 14,87 15,76 15,03 15,62 0,195 0,265
Acido glutamico 22,11 23,21 22,30 23,13 0,241 0,221
Alanina 11,25 11,32 11,70 11,40 0,080 0,107
Cisteina 1,36 1,32 1,38 1,32 0,012 0,077
Glicina 14,15 14,14 13,87 14,14 0,135 0,624
Serina 7,62 7,64 7,32 7,36 0,106 0,397
Tirosina 5,86 5,84 5,65 5,73 0,206 0,927

20s valores foram expressos como média (+ SEM) de oito aquérios.

b ALP, dieta com aminodcidos ligados & proteina dos alimentos, AC12, dieta com 12% da proteina dietética
constituida por aminoacidos cristalinos e AC24, dieta com 24% da proteina dietética constituida por aminoacidos

cristalinos.

A retencdo de arginina, lisina, metionina, &cido aspartico, acido glutdmico e cisteina,
foram maiores (P<0,05) em peixes alimentados com as dietas ALP e AC12, em comparagéo a
peixes alimentados com a dieta AC24. Foi observada maior (P<0,05) retengdo corporal de
fenilalanina, treonina, triptofano e glicina em peixes alimentados com a dieta AC12, em relagéo
ao observado em peixes alimentados com as dietas ALP e AC24. A retencdo corporal de

histidina e isoleucina foi maior nos peixes alimentados com a dieta AC12 e AC24, em

comparagdo com a retengédo obtida em peixes alimentados com a dieta ALP (Tabela 6).



Tabela 6 — Retencdo de aminoacidos (%) de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com diferentes niveis de
aminodcidos cristalinos?.

Dieta®
ltem ALP AC12 AC24 SEM  P-value
Aminoacido essencial
Arginina 33,9° 37,942 40,57° 0,87 0,004
Fenilalanina 37,46% 32,562 29,10P 0,91 <0,001
Histidina 45,17° 49,472 46,95 0,90 0,158
Isoleucina 42,85P 48,20° 45,75 0,91 0,056
Leucina 36,68 38,44 36,93 0,68 0,55
Lisina 63,732 66,30° 56,27° 1,41 0,007
Metionina 63,26° 68,172 51,87° 1,77 <0,001
Treonina 46,87% 49,90° 43,80P 0,98 0,038
Triptofano 43,91% 48,072 39,39° 1,05 0,001
Valina 51,19 57,20 55,97 1,10 0,063
Aminoacido ndo essencial
Acido aspartico 65,832 67,24 37,98° 2,92 <0,001
Acido glutamico 26,322 27,75 22,45P 0,64 <0,001
Alanina 45,10 48,10 44,79 0,88 0,265
Cisteina 35,16° 35,412 26,82° 1,01 <0,01
Glicina 62,65° 75,612 65,74° 1,66 0,001

2 Os valores foram expressos como média (z SEM) de oito aquarios. Valores com letras sobrescritas distintas

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

b ALP, dieta com aminodcidos ligados & proteina dos alimentos, AC12, dieta com 12% da proteina dietética
constituida por aminoacidos cristalinos e AC24, dieta com 24% da proteina dietética constituida por aminoacidos
cristalinos.

Peixes alimentados com as dietas ALP e AC12 apresentaram maior retencdo dos
aminoacidos arginina, lisina, metionina, acido aspartico, acido glutamico e cisteina, em
comparacao a peixes alimentados com a dieta AC24. Analisando as dietas com a suplementacéo
de aminoéacidos cristalinos, os aminoécidos fenilalanina, treonina e triptofano tiveram maior
retencdo em peixes alimentados com a dieta AC12 em comparagdo a dieta AC24. Peixes
alimentados com as dietas AC12 e AC24, em comparacao a dieta ALP, apresentaram maior
retencdo de histidina e isoleucina, enquanto que a retengéo de glicina foi maior em peixes

alimentados com a dieta AC12.



2.3.3. Aminoé&cidos plasmaticos

Houve interacdo (P=0,020) entre dieta e tempo para o nivel plasméatico de metionina
(P=0,020) e treonina (P<0,001). O pico do nivel plasmatico de metionina em peixes que
receberam a dieta AC24 ocorreu ap6s 240 min da alimentacdo. No entanto, o pico de metionina
plasmética ocorreu com 480 min em peixes alimentados com as dietas ALP e AC12.
Similarmente, foi observado interacdo entre dieta e tempo (P<0,001), para o nivel plasmatico
de treonina.

Peixes que receberam a dieta AC24 apresentaram pico de treonina 120 min apos
alimentacdo, enquanto o pico de treonina no plasma ocorreu com 240 min em peixes
alimentados com as dietas ALP e AC12. Néo foi observado efeito (P<0,05) das dietas sobre 0s

niveis plasmaticos de valina nos peixes, como observado na Tabela 7.



Tabela 7 — Aminoéacidos plasmaticos (nmol mL™) de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com diferentes niveis
de aminoé&cidos cristalinos?.

(continua)
Tratamento  Dieta®  Tempo Arg Lys Met Thr Val
(min)
1 ALP 0 13,33 16,67 3,33 11,679 10,00
2 AC12 0 11,67 16,67 10,00 11,679 10,00
3 AC24 0 13,33 16,67 10,00 10,009 10,00
4 ALP 60 43,33 36,67 10,00 13,33 2833
5 AC12 60 45,00 41,67 6,67%  21,67°" 1500
6 AC24 60 63,33 53,33 10,00  21,67cdef 21,67
7 ALP 120 41,67 36,67 10,00 16,67%M 3333
8 AC12 120 35,00 40,00  10,00¢  26,67°¢ 20,00
9 AC24 120 50,00 55,00 13,33 33,33 30,00
10 ALP 240 36,67 30,00 13,33 2500° 41,67
11 AC12 240 33,33 30,00 10,00 30,00 30,00
12 AC24 240 30,00 33,33 16,67 33,33 193,33
13 ALP 480 30,00 26,67 16,67 33,33 4333
14 AC12 480 23,33 23,33 20,000 30,00 50,00
15 AC24 480 23,33 23,33  10,00¢¢ 23,33de 3333
16 ALP 960 25,00 20,00 13,33 60,000 30,00
17 AC12 960 10,00 16,67 13,33 21,67%%" 36,67
18 AC24 960 10,00 16,67  10,00¢ 21,67°%f 36,67
EPM 2,262 1,802 0,669 1,746 8,996
Componentes principais
Dieta ALP 31,39 27,78° 11,11 26,67 31,39
AC12 26,39  28,06° 11,67 23,61 26,94
AC24 31,67 33,068 11,67 23,89 54,17
Tempo 0 12,78 16,67 7,78 11,11 10,00
60 50,56 43,89 8,89 18,89 21,67
120 42,22 43,89 11,11 25,56 27,78
240 33,33 31,11 13,33 29,44 88,33
480 25,56 24,44 15,56 28,89 42,22

960 14,44 17,78 12,22 34,44 35,00




Continua

Tabela 7 — Aminoéacidos plasmaticos (nmol mL™) de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com diferentes niveis

de aminoéacidos cristalinos?.

(concluséo)

Valor de P
Dieta 0,143 0,033 0,883 0,361 0,401
Tempo <0,001  <0,001 0,001 <0,001 0,176
Dieta x tempo 0,131 0,095 0,020 <0,001 0,420

2 Os valores foram expressos como média (= SEM) de oito aquarios. Valores com letras sobrescritas distintas

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

b ALP, dieta com aminodcidos ligados & proteina dos alimentos, AC12, dieta com 12% da proteina dietética
constituida por aminoacidos cristalinos e AC24, dieta com 24% da proteina dietética constituida por aminoacidos
cristalinos.

Avaliando o efeito isolado do tempo, foi observado efeito quadratico do tempo sobre 0s
niveis plasmaticos de arginina e lisina, ocorrendo picos de absor¢do com 532 e 527,5 min,

respectivamente, independente da fonte dos amino&cidos (Figura 4).



Figura 4 — Concentracdo plasmatica de arginina e lisina ap6s alimentacdo de juvenis de tilapias do Nilo
alimentados com dietas com aminoécidos ligados a proteina dos alimentos (ALP), dieta com 12% da proteina
dietética constituida por aminoacidos cristalinos (AC12) e dieta com 24% da proteina dietética constituida por
aminoacidos cristalinos (AC24). Barras representam erro padrdo médio de oito aquario com 15 peixes cada. Foram
utilizados polindmios ortogonais avaliar respostas linear e quadratica aos niveis de aminoacidos plasmaticos em

diferentes tempos e alimentados com as dietas com diferentes concentragdes de aminoacidos cristalino.
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N&o foi observada interacdo (P<0,05) entre dieta e tempo para os niveis plasmaticos de

arginina e lisina. Avaliando o efeito isolados, o nivel plasmatico de arginina ndo foi



influenciado pelas dietas. Por outro lado, foi observado maior nivel plasmético de lisina em
peixes que receberam a dieta AC24, ndo havendo diferencas nos niveis plasmaticos de lisina
em peixes que consumiram as dietas ALP e AC12, ocorrendo somente efeito do tempo (Tabela
7).

2.4. DISCUSSAO

No presente estudo, peixes alimentados com dietas com 12% da proteina originada de
aminoacidos cristalinos (AC12) apresentaram ganho de peso, conversao alimentar e taxa de
eficiéncia proteica semelhante aos peixes que receberam a dieta com proteina originada de
aminoéacidos ligados unicamente a proteina dos alimentos (ALP). Para participar com 12 e 24%
da proteina dietética, os aminoacidos cristalinos foram suplementados nas dietas AC12 e AC24
na proporcéo de 59,3 g kg e 128,5 g kg, respectivamente, na presente pesquisa. Por outro
lado, a utilizacdo de dietas com 24% da proteina originada de aminoacidos cristalinos, resultou
em desempenho inferior ao obtido em peixes que consumiram as dietas ALP e AC12.

Tais dados, corroboram com estudos realizados para avaliar a utilizacdo de concentrado
proteico de milho, com suplementacdo de lisina, em dietas para alevinos de Oreochromis
niloticus. Os autores concluiram que peixes que consumiram dietas suplementadas com 50 e100
g kgt de lisina apresentaram maior crescimento e conversdo alimentar em relagdo aos que
consumiram dieta com 190 g kg* de lisina (KHALIFA et al., 2018).

Semelhantemente, foi observado reducédo no crescimento de truta arco iris, alimentados
com dietas com niveis de 500 g kgt e 700 g kg, de concentrado proteico de soja, em
substituicdo da proteina da farinha de peixe (TUSCHE et al., 2012; ABDUL KADER e
KOSHIO, 2012). As variacdes nos resultados podem estar relacionadas ndo somente ao nivel
de inclusdo de aminoacidos cristalinos, mas ao intervalo de fornecimento da dieta reduzido
(FURUYA et al., 2005), ajuste do pH da dieta (WHITEMAN; GATLIN, 2005) e composi¢ao
e valor nutritivo dos ingredientes utilizados (WU, 2009).

O balango entre os aminoacidos essenciais dietéticos e 0s exigidos para o crescimento e
mantenca, determina a eficiéncia proteica (PERES; OLIVA-TELES, 2006). Porém, a eficiéncia
proteica € afetada ndo apenas pelo balanco entre aminoacidos essenciais, mas também pelos
aminoéacidos ndo essenciais (GREEN et al., 2002). No presente estudo, os peixes alimentados
com as dietas ALP e AC12, apresentaram maior eficiéncia proteica, comprovando assim, um
adequado balanceamento de aminodcidos, e que disparidades na absor¢do de aminoacidos

ligados a proteina e aminoacidos cristalinos, afetam a utilizagdo da proteina.



Os menores valores de taxa de crescimento e conversdo alimentar encontrados nos
peixes alimentados com a dieta AC24 pode ser explicada pela rapida absor¢ao dos aminoacidos
na forma cristalina. Os aminoacidos na forma cristalina, chegam mais rapidamente na veia
portal e subsequente degradacdo, comprometendo sua utilizacdo e aproveitamento. A taxa de
crescimento e conversdo alimentar foram piores, em peixes alimentados com a dieta com maior
teor de aminoacidos cristalinos, no presente estudo. Tais dados, estdo de acordo com pesquisas
realizadas, as quais encontraram que a taxa de crescimento e conversao alimentar foram piores
em peixes alimentados com maiores niveis de aminoacidos cristalinos (MURALI et al., 2011;
AMBARDEKAR; REIGH; WILLIAMS, 2009; AMBARDEKAR; REIGH; 2007; PEREZ-
JIMENEZ et al., 2014). Isso se deve a répida absor¢do dos aminoacidos na forma cristalina,
consequentemente, ao rapido aparecimento dos aminoacidos na veia portal, e subsequente
degradacdo, comprometendo sua utilizacdo e aproveitamento (AMBARDEKAR; REIGH;
WILLIAMS, 2009).

A maior taxa de deposicédo lipidica em peixes alimentados com a dieta ALP e AC24,
pode estar relacionada com a oxidacdo do esqueleto carbénico dos aminoacidos (WU, 2013).
Além de, estar relacionada com diferencas na absorcdo de aminoacidos, como a r-lisina, o
primeiro aminoacido limitante (FURUYA et al., 2001). A suplementacdo de aminoacidos
cristalinos na dieta da presente pesquisa, levou ao aumento da proteina bruta, cinzas e reducao
do teor de lipideo corporal em peixes alimentados com dieta AC12. Esses resultados sdo
consistentes com outras pesquisas, em tilapia do Nilo com suplementacdo de pL-metionina, -
lisina e - treonina (FURUYA et al., 2004), bagre do canal (Ictalurus punctatus), com
suplementacdo de niveis crescentes de r-lisina (AMBARDEKAR; REIGH; WILLIAMS,
2009).

Estudos avaliando dietas com deficiéncia em r-lisina com black sea bream
(Spondyliosoma cantharus) (ZHOU et al.,, 2010), salmdo do atlantico (Salmo salar)
(GRISDALE-HELLAND et al., 2011) e perca (Perca fluviatilis) (YANG et al., 2011),
observaram reducdo no teor de lipideos corporais. No presente estudo, a disparidade na
absorcdo de aminoacidos cristalinos e ligados a proteina, resultou em diferencas na absorcéo e
utilizacdo de aminoéacidos, como r-lisina, causando diferencas no teor de lipideos corporais. A
L-lisina participa do metabolismo da carnitina — participa do transporte de acidos graxos de
cadeia longa, do citoplasma para a mitocondria, para realizar a B-oxidacdo (WALTON et al.,
1984; WU, 2013).

A retencdo de nitrogénio, é um pardmetro validado para avaliar os efeitos da proteina

dietética sobre o ganho de peso, uma vez que, 0 ganho de peso é resultado do acréscimo de



varios nutrientes, ndo apenas da proteina (TIDBALDI; TULLI, 1999). Neste estudo, a retengdo
de nitrogénio foi maior em peixes alimentados com a dieta ALP e AC12. Similarmente, outros
autores relataram aumento na retencdo corporal de nitrogénio em tilapias do Nilo alimentadas
com dietas com niveis crescentes de r-treonina (SILVA et al., 2006) e cr-lisina (CAO et al.,
2012). A menor retencdo corporal de nitrogénio observada nos peixes que consumiram a dieta
com elevado nivel de inclusdo de aminoacidos cristalinos confirma a hip6tese da imparidades
na absorcdo de aminoacidos, em comparacao aos aminoacidos ligados a proteina dos alimentos.

A absor¢do de aminoacidos e peptideos, depende dos sistemas de transporte - proteinas
responsaveis por reconhecer e transferir substratos especificos através da membrana do
enterdcito, e permitem que as células selecionem substratos especificos a partir de um pool de
aminoacidos. Podem atuar sozinhas ou em conjunto. Eventualmente, o transporte de alguns
aminoacidos requer gasto energético, e acoplamento de ions sodio e potassio, com quebra de
ATP (adenosina trifosfato). Estes sdo considerados transportadores da membrana apical do
enterécito Na* dependente, ou seja, ativo (FRENHANI; BURINI, 1999; MATTHEWS, 2000).

A atividade dos transportadores de aminoacidos e peptideos no enterdcito, € regulada
pelos niveis de aminoacidos na borda em escova. Sendo que, variagcbes que ocorrem na
atividade absortiva, dependem do custo da atividade de absor¢do dos transportadores, e da
disponibilidade de nutrientes no limen, cuja presenca, estimula a atividade dos transportadores
(FRENHANI; BURINI, 1999). As diferengas significativas na retencdo de aminodcidos, entre
o0s peixes alimentados com diferentes niveis de aminoacidos cristalinos, pode ser devido a
variacdes na disponibilidade e forma dos aminoacidos ou peptideos presentes na borda em
escova nho momento da absorcdo. Sendo que, ha transportadores especificos para certos
aminoacidos, como glicina e cisteina (FRENHANI; BURINI, 1999).

A dindmica de absorcdo de aminoacidos no plasma pode ser influenciada por varios
fatores, como a forma dos aminoacidos nos ingredientes da dieta (PEREIRA; ROSA; GATLIN
I1l, 2017); concentracdo de ions, afinidade de substratos, concentracdo de aminoacidos
intracelulares, transportador de aminoacidos (FRENHANI; BURINI, 1999; MATTHEWS,
2000). Além disso, fatores como a frequéncia de alimentacdo (FURUYA et al., 2005), atividade
de enzimas (AMBARDEKAR; REIGH, 2007), baixa palatabilidade e sintese proteica reduzida
(MURAI et al., 2011), ingredientes da dieta (WU, 2009), qualidade da proteina e periodo de
jejum podem afetar a absor¢do dos aminoacidos (SCHUHMACHER, 1993).

O pH da dieta, é um fator que pode afetar a dindmica de absor¢do de aminoacidos
(WHITEMAN; GATLIN, 2005; PARMA et al., 2019). O pH gastrointestinal é responsavel pela

digestdo adequada das proteinas dietéticas, pois prove um ambiente 6timo para ativagao e acdo



das enzimas digestivas (ILHAN et al., 2017; PARMA et al., 2019). Estudos avaliando o ajuste
do pH da dieta, comprovaram que quando o pH da dieta foi ajustado, houve melhorias no
desempenho de bagre do canal (WILSON et al., 1997), carpa comum (NOSE et al., 1974),
Sciaenops ocellatus e Morone chrysops x Morone saxatilis (WHITEMAN; GATLIN, 2005).
Portanto, neste estudo, o pH da dieta foi ajustado, para minimizar os efeitos do pH sobre a
absorcdo dos aminoacidos. O pH do trato gastrointestinal, também est& associado ao habito
alimentar, se onivoro ou carnivoro, e frequéncia alimentar (KROGDAHL et al., 2015;
YUFERA et al., 2012). Algumas espécies, como truta arco iris, e cobia (Rachycentron
canadum), sdo caracterizados por uma secre¢do acida continua, e mantenca do pH
gastrointestinal &cido, mesmo durante o periodo de jejum. Enquanto que, outras espécies
apresentam pH gastrico neutro durante o jejum, seguido por liberacédo de acido hidrocloridrico,
apos a ingestdo de alimento (YUFERA et al., 2019; BUCKING et al., 2009).

A frequéncia alimentar influencia vérios fatores na digestdo proteica, como a atividade
enzimatica e sintese proteica (FURUYA et al., 2005). A atividade das enzimas digestivas é
ativada principalmente pela presenca do quimo no estomago, onde se inicia a digestdo proteica
(SILVA et al., 2015). A frequéncia alimentar pode minimizar os efeitos negativos da rapida
absorcdo dos aminoacidos na forma cristalina, provendo os aminoécidos necessarios para a
sintese proteica (FURUYA et al., 2004). Uma vez que, diferencas no tempo de absorcdo de
diferentes fontes de aminoacidos, pode reduzir a eficiéncia e sintese proteica, pois 0s
aminoéacidos cristalinos sdo absorvidos e catabolizados mais cedo que aminoacidos ligados a
proteina (AMBARDEKAR; REIGH; WILLIAMS, 2009).

No presente estudo, o perfil corporal de aminoacidos de juvenis da tilapia do Nilo
alimentados com as dietas experimentais sem e com aminoacidos cristalinos, ndo foi afetado
pela dieta no presente estudo. De forma geral, ha constancia na composicdo corporal de
aminoéacidos de peixes teledsteos (MAMBRINI; KAUSHIK, 1995; AKIYAMA; OOHARA;
YAMAMOTO, 2007), sendo a retencdo dietética mais influenciada do que a composicdo
corporal de aminodcidos, como observado em estudos realizados com tildpias do Nilo
alimentadas com dietas com aminoéacidos cristalinos (MICHELATO et al., 2016).

O presente estudo comprova que a absor¢do de aminoacidos cristalinos ocorre mais
rapidamente que aminoacidos ligados a proteina. Tais diferencas no perfil de absorcéo,
comprometem o desempenho, composicao corporal, retencdo de aminoacidos com altos niveis
de aminoécidos cristalinos na dieta. Portanto, é necessario levar em conta niveis de incluséo de

aminoacidos cristalinos, pois possibilita a utilizagdo de fontes proteicas de origem vegetal com



balanceamento de aminoacidos adequado, de forma sustentavel ambiental e economicamente,

na criagdo de tilapias.

2.5. CONCLUSOES

Conclui-se que a suplementacéo de aminoacidos cristalinos até 12% da proteina bruta,
equivale o desempenho produtivo, retencdo de proteina, crescimento e conversao alimentar, de
juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas com aminoéacidos ligados a proteina. Dietas
com 24% da proteina originada de aminoacidos cristalinos reduz o desempenho produtivo por

assincronia na absorcao e utilizacdo de aminoacidos.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de aminoacidos cristalinos é uma opcgao préatica para adigdo em dietas para
tilapia do Nilo para utilizagdo de fontes proteicas de origem vegetal, de menor custo em relacdo
aos alimentos de origem animal. E importante considerar o valor nutritivo e composicio de
aminoacidos dos alimentos, para evitar excessos ou deficiéncias de aminoacidos, que resultam
em impactos negativos no crescimento dos peixes. Interferindo, consequentemente, nas
respostas econémicas da producdo, além do impacto ambiental, pela maior excrecdo de
nitrogénio pelos peixes.

Considerando os dados da presente pesquisa, ainda que seja evidente que 0 pico
plasmético de aminoé&cidos cristalinos ocorra anteriormente ao pico dos aminoacidos ligados a
proteina dos alimentos. A elaboracdo de dietas com elevado valor nutritivo, a incluséo de
aminoéacidos cristalinos para compor até 12% da proteina bruta é recomendada para juvenis de
tilapia do Nilo, sem afetar o desempenho produtivo de juvenis de tilapia do Nilo.

Com a evolugdo nos estudos sobre nutricdo de tilapias, o0 melhor entendimento da
expressdo de genes relacionados ao metabolismo, particularmente proteico, é importante como
ferramenta auxiliar para dar suporte aos resultados obtidos com as variaveis de desempenho
produtivo rotineiramente avaliados.

A piscicultura contribui para o desenvolvimento social e econémico da aquicultura
brasileira. Particularmente, a criagdo de tilapias, com modelos inovadores de criacdo e continuo
processo de melhoramento genético. Assim, hd necessidade de constante atualizacdo nos
estudos sobre a nutricdo, envolvendo também aspectos relacionados aos temas atuais sobre
seguranca alimentar, bem estar animal e dietas orientadas para reduzir o impacto ambiental

originado da criacao de peixes.



