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RESUMO
No Brasil, a tilapicultura desempenha papel importante na economia. Dentre os diversos fatores que podem
afetar a producdo de tilapias destacam-se aqueles relacionados a qualidade nutricional das dietas. A
suplementagéo de aminoacidos favorece a redugéo de custos, por meio de menor uso de alimentos proteicos,
além de reduzir o impacto ambiental, uma vez que ocorre menor excre¢do nitrogenada. Para testar tal
hipotese, foi realizado um ensaio submetendo alevinos de tilapias ao cultivo com duas dietas distintas, com
niveis normais e com oito vezes mais triptofanos que o recomendado por 60 dias, e avaliados o rendimento
de filé com pele (FCP), filé sem pele (FSP), porcentagem de visceras (VSC), proteina bruta (PB%), rendimento
de carcaca limpa (RCL), pele (P) e peso de cabega (PC). Os valores lipideos totais e a eficiéncia alimentar
foram comparados entre os dois grupos por meio de teste T de Student em nivel de significancia de 5%. Os
animais suplementados com triptofano extra apresentaram maior FCP (p=0,001), de FSP (p<0,0001) e menor
porcentagem de VSC (p<0,0001) comparado aos animais do grupo controle. Nao houve diferenca para PB%
(p=0,767), RCL (p=0,611), pele (p=0,819) e PC (p=0,955). Apesar do melhor desempenho relacionado ao filé,
os niveis de coeficiente de variagdo dos animais suplementados com triptofano foi em média 76,5% maior
gue dos animais controle. Diante disso, é possivel inferir que, apesar do aumento do rendimento de filé, a
suplementacéo de triptofano nas condi¢Ges avaliadas pode causar desuniformidade dos lotes em longo prazo.

PALAVRAS-CHAVE: Producéo animal; Oreochromis niloticus; Tilapicultura.
1 INTRODUCAO
1.1 CENARIO DA PESQUISA

No Brasil, a tilapicultura desempenha papel importante na economia; 0 preco
praticado para o filé de tilapia nas principais regides metropolitanas do pais alcanca valores
muito positivos, entre R$ 33 e R$ 41 por quilo, 0 que torna pesquisas com esta espécie
extremamente interessante quando comparada a outras espécies como a Merluza, principal
substituta do filé de tilapia em consumo (Barroso et al.,2017), que apresenta valores entre
R$ 25 e 30 por quilo de filé. Além disso, a tilapicultura contribui ativamente para economia
do estado do Parana, que atualmente possui a maior producdo nacional de tilapia (PeixeBR,
2019).

Dentre os diversos fatores que podem afetar a producédo de tilapias destacam-se
agueles relacionados a baixa qualidade nutricional das dietas (Huang et al., 1997), sendo
a proteina a por¢ao mais cara (KUBITZA, 2011). A suplementacdo de aminoacidos favorece
a reducdo de custos, por meio de menor uso de alimentos proteicos, além de reduzir o
impacto ambiental, uma vez que ocorre menor excre¢ao nitrogenada.

O triptofano, um aminoéacido, aromatico e apolar, € um dos aminoacidos essenciais
para tilapias, e deve ser obtido através de alimentacdo. Embora em baixa concentracao,
este aminoacido participa da sintese de serotonina, que esta associada a sensacao de
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saciedade, reducdo dos niveis séricos de cortisol, alteracdo de humor, depressédo e
regulacdo do sono (Lucki, 1998; Le Floc’h; Otten; Merlot, 2011) por meio da sintese de
melatonina.

Possui ainda acdo antioxidante, oncostatica, regulacdo do sistema imunoldgico,
cardiaco, manutencao 6ssea, e alteracées hormonais (Lucki, 1998; Pandi-Perumal et al.,
2006). Ele est4 entre os aminoacidos que mais afetam o ganho em peso dos animais, caso
sua concentracao esteja aquém ou além das exigéncias (WANG; CASTANON; PARSONS,
1997).

1.2 ANTECEDENTES

Em animais de producéo, a suplementacéo com triptofano comprovadamente reduz
0 comportamento agressivo, melhora a padronizacdo dos lotes, e diminui o canibalismo,
especificamente em peixes adultos (Winberg; @verli; Lepage, 2001; @verli; Kotzian;
Winberg, 2002; Hseu et al, 2003; Héglund et al., 2005), e alevinos (Krdél; Zakes, 2016). A
suplementacao dietética pode ainda causar alteracdes fisioldégicas e, concomitantemente,
alterar alguns metabdlitos (SCHOCK et al., 2012; GUO et al., 2014; GIL-SOLSONA et al.,
2019).

Do ponto de vista metabolico e fisiologico, o triptofano € hidroxilado a 5-
hidroxitriptofano, e depois descarboxilado, dando origem a serotonina (5-hidroxitriptamina
ou 5-HT), e posteriormente, a melatonina (Ruddick et al., 2006). A serotonina, por sua vez,
é sintetizada e armazenada principalmente no Sistema Nervoso Central (SNC) e nas
células enterocromafins do sistema gastrointestinal. Aparentemente, a regulacéo
serotonérgica do sistema nervoso central (SNC) envolve o estimulo vagal e o microbioma
intestinal, sendo esta regulacao bidirecional.

De forma pontual e direta, a regulacao se d& por meio da modulacéo sinérgica de
alguns &cidos graxos e metabdlitos de triptofano do microbioma, os quais atuam sobre a
superficie de células enterocromafins, ou ainda, atravessam em direcdo a barreira
hematoencefélica promovendo sinalizacdo neural, modulacdo do neurotransmissor GABA
e consequentemente, regulacéo da ingestao alimentar (HAGHIKIA et al., 2015; O'MAHONY
et al., 2015; YANO et al., 2015; MARTIN et al., 2018).

De forma reciproca, o0 sistema nervoso autbnomo pode ativar as células
enterocromafins para liberacdo de 5-HT no lumen intestinal, e modular o microbioma
intestinal (MAYER; SAVIDGE; SHULMAN 2014; MARTIN et al., 2018) (Fig. 1).
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Figura 1: Relagdo da sinalizacdo da serotonina (5HT) com a interagdo entre microbioma intestinal
e SNC. A sintese de 5HT nas células enterocromafins é modulada pela estimulagdo dos produtos
da microbiota, como acidos graxos e outros metabdlitos. As células enterocromafins séo capazes
de estimular as fibras nervosas aferentes. Este estimulo pode ocorrer ainda quando os acidos
graxos e demais metabdlitos atravessam a barreira intestinal em dire¢éo a barreira
hematoencefalica. De forma reciproca, o SNA pode estimular as células enterocromafinse a
liberar 5SHT no limen intestinal, onde pode interagir com microbioma, modulando a disponibilidade
do triptofano dietético
Fonte: ROLDI (2020)

A presenca de fatores estressantes diversos pode favorecer comportamento
agonistico nos animais, com reducdo de consumo e aumento da taxa de natacdo para fuga
(Van de Nieuwegiessen et al., 2008). Este comportamento pode favorecer o aumento de
atividade na musculatura branca e potencializar as taxas de glicélise anaerdbica,
modulando os padrdes de producao de acido latico, pH do musculo e consumo de acidos
graxos das fibras musculares (Poli et al., 2005; Rahmanifarah et al., 2011; Goes et al.,
2015), gerando um filé de baixa qualidade.

1.3 LACUNA E OBJETIVOS

Dada a sua relagéo direta com a sintese de serotonina, a suplementacéo dietética
de triptofano pode reduzir alguns parametros fisiologicos relativos ao estresse (Lepage et
al., 2005) e comportamento agonistico em peixes (HAglung et al., 2005; Winberg et al., 2001
e Wolkers et al., 2012; Barbosa et al., 2019), possibilitando maior deposicdo de massa
muscular e melhoria da qualidade do filé. Em contrapartida, a suplementacdo além do
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necessario pode causar apatia, reducdo da capacidade de interacdo social e por fim,
reducdo do consumo de racao.

1.4 CONTRIBUICOES

Por fim, é provavel que a suplementacéo de triptofano afete diretamente a producao
de tilapia, principalmente na primeira fase criagdo, e altere tanto a eficiéncia alimentar,
guanto a concentracdo de lipideos no filé nestes animais. Para testar tal hipdtese, foi
realizado um ensaio submetendo alevinos de tildpias ao cultivo com duas dietas distintas,
com niveis normais e com oito vezes mais triptofanos que o recomendado.

2 METODOLOGIA
2.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ASPECTOS ETICOS

) Os procedimentos neste experimento foram submetidos a aprovacéao pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual Paulista - Julio de Mesquita Filho -
UNESP - Botucatu - Brasil.

2.2 LOCAL DO ESTUDO

O projeto foi conduzido em uma propriedade privada situada latitude -23.446302 e
longitude -51.935163, no municipio de Maringa-Pr.

2.3 COLETA DOS DADOS

Foram utilizados 180 alevinos revertidos sexualmente para macho da linhagem
GIFT, com peso médio inicial de aproximadamente 1g, provenientes de piscicultura local.

O desenho experimental adotado foi o delineamento blocos casualizados (DBC),
sendo cada hapa considerada como bloco. Os peixes foram distribuidos em 6 hapas (0,40
x 0,58 x 0,34), sendo trés hapas para Dieta controle (CONTROLE - niveis recomendados
de acordo com NRC) e trés para suplementacdo extra (TRIPTOFANO - oito vezes a
recomendacdo do NRC). Os peixes foram submetidos a sete dias de adaptacdo as
instalacdes e densidades antes do inicio do experimento, como segue:

Controle Triptofano Controle Triptofano Controle Triptofano

Figura 2: Esquema experimental com duas densidades de cultivo, baixa (1,5 L /peixe) e alta (3 L /peixe),
com trés repeticbes cada. Todos 0s animais consumiram a mesma dieta.
Fonte: ROLDI (2020).
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As mortalidades foram tomadas e anotadas nos quatro periodos de alimentacao;
para todas as hapas de forma individual.

A temperatura do ar e agua foi aferida diariamente com auxilio de termdémetro
apropriado em todos os tanques, sempre as 8 horas da manhd. As medidas de cada
repeticdo foram anotadas e posteriormente avaliadas. A taxa de renovacao de agua foi de
30 % ao dia e aeracao foi constante por meio de pedra porosa acoplada a um soprador
central, para garantir a oxigenacado recomendada.

Foram elaboradas duas dietas isoproteicas e isoenergéticas com aproximadamente
3000 kcal ED/kg de dieta e 29% de proteina digestivel, diferindo apenas quanto a
suplementacao de triptofano.

Tabela 1: MS (Matéria Seca); EB (Energia Bruta); PB (Proteina Bruta); ED (Energia Digestivel); PD
(Proteina Digestivel); FB (Fibra Bruta); FB (Fibra Bruta); EE (Extrato Etéreo); Ca (Calcio); P disp.
(Fésforo disponivel); ED/PD (relacdo Energia Digestivel/Proteina Digestivel)

Ingredientes Dieta Controle (%) Dieta Teste (%)

Soja, farelo-45 43,50 43,50
Concent. Protéico de Soja 10,00 10,00
Visceras, farinha 5,00 5,00
Milho, gréo 33,04 33,04
Soja, 6leo 0,50 0,50
Trigo, farelo 2,00 2,00
DL-metionina 0,22 0,22
L-Treonina 0,36 0,36
L-Triptofano 0,32 2,56
Fosfato bicalcico 2,01 2,01
Inerte (caulim) 2,24 0,00
BHT 0,02 0,02
PremixVit/min 0,60 0,60
Vit. C 0,09 0,09
NaCl 0,10 0,10

Total 100,00 100,00

Fonte: Dados da pesquisa

Para avaliar a qualidade de agua as variaveis pH, aménia e oxigénio dissolvido foram
aferidas a cada trés dias com auxilio de kits individuais, e os valores anotados (PIPER ET
AL., 1982).

Para determinacdo dos niveis de amonia foi usado o kit comercial Amonia toxica
(dgua doce) LabconTest® que possui sensibilidade de variacao de leitura da amostra inicial
entre 0 e 6,5 ppm, de acordo com a seguinte escala colorimétrica.

0 ppm 0,25 ppm 0,5 ppm 1 ppm 2 ppm 3,5 ppm

6,5 ppm 11 ppm

Figura 3: Escala colorimétrica para determinacédo de aménia. Adaptado do kit comercial
Amonia téxica (dgua doce) LabconTest®
Fonte: Dados da pesquisa

Os valores diretos obtidos na escala colorimétrica foram entdo correlacionados com
temperatura da agua e pH, e assim determinadas os valores ideais de acordo com a tabela
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de correlacao fornecida pelo fabricante. Foi considerado dentro dos padrfes minimos para
0 bem-estar dos animais medidas ajustadas menores que 0,020 ppm.

Para determinacdo do PH foi usado o kit comercial LabconTest® que possui
sensibilidade de variacdo entre 6,2 e 7,5. Foi considerado dentro dos padrées minimos para
0 bem-estar dos animais medidas entre 6,8 e 7,2; de acordo com a seguinte escala
colorimétrica:

6,2 6,4 6,6 6,8 7,0 7,2 7,5

CONDICAO ADEQUADA
Figura 4: Escala colorimétrica para determinacéo de pH. Adaptado do kit comercial pH para
aquarios de 4gua doce, LabconTest®
Fonte: Dados da pesquisa

Para determinacdo das concentracdes de O: dissolvido foi usado o kit comercial
LabconTest® que possui sensibilidade de variacdo entre 0 e 11 ppm (ponto de saturacao).
Foi considerado dentro dos padrées minimos para o bem-estar dos animais medidas acima
de 4 ppm de Oz, de acordo com a seguinte escala colorimétrica:

0 ppm 1 ppm 2 ppm 3 ppm 4 ppm 6 ppm 8 ppm 11 ppm

CONDICAO INADEQUADA CONDICAO ADEQUADA
Figura 5: Escala colorimétrica para determinacdo de O.. Adaptado do kit comercial de O,
dissolvido para aquarios de agua doce, LabconTest®

Os animais foram alimentados quatro vezes ao dia (7h, 11h, 15h e 19h), até
saciedade aparente. Inicialmente os animais receberéo dieta farelada, e a granulometria
adaptada dentro do periodo experimental de 60 dias.

2.4  ANALISE DOS DADOS

Antes do abate, os animais foram anestesiados com auxilio de eugenol de acordo
com as concentracdes recomendadas pelo comité de ética no uso de animais (CEUA). ApGs
o abate foi realizada a retirada do filé do lado direito dos animais, e enviado para analise de
proteina bruta, cuja determinacéao foi realizada pelo método de Kjeldahl.

O método de Kjeldahl determina a matéria nitrogenada total de uma amostra. O
meétodo foi realizado em trés etapas: digestéo, destilacao e titulacdo. A digestdo consistiu
na transformacdo do nitrogénio das substancias nitrogenadas, por ebulicdo com acido
sulfurico concentrado e catalisadores, em sulfato de aménio. Na destilacdo, o sulfato de
amonio foi tratado com hidroxido de sodio em excesso, liberando amdnia sob a forma de
hidroxido de aménio, que foi destilado e recolhido em acido bérico. O nitrogénio foi entédo
determinado por titulagdo com acido cloridrico valorado, ao vermelho de metila (IAL, 2008).
A determinacgédo do teor de nitrogénio foi realizada de acordo com a seguinte equacao:

VxMuxfx0014 x 100
P

Nitrogénio total (%) =

Onde:
V = volume de solucéo de 4cido utilizado (mL);
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M = concentracdo molar teorica da solucéo de acido utilizado;
f = fator de correcdo da solucao de acido utilizado;
P = massa da amostra imida (g).

Apéds a determinacdo do teor de nitrogénio total (%) este foi multiplicado por 6,25
para a estimacédo da proteina bruta (PB%) do filé. A determinacdo do rendimento de filé foi
realizada de acordo com a figura 6.

Rendimento de filé #&'
Lo -

e

Visceras foram retiradas apés
’a anestesia e eutanasia, e pesadas
separadamente.
A cabeca foi retirada
A da carcaga e pesada g
individualmente . ‘
""""""" > -

' b |

1
1
1
1
RENDIMENTOEFILE] « - - - - - - - - - - 4“?‘ Da carcaga sem [
F ’ cabeca foi retirada
a pele e pesada

separadamente

Da carcaca sem cabeca e sem pele foi \&

retairado filé, e pesados separadamente
a carcaga limpa e o filé resultante \

Figura 6: Determinagdo do rendimento de filé
Fonte: Dados da pesquisa

Para determinacdo do rendimento de filé foi realizada a retirada do filé do lado
esquerdo dos animais e somado ao peso do filé do lado direito, anteriormente retirado para
analise de proteina bruta, e este peso aplicado a seguinte equacéao:

peso do filé (g)

x 100
peso corporal total(g)

Rendimento de filé (%) =

Os valores PB% e rendimento de filé foram entdo comparados entre os dois grupos
por meio de teste T de Student em nivel de significancia de 5%.
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3 RESULTADOS

A mortalidade observada foi de 16% (CONTROLE) e 12% (TRIPTOFANO), sem
diferenca estatistica entre os grupos. Nao houve diferenca para os valores das variaveis
oxigénio dissolvido (6,5+1,2mg L7), NHs (0,0014+0,001 mg L%), pH (6,85+0,3) e
temperatura (23,6x1, 5 °C) entre as hapas.

Os animais suplementados com triptofano extra apresentaram maior rendimento de
file com pele (p=0,001), de filé sem pele (p<0,0001) e menor porcentagem de visceras
(p<0,0001) comparado aos animais do grupo controle (Fig. 7). Nao houve diferenca para
PB% (p=0,767), rendimento de carcaca limpa (p=0,611), pele (p=0,819) e peso de cabeca
(p=0,955).

Desempenho (%)

60 A A
50 B I 5 1
40 I I
30 A
20 B
I

10

0

FCP-C FCP-T FSP-C FSP-T VSC-C VSC-T
CONTROLE TRIPTOFANO

Figura 7: Rendimento de Filé Com Pele (FCP), Filé Sem Pele (FSP) e Visceras (VSC)
observados entre animais do grupo controle (C) e triptofano (T). Letras diferentes sobre as barras
de desvio padréo indicam diferenca estatistica pelo teste t de Student a 5% de significAncia

Fonte: Dados da pesquisa

4 DISCUSSAO

A suplementacao dietética de triptofano tem se mostrado ambigua dependendo da
espécie e da fase avaliada. Em juvenis de Sparus aurata, o triptofano pode melhorar o
status imunolégico apés duas semanas de suplementacdo (RAMOS-PINTO et al. 2019).
Em contrapartida, quando o triptofano dietético foi oferecido 30% acima do seu nivel
necessario para robalos (Dicentrarchus labrax), estes apresentaram aumento do cortisol
plasmatico, além da reducdo de linfocitos e mondcitos / macréfagos quando desafiados
com infeccdo bacteriana (MACHADO, M. et al. 2019).

Na piscicultura, ambientes de confronto, predacdo, ou até mesmo de disputa
territorial tém sido frequentemente associados ao aumento do cortisol. O balango entre a
producdo de cortisol e serotonina esta intimamente relacionado. O alto nivel de cortisol,
assim como o de triptofano, por periodos prolongados estimula a producédo de quinurenina,
sintetizada primariamente no figado, e que tem como substrato o triptofano. A quinurenina
€ um intermediario na rota da producédo de dinucleétido de nicotinamida e adenina (NAD),
uma coenzima que atua em processos de oxidacao-reducao (Chen; Guillemin, 2009; Garten
et al., 2009).

A elevacao na producao de quinurenina promove a diminuicdo da concentracdo de
triptofano disponivel para sintese de serotonina (Leonard, 2005). Por outro lado, 0 aumento
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nos niveis de triptofano, que pode ser fornecido por dietas, leva a uma maior producao de
serotonina, melhorando a resposta ao estresse (MARKUS et al., 2000).

O crescimento corporal na maioria dos peixes ocorre por hiperplasia e hipertrofia
muscular, que sado influenciadas por diferentes fatores regulatérios, como niveis de
miostatina, GH, IGF1, dentre outros. A regulacdo destes fatores é, em sua maioria,
dependente da disponibilidade energética e de aminoacidos, que deve ser superior as
exigéncias minimas de mantenca. Além disso, fatores relacionados ao estresse, como
niveis de cortisol, por exemplo, séo frequentemente associados a reducao de desempenho
nos animais.

Em nossa pesquisa, 0s animais do grupo triptofano apresentaram melhor rendimento
de filé quando comparados aos do grupo controle, indicando maior destinagéo de nutrientes
disponiveis da dieta para a producdo. De modo semelhante ao observado em nossa
pesquisa, a suplementacdo dietética com triptofano em patos melhorou o ganho de peso
sem alterar o consumo de racao (LIU et al.,, 2015). De forma oposta, a suplementacao
dietética de triptofano aumentou o consumo de racdo em porcas em lactacao e,
consequentemente, o ganho em peso da leitegada ao desmame (MIAO et al., 2019).

5 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do melhor desempenho relacionado ao filé, os niveis de coeficiente de
variacado dos animais suplementados com triptofano foi 38,46% maior para filé com pele,
214,89% maior para filé limpo e 16,66% maior para teor de visceras. Mesmo para as
variaveis que ndo apresentaram diferenga estatistica, este aumento do coeficiente de
variacdo para os animais suplementados com triptofano também ocorreu: rendimento de
carcaca limpa (37,03%), pele (8,34%) e peso de cabeca (143,66%). Este aumento de CV%
generalizado evidencia que a resposta a suplementacdo é dependente dos fatores
individuais de cada animal. Esta teoria é suportada de forma clara por Gibson, E. (2018),
gue comprovou a interacdo entre sexo x genotipo x fatores estressantes e 0s niveis de
suplementacéo de triptofano. Assim, no cultivo de tildpias, poderiamos acrescentar ainda
os fatores associados a inversdo sexual, e a interacdo do sexo morfolégico e genético.
Diante destes fatores, e do aumento do CV% observados, € possivel inferir que esta
suplementacao pode causar desuniformidade dos lotes em longo prazo.
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