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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a utilizacdo do hidrolisado proteico de residuo de sardinha como
atrativo na alimenta¢do do Rhamdia quelen. No experimento 1, foram utilizados os seguintes atrativos
alimentares: 1. extrato aquoso de musculo de tilapia-do-Nilo (controle positivo); 2. hidrolisado proteico
de residuo de sardinha com baixo grau de hidrolise (GH); 3. hidrolisado proteico de residuo de sardinha
com alto GH; 4. hidrolisado proteico de residuo de sardinha com alto GH diluido (10% da concentracdo)
e 5. controle usando somente agua destilada. Apds jejum de 48 horas, o comportamento foi registrado em
video por um periodo basal de dois minutos e por mais 18 minutos apds a inoculagdo do atrativo. O
delineamento foi inteiramente ao acaso, com trés tratamentos e 20 repeticdes. O experimento 2 foi
realizado para avaliar a capacidade do hidrolisado proteico de estimular a ingestdo de alimento em juvenis
de jundia. Para isso, foram confeccionados pellets de agar contendo ou ndo hidrolisado proteico de
residuo de sardinha. Os peixes foram avaliados individualmente e tiveram um periodo de adaptagdo de
sete dias. Os resultados foram analisados por meio do teste de propor¢do de Goodman (1964). A
inoculagdo dos hidrolisados com alto e baixo GH aumentou o tempo de movimentagdo dos barbilhdes. O
hidrolisado com alto GH diluido proporcionou os mesmos resultados que o hidrolisado com baixo GH ,
mas as médias ndo diferiram das obtidas para a agua destilada (controle negativo) e do extrato de
musculo. O incremento na movimenta¢do de um lado para outro do aquario foi maior (P<0,05) para os
hidrolisados com alto e baixo GH. No experimento 2, a propor¢do de peixes que ingeriu os pellets
contendo hidrolisado proteico de residuo de sardinha com alto GH foi maior (P<0,05) em relagdo aos que
ingeriram os pellets contendo agua destilada. O hidrolisado proteico foi eficiente para estimular o
comportamento associado a alimentagdo em juvenis de Rhamdia quelen.

Palavras-chave: peixe nativo, etologia, hidrélise, manejo alimentar
ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the use of the sardine waste hydrolysate as a feeding stimulant for
Rhamdia quelen juveniles. In experiment 1 the following feeding stimulants were evaluated: 1. Aqueous
extract of Nile tilapia muscle; 2. sardine waste protein hydrolysate with a low degree of hydrolysis (DH);
3. Sardine waste protein hydrolysate with high GH; 4. sardine waste protein hydrolysate with high GH
diluted (10% concentration) and 5. control using only distilled water. The fish were evaluated
individually. After 48 hours fasting, the behavior was videotaped for a baseline period of 2 minutes, and
for another 18 minutes after attractive inoculation. The design was completely randomized with three
treatments and twenty repetitions. Experiment 2 was conducted to evaluate the effect of the sardine waste
protein hydrolysate on the food intake of silver catfish. For this purpose agar pellets were produced
containing or not sardine waste protein hydrolysate. The fish were evaluated individually and had an
adjustment period of 7 days. The results were analyzed using the Goodman test (1964). Inoculation of the
sardine waste protein hydrolysate with high and low GH increased the barbel movement time. The
sardine waste protein hydrolyzate diluted with high GH yielded the same results as the hydrolysate with
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low GH, but did not differ from the average obtained for distilled water (negative control) and muscle
extract. The increase in moving side to side in the aquarium was higher (P<0.05) for sardine waste
protein hydrolysate with high and low GH. In experiment 2 the proportion of fish that ingested the pellets
containing sardine waste protein hydrolysate was higher (P<0.05) than the proportion of fish that
ingested the pellets containing distilled water. The sardine waste protein hydrolysate was efficient to
stimulate the feeding associated behavior in Rhamdia quelen juveniles.

Keywords: native fish, ethology, hydrolysis, feed management

INTRODUCAO

Uma grande quantidade de residuos do
processamento de pescado ¢ descartada
diariamente pela industria de pescado. No ano de
2012, foram capturadas 3,3 milhdes de toneladas
de sardinhas (Sardinella spp. e Sardina
pilchardus) para o consumo humano, ¢ esse
produto gera uma quantidade significativa de
residuos que podem ser aproveitados em dietas
para organismos aqudticos. Apenas 35% da
farinha de peixe no mundo tém como fonte
principal residuos da industria do pescado (FAO,
2014). Uma das alternativas para o
aproveitamento dos subprodutos da pesca ¢é a
utilizacdo da  hidrolise  enzimatica. Essa
tecnologia consiste em transformar esses
residuos em um produto de alto valor bioldgico
agregado (Chabeaud et al., 2009).

O elevado wvalor nutricional qualifica o
hidrolisado proteico de pescado para ser utilizado
na composi¢do das ragdes em cultivos que
demandam uma dieta de qualidade, como
larviculturas (Hermannsdottir et al.,, 2009;
Srichanun et al., 2014) e a produgdo de peixes
carnivoros (Hevroy et al., 2005). A matéria seca
do hidrolisado enzimatico proteico de pescado
pode ser utilizada em aquicultura como
suplemento e para melhorar a digestibilidade da
dieta (Oliva-Teles et al., 1999). Além disso, uma
abordagem que ainda ndo foi devidamente
aprofundada ¢é a possibilidade de utilizar o
hidrolisado proteico para melhorar a atratividade
da dieta. Os aminoacidos livres e os peptideos de
baixo peso molecular encontrados no hidrolisado
sdo detectados pelo sistema gustatorio dos peixes
e podem agir como atrativos alimentares (Halver
e Hardy, 2002).

Rhamdia quelen é uma espécie endémica do
Brasil, de habito alimentar onivoro, com
preferéncia por peixes, crustaceos, insetos, restos
vegetais e detritos organicos (Baldisserotto,
2009). O jundia possui um sistema gustativo
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apurado, localizando o alimento por meio de
substancias dissolvidas na agua. Assim como
outras espécies de bagre, possuem corpusculos
gustativos nos barbilhdes, na superficie da pele,
nos labios, nas partes superiores e no interior da
boca e nos arcos branquiais (Atema, 1971). Isso
revela a grande importdncia que a
quimiorrecep¢do tem no  comportamento
alimentar desses peixes. Ja foi relatada inclusive
alta sensibilidade desse grupo de peixes a
aminoacidos dissolvidos na agua (Caprio, 1975).
Nesse sentido, o uso de atrativos quimicos na
agua pode ser uma estratégia para condiciona-los
ao manejo alimentar em cativeiro. Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a
eficiéncia do hidrolisado proteico de sardinha
como atrativo alimentar para juvenis de jundia.

MATERIAL E METODOS

Este experimento foi conduzido no Laboratorio
de Piscicultura do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de
Santa Catarina. Os procedimentos presentes
neste estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica da Universidade do Estado de Santa
Catarina (Protocolo 1.14.13). A estratégia basica
foi avaliar o efeito do hidrolisado proteico de
sardinha como estimulador quimico do apetite
para o jundia. Para isso, foram realizados dois
ensaios experimentais. No primeiro, foi avaliado
o efeito da exposigdo a diferentes atrativos
alimentares sobre o comportamento alimentar;
no segundo, foi estudado o efeito do hidrolisado
sobre a ingestdo de alimento.

O hidrolisado proteico foi produzido com
carcacas limpas (desprovidas de cabeca, cauda e
visceras) de sardinhas (Sardinella sp.). Aliquotas
com cerca de 300g, totalizando 1,45kg de
amostra, foram homogeneizadas em
liquidificador com trés volumes de agua e
incubadas com a Protamex® Novozymes A/S
(1:500 enzima:peixe) a 50°C, durante 90
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minutos, seguido de inativagdo da enzima a
90°C, durante 15 minutos. As suspensdes foram
misturadas ¢ submetidas a filtragdo Biichner com
papel de 80g Unifil® e vacuo para um kitassato.
O material retido foi considerado como a fragao
insoluvel, ¢ a fragdo solavel (filtrado) foi
congelada e liofilizada.

Alternativamente, outra estratégia de separagdo
foi realizada, com o intuito de se obter um
hidrolisado com menor grau de hidrolise. Cerca
de 1000g de amostra foram homogeneizadas em
liquidificador com 200mL de agua destilada e,
em seguida, incubadas a 50°C. Apos
estabilizacdo da temperatura, foram adicionados
2g de enzima diluida em 10mL de agua
destilada. Decorrida a hidrolise, como descrito
acima, a suspensdo foi centrifugada a 650xg. O
sobrenadante (fragdao soltavel), obtido dessa

Tabela 1. Composi¢ao dos hidrolisados

forma, contém fragmentos proteicos maiores e
um menor grau de hidroélise.

A composicao dos hidrolisados estd apresentada
na Tab. 1. As andlises quimicas foram efetuadas
de acordo com os métodos da Official... (1995).
O teor de umidade foi determinado em
analisador de umidade por infravermelho, ¢ o
teor de lipideos pelos métodos de Soxhlet. O
grau de hidrélise (GH%) foi determinado por
metodologia modificada por Nielsen et al.
(2001). A analise consiste na quantificagdo da
propor¢ao de grupamentos amino-livres na
fragdo solivel do hidrolisado de proteina, pela
reagdo desses grupamentos com O O-
phthaldialdehyde (OPA), em relagcdo a proteina
total da matéria-prima, determinada pelo método
de Kjeldahl (Official..., 1995).

Amostra Umidade (%) Proteina* (%) Lipideo* (%) GH (%)
Hidrolisado de baixo GH 76,6+0,1 73,420 6,4+1.4 5,9
Hidrolisado de alto GH 96,2+0,2 82,5+1,8 2,4+0,1 22,2

*Valores baseados na matéria seca. GH — grau de hidrolise.

Antes de cada um dos experimentos, os juvenis
de jundia (peso médio 7,3+1,8g) foram
aclimatados em biotério por, no minimo, 30 dias,
em caixas d’4dgua equipadas com sistema de
aeracdo e aquecimento. Os animais foram
alimentados com ra¢do comercial e as excretas e
restos alimentares eram sifonados diariamente. A
qualidade da agua foi monitorada periodicamente
e as médias foram: temperatura 24,72°C+0,91;
oxigénio 5,24mg/L.+0,41; amoénia 0,01u/L+0,1 e
pH 8,16+0,25, mantidos dentro dos parametros
recomendados para o cultivo do jundid
(Baldisseroto e Radiinz, 2004).

O experimento 1 foi conduzido para avaliar
como diferentes atrativos alimentares afetam o
comportamento alimentar de juvenis de jundia.
Para isso, os seguintes atrativos alimentares
foram avaliados: 1. extrato aquoso de musculo de
tilapia-do-Nilo (controle positivo); 2. hidrolisado
proteico de sardinha com baixo grau de hidrolise
(GH); 3. hidrolisado proteico de sardinha com
alto GH; 4. hidrolisado proteico de sardinha com
alto GH diluido (10% da concentragdo) e 5.
controle usando somente agua destilada. O
delineamento experimental foi inteiramente ao
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acaso, com cinco tratamentos e, no minimo, 15
repetigdes.

Os peixes foram avaliados individualmente e,
antes dos ensaios, foram mantidos isolados nos
aquarios experimentais (20 litros), por um
periodo maximo de sete dias, até eles comegarem
a se alimentar normalmente. Foram utilizados
somente aqueles que estavam se alimentando por
trés dias seguidos. As avaliagdes foram
realizadas sempre no mesmo horario, em dias
diferentes, evitando-se, assim, interferéncia do
ritmo circadiano nas variaveis estudadas.

Na preparagdo do extrato aquoso de musculo de
tilapia, as amostras de tecido (0,5g) foram
maceradas, homogeneizadas em 10mL de agua
destilada, coadas em peneira e misturadas em
agua destilada ate completar 40mL. Por ultimo, a
mistura foi filtrada em papel-filtro de 90mm,
fracionada de acordo com a necessidade de uso e
armazenada em freezer a -20°C. Nas avaliagdes,
foram utilizados 20mL de extrato de muisculo de
tilapia, quantidade que ja foi utilizada com
sucesso para o pintado (Vicensotto, 2003). A
quantidade utilizada dos hidrolisados foi
determinada de forma a incluir nos aquarios uma
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quantidade de proteina equivalente a contida no
extrato aquoso de musculo de tilapia (2,23mg/L
do aquario). Antes da aplicagdo, o hidrolisado foi
diluido em 20mL, de forma a padronizar o
volume de liquido introduzido nos aquarios.

Apo6s um jejum de 48 horas, o comportamento
basal dos peixes foi registrado em video por um
periodo de dois minutos P1 (0 a 2min = basal) e,
em seguida, foi introduzido o atrativo (ou agua
destilada), utilizando-se uma seringa ligada a
uma canula. O comportamento do peixe foi
filmado durante mais 18 (totalizando 20)
minutos. Foram registrados e analisados os
seguintes parametros: a) o tempo em locomogao,
independentemente do sentido ou da direcdo do
movimento; b) o comportamento associado a
alimentagdo, caracterizado pelo movimento
continuo ou levantamento dos barbilhdes em
direcdo ao alimento, de acordo com Giaquinto e
Volpato (2001) e Vicensotto (2003); e c¢) o
nimero de vezes que o peixe cruzou a linha
divisoria do meio do aquario. Os peixes que nio
se locomoveram nenhuma vez foram excluidos
da analise estatistica. Os resultados foram
analisados por meio de andlise de variancia
paramétrica (ANOVA) e submetidos ao teste de
Duncan (5% de significancia). Antes de todas as
analises, foi verificada a normalidade dos erros
(Cramer-von-Mises) e homocedasticidade das
variancias (teste de Levene).

O experimento 2 foi conduzido para avaliar se o
hidrolisado proteico seria capaz de estimular a
ingestdo de alimento em juvenis de jundid. Para
isso, foram confeccionados pellets de agar
contendo ou ndo hidrolisado proteico de residuo
de sardinha. O delineamento foi inteiramente ao
acaso, com dois tratamentos e 20 repetigoes.

Os peixes foram avaliados individualmente, e
antes dos ensaios foram mantidos isolados nos
aquarios experimentais (40 litros), por um
periodo maximo de sete dias, até eles comegarem
a se alimentar normalmente. Foram utilizados
somente aqueles que estavam se alimentando por
trés dias seguidos. As avaliagdes foram
realizadas sempre no mesmo horario, em dias
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diferentes, evitando-se, assim, interferéncia do
ritmo circadiano nas variaveis estudadas.

Os pellets foram produzidos com o hidrolisado
proteico de residuo de sardinha com alto GH
(Tab. 1) e com agua destilada. Como agente
aglutinante, foram adicionados 3% de 4gar,
seguindo metodologia ja utilizada por outros
autores na avaliacdo de atrativos alimentares
(Borquez e Cerqueira, 1998). Foi adicionado 1%
de cantaxantina para pigmentar os pellets e
facilitar a visualizacdo. No dia das avaliagdes,
foram fornecidos trés pellets por aquario. Apods
30 minutos, as sobras foram retiradas e o
consumo foi quantificado. Os resultados foram
analisados por meio do teste de proporcdo de
Goodman (1964).

RESULTADOS

No experimento 1, a inocula¢@o dos hidrolisados
com alto e baixo GH estimulou a movimentagao
dos barbilhdes (P<0,05; Fig. 1). O hidrolisado
com alto GH proporcionou maior movimentacao
(P<0,05) em relagdo aos outros tratamentos. O
uso do hidrolisado com alto GH diluido
proporcionou os mesmos resultados (P>0,05) que
o hidrolisado com baixo GH. N&ao houve
diferenca na movimentagdo dos barbilhdes entre
a agua destilada (controle negativo) e o extrato
de musculo.

A porcentagem do tempo que os peixes ficaram
se locomovendo aumentou (P<0,05) apds a
inoculagdo dos atrativos em relagcdo ao periodo
basal, de 3,33+£10,48 para 17,01+£22,07% do
tempo, mas o incremento na locomogdo ndo
diferiu (P<0,05) entre os tratamentos. Por outro
lado, a aplicagdo dos atrativos interferiu no
numero de vezes que os peixes cruzaram a linha
divisoria do meio do aquario (Fig. 3). O
incremento na movimentagdo de um lado para
outro do aquario foi maior (P<0,05) para os
hidrolisados com alto ¢ baixo GH. Os resultados
do extrato de musculo e do hidrolisado com alto
GH diluido nao diferiram (P>0,05) do
hidrolisado com baixo GH, mas também nao
variaram (P>0,05) em relaggo a agua destilada.
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Figura 1. Incremento no tempo de movimentacdo dos barbilhdes (%) de juvenis de jundid expostos a
diferentes atrativos alimentares dissolvidos na agua do aquario. Médias seguidas de letras diferentes

diferem pelo teste de Duncan (P<0,05).

Na Tab. 2, estdo apresentados os resultados do
experimento 2. A propor¢do de peixes que

proteico de residuo de sardinha foi maior
(P<0,05) em relagdo aos que ingeriram os pellets

ingeriram os pellets contendo hidrolisado contendo agua destilada.
3 4
a
2.5 4
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ab
1 4 c
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Figura 2. Incremento no niimero de vezes que juvenis de jundid cruzaram o meio do aquario por minuto
depois de expostos as substancias dissolvidas na agua. Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo

teste de Duncan (P<0,05).

Tabela 2. Resultados de teste de ingestdo

Jp—— Total dp peixes que Totgl de
se alimentaram peixes
Hidrolisado
com alto GH 13 19
Agua destilada 3b 20

Valores seguidos por letras diferentes diferem entre si
pelo teste de Goodman (P<0,05). GH — grau de
hidrolise.
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DISCUSSAO

A inoculagdo do hidrolisado de sardinha na dgua
foi eficiente para estimular a movimentac¢do dos
barbilhdes, comportamento ja associado a
procura pelo alimento para o pintado
(Pseudoplatystoma coruscans), outra espécie de
bagre (Giaquinto e Volpato, 2001). O hidrolisado
proteico de pescado ja foi amplamente avaliado
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como componente nutricional das dietas (Refstie
et al., 2004; Cahu et al., 1999; Bui et al., 2014),
mas seu potencial como atrativo foi pouco
estudado. Nascimento et al. (2008) nio
trabalharam especificamente com 0
comportamento  alimentar, mas relataram
melhora no consumo de racdo com a utilizagdo
de hidrolisados de peixe incorporados na dieta do
pintado. Para o salmao-do-atlantico (Salmo
salar), a inclusdo do hidrolisado proteico de
pescado na ragdo também estimulou o consumo
de alimento (Refstie et al., 2004). O uso de
hidrolisado de pescada-do-pacifico (Merluccius
productus), adicionado em dietas para o
salmio-chinook (Oncorhynchus tshawytscha),
demonstrou ser um bom atrativo, reduzindo
problemas relacionados a palatabilidade de dietas
contendo niveis elevados de farelo de soja (Ho et
al., 2014).

Varios estudos foram realizados com o uso de
substincias atrativas para camardes, com o0
objetivo de entender o comportamento alimentar
desses crustaceos e gerar subsidios para técnicas
que possam ser aplicadas no manejo nutricional
dessas espécies (Sanchez et al., 2005; Smith et
al., 2005; Nunes et al., 2006; Grey et al., 2009).
Por outro lado, para peixes de agua doce nao
existem muitos trabalhos envolvendo o uso de
atrativos (Erketen e Nezaki, 2002; Barnard,
2006). Os bagres, que sdo peixes de fundo, onde
o campo visual ¢é limitado, a capacidade
quimiorreceptora ¢ mais eficiente que o sistema
visual para a captura do alimento (Iwai, 1980).
Para essas espécies, a palatabilidade das dietas é
importante e o uso de atrativos como ferramentas
de manejo pode maximizar os resultados de
crescimento e sobrevivéncia.

A resposta comportamental foi mais evidente no
hidrolisado de sardinha com alto GH (Fig. 4).
Quanto maior o grau de hidrolise, maior a
propor¢do de proteinas soliiveis de baixo peso
molecular, o que pode ter favorecido a detecgdo
pelo sistema gustativo dos peixes, que sdo
altamente sensiveis a substancias soluveis
dissolvidas na agua (Halver e Hardy, 2002). Da
mesma forma, a diluig@o do hidrolisado diminuiu
a sua efetividade como atrativo, pela menor
quantidade dessas substincias na agua. Esses
resultados mostram que a concentracdo de
atrativo utilizada tem efeito importante na
resposta estimulatdria, conforme ja aventado por
Kotzamanis et al. (2007).

510

O uso dos atrativos alimentares ndo afetou a
locomogdo dos peixes. Os hidrolisados foram
eficientes para estimular o comportamento
alimentar, mas ndo fizeram com que os peixes se
movimentassem por mais tempo. O tempo de
locomogdo varia bastante entre os individuos e
estd sujeito a diversos fatores, at¢é mesmo a
diferencas  individuais no comportamento
associadas a diferentes perfis de personalidade
(Brown et al., 2007). Assim, possiveis alteragdes
no tempo de locomogdo entre os tratamentos
podem ter sido mascaradas.

Embora ndo tenha havido diferenca na
locomogdo, o uso dos hidrolisados fez com que
0s peixes cruzassem com maior frequéncia a
linha divisoria do meio do aquario. Os atrativos
foram inoculados no aquario e rapidamente se
dissolveram de forma homogénea, na agua do
aquario. O comportamento de percorrer o
aquario pode ser um indicativo de que os peixes
estavam tentando localizar a fonte do estimulo
quimico. A procura pelo alimento ¢ uma das
etapas do comportamento alimentar e pode ser
estimulada com o uso de substdncias incitantes
(Barnard, 2006). Conforme descrito por
Kasumyan e Doving (2003), a resposta gustatoria
extraoral, quando bem desenvolvida, faz o
animal exercer um esfor¢o abrupto para localizar
0 objeto ou evita-lo, desenvolvendo movimentos
de parar, retornar, virar para o lado, nadar para
tras, iniciar a trajetéria de procura ou fazer
circulos ¢ movimento de zigue-zague para
procurar o objeto.

O extrato de musculo foi utilizado como um
controle positivo, pois sua efetividade ja foi
comprovada para o pintado (Vicensotto, 2003).
Entretanto, para o jundia, os resultados de
estimulacdo ndo foram suficientes para mostrar
uma resposta em relagdo ao tratamento controle.
Esse resultado pode estar associado a diferencas
no habito alimentar das duas espécies, pois o
pintado ¢ um peixe predador carnivoro (Sato,
2003). Embora o jundia também possa ingerir
pequenos peixes, na verdade trata-se de uma
espécie onivora com tendéncia & carnivora
(Fracalossi et al., 2004). Pelo fato de o jundia ser
um peixe de habito onivoro e, portanto, ndo ser
um predador agressivo, ele pode ter interpretado
a presenga do extrato de musculo como
indicativo da presenga de um peixe carnivoro por
perto, ndo havendo, assim, um estimulo.
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Os atrativos podem ser utilizados de duas
formas: diretamente na agua dos tanques, para
estimular o inicio da alimentacdo (Caprio, 1975;
Barnard, 2006), e na racdo, para maximizar a
ingestdo de dietas com baixa atratividade
(Erketen e Nezaki, 2002; Barnard, 2006). O
hidrolisado de sardinha inoculado na agua do
aquario foi eficiente para estimular o
comportamento associado a alimentagdo em
juvenis de jundia, assim como sua inclusdo em
pellets foi eficiente para estimular o consumo
deles. Esses resultados mostram que os
hidrolisados sdo eficientes como atrativos e
podem ser adicionados em dietas com o objetivo
de favorecer o consumo de racdo e melhorar o
desempenho dos peixes.

CONCLUSOES

O uso de hidrolisado proteico de sardinha
se mostrou eficiente para estimular o
comportamento que estd associado a alimentacdo
dos juvenis de jundid, assim como a ingestdo de
alimento. A fragdo solivel do hidrolisado
estimulou o comportamento alimentar e
favoreceu a busca por alimento.
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