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RESUMO

O crescimento na producdo mundial de biodiesel tem gerado um grande excedente de
glicerina bruta, seu principal subproduto. No Brasil, a producdo de peixes ja superou a pesca
extrativista, com predominancia da espécie tilpia do Nilo. Para tentar mitigar o impacto
ambiental causado pela introducdo de espécies exaticas é necessario estimular a criacdo das
nativas, nas mesmas bacias hidrograficas em que ocorrem. No intuito de aproximar as duas
cadeias produtivas e conhecer as vantagens e desvantagens de sua utilizacdo, a presente tese
teve como objetivo avaliar o efeito da inclusdo da glicerina bruta nas dietas de juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus), curimbatd (Prochilodus lineatus) e jundid (Rhamdia quelen),
todas espécies nativas da bacia do rio Parand. Inicialmente, por meio do método indireto de
coleta de fezes e uso do marcador inerte 6xido de cromo 111 (Cr203) na concentracdo de 0,1%
da dieta, foi demonstrado que a energia bruta fornecida pela glicerina bruta é bem aproveitada
pelo jundia e pelo pacu, haja vista os valores dos coeficientes de digestibilidade aparente
obtidos, de 0,89 e 0,97, respectivamente, sugerindo que este composto fornece energia
digestivel superior a de outros alimentos energéticos convencionalmente utilizados nas dietas
de ambas as espécies. Posteriormente, foi avaliado o efeito da substituicdo do milho pela
glicerina bruta na dieta de juvenis de jundia. Para tanto, 432 espécimes de jundia R. quelen
(peso inicial de 14,39 + 3,46g) foram distribuidos em 24 caixas de fibra de vidro (1000 L) em
um delineamento inteiramente ao acaso, com seis tratamentos e quatro repeticdes. Os
tratamentos consistiram de dietas contendo seis niveis de substituicdo do milho pela glicerina
bruta (0, 20, 40, 60, 80 e 100%), com base em suas energias digestiveis. Houve influéncia dos
tratamentos (p<0,05) sobre a altura, rendimento de carcaga sem cabega, rendimento de tronco
limpo e conteddo de gordura do corpo inteiro. Sobre a gordura corporal foi observado, ainda,
efeito quadratico (y = 0,000213x? — 0,03270x + 1,961; r> = 0,71) da substituicdo, com a
menor percentagem sendo estimada no nivel de 76,76%. Concluiu-se que a substituicdo de
76,76% do milho pela glicerina bruta na dieta de jundia promove menor teor de gordura na
carcaca, sem afetar o crescimento, desempenho produtivo e os parametros bioquimicos do
sangue de juvenis. Por fim, foi estudada a digestibilidade aparente e o efeito da inclusdo da
glicerina bruta sobre o crescimento de juvenis de curimbata (P. lineatus). No ensaio de
digestibilidade, foram coletadas fezes de 35 espécimes alimentados com uma dieta referéncia
e uma dieta-teste constituida por 71,1% de uma dieta referéncia e 28,9% de glicerina bruta,
tendo o CrO3 como marcador inerte. No experimento de inclusdo, foram utilizados 750
juvenis (peso inicial de 18,71 = 2,70 g), em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, com seis tratamentos (dietas com niveis de inclusdo de glicerina bruta de 0, 4, 8,
12, 16 e 20%) e cinco repeticbes. Foi observado que o coeficiente de digestibilidade aparente
da glicerina bruta para o curimbatd foi de 0,76, e ocorreu efeito dos tratamentos (p<0,05)
sobre os pardmetros de crescimento peso final médio, comprimento total, comprimento
padrdo, altura e largura, e sobre os parametros de desempenho ganho de peso, conversdo
alimentar aparente e taxa de crescimento especifico. Ocorreu efeito linear (p<0,01) das dietas
sobre o peso final, comprimento total, ganho de peso e conversdo alimentar. Em relacdo aos
parametros bioquimicos do sangue, os niveis de glicerina afetaram (p<0,05) apenas a
concentracdo plasmaética de glicose e de triglicérides. A inclusdo de 4% de glicerina bruta na
dieta favoreceu o crescimento e o desempenho produtivo de curimbata, ndo interferindo na
sobrevivéncia e proporcionando suprimento energético para os juvenis. Desse modo, 0s
resultados obtidos sugerem que a glicerina bruta derivada da producdo de biodiesel pode ser
utilizada como fonte de energia na alimentacdo de P. mesopotamicus, P. lineatus e R. quelen.

Palavras-chave: Alimento alternativo. Characiformes. Glicerol. Piscicultura. Siluriformes.



ABSTRACT

The growth in world production of biodiesel has generated a large surplus of crude glycerin,
its main byproduct. In Brazil, the production of fish has already surpassed the extractive
fishing, with predominance of Nile tilapia species. To try to mitigate the environmental
impact caused by the introduction of exotic species is necessary to stimulate the farming of
native fish in the same river basins in which they occur. In order to bring the two supply
chains and know the advantages and disadvantages of their use, this thesis aimed to evaluate
the effect of the inclusion of crude glycerin in diets of juvenile pacu (Piaractus
mesopotamicus), curimbatd (Prochilodus lineatus), and jundia (Rhamdia quelen), all native
species of the Parand river basin. Initially, through the indirect method of feces collection and
use of inert marker chromium oxide 111 (Cr.O3) at a concentration of 0.1% of the diet, it was
demonstrated that the gross energy supplied by crude glycerin is well used by jundia and
pacu, given the values of the apparent digestibility coefficients of 0.89 and 0.97, respectively,
suggesting that this compound provides high digestible energy than other energy foods
conventionally used in the diets of both species. Subsequently, it was evaluated the effect of
corn replacement by crude glycerin in jundia juveniles diets. Therefore, 432 specimens of
jundia R. quelen (initial weight of 14.39 + 3,46g) were distributed in 24 fiberglass boxes
(1000L) in a completely randomized design with six treatments and four replications. The
treatments consisted of diets containing six levels of corn replacement by crude glycerin (0,
20, 40, 60, 80, and 100%), based on its digestible energy. There was influence of the
treatments (p<0.05) on the height, headless gutted carcass yield, dressed out yield, and whole
body fat content. On body fat was observed also quadratic effect (y = 0,000213x? — 0,03270x
+1,961; r? = 0.71) of replacement, with the lowest percentage being estimated at the level of
76.76%. It was concluded that the replacement of 76.76% of corn by crude glycerin in jundia
diet promotes low-fat on the body without affecting growth, productive performance and
blood biochemical parameters of juveniles. Finally, it was studied the apparent digestibility
and the effect of the inclusion of crude glycerin on the growth performance of juvenile
curimbata (P. lineatus). In the digestibility assay were collected feces from 35 specimens fed
a reference diet and a test diet composed of 71.1% of a reference diet and 28.9% of crude
glycerin, and Cr.Oz was an inert marker. In the inclusion experiment were used 750 juveniles
(initial weight of 18.71 = 2.70 g), in a completely randomized design with six treatments
(diets with inclusion levels of crude glycerin of 0, 4, 8, 12 16, and 20%) and five replications.
It was observed that the apparent digestibility coefficient of crude glycerin to curimbata was
0.76 and there was effect of the treatments (p<0.05) on the growth average final weight, total
length, standard length, height, and width parameters, and on the performance weight gain,
feed conversion, and specific growth rate parameters. There was a linear effect (p<0.01) of
diet on the final weight, total length, weight gain and feed conversion. Regarding the blood
biochemical parameters, glycerine levels affected (p<0.05) only the plasma glucose and
triglycerides concentration. The inclusion of 4% crude glycerin in the diet favored the growth
and productive performance of curimbata, not interfering with the survival and providing
energy supply for juveniles. Thus, the results suggest that crude glycerin derived from
biodiesel production can be used as an energy source in the feeding of P. mesopotamicus, P.
lineatus, and R. quelen.

Key-words: Alternative food. Characiformes. Glycerol. Fish farming. Siluriformes.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 ASPECTOS GERAIS DO CULTIVO E NUTRICAO DE PEIXES NO BRASIL

O Brasil contribuiu com apenas 1.264.765 t (0,75% do total) da producdo mundial de
pescados em 2010, sendo 785.366 t oriundas da pesca extrativa (536.455 t marinha, e 248.911
t continental) e 479.399 t da producdo aquicola (MINISTERIO DA PESCA E
AQUICULTURA, 2012). No entanto, a producédo aquicola nacional em 2011 foi de 628.704,3
t (544.457,9 t continental), havendo um incremento de 51,2% na produgéo total durante o
triénio 2009-2011 (MINISTERIO DA PESCA E AQUICULTURA, 2013).

Desta maneira, a producdo brasileira de peixes de dgua doce se encontra em franca
expansdo, e ja superou a pesca extrativa continental, mesmo considerando o elevado nimero
de espécies existentes no territdrio nacional - cerca de 2.300, segundo Reis, Kullander e
Ferraris Jr. (2003) - e a presenca de um diverso nimero de grandes bacias hidrograficas.

Contudo, o pouco conhecimento sobre as espécies nativas tem levado os criadores a
escolherem as exoticas, que chegam ao pais com um pacote tecnoldgico pronto: (i) matrizes
com genética superior; (ii) métodos estabelecidos de reproducdo, larvicultura e alevinagem;
(iii) exigéncias nutricionais determinadas para todas as fases de desenvolvimento; e (iv)
presenca de caracteristicas desejaveis como precocidade, rusticidade e alto rendimento
produtivo.

Neste contexto, as racdes disponiveis no mercado brasileiro sdo adequadas apenas as
necessidades dos peixes exaticos, principalmente a tilapia do Nilo, e as espécies nativas
acabam sendo nutridas de maneira imprépria. Além de proporcionar um menor desempenho
dos organismos cultivados, a utilizacdo de racdes desbalanceadas ocasiona graves impactos
no ambiente, uma vez que os nutrientes ndo aproveitados sdo excretados diretamente na dgua
(MILLWARD, 1989).

A dieta ideal deve conter 0s nutrientes e recursos energéticos essenciais ao
crescimento, reproducdo e saude, e seu valor nutricional é avaliado, primeiramente, pela
presenca de elementos cataliticos, como as vitaminas e minerais, e por um balanco adequado
entre alimentos energéticos e construtores, como as proteinas, lipidios e carboidratos
(MORAES; ALMEIDA, 2014).

A energia ndo é considerada um nutriente, mas o resultado da oxidacdo de proteinas,
lipidios e carboidratos, processo que possibilita a todos os animais executarem atividades

bioquimicas, fisiologicas e mecanicas, fundamentais a sobrevivéncia, crescimento e
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reproducdo (BICUDO, 2008). Para peixes, a energia disponivel nos alimentos normalmente é
expressa na forma de energia digestivel, isto porque 0s peixes vivem no meio aquético,
tornando-se dificil estimar tipos de energia mais acurados. Além disso, faltam estudos de
determinacdo da digestibilidade da energia e dos nutrientes da maioria dos alimentos
convencionais e alternativos disponiveis para a fabricacdo de racBes para a maioria das
espécies cultivadas (BOSCOLO et al., 2011).

A alimentacdo animal com subprodutos agroindustriais apresenta diversas vantagens,
como a possibilidade da utilizacdo de alimentos ndo empregados no consumo humano, a
agregacao de valor a produtos que seriam descartados, e a destinacdo apropriada dos mesmos,
contribuindo para a diminuicéo dos riscos de polui¢cdo ambiental decorrentes de seu acimulo
(GUIMARAES JUNIOR et al., 2008). O potencial poluidor esta relacionado a poluicio de
solos e de corpos hidricos, em virtude da lixiviacdo de compostos (ROSA et al., 2011), e a
criacdo de hébitats para inumeros vetores de doengas e animais pegonhentos (FURLAN
JUNIOR, 2006). Além disso, pode-se baratear o custo da racdo, pois estes sdo ingredientes
alternativos ao milho e ao farelo de soja, cujos precos dependem do mercado internacional
(BORGES et al., 2008).

1.2 A GLICERINA BRUTA

A glicerina bruta é o principal subproduto da inddstria de biodiesel, sendo obtidos
cerca de 10 kg de glicerina para cada 100 kg de biodiesel produzidos (SANTIBANEZ;
VARNERO; BUSTAMANTE, 2011), a partir da transesterificacdo de 6leos vegetais ou
gorduras animais com alcoois de cadeia curta na presenca de um catalizador adequado
(PINTO et al., 2005).

Além de glicerol, a glicerina bruta contém em sua composi¢do a agua, catalizadores
(alcalino ou acido), alcoois (etanol ou metanol), &cidos graxos livres, propanodiois,
monoésteres, oligdmeros de glicerina e polimeros (LIMA et al., 2014). Ainda que o termo
glicerina se refira ao produto na forma comercial, com pureza acima de 95% (DROSGHIC,;
PEREIRA; CORASSA, 2013), muitos trabalhos cientificos utilizam o termo glicerol bruto
para se referir a este produto.

A glicerina purificada ¢ amplamente utilizada na indudstria de alimentos, farmacéutica
e de cosméticos em virtude de sua natureza higroscépica, conteldo energético e elevado
indice de solubilidade em &gua (DONKIN, 2008). Contudo, a purificagdo € um processo de
alto custo econémico (VAZ JUNIOR, 2012). Considerando o fato de que o volume projetado
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da producéo de glicerina bruta sera superior a atual demanda comercial de glicerina purificada
e que sua purificacdo para venda ndo é uma opcao vidvel para a industria de biodiesel, alguns
usos alternativos necessitam ser encontrados (CHI et al., 2007).

A alimentacdo animal pode ser uma alternativa, a0 menos se um grau de pureza
minimo desse ingrediente for atingido (DELLA CASA et al., 2009). O problema reside no
fato de que a glicerina bruta comercializada ndo é um produto padronizado, apresentando
diferentes graus de pureza, principalmente em funcdo da matéria-prima e dos processos
utilizados na producdo do biodiesel (SILVA E OLIVEIRA et al., 2013). Em decorréncia
disso, os valores de energia digestivel de diferentes fontes de glicerina bruta para a tilapia do
Nilo variaram de 1754 a 3058 kcal kg™ da dieta (NEU et al., 2012a).

Quimicamente, o glicerol é um composto organico pertencente a funcdo alcool,
também chamado de 1,2,3-propanotriol (BEATRIZ; ARAUJO; LIMA, 2011), que vem sendo
tratado na nutricdo animal como uma fonte dietética de energia e ndo propriamente um
nutriente, tal qual proteina ou lipideo. Desta forma, sua utilizagcdo evita que parte desses
nutrientes seja direcionada para a producdo de energia, podendo ser empregada na funcéo
construtora, fato que possibilita um maior crescimento do animal.

Além de possuir valor energético semelhante ao contido pelo milho (MELO et al.,
2014), o glicerol € uma molécula facilmente absorvida por difusdo devido ao seu baixo peso
molecular (LIMA et al., 2014). Quando absorvido, pode ser convertido em glicose, via
gliconeogénese, ou oxidado para a producdo de energia, via glicolise e ciclo de Krebs
(ROBERGS; GRIFFIN, 1998). E utilizada como um importante substrato gliconeogénico
principalmente no figado e nos rins, com sua entrada ocorrendo na forma de gliceraldeido-3-
fosfato, além de diidroxiacetona fosfato, a qual facilita, ainda, seu ingresso na via glicolitica
(HAGOPIAN; RAMSEY; WEINDRUCH, 2008).

Por ser considerada uma fonte adequada de energia, a glicerina bruta passou a ser
utilizada na dieta de frangos (CERRATE et al., 2006; DOZIER 111 et al., 2008; LAMMERS et
al., 2008b; SILVA et al., 2012; SWIATKIEWICZ e KORELESKI, 2009; YALCIN et al.,
2010), ovinos (GUNN et al., 2010; LAGE et al., 2010), suinos (BERENCHTEIN et al., 2010;
GROESBECK et al., 2008, HANSEN et al., 2009, KERR et al., 2009; LAMMERS et al.,
2008a; ZIJLSTRA et al., 2009) e peixes (COSTA et al., 2015; GONCALVES et al., 2015; LI
etal., 2010; MEURER et al., 2012, 2015; NEU et al., 2012b, 2013), entre outras espécies.

Groesbeck et al. (2008) relatam, ainda, que seu sabor adocicado pode melhorar a
palatabilidade das dietas. Ademais, devido a sua propriedade umectante, a glicerina também é

eficiente na aglomeracéo de particulas pequenas durante a fabricacdo de racGes, reduzindo,
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dessa maneira, a poeira e mantendo a homogeneidade dos alimentos misturados
(DROUILLARD, 2012). Segundo o mesmo autor, ainda auxilia diminuindo o gasto de
energia relacionada ao processo de peletizagdo e melhora a durabilidade e a qualidade
higiénica das racoes peletizadas.

Embora possa ser adicionada as dietas, o excesso de glicerina bruta pode afetar o
metabolismo fisiolégico normal dos animais, visto que a mesma contém impurezas como 0
metanol, sabdo, catalisadores, sais e matéria organica nao-glicerol (NITAYAVARDHANA,
KHANAL, 2012; YANG; HANNA; SUN, 2012). A intoxicacdo aguda por metanol pode
levar ao acumulo de &cido férmico, que gera acidose metabdlica (MEDINSKY; DORMAN,
1995; SKRZYDLEWSKA, 2003).

Sob outra perspectiva, fazendo uso dos biomarcadores Teste do Micronucleo Pisceo e
anormalidades nucleares e 0 Ensaio Cometa, Marques (2014) relata que o glicerol bruto nédo
apresentou efeito genotdxico sobre os eritrdcitos e hepatdcitos de Piaractus mesopotamicus e
Rhamdia quelen, mesmo quando incluido em 30% de suas dietas, podendo ser utilizado como

um ingrediente alternativo na formulacéo de racfes para peixes.

1.3 ESPECIES DE ESTUDO

O pacu (Piaractus mesopotamicus) é uma espécie da familia Characidae, com habito
alimentar onivoro (TESSER et al., 2006) e facilidade de adaptacdo ao cultivo em tanques ou
viveiros (FERNANDES; CARNEIRO; SAKOMURA, 2000). E um peixe rdstico que utiliza
alimentos bastante diversificados, sendo fundamental que se conhe¢a o nivel de
aproveitamento dos ingredientes de sua dieta para melhorar e aperfeicoar sua alimentagéo
(ABIMORAD; CARNEIRO, 2004).

O curimbata (Prochilodus lineatus) é uma espécie presente nas bacias dos rios Parana,
Paraguai e Paraiba do Sul que tem um bom potencial para o cultivo (FROESE; PAULY,
2016). Alimenta-se basicamente de detritos organicos, fauna bentdnica e, até mesmo, de racéo
(CASTAGNOLLLI, 1992). Esta espécie tem apresentado bons resultados na piscicultura, com
destaque ao seu baixo nivel tréfico, visto que aproveita alimentos de menor qualidade, e ao
rapido crescimento em cultivo intensivo (FURUYA et al., 1999).

O jundia (Rhamdia quelen) é uma espécie amplamente distribuida no sul do Brasil
(PIAIA; BALDISSEROTTO, 2000), rustica, de rapido crescimento e que suporta baixas
temperaturas (FRACALOSSI; ZANIBONI FILHO; MEURER, 2002). Em relagdo a
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alimentacéo, aceita bem dietas artificiais formuladas com diferentes ingredientes de origem
animal e vegetal (PARRA, 2007).

Atualmente, o Brasil adiciona 7% de biodiesel ao diesel derivado do petréleo
comercializado em seu territorio, percentagem que tem previsdo de aumento a 10% até o ano
de 2019 (BRASIL, 2016), fato que ampliara ainda mais a producdo de glicerina. A inclusdo
de glicerina bruta vem sendo recomendada em torno de 10% da dieta de espécies de animais
tradicionalmente criados para corte. No entanto, ainda é desconhecido seu efeito sobre o
crescimento e a salde de espécies de peixes nativas, com matrizes retiradas diretamente do
ambiente natural.

Desse modo, a presente tese buscou avaliar a influéncia da glicerina bruta na
alimentacdo de trés espécies da bacia do rio Parand, o pacu (P. mesopotamicus), o curimbata
(P. lineatus) e o jundia (R. quelen) (Figura 1A). Este trabalho foi dividido em trés capitulos,
organizados na forma de artigos cientificos:

O Capitulo 1 apresenta a quantidade de energia quimica contida na glicerina bruta que
foi perdida durante os processos digestivos das espécies P. mesopotamicus e R. quelen, e, por
conseguinte, quanto dela foi absorvida pelos individuos, tudo isso por meio da determinacgéo
dos valores de energia digestivel deste alimento, que foram calculados a partir dos
coeficientes de digestibilidade aparente obtidos apds a realizacdo de ensaios de
digestibilidade.

O Capitulo 2 relata o efeito da substituicdo do milho pela glicerina bruta, com base nos
valores de energia digestivel, nas dietas de R. quelen, dando énfase ao crescimento,
sobrevivéncia, desempenho produtivo, composicdo corporal e pardmetros bioquimicos do
sangue de juvenis dessa espécie.

Por fim, o Capitulo 3 trata da digestibilidade e da inclusdo da glicerina bruta na dieta
de P. lineatus e sua influéncia sobre o crescimento, sobrevivéncia, desempenho produtivo e
parametros bioquimicos plasmaéticos de individuos na fase juvenil, de modo a encorajar sua
utilizacdo como alimento também para peixes detritivoros de interesse aquicola, e ndo apenas

para os onivoros.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso da glicerina bruta nas dietas das espécies
Piaractus mesopotamicus (pacu), Prochilodus lineatus (curimbatd) e Rhamdia quelen (jundid)

durante a fase juvenil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) determinar a digestibilidade aparente da energia da glicerina bruta para P.
mesopotamicus, P. lineatus e R. quelen;

b) avaliar os efeitos da substituicio do milho pela glicerina sobre o crescimento,
desempenho produtivo, composicdo corporal e pardmetros bioquimicos plasmaticos de
R. quelen;

c) avaliar os efeitos da inclusdo da glicerina sobre o crescimento, desempenho produtivo
e par@metros bioquimicos plasmaticos de P. lineatus;

d) disponibilizar dados sobre a utilizacdo nutricionalmente correta dessa fonte energética

na alimentacdo dos juvenis das espécies em questao.
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ABSTRACT

The increase in global biodiesel production is
originating a glycerol surplus, which has no defined destination.
An alternative to overcome this problem is its use as energy source
in animal feeding. In Brazil, Pacu (Piaractus mesopotamicus) is
one of the most farmed native fish species, whereas Silver catfish
(Rhamdia quelen) is suitable for production in subtropical region.
Considering little knowledge about crude glycerol utilization in
feeds for Neotropical fish species, it was evaluated the apparent
digestibility coefficients (ADCs) for energy of crude glycerol for
P. mesopotamicus and R. quelen. The digestibility and digestible
energy content of crude glycerol can be considered excellent
even when compared to energy of common ingredients such as
maize and wheat, presenting 0.97 and 0.89 of energy ADCs, and
15.2 and 13.95MJ kg* of digestible energy for Pacu and Silver
catfish, respectively. In conclusion, crude glycerol is an energetic
ingredient with good potential in Brazilian native fish diets.
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RESUMO

O aumento na producdo mundial de biodiesel esta
gerando um excesso de glicerol, sem destinacdo definida. Uma
alternativa para superar este problema é seu uso como fonte de
energia na alimentagdo animal. No Brasil, o pacu (Piaractus
mesopotamicus) € uma das espécies de peixes nativas mais
cultivadas, enquanto que o jundia (Rhamdia quelen) é apropriado
para a producéo na regido subtropical. Considerando a falta de
conhecimento sobre a utilizagdo do glicerol bruto em ragdes para
espécies de peixes Neotropicais, determinaram-se os coeficientes
de digestibilidade aparente (CDAs) para a energia do glicerol bruto
em P. mesopotamicus e R. quelen. A digestibilidade e o contetido
de energia digestivel do glicerol bruto podem ser considerados
excelentes, mesmo quando comparados a energia de ingredientes

comuns, como 0 milho e o trigo, apresentando para energia CDA
de 0,97 e 0,89, e 15,2 e 13,95MJ kg de energia digestivel para o
pacu e o jundid, respectivamente. Por fim, o glicerol bruto é um
ingrediente energético com bom potencial para dietas de peixes
nativos do Brasil.

Palavras-chave: subproduto, glicerina, energia ndo-proteica, nutrigao.

South America has the richest ichthyofauna
of all continents (SAINT-PAUL, 1986). Among
these species, the Pacu Piaractus mesopotamicus
(Holmberg) stands out for its easy adaptation to
be farmed and to consume a diverse number of
feedstuffs (ABIMORAD & CARNEIRO, 2004).
On the other hand, Silver catfish Rhamdia quelen
(Quoy & Gaimard) is an omnivorous fish with
interest for aquaculture in Brazil, Argentina, and
Uruguay (SALHI & BESSONART, 2012), because
it withstands cold winters and presents fast growth
rate in summer, characteristics that make it a suitable
species for fish production in southern South America
(PEREIRA et al., 2006).

Glycerol is the main byproduct generated
in biodiesel production (DASARI et al., 2005), an
alternative fuel obtained from renewable lipids such as
those in vegetable oils or animal fat (LUCENA et al.,
2008). It is estimated that by 2016 the world biodiesel
market will achieve the quantity of 37 billion gallons,
which means that more than 4 billion gallons of crude
glycerol will be produced every year (KOSMIDER et
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al., 2011). Such glycerol surplus will not only result in
a further reduction in prices, but the disposal of these
streams will become a major issue (MCCOY, 2006).

The development of new markets to
absorb the crude glycerol production can reduce
its accumulation, as well as establish a sustainable
industrial chain for biofuels. Crude glycerol
utilization in fish diets was reported only to Channel
catfish (LI et al., 2010) and Nile tilapia (NEU et al.,
2012a, 2013). There are no studies on the digestible
energy of glycerol in Neotropical fish species, and
little information published is restricted to Nile
tilapia (MEURER et al., 2012; NEU et al., 2012b).
The present study aimed to determine the apparent
digestibility coefficients (ADCs) of crude glycerol
energy for P. mesopotamicus and R. quelen.

The experiment was performed at Aquatic
Organisms Nutrition Laboratory of Universidade
Federal do Parana, Setor Palotina, Parana State, Brazil.
Crude glycerol was provided by BSBIOS Industria e
Comércio de Biodiesel Sul Brasil S/A, Passo Fundo, Rio
Grande do Sul State, Brazil. Due to its high hygroscopic
degree, crude glycerol was dried in a ventilated drying
oven at 55°C for 24h before ration manufacture. ADCs
for energy were measured indirectly using 0.1% of
chromic oxide (Cr,0,) as an inert marker. The reference
and test diets were formulated and pelletized based on
vegetable food (Table 1).

The fish were housed in one cage (100L)
per species. For each species, a polyethylene circular
tank (1,000L) was utilized as feeding tank and a
cylinder-conical tank (150L) as a faecal collecting
tank. Feeding and feces collection tanks were aerated

Table 1 - Composition of experimental feeds (g kg™).

Ingredient Reference diet Test diet
Soybean meal 661.6 463.1
Maize 290.7 203.5
Soybean oil 11.1 7.8
Dicalcic phosphate 18.4 18.4
Calcitic lime 2.2 2.2
Moy
Salt 5.0 5.0
Cr,0; 1.0 1.0
Glycerol - 289.0

'Warranty levels per product kilogram: Vit. A, 1,200,000UI, Vit.
D3, 200,000UIL, Vit. E, 12,000mg, Vit. K3, 2,400mg, Vit. BI,
4,800mg, Vit. B2, 4,800mg, Vit. B6, 4,000mg, Vit. BI2,
4,800mg, Folic acid, 1,200mg, Pantotenate Ca, 12,000mg, Vit. C,
48,000mg, Biotin, 48mg, Coline, 65,000mg, Niacin, 24,000mg,
Fe, 10,000mg, Cu, 6,000mg, Mn, 4,000mg, Zn, 6,000mg, I,
20mg, Co, 2mg, Se, 20mg.

continuously (>5mg L") and temperature was
maintained by thermostatic heaters at 28+1.5°C.

Fish juveniles (Pacu, 129.06+29.27g,
18.46+1.52cm, n=25; Silver catfish, 69.06+12.77g,
19.79+1.14cm, n=30) were submitted to an adaptation
period (5 days) to the experimental conditions and
diets. Thereafter, fish were kept in cages at feeding
tanks from 07:30 to 18:00h, fed once in the morning
(at 11:00 hours) and from 16:30 to 17:40h, until
apparent satiation. After 20min of last feeding, the fish
were transferred to cylinder-conical tanks, where they
remained until 07:30h of the following morning, when
these came back again to feeding tanks. The techniques
used for the faecal collection and processing were the
same as adapted by Meurer et al. (2012).

Gross energy content was measured by
combustion in an adiabatic bomb calorimeter (Parr
Instruments, Moline, IL, USA, model Parr 6200), and
chromic oxide was determined using a process involving
perchloric and nitric acid digestion followed by atomic
absorption spectrometric determination (KIMURA &
MILLER, 1957). The crude glycerol energy ADCs
values were calculated according to NRC (2011).

Crude glycerol presented 15.67MJ kg' of
gross energy, 93.24% of dry matter, and 6.06% of
ash. Energy ADCs were 0.97 and 0.89, and digestible
energy were 15.2 and 13.95M1J kg'!, for Pacu and
Silver catfish, respectively.

ADCs results and digestible energy content
to crude glycerol determined in this study were higher
than those described to Nile tilapia by MEURER et
al. (2012) (0.89 and 13.09MJ kg') and NEU et al.
(2012b) (0.81 and 10.91MJ kg! to semi-purified
mixture glycerol, 0.58 and 12.78MJ kg! to crude
vegetable oil glycerol, and 0.47 and 7.33MJ kg! to
semi-purified vegetable glycerol, respectively).

Compared to the ADCs and digestible
energy values from other energy ingredients for
Pacu, glycerol was higher than wheat meal (0.81 and
13.84M1J kg, respectively), maize (0.87 and 14.48MJ
kg"), and sorghum (0.93 and 14.51M1J kg '), and lower
than rice meal (0.93 and 17.60MJ kg'') (ABIMORAD
& CARNEIRO, 2004). FERNANDES et al. (2004)
observed lower values for digestible energy in maize
(14.02M1J kg') and wheat bran (7.46MJ kg') for
Piaractus brachypomus (Cuvier).

When it comes to Silver catfish, these values
were higher than those reported by OLIVEIRA FILHO &
FRACALOSSI (2006) for maize (0.59 and 9.62M1J kg™)
and broken rice (0.64 and 10.28 MJ kg!). Regarding
another Neotropical catfish species, TEIXEIRA et al.
(2010) described ADCs values of gross energy for
maize (0.62), rice bran (0.66), broken rice (0.46), and
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sorghum (0.47) for sorubim (Pseudoplatystoma sp.).
Moreover, GONCALVES & CARNEIRO (2003)
observed values of 0.64 for maize, 0.48 for sorghum,
0.51 for rice bran, and 0.47 for broken rice in spotted
sorubim P. corruscans (Spix & Agassiz) diets, and
SILVA et al. (2013) reported for striped sorubim (P.
reticulatum Eigenmann & Eigenmann) ADC values
of 0.43 for maize.

All these values were lower than those
of gross energy ADCs of crude glycerol determined
in this study for silver catfish, probably due to
their different chemical compositions. The above
mentioned ingredients have a lot of starch in its
composition, which is not well utilized by fish,
especially carnivorous species, characteristic related
to the utilization of carbohydrates (SHIAU, 1997) or
glucose intolerance (MOON, 2001) in fish.

The good energy digestibility determined
for glycerol as well as the amount of digestible
energy can be related to the ease in which this nutrient
is digested, absorbed and used by both species.
According to LIN (1977), glycerol is absorbed
in the intestine, enters into the bloodstream and
subsequently is used by liver and tissues for glucose
synthesis by gluconeogenesis or energy production
by glycolysis and citric acid cycle.

These results show the possibility of crude
glycerol to be used as energy source in Pacu and Silver
catfish diets. The current increase in biofuel production
originates a large surplus of crude glycerol and its use
in feed formulation could reduce costs and improve
profits of both productive chains. Therefore, additional
experiments must be performed to evaluate crude
glycerol replacing other energy sources in fish diets,
to evaluate its productive performance, feed efficiency
and body composition in different phases of growth.

Crude glycerol derived from the biodiesel
production is an energy source with good potential for
omnivorous fish species, presenting ADC of 0.97 and
0.89, and digestible energy content of 15.2 and 13.95MJ
kg as fed basis for Pacu and Silver catfish, respectively.
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4 CAPITULO 2

EFEITO DA INCLUSAO DE GLICERINA BRUTA SOBRE O CRESCIMENTO DE
JUVENIS DE JUNDIA Rhamdia quelen (QUOY & GAIMARD, 1824)*

# Este manuscrito sera submetido a revista Aquaculture Research

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da substituicdo do milho pela glicerina bruta
na dieta sobre o crescimento, desempenho produtivo, parametros bioguimicos do sangue e
composi¢do corporal de juvenis de jundia Rhamdia quelen. Para tanto, 432 juvenis (peso
inicial de 14,39 * 3,469) foram distribuidos em 24 caixas de 1000 L em um delineamento
inteiramente ao acaso, com seis tratamentos e quatro repeti¢cdes. Os tratamentos consistiram
de seis dietas contendo niveis de substituicdo do milho pela glicerina bruta (0, 20, 40, 60, 80 e
100%), com base na energia digestivel de cada um. Entre os parametros de crescimento, néo
houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) para o peso final, comprimento total,
comprimento padrdo, comprimento de cabeca e largura. Somente a altura variou (p<0,05)
entre os niveis de substituicdo do milho pela glicerina bruta. Entre os parametros de
desempenho produtivo, ocorreu influéncia dos tratamentos (p<0,05) sobre o rendimento de
carcaca sem cabeca e o rendimento de tronco limpo. As dietas ndo influenciaram (p>0,05) o
ganho de peso, rendimento de carcaca com cabeca, indice hepatossomatico e a taxa de
sobrevivéncia. Os parametros bioquimicos do sangue glicose plasmatica, proteinas totais,
triglicerideos e colesterol total ndo foram afetados pelos tratamentos (p>0,05). Na composicédo
corporal, apenas a gordura variou (p<0,05) com os niveis de substituicdo, havendo, ainda,
efeito quadratico (y = 0,000213x? — 0,03270x + 1,961; r? = 0,71), com a menor percentagem
sendo estimada no nivel de 76,76% de substituicdo. Concluiu-se que a substituicdo de 76,76%
do milho pela glicerina bruta na dieta de jundia promove menor teor de gordura na carcaga,
sem afetar o crescimento, sobrevivéncia, desempenho produtivo e 0s parametros bioquimicos

do sangue de juvenis.

Palavras-chave: Alimento alternativo, energia ndo-proteica, glicerol bruto, peixe nativo do

Brasil.
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INTRODUCAO

O jundia, Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824) (Siluriformes: Heptapteridae), é
um peixe de agua doce que possui habito alimentar onivoro com tendéncia a piscivoria
(Olaya-Nieto et al., 2012) e ocorre desde a parte central da Argentina até o sul do México
(Silfvergrip, 1996). E a principal espécie criada na por¢do meridional da América do Sul
devido seu rapido crescimento durante 0s meses mais quentes e suportar invernos rigorosos
(Pereira et al., 2006; Salhi and Bessonart, 2012).

O milho é um insumo utilizado para a producdo de uma centena de produtos, porém, a
cadeia produtiva de suinos e aves é responsavel pelo consumo de cerca de 70% do milho
produzido no mundo e de 70 a 80% do milho produzido no Brasil (Duarte et al., 2009). O uso
de ingredientes que competem com a alimentacdo humana, como o milho e a soja, tem
despertado interesse para que sejam avaliados residuos e subprodutos agricolas com potencial
para a alimentacdo animal (Klinger et al., 2015).

O processo de producdo de biodiesel gera grandes quantidades de glicerina bruta, o
principal subproduto e que representa cerca de 10% da producéo total (Costa et al., 2015). No
intuito de evitar futuros problemas decorrentes do acimulo de glicerina e para tornar a
producdo de biodiesel mais competitiva, € necessario buscar alternativas para o uso desse
produto (Ooi et al.,2004). Nesse ponto, a aquicultura também pode se beneficiar com a
incluséo de glicerina bruta como fonte de energia alternativa na dieta de peixes.

O primeiro estudo sobre a utilizacdo do glicerol bruto na dieta de peixes foi realizado
com o bagre do canal e ndo levou em conta seu valor digestivel (Li et al., 2010). Ensaios de
digestibilidade aparente revelaram que esse ingrediente fornece para a tilapia do Nilo um
conteddo energético semelhante ao do milho (Meurer et al., 2012; Neu et al., 2012a). Por
conseguinte, o glicerol bruto derivado da produgdo de biodiesel comegou a ser incluido na
dieta dessa espécie, sendo recomendado durante a fase de reversdo sexual em ate 11% da
dieta (Meurer et al., 2015), e em até 10% da dieta de individuos juvenis (Neu et al., 2013).

Recentemente, especial atencdo tem sido dada ao metabolismo energético de juvenis
de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com glicerol. Mesmo néo
prejudicando o crescimento de juvenis quando incluido em até 12%, o melhor ganho de peso
foi alcangado com sua inclusdo em 5,9% da dieta (Goncalves et al., 2015). Além disso, niveis

de inclusdo acima de 10% o caracterizaram como nutriente lipogénico (Costa et al., 2015).
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Para R. quelen, o glicerol bruto apresentou energia digestivel superior ao encontrado
para o milho e outros alimentos energéticos utilizados na sua alimentacdo (Balen et al., 2014).
No entanto, ainda é desconhecido o efeito da inclusdo ou mesmo da substituicdo do milho
pela glicerina bruta na dieta de espécies nativas das grandes bacias hidrogréaficas brasileiras.

O objetivo do presente trabalho foi testar a influéncia da substituicdo do milho pela
glicerina bruta, com base nas respectivas energias digestiveis, sobre o crescimento,

desempenho produtivo e parametros bioquimicos do sangue de juvenis de jundia (R. quelen).

MATERIAL E METODOS

Para o experimento foram utilizados 432 juvenis de jundid R. quelen (peso inicial de
14,39 + 3,469 e comprimento total de 11,81 £ 0,99 cm) em delineamento inteiramente ao
acaso, com seis tratamentos e quatro repeticdes. A unidade experimental consistiu em uma
caixa de fibra de vidro de 1.000L contendo 18 peixes. Todas as 24 caixas fizeram parte de um
sistema fechado de recirculacdo de agua (66.000 L) com filtracdo fisica e bioldgica.

A temperatura da agua (28,54 + 1,30 °C) e o oxigénio dissolvido (>6,1 mg L) foram
mensurados uma vez ao dia, e 0 pH (8,61 + 0,57), uma vez por semana. A taxa de renovacao
diaria da &gua foi em torno de 9 vezes o volume total, sendo corrigida semanalmente.

Os tratamentos consistiram de uma dieta controle (sem adi¢do de glicerina) e cinco
niveis de substituicdo do milho pela glicerina bruta derivado da producdo de biodiesel (20, 40,
60, 80 e 100%). A glicerina bruta foi obtida junto a BSBIOS Industria e Comércio de
Biodiesel Sul Brasil S/A, de Marialva, Parana, Brasil, e apresentou em sua composi¢do de
82% a 85% de pureza, 5,5% em cloretos, de 5% a 5,5% de cinzas e de 10% a 13% de
umidade, segundo informacdes fornecidas pelo fabricante.

Todas as dietas formuladas para serem isoproteicas e isoenergéticas (Tabela 1). Os
valores centesimais de proteina bruta, extrato etéreo, umidade e cinzas foram obtidos
seguindo os métodos descritos por AOAC (1995). Os ingredientes foram moidos em moinho
de facas e martelo utilizando uma peneira de 0,5 mm, sendo posteriormente misturados e
submetidos ao processo de extrusdo. As ragdes foram secas por 24h em estufa de ventilagédo
forcada a 55 °C. Os peixes foram alimentados ad libitum trés vezes ao dia (8:00, 13:00 e
18:00), durante 30 dias.

Ao final do periodo experimental e apds serem mantidos em jejum de 12 horas, 0s

juvenis foram anestesiados com uma solucéo de benzocaina (100 mg L), pesados e medidos
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para obtencdo dos dados de comprimento total, comprimento padréo, comprimento de cabeca,
altura, largura e ganho de peso.

Além disso, trés espécimes de cada tratamento tiveram o0 sangue coletado e
posteriormente foram mortos por seccdo cervical, eviscerados e limpos para obtencdo dos
dados de rendimento de carcaga com cabeca, rendimento de carcaga sem cabeca e rendimento
de tronco limpo. Os figados também foram removidos e pesados, para calcular o indice
hepatossomatico.

Os peixes remanescentes foram eutanasiados com superdosagem da solucdo de
benzocaina (250 mg L) e armazenados em freezer (-16 °C) para futura analise
bromatoldgica. Os valores centesimais de proteina bruta, gordura, umidade e cinzas das

carcacas foram obtidos de acordo com os métodos descritos por AOAC (1995).

Tabela 1. Formulacdo e composic¢ao quimica das dietas experimentais

Nivel de substitui¢ao (%)

Alimentos

0 20 40 60 80 100
Farelo de soja 67,185 67,889 68,593 69,297 70,002 70,706
Milho moido 22,883 18,306 13,730 9,153 4,577 0,000
Farinha de peixe 5000 5000 5000 5000 5000 5,000
Oleo de soja 2,064 1,788 1,510 1,233 0,956 0,679
Premix vitaminico-mineral® 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Fosfato bicalcico 1,233 1,270 1,308 1,345 1,381 1,418
Calcério 0125 0,289 0453 0617 0,781 0,946
Sal comum 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
BHT 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
Glicerina bruta 0,000 3,948 7,896 11,845 15,793 19,741
Total 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000
Composicao analisada (n = 3)

Cinzas (%) 7,90 7,28 7,60 7,96 8,30 8,01
Energia digestivel (kcal kg")*  3400,00 3400,00 3400,00 3400,00 3400,00  3400,00
Extrato etéreo (%) 2,07 2,35 2,54 2,43 2,09 1,26
Matéria seca (%) 94,77 91,11 90,75 88,61 89,73 87,07
Proteina digestivel (%)* 32,00 32,00 32,00 32,00 32,00 32,00
Proteina bruta (%) 40,11 37,68 38,13 37,76 37,09 38,90

1 Niveis de garantia por quilograma de produto: Acido félico: 200 mg, Acido pantoténico: 4.000 mg; Biotina: 40
mg; Cobre: 2.000 mg; Ferro: 12.500 mg; lodo: 200 mg; Manganés: 7.500 mg; Niacina: 5.000 mg; Selénio: 70
mg; Vitamina A: 1.000.000 Ul; Vitamina B1: 1.900 mg; Vitamina B12: 3.500 mg; Vitamin B2: 2.000 mg;
Vitamina B6: 2.400 mg; Acido ascorbico: 50.000 mg; Vitamina D3: 500.000 Ul; Vitamina E: 20.000 U,
Vitamina K3: 500 mg; Zinco: 25.000 mg. * Valores calculados de acordo com Balen et al. (2014) e Oliveira
Filho e Fracalossi (2006).

As amostras de sangue, cada uma com cerca de 1,5 mL, foram obtidas por meio de

puncdo caudal usando seringa heparinizada (Figura 2A) e, entdo, centrifugadas a 3500 rpm
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por 7 min para separagdo do plasma. As analises bioquimicas para determinagdo de glicose,
proteinas totais, triglicerideos e colesterol total foram realizadas utilizando kits Gold Analisa
Diagnostica®, de acordo com as recomendagdes do fabricante, com a leitura sendo realizada
no Analisador Bioquimico Quick Lab 11®.

Os dados de crescimento corporal, desempenho produtivo, pardmetros bioquimicos do
sangue e composicdo de carcaca foram analisados por one-way ANOVA. As médias
resultantes com diferenca estatistica entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey, com um nivel de significancia de 5%. Os parametros de desempenho e composicdo
corporal também foram submetidos a analise de regressdo polinomial. O software utilizado foi
0 Minitab® 17 e os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

RESULTADOS

Os resultados de peso final, comprimento total, comprimento padrdo, comprimento de
cabeca, altura e largura estdo presentes na Tabela 2. Observou-se influéncia dos niveis de
substituicdo do milho pela glicerina bruta (p<0,05) somente na altura dos peixes, que foi
maior no tratamento sem a inclusdo da glicerina, seguida pelas dietas 20, 60 e 80%, e menor
na substituicdo de 40 e 100%. Nédo houve diferenca estatistica (p>0,05) para o peso final,

comprimento total, comprimento padrdo, comprimento de cabeca e largura.

Tabela 2. Parametros de crescimento de juvenis de jundia alimentados durante 30 dias com
dietas contendo niveis crescentes de glicerina bruta em substituicdo ao milho

Niveis de substitui¢do do milho pela glicerina bruta (%)

Variavel
20 40 60 80 100

PF! 25,76+£1,36 25,02+1,61 22,66+2,09 23,13+1,18 23,56+2,12 22,70+1,74
CT2 13,50+0,24 13,49+0,19 13,06+0,27 13,17+0,14 13,35+0,38 13,34+0,24
CP3 11,16+0,17 11,10+0,18 10,77+0,20  10,88+0,09 10,96+0,28 10,97+0,17
cct 3,32+0,09 3,44+0,16 3,26+0,17 3,24+0,06 3,31+0,09 3,23+0,08
ALS 2,1240,03a  2,04+0,04ab  1,94+0,09b 1,97+0,08ab  2,02+0,03ab  1,94+0,05b
LGS 1,97+0,05 2,00+0,14 1,95+0,10 1,91+0,05 1,97+0,13 1,89+0,04

! Peso final médio (g); 2 Comprimento total (cm); ® Comprimento padrdo (cm); 4 Comprimento de cabeca (cm);
5 Altura (cm);  Largura (cm). Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Dentre os parametros de desempenho (Tabela 3), apenas o rendimento de carcaga sem
cabeca e o rendimento de tronco limpo foram influenciados pelas dietas (p<0,05). Para
ambos, os melhores resultados foram obtidos com a dieta de 20%, seguidos das dietas

controle (0%), 60, 80 e 100%, e os menores valores no nivel de 40%. Nao houve diferenca
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significativa (p>0,05) entre os tratamentos no ganho de peso, rendimento de carcaca com
cabeca, indice hepatossomatico e taxa de sobrevivéncia. Os peixes de todos os tratamentos
receberam tratamento com sal (1,0 g L) durante as duas Gltimas semanas do experimento,
devido a incidéncia do ictio, uma doenca causada pelo parasita Ichthyophthirius multifilis, que

causou aumento na mortalidade dos animais.

Tabela 3. Desempenho produtivo de juvenis de jundia alimentados durante 30 dias com dietas
contendo niveis crescentes de glicerina bruta em substituicdo ao milho

Niveis de substituicdo do milho pela glicerina bruta (%)

Variavel
0 20 40 60 80 100

GPM! 12,09+1,41  11,34+156  9,03+2,00 9,41+1,16 9,87+2,19 9,00+1,57
RCC? 83,88+1,87 85,06+0,51 84,47+1,31 84,76+0,64  84,92+0,84  83,84+1,89
RCS? 56,70+0,93ab 57,76+1,03a 54,89+1,09b 56,35+1,02ab 55,82+1,48ab 56,17+1,17ab
RTL* 53,67+0,58ab 54,47+0,80a 51,76+1,61b 53,01+0,83ab 52,57+1,31ab 53,14+1,44ab
IHS® 1,90+0,15 1,99+0,33 2,08+0,44 1,73+0,13 2,01+0,36 1,70+0,21
SOBS 80,56+16,90 93,06+6,05 72,22+27,22 86,11+13,89 83,33+14,16 84,72+10,67

1 Ganho de peso médio (g); 2 Rendimento de carcaga com cabeca (%); % Rendimento de carcaca sem cabeca (%);
4 Rendimento de tronco limpo (%); ° Indice hepatossomatico; ® Sobrevivéncia (%). Médias seguidas de letras
diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os parametros plasmaticos de glicose, proteinas totais, triglicerideos e colesterol total
ndo variaram (p>0,05) com a substituicdo do milho pela glicerina na dieta de jundia (Tabela
4), mesmo com a coleta de sangue tendo sido realizada 12 horas apés a ultima alimentac&o.

Tabela 4. Pardmetros bioguimicos do plasma sanguineo de juvenis de jundia alimentados
durante 30 dias com dietas contendo diferentes niveis de substituicdo do milho pela glicerina
bruta

Niveis de substituicdo do milho pela glicerina bruta (%)

Variavel

20 40 60 80 100
GLI* 55,12+13,62  66,81+17,77 55,14+7,76  65,75+12,18  68,73+15,15  87,78+26,13
PTT? 4,16+0,56 4,67+0,82 3,98+0,53 3,93+0,29 3,83+0,49 3,90+0,48
TGC? 221,65+68,37 209,81+49,26 159,50+31,51 200,58+49,91 238,93+78,82 194,74+66,77
CLT* 123,96+27,33 115,54+13,47 101,68+15,52 97,84+6,76 96,50+20,25 90,92+8,97

1 Glicose (mg dLY); 2 Proteinas totais (g dLt); 3 Triglicerideos (mg dL); # Colesterol total (mg dL™2).

Os valores de umidade, proteina bruta e cinzas da carcaca dos peixes foram
semelhantes entre todos os tratamentos (p>0,05) (Tabela 5). O tratamento que ndo continha
glicerina bruta foi o que apresentou a maior quantidade de gordura corporal (p<0,05), seguida
da dieta 20%, e os menores valores de gordura foram encontrados a partir do nivel de 40% de

substituicdo (40, 60, 80 e 100%). A substituicdo do milho pela glicerina bruta resultou em
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resposta quadrética (p<0,01) na gordura corporal dos animais e o nivel de substituicdo que
expressou a menor percentagem de gordura bruta foi estimado em 76,76% (Figura 1).

Tabela 5. Composicdo quimica do corpo inteiro de juvenis de jundia alimentados durante 30
dias com dietas contendo diferentes niveis de substituicdo do milho pela glicerina bruta

Niveis de substituicdo do milho pela glicerina bruta (%)

Variavel

0 20 40 60 80 100
Umidade (%) 73,59+2,19 74,55+3,01 75,53+2,15 75,01+2,43 75,78+2,28 76,54+1,73
Proteina bruta (%) 17,60+0,57 18,76+1,18 18,04+1,53 17,81+1,29 18,95+1,49 17,85+0,87
Cinzas (%) 3,26+0,39  3,25+0,70  3,27+0,25 3,30+0,74 3,20+0,46 3,15+0,17

Gordura bruta (%)* 2,51+1,15a 1,32+0,09ab 0,70+0,19b 1,18+0,61b 0,91+0,29b 0,71+0,18b

! Efeito quadratico (y = 0,000213x? — 0,03270x + 1,961; r?> = 0,71). Médias seguidas de letras diferentes na
mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Nivel de substitui¢do do milho pela glicerina bruta (%)
Figura 1. Regressdo polinomial da gordura bruta da carcaca de juvenis de Rhamdia quelen
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de substituicdo do milho pela glicerina
bruta durante 30 dias.

DISCUSSAO

A substituicdo do milho pela glicerina ndo afetou o ganho de peso dos animais, mas
alterou os rendimentos de carcaga sem cabeca e o de tronco. A parte Gtil do pescado, ou
tronco limpo, é a parte do corpo pronta para 0 consumo e/ou a industrializacdo e, por meio
desse, ainda se pode obter o filé (Souza et al., 2000). Nos trabalhos com glicerol, esses

parametros de desempenho raramente s&o avaliados, mas sua importancia esta relacionada a
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agregacdo de valor ao produto, com possivel utilizacdo do peixe mesmo quando estiver fora
do peso ideal de abate.

Adicionalmente, a inclusdo de até 11% de glicerol ndo influenciou o rendimento de
carcaca sem cabeca de tilapia do Nilo durante a fase de reversao sexual (Meurer et al., 2015),
e a de até 15% ndo ocasionou prejuizos ao rendimento de filé do bagre do canal (Li et al.,
2010).

Os valores de rendimento de carcaca sem cabeca do presente estudo se mostraram
semelhantes aos de jundias com classe de peso entre 200 e 800 g provenientes de viveiros de
terra (Carneiro et al., 2004), ao passo que os de rendimento de tronco limpo foram
semelhantes aos de jundids com tamanhos superiores alimentados com diferentes niveis de
proteina e energia criados em tanques-rede (Reidel et al., 2010).

Os niveis de inclusdo de glicerina ndo foram suficientes para alterar o peso final dos
juvenis de R. quelen, assim como visualizado nos resultados descritos para a tilapia do Nilo
na fase pos-larval (Meurer et al., 2015), de alevino (Neu et al., 2012b) e juvenil (Neu et al.,
2013; Costa et al., 2015). Contudo, a inclusdo maxima praticada naqueles trabalhos variou de
10 a 15%, enquanto que a do presente trabalho foi de 19,74% da dieta.

Um problema que pode limitar a inclusdo de uma quantidade elevada desse
ingrediente em ragdes extrudadas é que a extrusdo das mesmas foi sendo dificultada a medida
que a glicerina substituiu o milho presente nas dietas, fato relacionado a diminuicdo da
guantidade de amido disponivel, o qual tem papel fundamental no processo de extrusdo
devido a sua capacidade de gelatinizacdo quando exposto a altas temperaturas. Soma-se a iSso
a apresentacdo liquido-viscosa da glicerina, que altera a consisténcia da mistura e promove o
aumento da velocidade da rosca e a queda de pressdo do produto na saida da matriz da
extrusora.

Os parametros bioquimicos do sangue ndo foram influenciados pelas dietas
provavelmente pelo tempo ao qual os peixes foram submetidos ao jejum. Apds jejum de 24h,
também ndo foi observado efeito do glicerol sobre as concentragfes dessas variaveis em
juvenis de tilapia do Nilo (Costa et al., 2015; Neu et al., 2013). De modo inverso, o nivel de
glicose no sangue do bagre do canal sofreu influéncia das dietas passadas apenas 3h apos a
ultima alimentagéo (Li et al., 2010).

Durante o jejum, muitas das reacbes da glicolise no figado sdo revertidas para a
producdo de glicose a partir de compostos ndo-carboidratos, a fim de manter seu nivel no
sangue constante, haja vista que € o principal substrato energético para a maioria dos tecidos

do corpo (Smith et al., 2007). O glicerol é um dos precursores da glicose, pois seus carbonos
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sdo gliconeogénicos, formando diidroxiacetona fosfato, um intermediario glicolitico
(Marzzoco e Torres, 2007). O glicerol é liberado do tecido adiposo quando os niveis de
insulina estdo baixos e os niveis de glucagon ou de hormdnios de estresse, como a adrenalina
e o cortisol, estdo elevados no sangue (Smith et al., 2007). Isto ocorre ap0s a degradacédo de
triacilglicerideos, evento que também fornece a energia necessaria para a gliconeogénese, a
partir da B-oxidacdo dos acidos graxos ora disponibilizados (Smith et al., 2007; Tornheim and
Ruderman, 2011).

A composicdo corporal dos juvenis de jundia foi influenciada pela substituicdo do
milho pelo glicerol apenas para a gordura bruta, com o nivel de 76,76% levando a uma menor
quantidade de gordura na carcaga. O glicerol livre ndo poupou o catabolismo proteico para
producdo de energia como fazem os lipidios em dietas altamente energéticas e sua incluséo
ndo exerceu influéncia sobre a composicdo de carcaca da truta arco-iris (Menton et al., 1986).
Ja em juvenis de tilapia do Nilo, a incluséo do glicerol bruto afetou a composicéao de lipidios
da carcaca (Neu et al., 2013).

Por sua vez, o aumento dos niveis de glicerol em substituicdo ao milho para alevinos
de tildpia do Nilo promoveu um aumento da deposicéo proteica e da umidade do corpo inteiro
e a diminuicdo da matéria mineral e do extrato etéreo, o qual apresentou valor minimo em
72% de substituicdo (Moesch et al., 2016), nivel, este, préximo ao estimado pelo presente
trabalho (76,76%), indicando que a glicerina da dieta afeta a atividade lipogénica também do
jundié.

Essa substituicdo pode ter evitado que houvesse excesso de carboidratos na dieta e 0s
peixes passaram a apresentar menor teor de gordura corporal. Quando a energia na dieta
excede a exigéncia imediata do animal, os carboidratos em excesso sdo preferencialmente
utilizados para repor o estoque de glicogénio e, permanecendo em excesso, tendem a serem
convertidos em 4&cidos graxos, que sdo esterificados para formar o triacilglicerideo, entdo
armazenado no tecido adiposo (Gurr et al., 2016; Tocher and Glencross, 2015).

A utilizagdo de glicerina bruta ndo causou efeito sobre o indice hepatossomatico e 0s
pardmetros bioquimicos do sangue, os quais fornecem informag6es importantes sobre a satde
dos animais. Marques (2014) relatou que o glicerol bruto ndo tem efeito genotdxico sobre 0s
eritrocitos e hepatocitos de R. quelen, mesmo sendo incluido em 30% da dieta. Desse modo,
as impurezas presentes na glicerina bruta ndo sdo suficientes para afetar a saide dos peixes,

podendo ser recomendada sua utilizagdo na alimentacao do jundia de forma segura.
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Trabalhos subsequentes devem se aprofundar nas rotas metabolicas tomadas pelo
glicerol, analisando os metabolitos e as atividades enzimaticas dos diferentes tecidos

corporais envolvidos no metabolismo energético de R. quelen.

CONCLUSAO

O uso da glicerina bruta ndo altera os parametros bioquimicos do sangue de juvenis de
jundida (R. quelen) e a substituicdo de 76,76% do milho da dieta por esse ingrediente
alternativo diminui a gordura corporal e mantém o rendimento de carcaca sem cabeca e 0

rendimento de tronco limpo elevados.
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5 CAPITULO 3

DIGESTIBILIDADE APARENTE E INCLUSAO DA GLICERINA BRUTA EM
DIETAS PARA JUVENIS DE CURIMBATA Prochilodus lineatus (VALENCIENNES,
1837)*

# Este manuscrito sera submetido a revista Aquaculture Research

RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a digestibilidade aparente e o efeito da inclusdo da
glicerina bruta na dieta de juvenis de curimbata (Prochilodus lineatus). No ensaio de
digestibilidade, foram coletadas fezes de 35 peixes (peso inicial médio de 66,47 + 20,06 )
alimentados com uma dieta-teste constituida por 71,1% de uma dieta referéncia e 28,9% de
glicerina bruta, tendo o éxido de cromo como marcador inerte. No segundo experimento,
foram utilizados 750 juvenis (peso inicial médio de 18,71 £ 2,70 g), em um delineamento
experimental inteiramente casualizado, com seis tratamentos e cinco repeticdes. Os
tratamentos foram constituidos por seis niveis de inclusdo da glicerina bruta (0, 4, 8, 12, 16 ¢
20%) em races isoproteicas e isoenergeticas. O arracoamento foi realizado ad libitum, quatro
vezes ao dia. Ao final de 64 dias, os peixes foram pesados e medidos e 3 individuos de cada
repeticdo tiveram o sangue coletado para a obtencdo dos valores dos parametros de
crescimento, desempenho e bioquimicos do plasma sanguineo. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e, quando constatadas diferencas significativas (p<0,05) entre 0s
tratamentos, ao teste de Tukey e a analise de regressdo. Para curimbata, a glicerina bruta
apresentou coeficiente de digestibilidade aparente de 0,76 para energia e energia digestivel de
2.849,15 kcal kg* da dieta. No experimento de inclusdo, foi observado efeito dos tratamentos
(p<0,05) sobre os parametros de crescimento peso final médio, comprimento total,
comprimento padréo, altura e largura, e sobre os parametros de desempenho ganho de peso,
conversao alimentar aparente e taxa de crescimento especifico. Ocorreu efeito linear (p<0,01)
das dietas sobre o peso final, comprimento total, ganho de peso e conversdo alimentar. Em
relagdo aos parametros bioguimicos do sangue, os niveis dietéticos de glicerina afetaram
(p<0,05) apenas a concentracdo plasmatica de glicose e de triglicerideos. Concluiu-se que a
glicerina bruta pode ser utilizada como fonte de energia dietética para curimbata, e sua
inclusdo em 4% da dieta promove maior crescimento e desempenho produtivo de juvenis

dessa espécie.
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Palavras-chave: Characiformes, energia ndo-proteica, glicerol, peixe nativo.

INTRODUCAO

O répido declinio nas reservas mundiais de petréleo tem promovido o uso de 6leos
vegetais como combustiveis em muitos paises da Europa, América e Asia (Srivastava and
Prasad, 2000). Neste contexto, 0 aumento na producdo de biodiesel resulta em uma
quantidade excessiva de glicerol produzido, visto que este é o principal subproduto gerado
durante o processo de transesterificacdo do Oleo, perfazendo de 10 a 12% da massa total
obtida (Dasari et al., 2005; Stelmachowski, 2011). Considerando a queda do preco do glicerol
nos Ultimos anos devido sua superproducdo, é imprescindivel encontrar um uso alternativo
para 0 mesmo (Fan et al., 2010), reduzindo problemas econdémicos e ambientais relacionados
a0 seu descarte.

A utilizacdo de alimentos ndo convencionais ou mesmo residuos e subprodutos
agroindustriais para substituir os convencionais nas dietas dos animais vem sendo bastante
estudada e busca satisfazer as necessidades nutricionais das espécies e contribuir com a
economia do sistema produtivo (Ashade and Osineye, 2013). Recentemente, a possibilidade
de utilizar o glicerol derivado do biodiesel na alimentagdo animal tem sido investigada devido
ao aumento no preco do milho e o excesso de glicerina bruta (Yang et al., 2012), uma vez que
os valores energéticos do milho e do glicerol séo similares (Zijlstra et al., 2009).

Estudos envolvendo a utilizacdo do glicerol derivado da industria de biodiesel na dieta
de peixes se iniciaram por meio de Li et al. (2010) com o bagre do canal, ndo levando em
conta seu valor digestivel. Meurer et al. (2012) relataram o potencial uso do glicerol bruto
como fonte energética para tildpia do Nilo. Para esta espécie, o nivel de inclusdo
recomendado para a fase de reversdo sexual é de até 110 g kg™ de glicerol na dieta, sem afetar
0 desempenho ou a mortalidade dos peixes (Meurer et al., 2015), enquanto que sua utilizagdo
em alevinos foi desencorajada por Neu et al. (2012a), devido a alta mortalidade ocorrida
quando criados em baixas temperaturas. Por outro lado, Neu et al. (2013) recomendaram a
inclusdo de até 100 g kg™ de glicerol na dieta de juvenis.

O curimbata Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837) é um peixe iliéfago-
detritivoro distribuido nas bacias dos rios Parana, Paraguai e Paraiba do Sul, muito importante
para a pesca e aquicultura (Froese and Pauly, 2011). Em um dos raros estudos sobre exigéncia

nutricional do curimbatd, a espécie utilizada foi Prochilodus affinis, e apontou que a exigéncia
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de proteina bruta (PB) e energia digestivel (ED) de alevinos é de 260,5 g kg™ e 2700 kcal kg™
da dieta, respectivamente, correspondente a uma relagido de 10,36 kcal de ED g* de PB
(Bomfim et al., 2005). Deste modo, as necessidades nutricionais de P. lineatus ainda devem
ser estudadas.

Em vista dos resultados inconclusivos obtidos para as espécies acima citadas e a
auséncia de informacgdes sobre sua utilizacdo na dieta de peixes nativos do Brasil, este
trabalho teve por objetivo avaliar a digestibilidade da energia e a influéncia da glicerina bruta
sobre o crescimento e o desempenho produtivo de juvenis de curimbata (P. lineatus), levando-

se em conta os parametros bioquimicos do sangue e a sobrevivéncia dos animais.

MATERIAL E METODOS

Os dois experimentos foram conduzidos no Laboratério de Nutricdo de Organismos
Aquaticos da Universidade Federal do Parana, em Palotina — PR.

Ensaio de digestibilidade

O coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) para energia foi mensurado
indiretamente utilizando 0,1% de éxido de cromo Il (Cr.03) como marcador inerte. A
glicerina bruta foi fornecida pela BSBIOS Industria e Comércio de Biodiesel Sul Brasil S/A,
de Marialva, Parand, Brasil. As racfes referéncia e teste utilizadas foram formuladas a partir

de ingredientes de origem vegetal (Tabela 1).

Tabela 1. Formulacdo das dietas utilizadas no ensaio de digestibilidade de P. lineatus

Ingredientes Referéncia (%) Teste (%)
Glicerina bruta 0,00 28,90
Farelo de soja 66,16 46,31
Milho moido 29,07 20,35
Oleo de soja 1,11 0,78
Fosfato bicalcico 1,84 1,84
Calcario calcitico 0,22 0,22
Suplemento vitaminico-mineral* 1,00 1,00
Sal comum (NaCl) 0,50 0,50
Oxido de cromo (Cr203) 0,10 0,10
Total 100,00 100,00

! Niveis de garantia por kg do produto: Vit, A, 1,200,000 Ul, Vit, Ds, 200,000 UI, Vit, E, 12,000 mg,
Vit, K3, 2,400 mg, Vit, By, 4,800 mg, Vit, B,, 4,800 mg, Vit, Bs, 4,000 mg, Vit, B2, 4,800 mg, Acido
félico, 1,200 mg, Pantotenato de célcio, 12,000 mg, Vit, C, 48,000 mg, Biotina, 48 mg, Colina, 65,000
mg, Niacina, 24,000 mg, Fe, 10,000 mg, Cu, 6,000 mg, Mn, 4,000 mg, Zn, 6,000 mg, I, 20 mg, Co,
2 mg, Se, 20 mg.
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Os juvenis de curimbaté (n = 35; peso inicial médio de 66,47 + 20,06 g; comprimento
total meédio de 17,83 + 1,71 cm) foram estocados em uma gaiola e mantidos durante o dia em
um tanque de polietileno de 1.000 L, utilizado para alimentacéo, e, a noite, eram repassados
para um tanque conico-cilindrico de 200 L, para coleta das fezes (Figura 3A). Os
procedimentos de fabricacdo da racdo, e coleta, armazenamento e processamento das fezes
foram realizados conforme Balen et al. (2014).

O contetdo de energia bruta foi mensurado por combustdo em uma bomba
calorimétrica (modelo Parr 6200) e o contetudo de o0xido de cromo da dieta e das fezes foi
determinado usando um processo envolvendo digestdo por acido nitro-perclérico seguida de
espectrometria de absorcéo atbmica (Kimura and Miller 1957). O valor do CDA da energia da

glicerina para P. lineatus foi calculado de acordo com NRC (2011).

Ensaio de inclusédo da glicerina

Foram utilizados 750 juvenis de curimbata, com peso inicial médio de 18,71g + 2,70 e
comprimento total de 12,25cm + 0,51, distribuidos em 30 caixas de polietileno de 1.000 L em
um delineamento inteiramente casualisado, com seis tratamentos e cinco repeti¢Ges, sendo
considerada uma unidade experimental cada caixa com 25 peixes.

Os tratamento foram constituidos por dietas praticas divididas em seis niveis de
inclusdo (0, 4, 8, 12, 16 e 20%) da glicerina bruta derivado do biodiesel, sendo isoprotéicas,
isoenergéticas, isocalciticas e isofosforicas (Tabela 2). Para a fabricacdo das racOes, 0s
ingredientes foram triturados utilizando peneira de 0,5 mm, misturados e entdo processados
(Figura 4A). Devido ao habito alimentar da espécie, as ragdes foram submetidas ao processo
de peletizacdo, que foi realizado em uma peletizadora experimental pelo umedecimento
prévio da mistura com agua a temperatura de 52 °C. Ap0s a peletizacdo, as mesmas foram
secas em estufa de ventilacdo forcada a 60 °C por 24h. As racdes foram fornecidas quatro
vezes ao dia (7h30, 11h00, 14h30 e 18n00) durante 64 dias.

As caixas plasticas integraram um sistema de recirculacdo de agua, com renovagao
diaria de aproximadamente 7,5 vezes o seu volume. A temperatura da agua foi mantida pela
abertura e fechamento das laterais da estufa agricola dentro da qual as caixas estavam
instaladas. O sistema de aeracdo foi constituido por um soprador de ar de 1 cv, conectada a
tubos de PVC, que distribuiam o oxigénio para cada unidade experimental por meio de
mangueiras de silicone com pedras porosas nas terminagdes. Realizou-se um sifonamento de
100 L em cada unidade experimental antes da ultima alimentacdo diéria para remogdo das

possiveis sobras de racoes, fezes e matéria organica.
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Tabela 2. Composicdo quimica das racbes experimentais contendo diferentes niveis de
glicerina bruta

Nivel de inclusédo (%)

Alimentos

0 4 8 12 16 20

Farelo de soja 49,278 50,110 50,942 51,774 52,605 53,437
Milho moido 46,276 41,350 36,425 31,499 26,574 21,648
Glicerina bruta 0,000 4,000 8,000 12,000 16,000 20,000
Oleo de soja 0,016 0,100 0,183 0,267 0,351 0,434
Fosfato bicalcico 2,152 2,190 2,227 2,265 2,302 2,339
Premix vitaminico-mineral® 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Sal comum 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
BHT 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
Calcario 0,767 0,740 0,713 0,686 0,658 0,631
Total 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000
Nutrientes

Acido linoleico (%) 1,247 1,204 1,162 1,119 1,076 1,033
Amido (%) 35,482 32526 29570 26,614 23,657 20,701
Célcio (%) 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Cinzas (%) 7,223 7,390 7,557 7,723 7,890 8,057
Energia bruta (kcal kg™) ~ 3853,000 3853,000 3853,000 3853,000 3853,000 3853,000
Fibra bruta (%) 3,820 3,773 3,726 3,679 3,632 3,586
Fésforo total (%) 0,800 0,800 0,800 0,800 0,800 0,800
Gordura (%) 2,672 2,556 2,440 2,324 2,208 2,092
Lisina total (%) 1,486 1,496 1,507 1,518 1,529 1,540
Matéria seca (%) 89,585 89,670 89,755 89,840 89,925 90,010
Metionina+cistina total (%) 0,797 0,789 0,782 0,774 0,766 0,759
Proteina bruta (%) 26,000 26,000 26,000 26,000 26,000 26,000

! Niveis de garantia por quilograma de produto: Acido félico: 200 mg, Acido pantoténico: 4.000 mg;
Biotina: 40 mg; Cobre: 2.000 mg; Ferro: 12.500 mg; lodo: 200 mg; Manganés: 7.500 mg; Niacina:
5.000 mg; Selénio: 70 mg; Vitamina A: 1.000.000 Ul; Vitamina B1: 1.900 mg; Vitamina B12: 3.500
mg; Vitamina B2: 2.000 mg; Vitamina B6: 2.400 mg; Acido ascérbico: 50.000 mg; Vitamina D3:
500.000 UI; Vitamina E: 20.000 UI; Vitamina K3: 500 mg; Zinco: 25.000 mg.

As variaveis fisicas e quimicas da agua como pH (7,85 + 0,26), amonia (0,19 £ 0,06
mg L), nitrito (0,02 + 0,01 mg de N-NH4 L), alcalinidade total (125,40 + 21,89 mg de
CaCOsz L) e dureza (35,28 + 10,54 mg de CaCOs L) foram monitoradas uma vez por
semana, enquanto que temperatura minima (26,74 £ 1,01 °C) e maxima (29,51 + 1,37 °C),
além do oxigénio dissolvido (5,45 + 0,06 mg L), foram aferidos diariamente. Os valores das
variaveis quimicas estdo dentro da faixa recomendada para os cultivos de dgua doce, segundo
Sa (2012), e a temperatura esta dentro do indicado para o conforto térmico de espécies
tropicais, de acordo com Baldisserotto (2009).

Ao final do periodo experimental e jejum de 24 h, os peixes foram anestesiados com

benzocaina 10% (Merck, Darmstadt, Germany) e eutanaziados para mensuracdo das medidas
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individuais de peso final médio (PF), comprimento total (CT), comprimento padrdo (CP),
comprimento de cabeca (CC), altura (AL) e largura (LG), e, de 3 individuos por unidade
experimental, do peso eviscerado com e sem cabeca, peso do tronco limpo e peso do figado.
Posteriormente, calcularam-se os valores de ganho de peso (GPM), taxa de crescimento
especifico (TCE), conversdo alimentar aparente (CAA), taxa de sobrevivéncia (SOB),
rendimento de carcaca com (RCC) e sem cabeca (RCS), rendimento de tronco limpo (RTL) e
indice hepatossomatico (IHS).

A fim de se determinar a concentracdo plasmatica de glicose, proteinas totais,
colesterol total e triglicerideos, foram coletadas amostras de sangue de 3 individuos de cada
unidade experimental. As amostras de sangue, cada uma com cerca de 1,5 mL, foram obtidas
por meio de punc¢do caudal usando seringa heparinizada e, entdo, centrifugadas a 3500 rpm
por 5 min para separacdo do plasma. As analises bioquimicas foram realizadas utilizando Kits
Gold Analisa Diagndstica®, de acordo com as recomendacdes do fabricante, com a leitura
sendo realizada no Analisador Bioguimico Quick Lab 11®.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAEG 9.1 - Sistema de
Analises Estatistica (UFV, 2007). Os dados de crescimento, desempenho produtivo,
sobrevivéncia e parametros bioquimicos do sangue foram submetidos a analise de variancia
(one-way ANOVA) e foram expressos como média + desvio padrdo. Quando constatadas
diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05), foram realizados o teste de Tukey e a

analise de regresséo.

RESULTADOS

A glicerina bruta apresentou 3.749,76 kcal kg de energia bruta, 93,24% de matéria
seca e 6,06% de matéria mineral. Para o curimbata, o CDA para energia foi de 0,76, sendo a
energia digestivel da glicerina bruta de 2.849,15 kcal kg™* da dieta.

Os resultados dos parametros de crescimento de juvenis de P. lineatus estdo
apresentados na Tabela 3. Observou-se influéncia dos niveis de glicerina na dieta (p<0,05)
sobre o peso final médio, comprimento total, comprimento padrdo, largura e altura. Para o
peso final, comprimento total e comprimento padrdo, a dieta 4% de glicerina bruta apresentou
0s maiores valores, seguida da 0 e 12%, com 0s menores valores para 20% de inclusdo. Em
relacdo a altura e largura, as maiores médias encontradas foram para a dieta 4%, seguida de 0
e 12%, e as menores médias para 8, 16 e 20%. Nao houve diferenga significativa (p>0,05)

apenas sobre o comprimento de cabeca, cujas medias pouco variaram.
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Foi observado efeito linear negativo (Figura 1) das dietas sobre o peso final médio
(p=0,0013) e o comprimento total (p=0,0006). A medida em que os niveis de inclusio da
glicerina bruta aumentaram, foi observada uma tendéncia de diminuicdo nos valores de peso
final médio (y = -0,1334x + 29,665; r? = 0,7507) e comprimento total (y = -0,0229x + 14,171;
r2=0,7724).

Tabela 3. Pardmetros de crescimento de juvenis de curimbatd alimentados com dietas
contendo diferentes niveis de glicerina bruta durante 64 dias

Niveis de inclusdo da glicerina bruta (%)

Variavel

0 4 8 12 16 20
PF! 28,97+0,37ab 29,84+0,69a 28,41+1,13bc 28,77+0,50ab 27,34+0,53cd 26,66+1,03d
CT? 14,10+0,13ab 14,16%0,10a 13,90+0,14bc 14,04+0,11ab 13,78+0,10cd 13,66+0,11d
CcpP? 11,13+0,05ab 11,24+0,08a 10,97+0,05bc 11,13+0,05ab 10,88+0,10cd 10,78+0,02d

cct 3,09+0,06 3,11+0,02  3,05+0,08 3,08+0,04 3,05+0,04 3,00+0,03
AL® 3,13+0,04ab  3,20+0,07a 3,09+0,05b  3,12+0,03ab  3,07+0,06b  3,02+0,06b
LG® 1,42+0,05ab  1,48+0,02a 1,40+0,08b  1,42+0,04ab  1,40+0,05b  1,37+0,02b

! Peso final médio (g) (p=0,0145); 2 Comprimento total (cm) (p=0,0044); * Comprimento padrdo (cm)
(p=0,0012); 4 Comprimento de cabeca (cm) (p=0,0581); 5 Altura (cm) (p=0,0408);  Largura (cm) (p=0,0452).
Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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aparente (d).
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Dentre os pardmetros de desempenho (Tabela 4), a conversdo alimentar aparente, a
taxa de crescimento especifica e 0 ganho de peso foram influenciados pelas dietas (p<0,05),
enquanto que o indice hepatossomatico, o rendimento de carcaca com cabeca, rendimento de
carcaca sem cabeca e o rendimento de tronco limpo ndo foram afetados pelos tratamentos
(p>0,05). As médias de conversdo alimentar foram menores para as dietas sem glicerina e
com incluséo de 4%, seguidas pelas dietas 8 e 12%, e as piores conversdes foram observadas
para os tratamentos com 16 e 20% de glicerina. Para a taxa de crescimento especifica e o
ganho de peso médio, a dieta 4% apresentou os maiores valores, seguida do tratamento sem
adicdo de glicerina, e 0os menores valores com a dieta inclusdo de 20%. Nao ocorreu
mortalidade durante o experimento.

Houve efeito linear dos tratamentos sobre o ganho de peso (p=0,0019) e a conversao
alimentar aparente (p=0,0053). A medida em que os niveis de inclusio da glicerina bruta
aumentaram, foi observada uma tendéncia de diminuicdo nos valores de ganho de peso (y = -
0,1465x + 13,263; r?> = 0,7341) (Figura 1c) e de aumento nos de conversdo alimentar (y =
0,0383x + 2,7397; r> = 0,8178) (Figura 1d).

Tabela 4. Desempenho produtivo de juvenis de curimbata alimentados com dietas contendo
diferentes niveis de glicerina bruta durante 64 dias

Niveis de inclusdo da glicerina bruta (%)

Variavel
4 8 12 16 20

CAA! 2,88+0,16b  2,70+0,07b  3,15+#0,13ab  3,06+0,11ab  3,40+0,28a  3,55+0,29a
TCE? 0,89+0,05ab 0,94+0,02a 0,84+0,07abc  0,86+0,04abc 0,78+0,07bc  0,75+0,05c
GPM?®  12,74+0,75ab 13,56+0,35a 11,35+0,47bcd 12,22+0,41abc 10,78+0,86cd 10,13+0,86d
RCC* 85,43+2,18 87,61+0,94  87,63+0,81 87,08+1,34 86,84+0,83 87,48+1,02
RCS® 68,44+1,75 68,45+1,14  65,88+2,61 65,85+2,32 65,61+1,77 67,98+1,41
RTL® 49,00+0,85 51,26+0,55  49,85+1,71 49,84+0,88 49,03+0,72  49,72+1,35
IHS? 0,41+0,11 0,44+0,09 0,43+0,03 0,47+0,13 0,42+0,09 0,43+0,09

SOB?® 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00  100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00

! Conversdo alimentar aparente (p=0,0493); 2 Taxa de crescimento especifico (% dia') (p=0,0499); * Ganho de
peso (g) (p=0,0139); 4 Rendimento de carcaca com cabeca (%) (p=0,2597); ® Rendimento de carcaca sem cabeca
(%) (p=0,5631); ¢ Rendimento de tronco limpo (%) (p=0,2150); 7 indice hepatossomatico (p=0,6238);
8 Sobrevivéncia (%). Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Ao contrario do observado para os parametros plasmaticos de proteinas totais e
colesterol total, onde ndo foi constatada diferenca estatistica significativa (p>0,05), as taxas
de glicose e de triglicerideos foram influenciadas (p<0,05) pelos niveis de glicerina na dieta
(Tabela 5). O nivel de glicerina bruta que proporcionou a menor concentracdo de glicose

plasmatica foi o de 4%, seguida pelos niveis de 8, 12, 16 e 20%, e com a maior concentragio
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decorrente do nivel sem adicdo de glicerina (0%). Para os triglicerideos plasmaticos, a dieta
com incluséo de 16% foi a que proporcionou 0s menores valores, seguida das dietas 0, 4, 8 e
20%, que nado diferiram entre si, e 0 maior valor sendo encontrado para a dieta 12% de

inclusao.

Tabela 5. Parametros bioquimicos do plasma sanguineo de juvenis de curimbata alimentados
durante 64 dias com dietas contendo diferentes niveis de glicerina bruta

Niveis de inclusdo do glicerina bruta (%)

Variavel

4 8 12 16 20
PTT! 2,85%0,08 2,72+0,05 2,54+0,18 2,74+0,13 2,84+0,26 2,91+0,36
GLI? 56,00%6,00a 39,93+7,10b 43,55+6,50ab  55,21+4,79ab 46,92+6,10ab 47,23+13,86ab

CLT® 147,65+16,33  142,32+8,02  131,12+12,11  139,08+15,12 141,28+12,45 128,83+8,43
TGC* 157,08+4,63ab 191,40+9,92ab 180,50+24,43ab 209,18£36,22a 140,06+9,08b 172,67+30,85ab

! Proteinas totais (g dL™) (p=0,1036); ? Glicose (mg dL™) (p=0,0435); * Colesterol total (mg dL™) (p=0,0510);
4 Triglicerideos (mg dL?) (p=0,0085). Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

DISCUSSAO

O coeficiente de digestibilidade aparente para a energia da glicerina bruta em P.
lineatus foi menor que os descritos para a tilpia do Nilo por Meurer et al. (2012) (CDA de
0,89) e Neu et al. (2012b) (0,81 para o glicerol semi-purificado misto), e para o curimbata em
relacdo a fracdo proteica de dietas contendo 25% e 28% PB (0,86 e 0,78, respectivamente)
(Sousa, 1983). No entanto, foi maior que o observados para o glicerol bruto dleo vegetal
(0,58) e para o glicerol semi-purificado vegetal (0,47) na espécie Oreochromis niloticus (Neu
etal., 2012b).

Ainda que o habito alimentar difira entre essas espécies, a variacdo nos resultados de
digestibilidade também pode estar relacionada aos diferentes graus de pureza apresentados
pelo ingrediente testado, visto que, conforme Beserra et al. (2016), as caracteristicas fisicas,
quimicas e nutricionais da glicerina bruta dependem dos tipos de acido graxo e de catélise
empregados na producdo do biodiesel.

As fontes proteicas e energéticas utilizadas no presente estudo se restringiram ao
farelo de soja, milho moido, 6leo de soja e glicerina bruta. Os valores de proteina bruta e
energia utilizados nas dietas do curimbatd P. lineatus foram baseados na exigéncia de P.
affinis (Bomfim et al., 2005) e, mesmo com um menor periodo de cultivo e sem o

fornecimento de aminoacidos sintéticos, P. lineatus apresentou maiores ganho de peso e taxa
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de crescimento especifico, além de conversdo alimentar semelhante, que alevinos dessa outra
espécie.

A adicdo de até 12% de glicerina bruta na dieta promoveu melhor conversdo alimentar
que as relatadas para individuos de até 8 g, que foi de 4,51 sem 0 uso de ingredientes de
origem animal e que variou de 3,34 a 3,61 quando utilizada fonte proteica de origem animal
(Fabregat et al., 2011), e para juvenis em torno de 20g, que variou de 3,54 a 3,78 com fontes
proteicas a base de farelo de soja, farelo de soja + farinha de peixe e farelo de soja + canola, e
de 4,56 com farelo de soja + levedura desidratada (Galdioli et al., 2000). Adicionalmente, 0s
valores de peso final, comprimento total, comprimento padrdo e altura foram semelhantes aos
de P. lineatus criados em tanques de terra e alimentados com ragdes comerciais durante 150
dias (Bernardes e Publio, 2012).

Os valores calculados para os aminoacidos lisina e metionina+cistina foram superiores
aos da exigéncia estimada para P. lineatus (Bicudo and Cyrino, 2009). Todos esses resultados
podem demonstrar que a utilizacdo da glicerina como fonte energética permite um melhor
aproveitamento dos nutrientes absorvidos e que os aminoacidos disponiveis na dieta sejam
direcionados para a sintese proteica nos tecidos, proporcionando um maior crescimento dos
peixes. No entanto, deve-se considerar que as dietas fornecidas ndo se encontravam
balanceadas, visto que as mesmas foram formuladas sem o conhecimento dos dados de
digestibilidade dos alimentos para essa espécie.

No curimbatd, a inclusdo da glicerina ndo acarretou no aumento do peso relativo do
figado, sugerindo que ndo ocorreu sobrecarga desse 6Orgdo decorrente do processo de
metabolizacdo dos nutrientes absorvidos, com a deposicdo de lipideos ou de glicogénio, ou
mesmo, da toxicidade de algum componente da dieta. Dietas contendo até 10% de glicerol
bruto ndo provocaram aumento no indice hepatossomatico de juvenis de tilapia do Nilo (Neu
et al., 2013). No entanto, niveis de glicerol superiores a esse causaram aumento do IHS em
bagre do canal nessa mesma fase de desenvolvimento (Li et al., 2010).

O nivel de inclusdo de glicerina bruta na dieta que promoveu os melhores resultados
para o ili6fago-detritivoro curimbata foi menor que o recomendado para peixes onivoros,
como o bagre do canal (Li et al., 2010) e a til&pia do Nilo (Neu et al., 2013; Gongalves et al.,
2015; Meurer et al., 2015).

De maneira alternativa a essas espécies onivoras, 0 curimbatd possui estbmago com
parede muscular extremamente desenvolvida, que atua como uma moela, e um longo intestino
intensamente enovelado (Moraes et al., 1997), especializagcdes requeridas para melhorar o

aproveitamento do recuso alimentar utilizado, ja que sua dieta possui baixo valor nutritivo e é
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obtida ap6s a ingestdo de grande quantidade de lodo e detritos associados & matéria organica,
invertebrados e microrganismos (Luz et al., 2001). Assim, mesmo consumido alimentos com
baixos valores de proteina e de energia, apresenta elevado coeficiente de digestibilidade
aparente para 0s mesmos (Faria e Benedito, 2011).

Os valores de glicose e proteinas totais plasméticas encontrados estdo de acordo com
o0s descritos como de referéncia para P. lineatus de cultivo intensivo (Tavares-Dias, 2015). As
dietas testadas no presente estudo foram formuladas promovendo a substituicdo do milho pela
glicerina bruta e, a medida que a glicerina foi adicionada, ocorreu a diminui¢do da quantidade
de amido disponivel nas racdes.

A inclusdo de glicerina bruta nas dietas influenciou a glicemia e a concentracdo
plasmaética de triglicerideos de P. lineatus, em oposicdo ao relatado para juvenis de tilapia do
Nilo (Neu et al., 2013; Costa et al., 2015). Para o bagre do canal, a glicose sanguinea foi
significantemente maior em peixes alimentados com 5% de glicerol que o0s peixes
alimentados com as outras dietas (Li et al., 2010). J& na dieta da truta arco-iris, uma espécie
carnivora, o glicerol na forma purificada ndo foi considerado uma boa fonte energética, pois
ndo teve efeito significativo sobre os parametros de desempenho e 0s peixes passaram a
apresentar hiperglicemia (Menton et al., 1986).

Como a menor concentracdo de glicose sanguinea foi observada para o nivel de 4% e
ndo ocorreu diferenca significativa na concentracdo de triglicerideos entre 0s peixes
alimentados com o glicerol e o grupo controle, é possivel que a glicerina bruta ndo tenha sido
convertida em glicose nem em triacilglicerideos, mas direcionado para o ciclo de Krebs,
constituindo-se, efetivamente, em uma fonte de energia dietética para estes animais.

A auséncia de mortalidade verificada no presente trabalho contrasta com o retratado
para a tilapia do Nilo, em que a sobrevivéncia dos alevinos alimentados com o glicerol foi
inferior a do grupo controle, quando criados em baixa temperatura (Neu et al., 2012a). Em um
curto periodo de tempo, ndo se pode detectar interferéncia das impurezas que podem estar
presentes na composicdo da glicerina bruta, como o metanol, sais inorganicos (principalmente
fosforo, calcio, zinco, magneésio, sodio e potassio) e alguns metais pesados (Pyle et al., 2008;
Jun et al., 2010; Pagliaro and Rossi, 2010) na salude dos peixes.

O processamento da racdo deve eliminar o metanol presente na mistura (Li et al.,
2010), além de que a pressdo exercida durante a peletizacdo atua na diminui¢do do ponto de
ebulicdo deste composto, que é de 64,7 °C, conforme Pereira e Andrade (1998). Em adicéo,

Oliveira et al. (2013) ndo detectaram niveis de metais pesados como cromo, cadmio e chumbo
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em nenhuma das amostras provenientes de 16 usinas do Brasil, as quais sdo responsaveis por
85,1% do biodiesel produzido no pais.

Por sua vez, peixes de dgua doce tendem a ganhar agua e perder ions para 0 meio
(Bone and Moore, 2008), e a maioria dos sais podem ser eliminados diretamente na agua
pelas branquias, dado que as mesmas desempenham um papel importante na excre¢do de
calcio (Hickman Jr., 1968), zinco (Hardy et al., 1987) e sddio e potassio (Evans et al., 2005),
ao passo que os rins sao mais eficientes para essa funcdo no caso do magnésio (Bijvelds et al.,
1998) e do fdsforo (Kaune and Hentschel, 1987; Prasad and Bhadauria, 2013).

Estudos mais aprofundados sdo necessarios para verificar a influéncia da glicerina
sobre 0 metabolismo energético dessa espécie, podendo ser realizadas anélises da composi¢édo
bromatoldgica do corpo inteiro, tronco limpo e figado, da quantificacdo da gordura visceral e
da concentracdo de glicose, triglicérides e proteinas no musculo e no figado, além da
atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do glicerol, como a malica, a glicerol

quinase e a glicose-6-fosfato-desidrogenase.

CONCLUSAO

A glicerina bruta pode substituir parte dos ingredientes convencionalmente utilizados
no suprimento energético de curimbata (P. lineatus) e sua inclusdo em 4% da dieta promove
melhora no crescimento e no desempenho produtivo dos peixes durante a fase juvenil, sem

prejudicar sua saude.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A glicerina bruta apresenta para energia um coeficiente de digestibilidade aparente
superior aos relatados para outros alimentos energéticos fornecidos tanto para o jundia (R.
quelen) como para o pacu (P. mesopotamicus), mostrando ser uma fonte de energia com
grande potencial para substituir os ingredientes convencionalmente utilizados na dieta de
peixes onivoros.

A absorgdo e o aproveitamento da glicerina ocorre de modo diferente entre espécies
iliofagas-detritivoras e onivoras. Apesar disso, mesmo que a energia digestivel provida seja
inferior a observada para o pacu e o jundid, a glicerina bruta pode suprir parte das
necessidades energéticas de curimbata (P. lineatus), antes atendida principalmente pelo
amido.

A glicerina bruta pode substituir a maior parte do milho presente na dieta de juvenis de
jundia sem prejudicar os principais parametros de crescimento, bioquimicos do sangue e de
desempenho produtivo de juvenis, sendo que o nivel estimado de 76,76% de substituicdo
promove um menor teor de gordura corporal nos animais.

A inclusdo de apenas 4% de glicerina bruta na dieta de curimbata ja é suficiente para
promover 0 maior crescimento dos juvenis e melhorar alguns dos parametros zootécnicos
mais importantes na producdo animal, sem interferir na salde e sobrevivéncia dos peixes.

O uso da glicerina proveniente da producdo de biodiesel tem uma aplicacdo segura
quando incluida na alimentacdo animal, desde que se respeite os niveis adequados para cada
espécie, apresentando boa absor¢édo e contribuindo para a melhora do desempenho produtivo
também de peixes. Deste modo, pode ser utilizada como um ingrediente substituto do milho
na dieta de pacu, jundia e curimbata.

No entanto, a viabilidade econémica de seu uso depende da relacéo de pregos existente
entre esses ingredientes no momento da fabricacdo da racdo. Como no periodo de entressafra
do milho ocorre o0 aumento do seu pre¢co no mercado e, consequentemente, do custo da ragéo,
a glicerina bruta pode ser utilizada alternativamente como fonte dietética de energia, uma vez
que esta disponivel o ano todo na maior parte do pais.

Enfim, os resultados obtidos na presente tese auxiliam na promoc¢édo da criacdo de
espécies nativas de peixes, a qual pode ser um importante meio para se obter a diminuicao da
pesca predatoria de populacfes naturais, além de fortalecer a cadeia produtiva perante aquela

de espécies exaticas.
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Figura 1A — Exemplares das espécies estudadas: Piaractus mesopotamicus (a), Prochilodus
lineatus (b) e Rhamdia quelen (c).
FONTE: William Franco Carneiro (2015).

Figura 2A — Colheita de sangue de Rhamdia quelen por meio de puncéo caudal.
FONTE: William Franco Carneiro (2015).



Figura 3A — Estrutura fisica utilizada para alimentagdo e
coleta de fezes no ensaio de digestibilidade.
FONTE: O autor (2014).

Figura 4A — Pos-pesagem dos ingredientes utilizados em uma das dietas experimentais.
FONTE: O autor (2013).
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