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RESUMO

A aquicultura esta em continuo crescimento e ha previsdo de aumento de demanda por
produtos aquicolas pelas proximas décadas. Juntamente com a amplia¢do da producéo de
pescado, ha a geracdo de grande volume de residuos. Esses residuos aquicolas possuem
alto valor bioldgico e podem ser processados em novos produtos, com potencial para
utilizacdo em dietas para animais de interesse zootécnico e de companhia. A realizacéo
dessa tese teve como objetivo destinar as visceras de tambaqui para producao de silagem
como um novo ingrediente para racdo que agregue valor para a cadeia produtiva desta
especie. O capitulo I, apresenta uma revisdo de literatura sobre o panorama mundial da
producdo de pescado e aquicultura, contextualizacdo da utilizacdo dos residuos de
pescado sob a forma de silagem e suas aplicagbes como ingrediente na alimentacao
animal. No capitulo 11, o objetivo foi testar silagens &cida e fermentadas a partir de
visceras de peixe para determinar o seu valor nutritivo e o coeficiente de digestibilidade
aparente de nutrientes e energia para juvenis de tambaqui Colossoma macropomum. As
silagens apresentaram em média 55% de matéria seca, 62,9% de lipideos e 12% de
proteina bruta. A leucina e a lisina predominaram como aminoacidos essenciais. As
silagens apresentaram teores entre 5,4 a 17,8 mg de acido eicosapentaenoico (EPA) por
grama de lipideos e 1,7 a 8,9 mg de &cido docosahexaendico (DHA) por grama de
lipideos. O coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) foi superior a 82% para energia
bruta em todas as formulacdes. Os CDAs para proteina foram similares entre as silagens
fermentadas, com nivel maximo de 92% para a silagem de farelo de trigo. A bioconversao
de visceras de peixe em silagem a torna um ingrediente energético para ra¢fes aquaticas
bem digerido por juvenis de tambaqui. A silagem fermentada de visceras de tambaqui
com melaco foi escolhida para etapa seguinte, por possuir caracteristica fisica (pastosa)
que facilitou sua inclusdo na mistura da formulagdo e no processo de extrusao das dietas
experimentais. No capitulo I11, foi avaliado a inclusdo de diferentes niveis da silagem
fermentada de visceras de tambaqui com melago (SV), na dieta para juvenis de tambaqui.
Os péletes com maiores inclusdes de silagem apresentaram menor taxa de expanséo e
flutuabilidade. Os peixes apresentaram crescimento similar entre 0s grupos
experimentais, alcancando 500% em relacdo ao peso final. A conversdo alimentar
aparente média foi de 1,43, a taxa de eficiéncia proteica de 2,28% e taxa de crescimento
relativo de 1,79%/dia. Os peixes alimentados com 20% SV apresentaram aumento no

nivel de colesterol plasmético, porém dentro do adequado para tambaqui saudaveis. A



inclusédo de silagem de viscera em dietas para juvenis de tambaqui reduziu a atividade da
enzima alanina aminotransferase (ALT), confirmando o funcionamento hepéatico normal.
As dietas experimentais tiveram o custo de producdo variando de R$ 4,65 a R$ 4,68,
porém a diferenca ndo influenciou nos indices econémicos. E possivel incluir 20% de
silagem fermentada de viscera de tambaqui com melaco em dietas de juvenis de tambaqui

sem prejuizo no seu crescimento e salde.



ABSTRACT

Aquaculture is on the rise, and the demand for aquaculture products is expected to
increase over the coming decades. Along with the increase in fish farming, there is the
generation of a large volume of fish waste. Fish waste present a high biological value,
and can be processed into new products, with potential for use in aquafeed and petfood.
The main aim of this thesis was to use tambaqui viscera in the silage production as a new
feed ingredient that adds value to its production chain. In chapter 1, a literature review
was carried out on the world panorama of fishery and aquaculture production, we
presented a contextualization of the use of fish waste in silage form and its applications
as an ingredient in animal feed. In chapter Il, the aim was to produce acidic and
fermented silages from fish viscera to determine its nutritional value and the apparent
digestibility coefficient of nutrients and energy for juvenile tambaqui Colossoma
macropomum. The silages presented an average of 55% of dry matter, 62.9% of lipids
and 12% of crude protein. Leucine and lysine predominated as essential amino acids. Fish
viscera silages showed levels between 5.4 to 17.8 mg of eicosapentaenoic acid per gram
of lipids and 1.7 to 8.9 mg of docosahexaenoic acid per gram of lipids. The apparent
digestibility coefficient (ADC) was highest than 82% for gross energy for all silage
formulations. The ADCs for protein were similar among fermented silages, with a
maximum level of 92% for wheat middlings silage. The bioconversion of fish viscera into
silage makes it an energetic ingredient for aquafeeds, which is well digested by tambaqui
juveniles. The fermented silage of viscera with molasses was chosen to evaluate the
growth performance of tambaqui because it has physical characteristics (pasty) that
facilitate its inclusion in mixtures of omnivorous fish diets, prior to extrusion. Chapter
111 evaluated the inclusion of different levels of silage fermented of tambaqui viscera with
molasses (VS) in diets for juvenile tambaqui. Pellets with higher silage inclusions showed
lower expansion and buoyancy rates. The fish presented similar growth between the
experimental groups, reaching 500% in relation to the final weight. The average apparent
feed conversion was 1.43, the protein efficiency rate was 2.28% and a relative growth
rate was 1.79%/day. Fish fed with 20% SV showed an increase in plasmatic cholesterol
level, however within the range suitable for healthy tambaqui. The inclusion of viscera
silage in diets for tambaqui juveniles reduced the activity of the alanine aminotransferase
enzyme, confirming its normal liver function. The experimental diets presented

production costs ranging from R$ 4.65 to R$ 4.68, however the difference did not



influence the economic efficiency indicators. It is possible to include 20% of viscera
silage fermented with molasses in tambaqui juvenile diets without impairing their growth
and health.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A piscicultura é uma importante atividade na producdo de proteina animal. A
aquicultura mundial continuou a crescer em 2020 produziu 87,5 milhdes de toneladas de
peixes, diferentemente, a pesca apresentou declinio de 1,6% na captura de peixes, em
relacdo ao ano de 2019 (FAO, 2022). No Brasil a piscicultura produziu 841 mil toneladas
de peixe em 2021, movimentou valores em torno de 8 bilhdes de reais, quando somados
os valores de exportagdo e importagdo, a producéo brasileira ¢ feita por mais de 1 milhdo
de produtores de peixes, gerando mais de trés milhGes de empregos diretos e indiretos
(PeixeBR, 2022).

O consumo médio mundial de pescado € de 20,5 kg per capita/ano, com projecao
de aumento para 21,5 kg até 2030 e com crescimento previsto de 18% (correspondente a
24,2 kg de pescado per capita) para a América Latina, segundo dados do relatério da
Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO, 2020). No Brasil,
0 consumo médio de peixes da piscicultura esta em torno de 5 kg per capita/ano
(PeixeBR, 2022), em contraste com a regido Amazonica que € aproximadamente 150 kg
per capita/ano (FAO, 2018).

Concomitantemente ao aumento do consumo de pescado, ha a geracao de grande
quantidade de residuos, tais como: restos de masculos, cabeca, pele, 0ssos, escamas e
visceras (Oliveira et al., 2017). Esses residuos, quando descartados de forma incorreta,
estdo associados a poluicdo da agua dos rios, ao mau odor, riscos sanitarios (atracdo de
insetos, ratos, urubus), bem como no prejuizo do turismo e vida local, sendo um agravante
da poluicdo ambiental (Pacheco et al., 2019). Por outro lado, os residuos de pescado sdo
fontes ricas de proteina de alto valor biolégico e aminoécidos essenciais, lipideos, acidos
graxos essenciais, colageno, vitaminas e minerais (Rossetto et al., 2021). Esses residuos
organicos, quando processados em novos produtos, apresentam potencial para utilizacdo
como ingredientes na alimentagdo para animais de interesse zootécnico e de companhia
(Sales e Oliveira, 2015; Magalhdes et al., 2019).

A farinha e o 0Oleo de peixe sdo reconhecidos como matérias-primas “premium”
na industria de ragcdes para organismos aquaticos e pet food (cées e gatos), uma vez que
apresentam quantidades suficientes de aminoéacidos e acidos graxos essenciais (Olsen et

al., 2012). Com o aumento da demanda e escassez no mercado, observa-se constante
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aumento nos valores comerciais para farinha e 6leo de peixe (Antunes, 2019). Além disso,
a utilizacdo desses ingredientes produzidos a partir do extrativismo ndo proporciona a
sustentabilidade da aquicultura (FAO, 2018). O crescimento da aquicultura mundial é
uma realidade, porém deve ser acompanhado com a sustentabilidade de todo processo
produtivo (Stevens et al., 2018). Assim, esse estudo foi conduzido para buscar uma
solucdo para o descarte de visceras de peixes oriundas do processamento, e produzir uma

alternativa de ingrediente para formulacdo de ragOes para peixes neotropicais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Silagem de residuos de pescado

O processo de producdo da silagem foi desenvolvido pelo professor Artturi limari
Virtanen, da Universidade de Helsinque na Finlandia, em 1920, inicialmente para
conservacdo de forragens. Na Suécia, em 1936 o professor Edin utilizou 0 mesmo
método patenteado por Vitarnen para produzir a primeira silagem de pescado (Dishey e
James, 1980).

Apds a década de 40, a silagem de pescado foi difundida em muitos paises pelo
mundo. A Dinamarca chegou a produzir 46 mil toneladas anualmente, enquanto a Pol6nia
produzia 7 mil toneladas por ano, e a Noruega também produzia silagem de pescado em
escala comercial (Johnsen, 1981; Raa e Gildberg, 1982; Sales, 1995). Nos paises asiaticos
a producdo de silagem foi utilizada para aproveitamento de peixes de menor valor
econémico, com intuito de reduzir os problemas ambientais (Van Wyk e Heydeneych,
1985).

No Brasil somente no final da década de 80 houve a preocupacdo com o
aproveitamento de pescado de baixo valor comercial, quando foi aplicado a metodologia
de conservacdo do pescado por meio da producdo de silagem (Ogawa e Maia, 1999).
Nesse momento, peixes improprios para o consumo humano e residuos do processamento
do pescado foram conservados em forma de silagem, pois a producédo de residuos estava
acima de 60% do total produzido em determinadas plantas frigorificas de pescado (Vidotti
et al., 2002; Beerli et al., 2004; Carvalho et al., 2006).

A silagem de pescado é o resultado da solubilizacdo das proteinas a partir da
hidrélise quimica, bioldgica ou enzimatica. Sao encontrados varios estudos na literatura
que comprovam sua qualidade nutricional e vida de prateleira, porém sua aplicabilidade
na indudstria ndo tem sido observada, principalmente, devido a sua apresentacdo na forma

semi pastosa, com alto teor de umidade o que resulta em produto com grande volume o
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que dificulta a logistica (Lessi et al., 1989; Ximenes Carneiro, 1991; Oetterer, 2009;
Valério, 1994; Vidotti et al., 2001; Arruda et al., 2007; Olsen e Toppe, 2017). A silagem
elaborada com residuos ou com descarte da comercializacdo do pescado possui
processamento simples de producdo, ndo requer muita energia, equipamentos e méao de
obra especializada, podem ser elaboradas em pequena escala, ndo exala odores
desagradaveis, ndo atrai insetos devido o odor &cido e nem apresenta contaminagdo
microbioldgica (Ogawa e Maia, 1999).

Existem duas metodologias bésicas para a obtencdo de silagem: o método de
fermentacao ou bioldgico, no qual sdo adicionadas bacteérias laticas, produtoras do acido
latico e 0 método quimico ou acido em que os &cidos organicos e/ou inorganicos sao
adicionados aos residuos de pescado (Lupin, 1983). Os dois processos se iniciam com a
reducdo do pH da massa ensilada, nas silagens acidas pela adi¢do dos acidos organicos e
e/ou inorgéanico e nas silagens fermentadas pela producdo de &cido lactico através da
glicolise de uma fonte de carboidrato adicionado a formulagdo. A acidificacdo do meio
acaba casando o rompimento das paredes do lisossoma, que liberam as enzimas contidas,
iniciando-se a hidrdlise das proteinas a polipeptideos e aminoacidos livres (Hisano et al.,
2012).

Tanto as silagens acidas quanto as bioldgicas podem ser utilizadas depois de sete
dias do inicio da sua producdo, isto é, assim que ocorre a estabilizacdo do pH para valores
inferiores a quatro (Backhoff, 1976). O meio acido evita a contaminacao por bacteérias,
além de propiciar a acdo das enzimas naturalmente presentes no pescado. Na literatura é
recomendada a utilizacdo da silagem apds 30 dias do seu preparo, porém durante esse
periodo, cerca de 75 a 85% das proteinas foram hidrolisadas, o que pode resultar em
reducdo da qualidade da silagem como ingrediente em racGes para peixes (Vidotti et al.,
2011).

A qualidade nutricional da silagem de peixe estd relacionada com sua alta
digestibilidade e seu grau de hidrolise, pois se ocorrer aut6lise em excesso o produto fica
prejudicado (Arruda et al., 2001; Assano, 2004). Os peixes absorvem com mais facilidade
0s peptideos de cadeia curta (di e tripeptideos) do que os peptideos de cadeia longa e
proteinas integras e isso é alcangado limitando a hidrélise das proteinas (Honorato et al.,
2012). Os peptideos de cadeia curta e aminoacidos livres presentes na silagem aumentam
a percepcao do alimento pelos peixes (Mullen et al., 2017), j& que estes s&o as principais

substancias detectadas pelo sistema quimiorreceptor (botbes gustativos e o epitélio
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olfatorio) que estimulam a ingestdo ou a rejeicdo dos alimentos pelos peixes (Alves,
2019).

Essa composicdo da silagem, quando usada na formulacdo de dieta, pode
aumentar a aceitabilidade das racGes artificiais para larvas e juvenis de peixes, resultando
em aumento do consumo das dietas que possuem ingredientes de baixa palatabilidade,
com consequente aumento na taxa de crescimento (Davies et al., 2020).

A silagem de residuos de pescado apresenta algumas limita¢fes, como alto teor
de lipideos, que podem sofrer processo oxidativo e alterar as suas caracteristicas fisicas
(cor, textura, valor nutricional) e producao de substancias toxicas. Os principais fatores
que causam a oxidacao lipidica sdo a exposicdo ao oxigénio, fonte de luz, calor e grau de
insaturacdo dos &cidos graxos (Dauksas et al., 2005). Para evitar essa oxidacgdo lipidica,
adiciona-se substancias antioxidantes, como BHT (Butil hidroxi tolueno) que possui
melhor interacdo com lipideos de origem animal, além de nédo interferir no processo de
ensilagem (Bobbio e Bobbio, 2001).

Para tambaqui, foi caracterizado a producéo de silagem acida de residuo de sua
filetagem (espinhas, nadadeiras, visceras e poucas escamas) ensilada por quatro dias que
alcancou pH 4, com aspecto pastoso-liquido, coloracdo marrom claro e aroma acido. O
teor proteico foi de 44%, 39,9% de lipidios, 7,6% de cinzas e 5.383,4 Kcal de EB/Kg,
com concentracdes decrescentes dos aminoacidos: acido aspartico, acido glutamico,
glicina, arginina, alanina e lisina (Silva, 2015). Ja para silagem fermentada com residuos
(visceras, nadadeiras, escamas e branquias), utilizando inéculo Lactobacillus plantarum
(2,5%, 5% e 7,5 v/p), ensiladas por 35 dias, nas caracteristicas organolépticas todos 0s
tratamentos apresentaram coloragdo no tom de cor marrom, cheiro levemente
acidificado/Frutal, o pH (4,5) alcangcou menor valor no terceiro dia de ensilagem. Na
composicdo centesimal ndo apresentou diferenca entre os tratamentos (79,9% umidade;
9,3% proteina bruta; 7,9% lipideos; 3,9% matéria mineral; 1.204,4 Kcal/Kg de EB), ao
final do processo de ensilagem o rendimento foi de 20,7% apds a secagem (Guimaraes et
al., 2021).

2.2 Silagem de residuos de pescado na alimentacéo de animal

Nas cria¢Ges animais, a alimentacdo pode compor de 60% a 80% do custo de
producéo animal (Delmaschio, 2018). Os ingredientes que séo fonte de proteina sdo os
que representam maior parcela dentre os custos de producdo das dietas (Rocha, 2019).

Uma possiblidade de reducdo dos custos € a utilizacdo de subprodutos sem valor de
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mercado que podem ser transformados em fonte de energia e proteina, como os residuos
do processamento de pescado (Rossetto e Signor, 2021). A silagem de pescado possui
simples processamento de producéo e baixo custo de investimento para producado (Silva,
2015).

A silagem de pescado tem sido avaliada na nutricdo de diversos animais
monogastricos (Tabela 1), porém sua inclusdo tem se limitado & 5% para que ndo
influencie no odor e sabor da carne de aves e suinos (Enke et al., 2010).

Tabela 2. Silagens de residuos de pescado na alimentacdo animal.

PB* Inclusao
(%) (%)

Silagem  Matéria-prima Espécie avaliada Referéncia

o residuo de Canis resid Reinicke et
Acida tambaqui 308 46 familiaris al., 2019
Acida res_lduos de 401 3 Gallus r_e3|du Batalha et
pirarucu domesticus al., 2017
Acida I‘es_ld,U(_) de 48,0 30 Rana catesbeiana Oliveira et
tilapia al., 2008
residuo de Sus scrofa Godoy et a.,
Fermentada tilapia 16,9 6 domesticus 2008
Fermentada residuo de 12 Gallus residu Shabani et
sardinha 60,8 domesticus al., 2018

*PB — Proteina Bruta;

2.3 Silagem de residuos de pescado na alimentacéo de peixes

A silagem de pescado é um produto que tem sido avaliado com alta aceitabilidade
pelos peixes de agua doce, pois apresentam composicao similar a matéria-prima (Lupin,
1983) (Tabela 2). Como para juvenis tambaqui, que foram alimentados com dieta a base
de silagem fermentada, as dietas apresentaram alta aceitabilidade pelos peixes e aumentou
o nivel de célcio e fosforo na composicéo corporal dos peixes, possivelmente o maior teor
de minerais € devido a presenca de escamas e 0ss0s na carcaca que foi utilizada para
elaboracdo da silagem (Ximenes Carneiro, 1991).

Juvenis de tambaqui (27,4 g) alimentados com dietas contendo silagem
fermentada de residuos da filetagem de piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii), em
substituicdo (0%, 12%, 24% e 36%) a filetagem de piramutaba cozida, apresentaram
melhor conversdo alimentar (2,1) quando alimentados com dieta peletizada com 36% de
inclusdo de silagem (Padilla-Pérez et al., 2001). Dieta extrusada apresenta melhor

digestibilidade e consequentemente menor conversdo alimentar (Furuya et al., 1998),
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assim uma possivel dieta extrusada com incluséo de silagem pode melhorar os indices de

desempenho em peixes.

Para avaliagdo do desempenho zootécnico em peixes, é necessario que as dietas
possuam o mesmo nivel de proteina e energia. A incluséo de diferentes niveis de silagem
(0% a 20%) em uma dieta comercial, gerou dietas com diferentes percentuais de proteina
e energia. Porém, os peixes que se alimentaram dessas dietas ndo apresentaram alteracéo
no peso final, comprimento total, indice hepatossomatico e lipossomatico, dos peixes
(Costa et al., 2022).

O coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) é uma variavel utilizada para
determinar o valor bioldgico de um alimento (Rodrigues, 1994). O experimento de
digestibilidade “in vivo” quantifica a fracdo do nutriente ou da energia absorvida do
alimento que ndo é excretada nas fezes (NRC, 2011). A digestibilidade de um ingrediente
depende de dois principais fatores, da sua composi¢do quimica e da capacidade do animal
em digerir os seus nutrientes e energia (McGoogan e Reigh, 1996). Com o valor de CDA
é possivel determinar a fracdo digestivel de cada nutriente e energia de um ingrediente,
possibilitando a formulacdo mais precisa da dieta.

A silagem de pescado apresenta alta digestibilidade, principalmente pela origem
da matéria-prima utilizada, que possui qualidade nutricional e aminoécidos essenciais aos
peixes (Ferraz de Arruda et al. 2006). Pesquisas com varias espécies de peixes
demonstraram que o coeficiente de digestibilidade aparente da proteina da silagem de
pescado pode variar de 74,71 a 96,70% (Tabela 3). Esses altos valores de digestibilidade
sdo condizentes com os melhores resultados de desempenho zootécnico para peixes
alimentados com dietas que possuiam silagem de pescado como ingrediente sem prejuizo
na saude dos peixes (Vidotti et al., 2002; Assano, 2004; Oliveira, 2006; Enke et al., 2013).

Assim, dietas produzidas com silagem de pescado, quando somadas as
adequacdes no manejo alimentar sdo estratégias que podem ser adotadas como forma de
otimizar a eficiéncia alimentar e reduzir o descarte de residuos nitrogenados e fosfatados

para o ambiente (Cyrino et al., 2010).
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Tabela 2. Ganho de Peso (GP) e Conversdo Alimentar (CA) de peixes alimentados com dietas com inclusdo de silagens de residuos de pescado.

. . Espécie Incluséo Peso Dias de GP A

Tipo de silagem estudada (%) Inicial (q) ensaio @ CA Referéncia
Ffarm_entada de residuos Oreochromis Oreochromis niloticus 30 2096 65 2090 185 Carvalho et al.,
niloticus 2006
Acida de residuos da filetagem de tilapias Oreochromis niloticus 20 0.5 180 565 1,52 leeznggSet al.,
Acida de Sardinella brasiliensis fresca Micropterus salmoides 15 99 66 1464 147 Arru2d0aoe9t al.,
Acida de residuos da filetagem de tilapias Astyanax bimaculatus 20 0,087 32 212 212 Boscg(l)igt al.,
Fermentada de visceras de Piaractus O_st«_aoglossum 10 6.6 14 163 150 Pazetal, 2016
brachypomus bicirrhossum
Acida de visceras de katsuwonus pelamis Rhamdia quelen 20 15,64 30 23,06 1,28 Banzeetal., 2017

Tabela 3. Coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) para proteina bruta (PB) de silagens de residuos de pescado em dietas para peixes.

1 * **

Matéria-Prima ;ri:g;ecrls Espécie estudada E)OZ ) CD'A%O_/O §>B Referéncia
Diferentes peixes marinhos Acida Labeo rohita 56,5 85,11 Hossain et al., 1997
Sardinella brasiliensis fresca Acida Oreochromis niloticus 61,1 95,10 Goddard e Al-Yahyai, 2001
Oreochromis niloticus Acida Piaractus mesopotamicus 13,5 74,71 Vidotti et al., 2002
Oreochromis niloticus Biologica  Piaractus mesopotamicus 18,3 83,43 Vidotti et al., 2002
Residuos de Oreochromis niloticus Acida Oreochromis niloticus 54,1 92,01 Borghesi, 2004
Residuos de Oreochromis niloticus Bioldgica Oreochromis niloticus 33,0 89,09 Borghesi, 2004
Filetagem de Oreochromis niloticus Acida Oreochromis niloticus 48,3 96,70 Pimenta et al., 2008
Visceras de Pseudoplatystoma fasciatum Acida Oreochromis niloticus 25,7 93,90 Hisano et al., 2012
Visceras de Thunnus alalunga Acida Rhamdia quelen 66,9 88,12 Banze et al., 2017

*PB — Proteina Bruta; **CDA — PB — Coeficiente de Digestibilidade Aparente da Proteina Bruta.
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Para peixes, a inclusdo da silagem de pescado na formulacdo de dietas pode
dificultar o processo de extrusdo (Irungu et al., 2018), devido ao seu alto teor de umidade
e gordura. A tecnologia empregada em extrusoras dupla rosca permite a incluséo de altos
niveis de silagem de pescado Umida no pré-condicionar com producdo de péletes
flutuantes. Para extrusora monorosca, é recomendado desengordurar parcialmente as
silagens e utilizar baixos niveis de inclusdo na mistura para que 0 processo de extrusdo
ndo seja prejudicado. O alto investimento em maquinérios e/ou a dificuldade em incluir,
misturar e extrusar ragdes com silagem de pescado, provavelmente, refletem o baixo
interesse da industria nesse ingrediente. Esses também séo os motivos que justificam a
producdo de dietas peletizadas com inclusdo de silagem na maioria dos estudos
publicados na literatura. Porém, uma forma de facilitar o processo de extrusao é utilizar
baixos niveis de inclusdo de silagem, para que atuem como atrativos e palatabilizantes

para peixes (Banze, 2015).

2.4 Tambaqui Colossoma macropomum

O tambaqui (Figura 1), pertence a ordem Characiformes, familia Serrasalmidae,
nativa da bacia amazonica, sua distribui¢do ocorre no Brasil, Bolivia, Colémbia, Peru e
Venezuela, além de apresenta-se com alto valor comercial, sendo apreciada pela
populacio brasileira (Hilsdorf, et al., 2022). E amplamente aceito em outras regides do
pais, em virtude do seu excelente sabor, consisténcia e coloracdo branca da carne
(Campos et al., 2015).

O tambaqui € considerado o segundo maior peixe de escamas da América do Sul,
podendo alcangar mais de um metro de comprimento e peso superior a 30 kg, desenvolveu
caracteristicas adaptativas como prolapso labial, que consiste no aumento do labio
inferior, permitindo ao animal captar a agua da camada mais superficial, a qual possui

maiores concentracdes de oxigénio (Gomes et al., 2010; Froese e Pauly, 2009).
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Figura 1. Tambaqui, Colossoma macropomum Cuvier, 1816.

A producdo do tambaqui na piscicultura ja estd bem consolidada pois apresenta
oferta de juvenis na maior parte do ano, adapta-se a diferentes sistemas de producéo, tem
facilidade para aceitar ragOes processadas e ainda a capacidade de aproveitar a
produtividade primaria do viveiro como alimento, pois possui numerosos rastros
branquiais que permitem a filtracdo eficiente do fitoplancton (Vidal Junior et al., 1998;
Gomes e Silva, 2009).

Nos ultimos oito anos a producdo da piscicultura vem crescendo em média anual
de 5,6%, alcancando um total de 841 mil toneladas em 2021 (Peixe BR, 2022), e deste
total 31,2% séo de peixes nativos, liderados pelo tambaqui. No norte do pais, o peixe mais
consumido é o tambaqui, sendo a espécie nativa mais produzida no Brasil (Padovani et
al., 2022). A produgdo de tambaqui no estado do Amazonas é caracterizada como
pequenas producdes, em sistema semi-intensivo, com baixa densidade de estocagem (7
toneladas/hectare.) e alto custo com alimentacdo, que corresponde em média 87,5% dos
custos totais (Lima et al., 2020). O consumo de tambaqui ainda ndo possui uma
padronizacdo de cortes, grande parte do tambaqui adulto (2 - 5 Kg) tem sido
comercializada na forma peixe fresco eviscerado, com baixo nivel de processamento
(Pedroza Filho et al., 2014). Nesse processo, as visceras sao descartadas.

As visceras correspondem de 10 a 15% do peso vivo do tambaqui com peso entre
1,0 a 3,5kg (Fernandes et al., 2010; de Lima et al., 2018; Cirne et al., 2019), podendo
variar devido a idade, tamanho do peixe e, especialmente, em relacdo ao teor de

energético da racdo, que influenciard no acimulo de gordura visceral (de Lima et al.,



23

2018). Dessa forma, as visceras de tambaqui podem conter teor de gordura variando de
26,6% a 29,1% (Marcos et al., 2020).

A cidade de Manaus € a capital do Brasil que mais consome tambaqui, com um
consumo per capita de 26 quilos de tambaqui, totalizando 60 mil toneladas por ano
(Araujo, 2020). Assim, sdo descartadas, pelo menos, nove mil toneladas por ano de
visceras de tambaqui na cidade de Manaus. Desta forma, essa pesquisa foi executada com
intuito de destinar o residuo do processamento usual do tambaqui, através da técnica de
bioconversdo das visceras de tambaqui em silagem de pescado, e recomendacdo de
inclusdo da silagem na forma “in natura” nas ra¢des para que nao fosse necessario a
secagem e, consequentemente, aumento da viabilidade de producédo de dietas para a
aquicultura.

O capitulo 1l denominado “Fish viscera silage: production, characterization and
digestibility of nutrients and energy for tambaqui juveniles”, foi realizado com objetivo
de avaliar a forma de ensilagem das visceras de tambaqui mais adequada, além de
caracterizar quimicamente as silagens produzidas, e determinar o coeficiente de
digestibilidade aparente dos nutrientes e energia bruta para juvenis de tambaqui. Esse
artigo foi aceito para publicacdo no periddico Fishes.

O capitulo Il denominado “Inclusdo de silagem de visceras de peixe em dietas
para juvenis de tambaqui Colossoma macropomum: qualidade fisica de péletes,
desempenho zootécnico, parametros hematologicos e indices econdmicos”, teve por
objetivo avaliar a inclusdo de diferentes niveis de silagem de visceras de peixe, na
qualidade fisica dos péletes, desempenho zootécnico, parametros de salde, e indices

econdmicos. Esse artigo sera submetido para publicagdo na revista Aquaculture.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
e Produzir e caracterizar silagens de visceras de tambaqui Colossoma macropomum

e utilizar como ingredientes em dietas para peixes amazonicos.

3.2 Objetivos especificos

e Testar duas metodologias de producdo de silagem de pescado com as visceras de
tambaqui e caracterizar nutricionalmente as silagens de visceras de tambaqui;

e Determinar a digestibilidade dos nutrientes e energia da silagem de visceras de
tambaqui em juvenis de tambaqui;

e Auvaliar o desempenho zootécnico de juvenis de tambaqui alimentados com dietas
formuladas com niveis crescentes de inclusdo de silagem de visceras de tambaqui;

e Avaliar os pardmetros de salde dos peixes alimentados com dietas formuladas
com incluséo de silagem de visceras de tambaqui;

e Verificar os indices econdmicos das dietas contendo silagem de visceras de
tambaqui.
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CAPITULO I

Fish Viscera Silage: Production, Characterization, and Digestibility of Nutrients

and Energy for Tambaqui Juveniles

Santana, T. M., Dantas, F. D. M., Monteiro Dos Santos, D. K., Kojima, J. T., Pastrana,
Y. M., De Jesus, R. S., & Gongalves, L. U. (2023). Fish Viscera Silage: Production,
Characterization, and Digestibility of Nutrients and Energy for Tambaqui Juveniles.
Fishes, v. 8, n. 2, p. 111. https://doi.org/10.3390/fishes8020111

5. Abstract

Fish viscera can be an important source of protein and energy for aquafeed, and its use
contributes to circular aquaculture. The aim of this study was to produce acid and
fermented silage from fish viscera to determine their nutritional value and the apparent
digestibility coefficient of nutrients and energy for juvenile tambaqui (Colossoma
macropomum). An acid silage and three fermented silages with different sources of
carbohydrates (molasses, wheat bran, and cassava waste) were produced with 0.25%
sorbic acid as an antifungal in the formulation. Silages presented an average of 55% dry
matter, 62.9% lipids, and 12% crude protein. Leucine and lysine predominated as
essential amino acids in the acid silage and fermented silages. Fish viscera silages
presented EPA and DHA content from 5.4 to 17.8 and 1.7 to 8.9 mg.g*t of lipids,
respectively. The apparent digestibility coefficient (ADC) (indirect method) was above
82% for gross energy for all the formulations. The ADCs for protein were similar for the
fermented silages, with a maximum 92% level for the fermented wheat bran silage. The
bioconversion of fish viscera into silage makes it an energy ingredient for aquafeed that

is well digested by tambaqui juveniles.

Keywords: fish waste; neotropical fish; protein hydrolysis

6. INTRODUCTION

World aquaculture produced 88 million tons of fish for consumption in 2020, of
which 99.8% was destined for human consumption [1]. While processing fish, around 20-
80% of waste is generated. Improper disposal of fish waste can damage natural resources,

tourism, and local life with serious environmental, economic, and social impacts [2].
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However, fish waste is a rich source of protein and essential amino acids, lipids, essential
fatty acids, collagen, vitamins, and minerals [3]. When fish waste is correctly processed,
it can become a coproduct with potential use as ingredients for aquafeed and pet food
industries [4].

Fish viscera silage is a hydrolyzed product preserved by the addition of acids or
by microbial fermentation induced by carbohydrates. The liquefaction of the product is
the result of the action of the proteolytic enzymes naturally present in fish and available
when the original raw material is milled and homogenized [3]. Acid silage is produced
by the inclusion (average of 3%) of organic or inorganic acids or a blend of both acids in
fish waste [5,6]. Fermented silage is produced by adding microorganisms from the lactic
acid group (Lactobacillus sp. and Lactococcus sp. or yeasts of the genus Hansenula and
Saccharomyces) that use the carbohydrate source added to fish waste. The lactic acid
formation lowers the pH of silage and, consequently, inhibits the proliferation of
pathogenic and deteriorating bacteria [4,7].

Silage provides partially hydrolyzed protein, peptides, free amino acids,
unsaturated fatty acids, vitamins, and minerals [3]. Silage is an easy-to-produce, low-cost
technology that can convert fish waste into a feed ingredient for aquaculture [8]. The
crude protein digestibility of Katsuwonus pelamis viscera silage is 88.1% for Rhamdia
quelen, which is similar to that of fish meal (88.9%) [6].

Tambaqui, Colossoma macropomum, is the most produced native species in
Brazilian fish farming. Tambaqui production has gone from 13 thousand tons in 2000 to
100.6 thousand tons in 2020 [9]. Tambaqui production is well established in other Latin
American countries such as Bolivia, Colombia, Panama, Peru, the Dominican Republic,
Venezuela, and Suriname. It is also produced in the United States, Mexico, China,
Thailand, and the Philippines [10,11]. Tambaqui is preferably marketed eviscerated, and
its viscera correspond to 10-15% of its body weight [12], which can be used for silage
production. The aim of this study was to produce fermented and acid silages from
tambaqui viscera, which were physicochemically characterized, and the apparent

digestibility coefficient of nutrients and energy was determined for tambaqui juveniles.

7. MATERIALS AND METHODS
The study was carried out at the Aquaculture Experimental Station of the Brazilian
National Institute for Research in the Amazon, Manaus, Amazonas, Brazil. All the

experimental procedures were conducted in accordance with the ethical principles
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adopted by the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA).
They were approved by the Ethical Committee for the Use of Animals (CEUA) of INPA
(protocol No. 0036/2020).

7.1 Production of Fish Viscera Silage

Viscera (liver, stomach, intestine, swim bladder, kidney, spleen, and gonads) were
obtained after evisceration processing of tambaqui in a slaughterhouse located in the city
of Manaus, Amazonas, Brazil. Fish viscera were collected and ground in a meat grinder
(5 mm). One fish viscera sample was lyophilized and analyzed for proximate composition
according to the methods standardized by AOAC [13], amino-acid composition (ltem
2.2), and fatty-acid composition (Item 2.3). Four silage types were formulated, namely,
acid silage (acid VS), fermented molasses silage (molasses VS), fermented wheat bran
silage (wheat VS), and fermented cassava waste silage (cassava VS), in four replicates
(plastic containers with a useful volume of 20 L). The acid silage was produced with a
3% (weight/volume) mixture of hydrochloric acid and citric acid at the 2:1 ratio. The
fermented silages were produced with 15% carbohydrates (weight/weight) and 5% full-
fat out-of-date yogurt (weight/volume). Sorbic acid was added at a rate of 0.25%
(weight/weight) to all the silage formulations as an antifungal (Figure 2).

Silages were homogenized daily for 7 days. Then, pH and temperature were
measured (TECNOPON, mPA-210, Piracicaba, SP, BR). At the end of the seven storage
days, silage samples were collected to analyze proximate [13], fatty-acid, and amino-acid

composition.
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Figure 2. Flow chart of fermented and acid silage production. Molasses VS fermented
molasses silage; wheat VS fermented wheat bran silage; cassava VS fermented cassava
waste silage; acid VS acid silage.

7.2 Composition of Amino Acids

The nitrogen contents were analyzed in a nitrogen distiller (Model TE-036/1,
Tecnal, Piracicaba, SP, BR) using the Kjeldahl method. For amino acids, 100 mg of
sample was hydrolyzed with 6 M HCI at 110 °C for 24 h, followed by neutralization with
4 mL of 25% (weight/volume) NaOH and cooled to room temperature. The mixture was
then equalized to 50 mL volume with sodium citrate buffer (pH 2.2) and analyzed using
an amino-acid analyzer (1260 Infinity LCs Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Tryptophan was determined by the colorimetric method of Spies [14] using a standard
curve of pure tryptophan (Merck KGaA, Darmstadt, HE, GE) and detected at 590 nm
with a spectrophotometer (DU-640 UV/Vis-Beckman Coulter, Basking Ridge, NJ, USA).
Cystine and methionine were analyzed as cysteic acid and methionine sulfone by
oxidation with performic acid for 16 h at 0 °C and neutralization with hydrobromic acid

prior to hydrolysis.

7.3 Composition of Fatty Acids
Total lipid samples were determined using the method of Bligh and Dyer [15].
Fatty acid methyl esters (FAME) were prepared using the method proposed by Santos
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Junior et al. [16] for all samples of fish viscera and silages. Methyl esters were separated
by gas chromatography using a Thermo Scientific Trace Ultra Gas Chromatograph
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) fitted with a flame ionization detector (FID)
and fused silica capillary column (100 m x 0.25 mm i.d., 0.25 pm cyanopropyl CP-7420
Select Fame). The operation parameters were as follows: detector temperature, 240 °C;
injection port temperature, 230 °C; column temperature, 165 °C for 18 min, programmed
to increase at 4 °C-min up to 235 °C, with a final holding time of 14.5 min; carrier gas,
hydrogen at 1.2 mL-min; nitrogen was used as the make-up gas at 30 mL-min; split
injection at 1:80 ratio. For identification, the retention times of the fatty acids were
compared to those of standard methyl esters (Sigma, St. Louis, MO, USA). Retention
times and peak area percentages were automatically computed by the Software
Chronquest 5.0. Quantification of fatty acids (mg-g™* of total lipids) was performed using
tricosanoic acid (23:0) methyl ester (Sigma-Aldrich, USA) as an internal standard [17].
Theoretical FID correction factor values were used to obtain concentration values of fatty
acids in mg-g? of total lipids using the following equation: FAs = [(AX x WIS x
CFX)/(AIS x CFAE x WX)], where FAs denote the fatty acids in mg-g™* of total lipids,
AX is the peak area (fatty acids), WIS is the standard weight (mg), CFX is the theoretical
correction factor, AlS is the standard peak area (23:0), CFAE is the necessary conversion
factor in order to express results in mg of fatty acid rather than as methyl ester, and WX

is the sample weight (g).

7.4 Determination of the Apparent Digestibility Coefficient (ADC)

The determination of the apparent digestibility coefficient (ADC) was performed
using the indirect method of decanting in a water column described by Cho [18] and
Bureau [19]. A reference diet (RD; Table 4) and test diets (TDs) were formulated by
replacing 30% of the RD with the experimental silages and 69.5% RD, using 0.5%
chromium oxide I11 (Cr.Oz) as a marker in the TDs [19].

The in vivo digestibility assay for tambaqui juveniles was performed according to
the methodology recommended by the NRC [20].
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Table 4. Formulation and proximate composition of the reference diet of the in vivo

digestibility assay.

Ingredient (%)

Reference diet Molasses VS Wheat VS Cassava VS Acid VS

Soybean meal 47.3 33.04 33.04 33.04 33.04
Corn meal 39.2 27.38 27.38 27.38 27.38
Wheat meal 6.3 4.40 4.40 4.40 4.40
Meat and bone meal 5.0 3.49 3.49 3.49 3.49
Molasses VS - 30.0 - - -
Wheat VS - - 30.0 - -
Cassava VS - - - 30.0 -
Acid VS - - - - 30.0
Vitamin/mineral supplement 2 1.0 0.70 0.70 0.70 0.70
Dicalcium phosphate 0.5 0.35 0.35 0.35 0.35
Salt 0.1 0.07 0.07 0.07 0.07
DL-Methionine 0.08 0.06 0.06 0.06 0.06
BHT 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01
Chromium oxide 111 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Proximate composition (%)
Dry matter 96.10 96.63 96.97 96,83 96,97
Crude protein 31.90 28.43 29.07 28.90 29.10
Crude lipid 3.40 16.05 14.15 14.35 19.20
Crude fiber 4.16 3.72 4.54 3.61 7.75
Ash 8.05 7.05 7.00 6.95 6.95
Calcium 0.54 0.60 0.68 0.65 0.63
Phosphor 0.42 0.39 0.38 0.38 0.39
Gross Energy (kcal-100 g%) ® 310.23 331.19 305.00 327.40  334.63

8itamin and mineral supplement for fish, values per kg of feed: folic acid (250 mg),
pantothenic acid (5000 mg), antioxidant (600 mg), biotin (125 mg), cobalt (25 mg),
copper (2000 mg), iron (13,820 mg), iodine (100 mg), manganese (3750 mg), niacin
(5000 mg), selenium (75 mg), vitamin A (1,000,000 Ul), vitamin B1 (1250 mg), vitamin
B12 (3750 mg), vitamin B2 (2500 mg), vitamin B6 (2485 mg), vitamin C (28,000 mg),
vitamin D3 (500,000 Ul), vitamin E (28,000 Ul), vitamin K3 (500 mg), and zinc (17,500
mg). °Gross energy analyzed using IKA 2600 bomb calorimeter.

Juvenile tambaqui (82.3 = 8.2 g) were distributed in 15 conical fiberglass tanks
adapted for feces collection (170 L; n = 3; 10 fish-tank™) in three replicates for the RD
and TDs (molasses VS, wheat VS, cassava VS, and acid VS) and acclimated to laboratory
conditions for 10 days. The conical tanks formed part of an open system with water
renewal from an artesian well and constant aeration. Fish were fed until apparent satiation
three times a day (8:00 a.m., 12:00 p.m., and 4:00 p.m.), and its fecal material was
collected once a day for 21 days. One hour after the last meal, tanks were cleaned, and a
container (50 mL) was fitted to the lower conical tank end to collect faces [21]. At 7:00
a.m. the following day, feces were collected and stored in a freezer (-20 °C) for the later
lyophilization and bromatological analysis [13] and to determine chromium Il oxide

content [22]. The standard curve was calculated from the nitro-perchloric digestion of the
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samples with known chromium Il oxide concentrations. Chromium [l oxide
concentrations were measured using a direct reading spectrophotometer (DR6000, HACH
Company, Loveland, CO, USA), adjusted to a wavelength of 350 nm. The ADCs of
nutrients and energy (dry matter basis) of both RD and TDs were calculated according to
the following equation:

ADC (%) =100 — [100 x (ChD)/(ChF) x (NF)/(ND)],

Where: ChD is the percentage chromium (I11) in the diet, ChF is the percentage
chromium(l111) in feces, NF is the percentage nutrients (or energy) in feces, and ND is the

percentage nutrients (or energy) in the diet.

The ADCs of the nutrients and energy of silages (molasses VS, wheat VS, cassava
VS, and acid VS) were calculated using the equation proposed by Bureau and Hua [23]:

ADCi (%) = ADCtd + (ADCtd — ADCrd) x [(r x Nrd)/(i x Ni)],

Where: ADCi is the apparent digestibility coefficient of the ingredient, ADCtd is
the apparent digestibility coefficient of the TD nutrient, ADCrd is the apparent
digestibility coefficient of the RD nutrient, r is the proportion of the RD in the TDs (0.65),
i is the proportion of the test ingredient in the TDs (0.3), Nrd is the nutrient concentration

in the RD (%), and Ni is the nutrient concentration in the test ingredient (%).

7.5 STATISTICAL ANALYSES

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism software (version
6.0). The percentage data were previously transformed using square root arcsine. The
assumptions of parametric statistics were verified by the tests of normality (Kolmogorov—
Smirnov) and homogeneity of variances (Bartlett). A one-way analysis of variance
(ANOVA) was used and when a statistical difference was detected, and the treatments
were compared using the Tukey test. In all tests, significance was observed at p < 0.05,

and all data are presented as the mean + standard deviation.

8. RESULTS

The pH of silages lowered on the storage day 1 and stabilized on days 3, 4, and 5
for cassava VS, wheat VS, and molasses VS, respectively (Figure 3). The acid silage had
the lowest pH value on storage day 1, which stabilized from storage day 2.

The highest silage temperature value (p < 0.05) was reached on storage day 4

(Figure 3). The temperature in the molasses VS was 30.0 = 0.47 °C on day 1, increased
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to 35.9 + 1.22 °C on day 4, and decreased to 29.28 £ 0.10 °C on day 7. In wheat VS and
cassava VS, the highest temperature was recorded on storage day 4 (33.9 °C and 33.1 °C
respectively). The initial acid VS temperature was 29.6 £ 0.17 °C, with the highest value
(32.2 £0.98 °C) on day 4, before stabilizing at 29.2 + 0.39 °C.

At the end of the ensiling period, different degrees of fish viscera dissolution were
observed. At the beginning of silage storage, all the silages had a dense to solid
consistency. As the days went by, they gradually changed to a pasty consistency. On day
7, acid VS presented a liquid and well-dissolved consistency, and the molasses VS
consistency was intermediate, between liquid and pasty. Wheat VS and cassava VS
showed a pasty consistency.
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Figure 3. Temperature and pH of viscera silage stored for 7 days: (A) molasses VS; (B)
wheat VS; (C) cassava VS; (D) acid VS.

Wheat VS had the highest dry matter content (62.4% + 0.9%), while molasses VS
had the lowest (45.8 + 0.4%) (Table 5). Tambaqui viscera had a higher crude protein
content (30.8%) compared to the other silages. The percentage of crude protein in acid
VS did not differ (p > 0.05) from that of molasses VS and wheat VS, but was 3.5% higher
(p < 0.05) than in cassava VS. Fermented silages molasses VS and wheat VS contained
the highest crude protein content (13.1% and 11.9%). Tambaqui viscera contained a high

lipid content (29.4%), as reflected in the high lipid content of silages (around 60%).
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Wheat VS and cassava VS (5.41% and 9.5%, respectively) showed crude fiber content
from the wheat bran and cassava waste, respectively. The fermented silages had the
lowest ash content (1.7-5.3%).

All the essential amino acids for fish were present in tambaqui viscera and,
consequently, in all the produced silages (Table 6). In the fermented silages, the essential
amino acids present in a higher proportion, in decreasing order, were leucine, arginine,
and lysine. The most frequently detected nonessential amino acid in all silages was
glutamic acid. The contents of alanine and tryptophan amino acids did not differ (p >
0.05) among the produced silages.

The fatty acids present in the fermented silages were predominantly unsaturated
fatty acids (Table 7). Acid VS presented the highest content of saturated fatty acids.
Molasses VS showed the widest variation between the contents of saturated fatty acids
(SFAs) and monounsaturated fatty acids (MUFAS), with 20.1% higher MUFAS versus
SFAs, unlike acid VS, which contained 6.2% more SFAs than MUFAs. Oleic (18:1n-9)
and linoleic (18:2n-6) fatty acids showed the highest concentration between MUFAs and
polyunsaturated fatty acids (PUFASs), respectively. Silages had a lower n-6:n-3 ratio
compared to tambaqui viscera.

The ADC of viscera silages for juvenile tambaqui was above 84% for nutrients,
76% for calcium and phosphorus, and 82% for gross energy (Table 8). Wheat VS showed
the highest ADC for crude protein (91.94%). All the silages presented a calcium ADC
value of around 90%, except for molasses VS with an ADC of 76.45%. The ADCs of dry
matter, lipids, non-nitrogen extract, gross energy, and phosphorus were not significantly

influenced by silage formulation (p > 0.05).
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Composition Fish Viscera Molasses VS Wheat VS Cassava VS Acid VS p-Value
Dry matter 524 +1.7 45.8 + 0.4° 62.4 + 0.9 56.1 + 0.6° 55.7 +0.2° <0.001
Crude protein 30.8 +0.4 13.1 + 1.0 11.9 + 0.5% 9.8+ 15P 13.3+ 0.5 <0.001
Crude lipid 29.4 + 0.6 59.3 +0.6° 60.5 + 0.6° 61.9 +1.1% 69.9 +0.22 <0.001
Crude fiber 1.4+0.2 1.2+0.1° 5.41+0.7% 9.5+0.4° 0.1 +0.02¢ <0.001
Ash 18.9+0.5 5.3+0.9%® 1.7+0.2° 4.4 +0.6% 10.3 £ 0.5 <0.001
Gross energy (kcal-100g™)’ 405.7 +4.3 608.5+53.3° 629.4+105.1®  611.1+121.0° 686.6+28.5%  <0.001

Distinct lowercase letters on the same line indicate a statistical difference in fish viscera silages according to the Kruskal-Wallis and Dunn tests (p
< 0.05, n = 6 each silage). I Gross energy analyzed using IKA 2600 bomb calorimeter.

Table 6. Amino acids of fish viscera and viscera silages after 7 days of storage (mg.g™* crude protein).

Amino Acids Fish Viscera Molasses VS Wheat VS Cassava VS Acid VS p-Value
Essential
Arginine 9.4+0.3 2.0+0.0° 3.3+0.1° 20+0.1° 8.9+0.1° <0.001
Histidine 2.9+0.16 1.9+0.0° 2.3+0.0° 1.9+0.0° 3.1+0.0% <0.001
Isoleucine 53+0.1 3.4+0.0° 3.7+0.0° 3.8+0.0° 5.0 +0.18 0.002
Leucine 10.5+0.2 5.6 +0.1° 7.4+0.0° 7.0+0.1° 10.2 £0.12 <0.001
Lysine 8.7+0.1 5.2 +0.0° 3.7+0.0° 3.6+0.1° 8.9+0.12 <0.001
Methionine 34+0.1 1.8 +0.0° 1.9 +0.0° 1.9+0.0° 3.2+0.0° <0.001
Phenylalanine 53+0.2 2.7+0.0° 3.8+0.0° 3.4 £ 0.0 5.4+0.1° <0.001
Threonine 58+£0.2 3.2+0.0° 4.2 +0.0° 3.8+0.0% 57+0.12 <0.001
Tryptophan 1.2+0.1 1.0+£0.0 1.2+0.0 1.3+0.1 1.3+£0.0 ns
Valine 6.7 +0.2 43+0.0° 5.1+0.0° 4.8 +0.1° 6.7 0.1 0.001




44

Nonessential

Aspartic acid 11.3+0.2 4.2 +0.0° 7.3+0.1° 5.6 + 0.1 10.9 +0.12 <0.001
Alanine 16.4 £ 0.1 76+0.0 8.7+0.1 8.1+0.1 9.7+0.1 ns
Cystine 10.2+0.4 0.0+0.0° 0.2+0.0° 0.0+0.0° 1.2 £ 0.0 <0.001
Glycine 09+0.1 6.0 +0.0° 11.3+0.22 9.3+0.3® 13.6 +0.12 0.006

Glutamic acid 142 +0.7 9.1+0.0° 13.6 +£0.12 10.4 + 0.1 15.3 +0.22 0.001

Serine 54+0.2 3.1+0.0% 3.8+0.0° 2.9+0.0° 5.3+0.1° <0.001
Proline 9.2+0.4 4.4 +0.0° 7.8+0.12 6.3 +0.1% 8.7+0.12 0.004
Taurine 1.7+0.0 1.4 +0.0° 1.2 +0.0° 1.3+0.0° 2.2+0.0° <0.001
Tyrosine 41+0.2 1.0+ 0.0° 0.8 +0.0° 0.9+0.0° 4.0 £ 0.0 <0.001
Crude protein (%) 30.8 13.1 11.9 9.8 13.3

Distinct lowercase letters on the same line indicate a statistical difference in fish viscera silages according to one-way ANOVA and Tukey’s tests
(p < 0.05, n = 3 each silage); ns = nonsignificant.

Table 7. Fatty acids of fish viscera and viscera silages after 7 days of storage (mg.g™* lipid).

Fatty Acids Fish Viscera Molasses VS Wheat VS Cassava VS Acid VS p-Value
Lauric (12:0) nd 52+0.3 40+26 27+18 6.5+19 ns
Myristic (14:0) 13.7+£0.0 158+2.2 129+1.9 147+1.3 152+1.8 ns
Palmitic (16:0) 309.6 £0.1 239.4+6.0 254.8+ 0.5 257.3+28.1 271.7+15.8 ns
Heptadecanoic acid (17:0) 1.2+£0.0 1.6+£0.1 1.6+£0.1 1.5+£0.2 16+£0.2 ns
Stearic acid (18:0) 162.8+0.1 124.0+ 4.8 140.6 +17.4 121.6 +11.5 132.3+4.3 ns
Arachidic acid (20:0) 3.1+£0.0 48+14 44+0.7 4605 48+0.6 ns
Heneicosanoic acid (21:0) 3.2%0.0 6.1+0.2 3605 42+04 4.3+05 ns
Y SFAs 493.6 £0.2 396.9+1.6 4219+ 15.1 406.6 £ 34.8 436.4 £18.3 ns
Palmitoleic acid (16:1n-7) 27.3+£0.0 33.9+33 325+43 36.4+1.3 3.15+0.1 ns
Palmitoleic acid (16:1n-9) 35+£0.0 50£0.7 7.7+£27 6.1+15 0.48+0.0 ns
Vaccenic acid (18:1n-7) 16.4+£0.0 23.1+4.6 19.3+0.8 21.5+1.3 1.76 £ 0.2 ns
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Oleic acid (18:1n-9) 380.5+0.0 434.7+£2.9 406.7 £ 24.4 4252 £37.0 403.9+£2.9 ns
YMUFAS 427.7+£0.1 496.7+£2.0 466.2 £ 17.5 489.2 £17.0 409.3+£2.93 ns
Linoleic acid (18:2n-6) 58.4+0.1 729+16 70.6£3.9 724+25 67.6+29 ns
Linolenic acid (18:3n-3) 155+0.0 175+29 196 £5.6 16.7+4.5 189+7.6 ns
Arachidonic acid (20:4n-6) 3.0+£0.0 52+11 41+0.38 6.2+3.1 42+0.8 ns
Eicosapentaenoic acid (20:5n-3) 1.1+£0.1 54+6.4 17.8 +15.8 82+14 10.0+1.28 ns
Docosahexaenoic acid (22:6 n-3) 05+£0.0 1.7+25 6.7+5.5 1.7+2.0 8.9+1.18 ns
Y PUFAS 78.3+0.22 102.7+£3.8 118.8 + 23.2 105.2 + 3.8 109.6 + 15.6 ns
>'n-6 61.4 +0.08 781+1.3 74.7+4.5 78.6 £3.9 71.8+3.6 ns
>n-3 17.1£0.08 24.6 £3.3 55.9+11.3 27.3+2.5 46.7 £ 6.5 ns
n-6:n-3 3.6+04 3.2+04 1.4+04 29104 1.6+0.3 ns

SFAs: saturated fatty acids; MUFAs: monounsaturated fatty acids; PUFAs: polyunsaturated fatty acids. Data from fish viscera silages were

analyzed by one-way ANOVA (p > 0.05, n = 3 each silage); nd = not determined, ns = nonsignificant.

Table 8. Apparent digestibility coefficient of nutrients and energy of viscera silages for tambaqui juveniles (% dry matter).

Composition Molasses VS Wheat VS Cassava VS Acid VS p-Value
Dry matter 79.46 £ 2.7 86.88 + 6.6 78.77 £ 3.2 82.97 £ 5.6 ns
Crude protein 88.32 + 0.6% 91.94 + 2,92 86.91 + 0.3% 84.24 + 4.4° 0.040
Crude lipid 9496 +1.8 94.60+1.2 94.10+0.8 93.57+0.1 ns
Gross energy 85.06 + 2.8 84.20 £ 8.7 82.64+1.2 87.15+6.9 ns
Calcium 76.45 + 2.0 90.98 + 1.6° 90.58 + 7.2° 89.11 + 4.6° 0.039
Phosphorus 81.20+11.4 80.69 + 8.8 76.95+11.5 80.09 +4.9 ns

Distinct lowercase letters on the same line indicate a statistical difference according to one-way ANOVA and Tukey’s tests (p < 0.05, n = 4 each

silage); ns = nonsignificant.
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9. DISCUSSION

The silage pH values remained below 4.5, which is a safe pH value for silage
conservation because it prevents the proliferation of pathogenic and spoilage
microorganisms [24]. The acid VS pH, because of the inclusion of hydrochloric acid and
citric acid, remained close to 1, which is considered a very acidic ingredient to be included
in aquafeeds. However, pH neutralization can lead to the accumulation of mineral salts
[25], which can be a limiting factor for including acid silage in fish diets [26]. The slowly
lowering pH of the fermented silages is related to gradual lactic acid production by
microorganisms from yogurt [27].

The ideal silage storage temperature varies from 25 °C to 35 °C. Values beyond
this range can reduce or inhibit lactic acid-producing bacteria activity [28]. The studied
silages presented an average temperature of 32.8 °C, which was influenced by the high
ambient temperature (33.2 £ 2.93 °C) of the Amazon region of Brazil where the
experiment was carried out, as well as by the intense microbial activity of the silage
process [29]. Lactic acid-producing bacteria, mainly of the Lactobacillus genus, use
carbohydrate sources to produce lactic acid, antibacterial compounds (bacteriocins), and
energy [4]. These compounds promote silage conservation by inhibiting the growth of
pathogenic microorganisms, and by allowing the action of the proteolytic enzymes
present in fish viscera, which collaborate in the hydrolysis and dissociation of fish waste
[3].

The difference in proximal composition was related to variation in the
carbohydrate sources used in the formulation of each fermented silage. The dry matter
content of wheat VS was the highest because wheat bran has greater water absorption
power, unlike sugarcane molasses that are easily diluted in water because 60% of its solids
are composed of glucose, fructose, sucrose, and minerals. These molasses compounds are
substrates for lactic acid-producing bacteria growth, which promotes a bigger bacterial
production and, consequently, greater hydrolysis to generate a more liquefied product [4].

The lowering crude protein content of silage VS. that of the fish viscera could be
due to the proportion of ingredients in the silage formula, the composition of the added
carbohydrate sources, or loss by protein nitrogen being released in the form of volatile
ammonia (NHs) that results from the protein hydrolysis process [30,31]. The high fat
content of the fish viscera was reflected in the silages. Tambaqui accumulates visceral

fat, which can represent up to 70% of its abdominal cavity [32]. The tambaqui viscera
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silages produced in this study can be characterized as an energy ingredient for aquafeed
due to low protein content (<20%) and high fat content (around 60%) in dry matter.

The silages in our study presented low ash content because we used only viscera
in the silage formulation. The ash content of silages produced with whole fish waste
(bones, heads, fins, scales, and viscera) ranges from 11.9% to 21.5% [33]. Although fish
viscera silages have a lower protein content compared to fish meal (54% to 61%), fish
meal contains fivefold more ash than tambaqui viscera silages. High ash content is not
desirable in the fish diet because some mineral needs can be supplied directly through
aquaculture system water [6].

Fish viscera silage is an interesting ingredient for aquafeeds because essential
amino acid content improves the dietary nutritional value by consequently improving the
feed efficiency of aquatic organisms [20]. Generally, diets for omnivorous fish are
formulated with ingredients of plant origin because this involves lower costs. However,
some plant origin ingredients are deficient in amino acid, such as lysine and methionine
[34]. Therefore, the inclusion of a low fish viscera silage content to vegetable ingredient
mixes may suffice to meet the nutritional requirements in feed formulations for
omnivorous fish.

The high glutamic acid concentration present in silages can influence the animal
immune system by promoting the synthesis of cytokines, immunomodulatory substances
needed to induce lymphocyte proliferation [35]. The low pH values of silages did not
promote tryptophan stability, especially when not bound to protein, which resulted in low
tryptophan content in the experimental silages [5].

Silages showed a high lipid content (above 59%), and tambaqui juveniles
presented an ADC for lipids above 93%. The ADC of lipids from silages was similar to
that of fish oil (92%) and higher than that of the corn (85.8%) and soybean (85.1%) oils
evaluated for tambaqui juveniles by Buzollo et al. [35]. The tambaqui viscera silage
presented a similar ADC of gross energy to those of salmon meal (81.1%), poultry
byproduct meal (83.8%) and defatted black soldier fly larvae (86.6%), and it was higher
than that of feather meal (77.2%) and tilapia processing waste meal (70.2%) when
evaluated for tambaqui juveniles [35,36].

Silage can be a source of MUFAs in aquafeed formulations. MUFAs contribute
to fish health when constantly ingested by promoting the reduction of oxidized LDL in
plasma, preventing the transport of cholesterol to tissues and inhibiting body fat

accumulation [37]. Silages showed higher levels of PUFAs and n-3 series fatty acids than
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fish viscera. The presence of highly unsaturated fatty acids, such as EPA and DHA in
silage, can contribute to enrich diets for omnivorous fish, which generally have no or low
HUFA content because they consist mostly of ingredients of plant origin or terrestrial
animal byproducts [32].

Fish viscera silages showed high digestibility for tambaqui juveniles. The
hydrolysis of silage proteins into short-chain peptides and free amino acids makes it more
bioavailable for digestion and absorption by fish [38]. The ADC values of crude protein
from fish viscera silages are similar to the ADCs of Peruvian fish meal and corn gluten
for tambaqui [35].

The difference in calcium ADC was due to the distinct carbohydrate sources used
in silage formulation. Calcium forms part of the composition of bones and scales, is used
by several enzymes in fish metabolism, and participates in the functioning of cell
membranes, blood clotting, neural transmission, and muscle contraction [20]. Tambaqui
viscera silages can be sources of dietary calcium and phosphorus to replace inorganic
supplements in aquafeed.

10. CONCLUSIONS

Acid and fermented tambaqui viscera silages can be characterized as an energy
ingredient for aquafeed due to the low protein (<20%) and high fat (around 60%) contents
in dry matter. Fish viscera silage is an easy-to-produce technology that can convert fish
waste into a feed ingredient for aquaculture. All the silages were well digested by juvenile
tambaqui. It is necessary to evaluate the maximum level at which tambaqui viscera silages

can be included in aquafeeds.
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CAPITULO 111

Inclusdo de silagem de visceras de peixe em dietas para juvenis de tambaqui
Colossoma macropomum: qualidade fisica de péletes, desempenho zootécnico,

paréametros de saude e indices econdmicos.
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12. Resumo

A producdo da silagem permite preservar as visceras de peixes em um processo simples,
promovendo a aquicultura circular. O objetivo desse estudo foi avaliar a incluséo de
diferentes niveis de silagem de visceras de peixe na qualidade fisica dos péletes,
desempenho zootécnico, parametros de salde e indices econdmicos na producdo de
tambaqui. Uma silagem fermentada de visceras de tambaqui (5% de iogurte; 15% melaco
de cana-de-agucar; 0,25% antioxidante) foi adicionada em niveis crescentes (0% SV, 5%
SV; 10% SV; 15% SV e 20% SV) em dietas para tambaqui (30% PB; 3.600 kcal de
energia bruta por Kg). Juvenis de tambaqui, (22,6 £ 1,7 g; 10,4 £ 0,3 cm) foram alojados
aleatoriamente em 20 tanques (700L; 21 peixes/tanque; n=4), em sistema com renovagao
de agua proveniente de sistema de recirculacdo com fitorremediacdo. Os peixes foram
alimentados quatro vezes por dia (8h; 11h; 14h; 17h), até a saciedade aparente, durante

13 semanas. Os péletes das dietas com maiores inclus@es de silagem apresentaram menor
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taxa de expansdo e flutuabilidade. As dietas experimentais foram bem aceitas pelos peixes
e nédo foi registrada mortalidade. Os peixes apresentaram crescimento de 500% que néo
foi diferente entre os grupos experimentais. A conversdo alimentar aparente média foi de
1,43, a taxa de eficiéncia proteica de 2,28% e taxa de crescimento relativo de 1,79%/dia,
valores dentro dos encontrados na literatura. Os peixes alimentados com o maior nivel de
inclusdo de silagem de viscera apresentaram alta concentragdo de colesterol plasmatico,
porém com valores dentro do adequado para tambaqui saudéveis. A inclusdo de silagem
de viscera em dietas para juvenis de tambaqui reduziu a atividade da enzima ALT,
confirmando o funcionamento hepatico normal. As dietas com silagem de viscera tiveram
0 custo de producdo variando de R$ 4,65 a R$ 4,68, sem influéncia nos indices
econdmicos. A silagem de viscera de peixe pode ser incluida em até 20% da formulagédo
de racdo extrusada para juvenis de tambaqui, sem proporcionar prejuizos ao desempenho

zootécnico.

Palavras-chave: bioconversdo, eficiéncia alimentar, ingrediente energético, residuo de

peixe,

13. INTRODUCAO

A aquicultura global cresceu 2,7% em 2020, alcangou recorde de producéo (87,5
milhGes de toneladas), com previsdo de crescimento nas proximas décadas. Em 2020 o
consumo per capita foi de 20,5 Kg de peixe, com projecédo para superar 25 Kg no ano de
2050 (FAO, 2022). Concomitante ao aumento do consumo de pescado, ha grande
desperdicio de residuos como: restos de carne, cabeca, pele, 0ss0s, escamas e visceras
(Oliveira et al., 2017; Liebl et al., 2021). Esses residuos sdo fontes ricas de proteina de
alto valor biol6gico e aminoacidos essenciais, lipideos e acidos graxos essenciais,
colageno, vitaminas e minerais (Rossetto et al., 2021; Liebl et al., 2022) que podem ser
aproveitados na producao de silagem. A silagem de peixe apresenta um processo de facil
producdo, podendo ser feito com baixo investimento inicial, resultando em um
ingrediente proteico-energético de alto valor biologico para peixes (Dantas Filho et al.,
2019).

O processo de hidrolise das cadeias proteicas dos residuos de pescado durante a
ensilagem, promove um produto rico em pequenos peptideos e aminoacidos livres, o que
proporciona aumento da palatabilidade, alta digestibilidade e maior velocidade de

absorcéo pelos peixes (Arruda et al., 2005; Assano et al., 2011). Os peixes absorvem com
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mais facilidade os peptideos de cadeia curta (di e tripeptideos) do que os peptideos de
cadeia longa e proteinas integras (Honorato et al., 2012). A inclusdo da silagem de
pescado em dietas para peixes pode aumentar a aceitabilidade das dietas artificiais para
larvas e juvenis, resultando em aumento do consumo das dietas que possuem ingredientes
de baixa palatabilidade, com consequente aumento na taxa de crescimento (Davies et al.,
2020). Esse fato foi observado em juvenis de jundia Rhamdia quelen alimentados com
dieta a base de farelo de soja e levedura de cana, com adi¢do 50% de silagem de pescado
(Enke et al., 2013).

O tambaqui Colossoma macropomum € um peixe amazoénico, sendo a espécie
nativa mais criada no Brasil, com producdo no ano de 2021 de 94,6 mil toneladas (IBGE,
2021). E uma espécie que possui habito alimentar onivoro, rapido crescimento, facil
aceitacdo ao alimento formulado e boa aceitacdo no mercado consumidor (Hilsdorf et al.,
2022). Esta espécie apresenta rendimento de filé ao redor de 30% (Souza e Inhamuns,
2011; Liebl et al., 2021). As visceras correspondem de 10 a 15% do peso vivo do
tambaqui com peso entre 1,0 a 3,5kg (Fernandes et al., 2010; de Lima et al., 2018; Cirne
et al., 2019). Baseado na producdo nacional de tambaqui e no rendimento em visceras,
pode-se afirmar que em 2021 foram geradas aproximadamente 14 mil toneladas de
visceras de tambaqui, que poderiam ser bioconvertidos em ingredientes para alimentacao
animal.

A silagem de visceras de pescado pode ser uma alternativa de alto valor bioldgico
na producdo de racdes para peixes, tanto como fonte de nutrientes quanto como
palatabilizante. Além disso, a silagem é uma opcdo de simples processamento para
destino de visceras de peixe, promovendo a aquicultura circular. Assim, o objetivo desse
estudo foi avaliar a inclusdo de diferentes niveis de silagem de viscera de peixe, na
qualidade fisica dos péletes, desempenho zootécnico, parametros de salde e avaliacdo da

sua inclusdo nos indices econdémicos na producdo de tambaqui.

14. MATERIAL E METODOS

A conducdo do experimento foi na Estagdo Experimental de Aquicultura da
Coordenacéo de Tecnologia e Inovagédo — COTEI, do Instituto Nacional de Pesquisa da
Amazonia - INPA. O plano experimental foi avaliado e aprovado pela Comisso de Etica
no Uso de Animais — CEUA/INPA (protocolo n°® 0036/2020).
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14.1 Obtencéo das visceras e producao da silagem

As visceras utilizadas para producédo de silagem foram separadas no momento do
processamento de evisceracdo do tambaqui, doados de um frigorifico de pescado da
regido metropolitana de Manaus, Amazonas, Brasil. As visceras (figado, estdmago,
intestino, bexiga natatoria, baco, gonadas) foram moidas em moedor de carne (matriz 5
mm), e ensiladas no mesmo dia.

A silagem biologica foi produzida com seguinte formulacéo: 79,75% de viscera
de tambaqui moida (peso/peso), 15% de melaco de cana-de-agUcar (peso/peso), 5% de
iogurte integral fora do prazo de validade (peso/volume) como fonte de bactérias acido-
lacticas, 0,25% de &cido sorbico como agente antiflngico (peso/peso).

A massa ensilada foi fechada hermeticamente para que mantivesse o estado
anaerdbio. Apds 24h do inicio da ensilagem e durante os sete dias seguintes (Figura 4), a
massa ensilada foi homogeneizada e mensurada a temperatura (29,58 + 1,3°C) com uso
de termd&metro digital tipo espeto e o pH analisado pelo método de anélises para alimentos
(Lutz, 1985). No inicio do processo de ensilagem o pH da mistura estava em 5,26 e ao
final do sétimo dia alcancou o valor de 4,17. Ao término do periodo de ensilagem, a
silagem foi desengordurada parcialmente por centrifugacdo (1000 x g for 10 min;
Centribio 80-2B, Curitiba, PR, BR), com descarte da gordura sobrenadante. Em seguida
foi coletada uma amostra para analise de composicdo centesimal (umidade 54,2%;
proteina bruta 24%; lipidios 24%; fibra bruta 0,8%; matéria mineral 5%; energia bruta
4.273,6 Kcal/Kg de energia), segundo metodologias da AOAC (2012). A silagem foi

armazenada congelada (-20°C) até o momento da producdo das dietas experimentais.

Figura 4. Progresso em dias do processo de ensilagem de viscera de peixe no periodo de
sete dias. DO dia inicial da ensilagem e D7 o sétimo dia de ensilagem.

14.2 Producao das dietas experimentais
As formulagbes das dietas experimentais foram baseadas nas necessidades

nutricionais de juvenis de tambaqui, sendo dietas isoprotéicas e isocaléricas (30% de
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proteina bruta; 3.600 kcal/Kg de energia bruta), conforme as recomendacbes de
Guimardes e Martins (2015). Foi utilizado o software/programa Super Crac® 6.1
Premium para formulagao das dietas experimentais (Tabela 9), e formuladas com inclusao
de silagem de viscera de tambaqui na matéria seca. Contudo, a inclusdo da silagem no
momento da produ¢do das dietas foi na forma “in natura”, assim foi considerado a
quantidade de &gua fornecida pela silagem e adicionado a 4gua restante até alcangar 36%
de hidratagéo (Tabela 10).

Foram produzidas cinco dietas, sendo um controle sem inclusdo de silagem (0%
SV) e quatro com inclusdo crescente de silagem de viscera (5% SV; 10% SV; 15% SV e
20% SV). As dietas foram extrusadas em extrusora monorosca, com condicionador e
inje¢do d’agua (INBRAMAQ®, Modelo MX — 80, Ribeirdo Preto, SP, BR), com matriz
de 3 mm. Apds a extrusdo, as racdes foram secas em estufa com circulagédo de ar forcado
a 55°C, até obter o teor de umidade de 10%. Todas as dietas experimentais foram

armazenadas em sacos pléasticos, identificados e estocados em sala climatizada (18°C).

Tabela 9. Formulacbes e composi¢do nutricional das dietas com niveis crescentes de
inclusédo de silagem de melago.

Inclusdo de silagem Umida
0% SV 5%SV 10% SV 15% SV 20% SV

Ingrediente (%)

Farelo de soja 32,00 3155 31,00 30,40 30,30
Milho grédo 34,00 33,70 33,60 33,38 32,33
Farelo de trigo 7,50 6,90 6,10 5,30 5,00
Farinha de carne e 0ssos 46% 15,00 14,50 14,00 13,60 13,00
Silagem de melaco’ 0,00 2,30 4,60 6,90 9,20
Farinha de sangue 8,23 8,15 8,13 8,10 8,00
Oleo de soja 1,10 0,73 0,40 0,15 0,00
Suplemento vitaminico e mineral’ 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fosfato bicalcico 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
L-Lisina 0,30 0,30 0,30 0,30 0,3
DL-Metionina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Sal 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
BHT 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Matéria seca (%) 90,1 90,1 89,9 90,7 91,0
Proteina bruta (%) 31,0 30,8 29,8 31,3 30,6
Lipideos (%) 7,76 7,59 7,75 7,71 8,33
Fibra bruta (%) 2,2 1,8 2,0 1,5 1,26
Matéria mineral (%) 5,8 6,8 6,0 6,4 6,7
Extrativo ndo nitrogenado (%) 53,2 53,1 54,4 53,1 53,3
Energia bruta (kcal/KQg) 3796,3 36240 3805,7 3830,3 3716,7

"Valores representam a quantidade de matéria seca da silagem; "Suplemento vitaminico
mineral para peixes, valores por kg de ragdo: acido folico (250 mg), &cido pantoténico
(5000 mg), antioxidante (600 mg), biotina (125 mg), cobalto (25 mg), cobre (2000 mg),
ferro (13.820 mg), iodo (100 mg), manganés (3750 mg), niacina (5000 mg), selénio (75
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mg), vitamina A (1.000.000 Ul), vitamina B1 (1250 mg), vitamina B12 (3750 mg),
vitamina B2 (2500 mg), vitamina B6 (2485 mg), vitamina C (28.000 mg), vitamina D3
(500.000 Ul), vitamina E (28.000 UI), vitamina K3 (500 mg), zinco (17.500 mg);
Extrativo ndo nitrogenado calculado = (100 — (proteina bruta + lipideos + fibra bruta
+matéria mineral)).

Tabela 10. Niveis de inclusdo de silagem de viscera de tambaqui e ajuste da hidratagdo.

. Sllagem de Silagem de Viscera  Agua fornecida Hidratagéo
Dietas Viscera Mateéria seca (%)  pela silagem (%) agua (%)
umida (%)

0% SV 0 0 0 36

5% SV 5 2,3 2,7 33,3
10% SV 10 4,6 54 30,6
15% SV 15 6,9 8,1 27,9
20% SV 20 9,2 10,8 25,2

14.3 Qualidade fisica dos péletes

A qualidade fisica dos péletes das dietas experimentais foi avaliada por meio das
variaveis:

Umidade: Foram separadas amostras de 2 g de péletes das dietas experimentais
(n=10) e posteriormente colocadas em determinador de umidade eletronico (Analisador
de umidade infravermelho Denver® modelo IR-35, Bohemia, NY, USA) até estabilidade
do peso a 105°C.

Taxa de expansdo: A relacdo entre o didmetro do péletes das dietas e o diametro
da saida da matriz da extrusora foi determinado a partir de um total de 100 péletes de cada
dieta. A taxa de expansao foi aferida utilizando paquimetro digital e calculada de acordo

com a seguinte equacao:

diametro do pélete de ragdo (mm) — diametro da matriz (mm)) 100

TE(%) = <

diametro da matriz (mm)

Flutuabilidade: Foi determinada de acordo com a metodologia proposta por Cian
et al. (2018). Vinte péletes das dietas foram colocados em recipiente de 200 mL (n=10)
com agua destilada a temperatura ambiente. O numero de péletes flutuantes (Nf)
suspensos no recipiente foi observado ap6s 30 minutos e a flutuabilidade foi calculada

com a seguinte férmula:

numero de péletes flutuante

F(%) = ( ) x 100

numero total de péletes

Densidade aparente: Em recipiente cilindrico com volume de 1 L, previamente

tarado, foram colocados os péletes da dieta (n=10). O topo do recipiente foi nivelado com
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o0 auxilio de espatula uma Unica vez para retirar os péletes excedentes. Posteriormente o
recipiente foi pesado em balanca digital. A relagdo entre o peso dos péletes e 0 volume
do recipiente cilindrico (1 L) foi expressa como densidade aparente em g/L.

indice de absorcéo de agua: foi segundo a metodologia de Anderson (1982). Os
péletes das dietas foram moidos e peneirados usando peneira de 0,3 mm. O po fino (peso
seco de cada amostra 2,5 g) (n=10) foram suspensos em agua destilada (30 mL) a 25°C e
durante 30 minutos colocados em agitador mecénico tipo vortex para garantir a
homogeneizacdo completa das amostras. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
3000 g por 10 minutos a 25°C. O sobrenadante foi transferido para um recipiente de
aluminio (tarado) e seco a 135°C por 2 horas. O peso do gel remanescente no tubo
centrifugado foi calculado como indice de absorcdo de 4gua a partir da seguinte equacao:

peso do gel (g) )
peso seco da amostra (g)

144Gg/9) = (

indice de solubilidade em agua: O peso seco do sobrenadante solido obtido ap6s
a secagem do IAA, foi calculado como indice de solubilidade em agua a partir da seguinte

equacao (Anderson, 1982):

peso do sobrenadante sélido (g)
peso seco da amostra (g)

154(%) = ( )x100

14.4 Microestrutura dos péletes

Para avaliacdo das microestruturas dos péletes, foram caracterizadas nas se¢Ges
transversais atraves de corte dos péletes (duplicata) com navalha histoldgica. Os péletes
cortados foram montados sobre stubs de aluminio inox e metalizados com ouro no
equipamento Sputter Coater (BALTEC, SCD 050, Balzers, LI, GER) de acordo com o
método descrito por Cruz et al. (2015) (Figura 5). As amostras foram examinadas em
microscopio eletronico de varredura (Tescan/VEGAS3, Brun, Czech Republic), quanto a

morfologia das se¢des transversais dos péletes.
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Figura 5. Sputter Coater — equipamento metalizador de ouro; b) Stubs com péletes para
serem metalizados com ouro; ¢) Péletes metalizados com ouro.

14.5 Experimento de desempenho zootécnico

Para avaliar o desempenho zootécnico foram utilizados 420 juvenis de tambaqui,
(22,6 £ 1,7 g; 10,4 + 0,3 cm), alojados aleatoriamente em 20 tanques de fibra de vidro
(Figura 6) com volume util de 700 L, em sistema de renovacdo de agua continua
proveniente de sistema de recirculagio com fitorremediacdo. Os juvenis foram
alimentados quatro vezes por dia (8h; 11h; 14h; 17h), até a saciedade aparente, durante

13 semanas. Em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco tratamentos e

quatro tanques por tratamento (5; n=4; 21 peixes/tanque).

Figura 6. Tanques utilizados para avaliacdo do desempenho zootécnico de tambaqui
(Colossoma macropomum).

Para acompanhamento da qualidade da agua do sistema foram aferidos a
temperatura (28,03 £ 0,05°C), oxigénio dissolvido (6,07 £ 0,12 mg/L), pH (6,4 £ 0,04) e
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a condutividade elétrica (160, 69 + 0,52 uS/cm), trés vezes por semana com uso de
aparelho digital (AKSO®, modelo AK88, Sao Leopoldo, RS, BR). Uma vez por semana
aamoénia (0,17 £ 0,03 mg/L) e o nitrito (0,06 £ 0,01 mg/L) foram mensurados pelo método
colorimétrico com os reagentes do Spectro Kit da marca Alfakit®. Amonia total (mg/L de
N-NHz), pelo método azul de indofenol, comprimento de onda 630 nm; Nitrito (mg/L de
N-NO2) pelo método NTD, comprimento de onda 535 nm. As leituras foram realizadas
no fotocolorimetro (AT 10P, Alfakit®, Florian6polis, SC, BR). Os valores coletados
durante o periodo experimental permaneceram dentro do recomendado para a criagédo de
tambaqui (Cavero et al., 2009)

Ao final do experimento todos os peixes foram submetidos a biometria (peso e
comprimento total) para avaliacdo do desempenho zootécnico. Para biometria, 0s peixes
estavam em jejum por 24h. De cada unidade experimental, foram coletados trés peixes
para avaliacdo dos indices biométricos e cinco peixes para os parametros de saude.

O desempenho zootécnico foi avaliado por meio das seguintes variaveis:

O Ganho empeso (g) = (peso final — peso inicial)

consumo de rat;éo)

0 Conversao alimentar aparente = (
ganho de peso

AN . . anho de peso da biomassa
O Taxade eficiéncia proteica (%) = (g L - ) * 100
consumo de proteina
, , , In(w2)-In(w1
O Taxa de crescimento relativo (%/dia) = (e (%) — 1) * 100
P A . numero de peixe final
o Sobrevivéncia (%) = ( - petxe finc )* 100
namero de peixe inicial

14.6 Indices biométricos

Foram amostrados trés peixes aleatoriamente por tanque (12 peixes por
tratamento). Os peixes foram pesados inteiros e separado as visceras, o figado e a gordura
visceral foram pesados individualmente (Figura 7), para a avaliacdo dos indices

biométricos, avaliados por meio das seguintes férmulas:

£ . ; L eso da viscera
o Indice viscero — soméatico (%) = (p—) * 100
peso do peixe

P - do figad
o Indice hepatosomatico (%) = (M) * 100
peso do peixe

peso da gordura visceral

o Indice gordura viscero — somatico (%) = ( ) * 100

peso do peixe
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Figura 7. a - Juvenil de tambaqui (Colossoma macropomum) com corte no abdémen para
coleta das visceras; b - visceras ap0s a coleta; ¢ - visceras separadas para pesagem.

14.7 Composicao centesimal do filé

Foram amostrados 20 filés dos peixes no inicio do experimento, compondo a
amostra inicial e coleta de filés de trés peixes de cada repeticdo (12 peixes por
tratamento), ao final do periodo experimental. As amostras foram congeladas até o
momento das analises de composicdo centesimal. A andlise foi realizada segundo a
metodologia AOAC (2012). O conteudo de umidade foi determinado por secagem em
estufa a 105°C até apresentarem peso constante; lipideos totais por extracdo com solvente,
hexano, por 6 horas (Soxhlet); teor de cinzas pela queima em mufla a 500°C por 4 horas;
proteina bruta pelo método de micro-Kjeldahl.

14.8 Parametros de saude

A avaliacdo de satde dos animais foi realizada através das varidveis sanguineas,
niveis de glicose em sangue total e bioquimica do plasma. Para isso, foram amostrados
cinco peixes por tanque (20 peixes por tratamento), anestesiados com esséncia de 6leo de
cravo-da-india (Eugenol®) na concentragio de 20 mg/L (Inoue et al., 2011), e o sangue
foi colhido por puncdo da veia caudal (Figura 8) usando seringa rinsada com EDTA
(10%). A partir do sangue total, foi determinado o nivel de glicose com o glicosimetro G-
Tech Free Liten (Pereira-Da-Silva e Oliveira, 2017), o nimero total de eritrocitos (RBC),
a concentragdo de hemoglobina e o percentual de hematdcrito, de acordo com
metodologia descrita por Ranzani-Paiva et al. (2013). A partir desses dados foram
calculados o volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular média (CM)
e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) pelas equagdes
hematimétricas (Acerete et al., 2014).

Uma segunda aliquota das amostras de sangue coletadas, foi centrifugada a 1.400

g por 10 min a 4°C, para a separacdo do plasma que foi utilizado para avaliacdo de
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proteina total plasmatica pelo pelo método do biureto, albumina pelo método verde de
bromoocresol, triglicerideos e colesterol pelo método enzimatico-colorimétrico com fator
clareante de lipideos (LCF). Adicionalmente, a atividade enzimatica das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram determinadas pelo
método cinético (Ventura et al., 2021).

As leituras das absorbancias foram feitas em espectrofotdémetro modelo DR 6000
(HACH Company, Loveland, CO, USA). Todas as variaveis foram realizadas pelos Kits
da In Vitro Diagnostica Ltda, Itabira, MG, BR.

Figura 8. Colheita de sangue de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum).

14.9 Custo de producédo das dietas experimentais

Previamente as analises de custo das dietas, foi calculado o custo de producédo da
silagem de viscera. Inicialmente, foi determinado o investimento em capital fixo (moedor
de carne, balde, colher, termdmetro, pHmetro) para producdo de silagem em escala
artesanal, ou seja, 196 kg de silagem em um ciclo de producéo de 7 dias. O investimento
com construcdo civil ndo foi considerado. Os custos de producdo foram determinados
com base no Custo Operacional Total (Matsunaga et al., 1976) (COT = R$ 42,59),
resultante da somatéria do Custo Operacional Efeito (COE = R$ 42,24) e a depreciagdo
dos itens de capital fixo (R$ 0,34). No COE foram somados a m&o de obra, manutencédo
dos equipamentos (20% do valor do equipamento ao ano), as visceras de tambaqui e 0s
ingredientes para producdo de silagem de viscera. As visceras por serem um produto
descartado atualmente, ndo apresentam um valor de mercado. Assim, como referéncia

para composi¢do das formulas econdmicas foi estabelecido o valor de R$ 0,25/kg. O custo
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com méo de obra foi calculado por hora trabalhada com base no tempo utilizado para
producdo da silagem (R$ 8,97/hora). O custo da hora trabalhada foi calculado com base
em um salario minimo vigente em outubro de 2022 (R$ 1,212.00) acrescidos de 48% de
encargos sociais, considerando 160 horas trabalhadas mensais. A depreciacdo dos
equipamentos foi calculada com base no método linear. O custo final de producéo da
silagem de viscera foi de R$ 3,54/Kg.

Os custos das dietas experimentais foram calculados a partir dos precos dos
ingredientes, praticados na cidade de Manaus, somado ao custo com processamento de
R$ 0,70/kg (Tabela 11). Para determinar os indices econdmicos relativos e os beneficios
do custo das dietas experimentais foi utilizada a metodologia de orgamentos parciais, que
determina os custos e receitas dos itens que variam de acordo com o tratamento (Coutinho
et al., 2018; Shang, 1990). Para céalculo desses indices foram utilizadas as seguintes
variaveis: custo da dieta (R$/Kg), producéo de peixe (Kg; ganho em biomassa dos peixes
por unidade experimental), consumo da dieta (Kg), custo com alimentacdo (R$) durante
o periodo experimental e, foi considerado o preco de venda do tambaqui a R$ 8,00/kg
(Bussons et al., 2021). Foram calculados os seguintes indices econdmicos:

e Receita bruta - RB
RB(RS$) = producio de peixe (Kg) x prego de venda (R$)

e Indice de conversido econdmica - ICE

consumo da dieta (Kg)
produgio de peixe (Kg)

ICE(R$/Kg) = < )x custo da dieta (R$)

e Indice de lucro econdmico - ILE
ILE(R$/Kg) = (receita bruta (R$) — custo com alimentagido(R$))

e Rentabilidade econdmica - RE

RE(R$/Kg) = (prego de venda (R$) — indice de conversido econdmica(R$))

e Eficiéncia econbmica - EE

.. .. custo com alimentagio (R$)
EE (R$/Kg) = indice de lucro economica(R$) /

producio de peixe (Kg)
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1  Tabela 11. Custo de producdo das dietas experimentais com diferentes inclusdes de silagem de viscera de peixe.

Ingredientes Valor (RS/Kg) 0% SV 5% SV 10% SV 15% SV 20% SV
(kg) Total (kg) Total (kg) Total (kg) Total (kg) Total
Farelo de soja 4,87 32,00 15581 31,55 153,62 31,00 150,94 30,40 148,02 30,30 147,53
Milho gréo 2,15 34,00 7324 33,70 7259 3360 72,37 3338 7190 32,33 69,64
Farelo de trigo 2,13 7,50 1599 6,90 1471 610 1301 530 11,30 500 10,66
Farinha de carne e 0ssos 3,13 15,00 46,96 1450 4539 14,00 43,83 13,60 42,57 13,00 40,70
Silagem de viscera 3,54 - - 2,30 8,14 4,60 16,28 6,90 24,43 9,20 32,57
Farinha de sangue 3,50 823 2881 815 2853 813 2846 810 2835 8,00 28,00
Oleo de soja 8,49 1,10 9,34 0,73 6,20 0,40 3,40 0,15 1,27 - -
Supl. vitaminico e mineral 34,00 1,00 3400 1,00 3400 1,00 3400 1,00 34,00 1,00 34,00
Fosfato bicalcico 11,85 0,50 5,93 0,50 5,93 0,50 5,93 0,50 5,93 0,50 5,93
L-lisina 32,64 0,30 9,79 0,30 9,79 0,30 9,79 0,30 9,79 0,30 9,79
DL-metionina 32,80 0,25 8,20 0,25 8,20 0,25 8,20 0,25 8,20 0,25 8,20
Sal 0,98 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
BHT 480,00 0,02 9,60 0,02 9,60 0,02 9,60 0,02 9,60 0,02 9,60
Processamento 0,70 100,00 70,00 100,00 70,00 100,00 70,00 100,00 70,00 100,00 70,00
Custo da dieta (100 kg) 467,75 466,79 465,90 465,46 466,71
Custo unitério da dieta (R$/Kg) 4,68 4,67 4,66 4,65 4,67

2 Cotacdo de preco realizado no més de outubro de 2022
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14.10 Anélise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
(verséo 6.0). Os dados percentuais foram previamente transformados utilizando arcoseno
da raiz quadrada. Os pressupostos da estatistica paramétrica foram verificados pelo teste
de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade das variancias (Bartlett). Os
dados de flutuabilidade e taxa de expansdo dos péletes ndo atenderam as premissas da
estatistica parametrica e por isso foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de Dunn. As demais variaveis respostas foram avaliadas pela analise de
variancia de uma via (ANOVA one-way) e quando foi detectada diferenca estatistica, 0s
tratamentos foram comparados utilizando o teste de Tukey. Uma regresséo linear foi
utilizada para estudar a relagéo entre os niveis de inclusdo de silagem e a concentracéo de
Alanina transaminase (ALT) dos animais. Em todos os testes, foi utilizada significancia

estatistica p<0,05 e todos os dados sdo representados como média + desvio padréo.

15. RESULTADOS

15.1 Qualidade fisica dos péletes

Ap0s o periodo de 24 horas de secagem, os péletes das dietas 10% SV e 15% SV
apresentaram menor valor de umidade (Tabela 12). A inclusdo de silagem de viscera nas
formulagcBes diminuiu a taxa de expansdo dos péletes em relacdo a dieta controle. Os
péletes da dieta 5% SV apresentaram maior taxa de expansdo dentre as dietas com
inclusdo de silagem. Os péletes das dietas com inclusdo de silagem de viscera
apresentaram taxas de flutuabilidade semelhantes, porém a dieta 20% SV apresentou
valores inferiores a dieta controle.

Para densidade aparente, a dieta controle apresentou valores similares a dieta 15%
SV (383,05 g/L), e as demais dietas apresentaram valores superiores (402,17 a 407,00
g/L). Os péletes das dietas experimentais ndo apresentaram influéncia da incluséo de
silagem de viscera para os indices de absorcdo de agua (9,62 g/g) e solubilidade em &gua
(4,18%). Os péletes das dietas experimentais apresentaram inumeras camaras de ar, com
diferentes tamanhos e formatos, quando observados pela microscopia eletronica de
varredura (Figura 9). Porém, maior quantidade de cameras de ar séo observadas nas dietas

controle e com niveis mais baixos de incluséo de silagem.
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Figura 9. Micrografias em corte transversal dos péletes das dietas com inclusdo de
silagem de viscera. a - 0% SV; b - 5% SV; ¢ - 10% SV; d - 15% SV ¢ 20% SV. 1000 um.

15.2 Desempenho zootécnico, indices biométricos e composicao centesimal

As dietas experimentais foram bem aceitas pelos peixes e ndo foi registrada
mortalidade. As demais variaveis de desempenho zootécnico e indices biométricos nao
apresentaram diferencas significativas para os grupos experimentais (Tabela 13). O peso
médio final dos peixes foi 500% superior que o peso inicial e ndo diferiu entre 0s grupos
experimentais (p>0,05). Os peixes alimentados com dietas com inclusdo de silagem de
viscera apresentaram conversdo alimentar aparente média de 1,43, taxa de eficiéncia
proteica média de 2,28% e taxa de crescimento relativo médio de 1,79%/dia.

As dietas experimentais ndo alteraram (p>0,05) a composicao centesimal do filé
dos peixes em relagdo a proteina bruta (75,9%), lipideos (7,4%), matéria mineral (10,3%)
e na energia bruta (4.401,12 kcal/Kg de energia) (Tabela 14).

15.3 Parametros de saude
Juvenis de tambaqui alimentados com crescente inclusdo de silagem de viscera

apresentaram resultados similares para os parametros de hematocrito, hemoglobina,
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contagem de eritrocitos, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (P>0,05) (Tabela 15).

As variaveis: glicose, triglicerideos, proteinas totais, albumina, globulina e AST,
ndo diferiram entre os grupos experimentais (P>0,05). Os peixes que foram alimentados
com a dieta 20% SV apresentaram maior concentracao de colesterol plasmatico (135,76
mg/dL) (Figura 10). Para atividade da enzima ALT dos peixes pela incluséo de silagem
na dieta, houve efeito linear negativo (r> = 0,41; Y = -0,14X + 11,2; P = 0,002) (Figura
11).
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Figura 10. Concentragédo de colesterol de juvenis de tambaqui alimentados com dietas
contendo niveis crescentes de silagem pelo periodo de 13 semanas.
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Figura 11. Atividade da enzima alanina transaminase - ALT de juvenis de tambaqui
alimentados com dietas contendo niveis crescentes de silagem pelo periodo de 13
semanas.

15.4 Custo de producéo das dietas experimentais

Na avaliacdo do custo de producdo das dietas com inclusdo de silagem de viscera
foi observado uma pequena variacdo em reais (R$ 0,03) entre as dietas experimentais. A
dieta sem inclusao de silagem (0% SV) foi a que apresentou maior custo de producéo (R$
4,68) e a dieta 15% SV foi a que apresentou menor custo de producédo (R$ 4,65) (Tabela
16). A inclusdo de silagem de viscera reduziu a participacdo de milho e farelo de soja nas
férmulas das dietas. A inclusdo de silagem de viscera em dieta para juvenis de tambaqui

ndo interferiu nos custos de producao e indices econémicos (p>0,05).



Tabela 12. Qualidade fisica dos péletes (média + desvio padrdo) das dietas experimentais contendo niveis crescentes de silagem.

Variavel Niveis de incluséo de silagem Umida
0% SV 5% SV 10% SV 15% SV 20% SV Valor de P
Umidade (%) 6,39+0,33° 6,44+0,26° 5,47+0,40° 5,55+0,28°¢ 6,58+0,30% <0,001
Taxa de expansdo (%) 39,44+9,26% 32,1147,43P 23,81+9,87° 21,2149,87° 20,5749,78° <0,001
Flutuabilidade (%) 1002 91,33+6,06% 89,334+5,96°  97,33+4,35% 85,33+9,01° 0,003
Densidade aparente (g/L) 385,43+5,44°>  403,68+6,03? 407+3,10° 380,67+4,50° 402,17+3,36% <0,001
indice de absorcéo de agua (g/g) 9,70+0,16 9,60+0,10 9,58+0,24 9,61+0,20 9,60+0,14 0,86
indice de solubilidade em &gua (%) 3,84+0,73 3,67+0,51 3,561+0,18 5,32+1,17 4,54+1,15 0,15

Meédias seguidas de diferentes letras minusculas na linha indicam diferenca estatistica entre os niveis de incluséo de silagem (P <0,05).

Tabela 13. Desempenho zootécnico e indices biométricos (média + desvio padrdo) de tambaqui, Colossoma macropomum alimentados com dieta

contendo niveis crescentes de silagem durante 13 semanas.

Variavel Niveis de inclusao de silagem umida
0% SV 5% SV 10% SV 15% SV 20% SV Valor de P

Peso final (g) 114,12+413,69  100,06+23,40 120,85+4,0 106,12+15,46  116,50+13,89 0,36
Comprimento total final (cm) 19,69+1,65 17,54+1,10 18,81+0,14 18,02+0,97 18,54+0,71 0,09
Ganho de peso (g) 92,06£13,63 78,12+23,17 98,71£3,98  84,07+15,39 94,38+13,92 0,36
Conversdo alimentar aparente 1,43+0,08 1,55+0,19 1,36+0,03 1,42+0,08 1,41+0,11 0,23
Taxa de eficiéncia proteica (%) 2,2610,12 2,13+0,28 2,45+0,06 2,26+0,13 2,30+0,18 0,16
Taxa de crescimento relativo (%/dia) 1,82+0,14 1,66+0,23 1,88+0,04 1,73+0,16 1,84+0,13 0,32
Sobrevivéncia (%) 100 100 100 100 100 -

Indice viscero-somatico (%) 7,01+0,59 6,74+0,65 6,99+0,38 6,80+0,44 6,80+0,39 0,92
Indice hepatossomatico (%) 0,86+0,13 0,88+0,10 0,96+0,12 0,91+0,17 0,86+0,18 0,86
indice gordura viscero-soméatico (%) 3,14+0,40 2,92+0,54 2,92+0,48 3,03+0,26 2,89+0,71 0,96

As médias foram analisadas pela ANOVA de uma via e pelo teste de Tukey (P<0,05). Peso inicial (g): 22,6 £ 1,7.
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Tabela 14. Composicao centesimal (média £ desvio padrdo) de masculo de juvenis de tambaqui, alimentados com dietas contendo niveis crescentes
de silagem (% da matéria seca), durante 13 semanas.

Niveis de inclusdo de silagem Umida

Variavel

Inicial 0% SV 5% SV 10% SV 15% SV 20% SV Valor de P
Matéria seca (%) 92,79+0,48 93,79+0,23  93,12+0,93 93,57+0,69 94,11+0,69 93,52+1,53 0,35
Proteina bruta (%) 80,43+2,13*  76,33+1,17°  76,11+2,26°  74,72+1,17° 76,80+0,79° 75,75+0,97" 0,001
Lipidios (%) 7,18+0,29 7,17+0,13 7,77+0,49 8,15+0,31 7,17+1,52 6,97+0,61 0,21
Matéria mineral (%) 10,93+0,45 10,09+0,91 10,11+1,18 10,48+0,25 9,91+1,05 10,31+0,52 0,55

Energia bruta (kcal/Kg)!  4303,05+86,6 4438,73+97,89 4462,83+146 4428,01+107,45 4316,98+124,94 4457,12+140,95 0,26
Médias seguidas de diferentes letras mindsculas indicam diferenca estatistica entre os niveis de inclusdo de silagem (P <0,05). Energia bruta
(kcal/Kg) em analise realizada por bomba calorimétrica IKA 2600.
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Tabela 15. Pardmetros hematoldgicos e bioquimicos do plasma (média £ desvio padrdo) de juvenis de tambaqui alimentados com dietas contendo
niveis crescentes de silagem durante 13 semanas.

Variaveis Niveis de incluséo de silagem Umida
0% SV 5% SV 10% SV 15% SV 20% SV Valor de P
Hematdcrito (%) 35,43+1,02 36,43+2,21 37,43+2,19 36,53+3,3 35,48+3,66 0,39
Hemoglobina (g/dL) 6,75+0,26 6,95+0,35 7,23+0,26 6,83+0,78 6,77+0,37 0,56
Eritrocitos (x108 cel/pL) 2,68+0,18 2,47+0,22 2,53+0,17 2,45+0,22 2,63+0,04 0,34
VCM (fL) 137,09+3,60 144,92+15,95 150,60+16,30 145,24+14,75 136,11+12,89 0,54
HCM (cp) 26,52+2,32 28,27+3,15 29,15+2,97 27,82+2,83 26,21+1,54 0,50
CHCM (g/dL) 18,94+0,76 18,86+0,89 19,28+0,72 19,48+1,24 19,46+1,51 0,88
Glicose (mg/dL) 98,35+4,69 92,65+12,97 91,50+6,08 92,85+22,58 90,35+18,98 0,95
Colesterol (mg/dL) 77,89+4,24°° 69,89+6,27¢ 73,70+4,41°° 82,37+5,26° 135,76+6,32? <0001
Triglicerideos (mg/dL) 135,49+15,04 140,24+21,14 137,09+11,92 154,43+34,56 133,29+8,99 0,62
Proteinas totais (g/dL) 2,48+0,21 2,30+0,42 2,48+0,14 2,33+0,16 2,23+0,21 0,55
Albumina (g/dL) 0,68+0,04 0,64+0,05 0,65+0,08 0,67+0,05 0,65+0,05 0,76
Globulina (g/dL) 1,80+0,25 1,72+0,31 1,82+0,14 1,70+0,16 1,56+0,22 0,53
ALT (U/L) 11,96+2,39% 9,62+1,39 10,42+1,15% 9,02+0,38" 8,44+0,07° 0,02
AST (U/L) 54,72+16,73 43,89+6,43 48,58+6,17 44,18+9,39 43,35+4,60 0,44

Médias seguidas de diferentes letras mindsculas indicam diferenca estatistica entre os niveis de inclusdo de silagem (P <0,05). ALB/GB - relacao
albumina e globulina; ALT - alanina aminotransferase; AST - aspartato aminotransferase; VCM - volume corpuscular médio; HCM — hemoglobina
corpuscular média; CHCM - concentracdo de hemoglobina corpuscular média;



Tabela 16. Custo de producdo e indices econémicos de tambaqui alimentados com niveis crescentes de inclusdo de silagem.

Niveis de inclusdo de silagem Umida

Variavel 0% SV 5% SV 10% SV 15% SV 20% SV Valor de P
Custo dieta (R$) 4,68 4,67 4,66 4,65 4,67 -
Producdo de peixe (Kg) 2,41+0,35 2,13+0,45 2,62+0,12 2,30+0,42 2,52+0,29 0,34
Consumo de dieta (Kg) 2,68+0,32 2,47+0,39 2,81+0,18 2,49%0,37 2,78+0,21 0,40
Custo de alimentacdo (R$) 12,54+1,50 11,53+1,81 13,09+0,85 11,58+1,73 12,98+0,98 0,49
Indices econdmicos Valor de P
Receita bruta (R$) 19,28+2,77 17,03+3,63 20,96+0,96 18,36+3,28 20,16+2,32 0,34
Taxa de conversdo econdmica 5,20+0,20 5,41+0,29 4,99+0,16 5,03+0,23 5,15+0,21 0,09
indice de lucro econémico 6,74+1,15 5,50+1,51 7,87+0,39 6,78+1,41 7,18+0,95 0,36
Calculo da rentabilidade 2,80+0,20 2,59+,29 3,01+0,16 2,97+0,23 2,85+0,21 0,09
Eficiéncia econdbmica 1,30+0,26 1,02+0,35 1,58+0,09 1,34+0,33 1,39+0,25 0,32
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16. DISCUSSAO

Péletes de dietas com adequadas caracteristicas fisicas mantem as propriedades
nutricionais conservadas, apresentam maior estabilidade em &gua, menor lixiviagdo de
nutriente, reduzindo a possibilidade de eutrofizacdo dos viveiros (Pastore et al., 2013).
Apesar dos péletes das dietas experimentais terem apresentado diferentes valores de
umidade, todos foram inferiores a 10%, o que reduz a possibilidade de proliferagéo de
bactérias e fungos, garantindo a conservacao das dietas por maior periodo (Lambert et al.,
2017).

A inclusdo de silagem, alterou o processo de extrusdo das dietas. A medida que
aumentava o nivel de inclusdo de silagem nas dietas, os péletes apresentavam menor
expansao e maior densidade aparente. Os péletes das dietas com silagem demostraram
menor flutuabilidade, o que pode ser confirmado pelo menor nimeros de cdmaras de ar,
avaliadas pela microscopia eletrbnica de varredura. As camaras de ar sdo formadas
quando ha gelatinizacdo do amido e rapida expansao pela evaporacdo da agua o que pode
influenciam a estabilidade dos péletes em &gua (Kamarudin et al., 2018). Contudo as
dietas continham valores de extrativo ndo nitrogenados aproximados, possivelmente, o
teor de lipideo das silagens interferiu no processo de extrusdo, mas ndo afetou o consumo
das dietas pelos peixes e ndo houve diferenca no ganho de peso dos animais.

As alteragdes dos parametros fisicos das dietas com incluséo de silagem podem
estar relacionadas ao aumento do nivel de lipideos nas formulacdes. O teor de lipideos na
mistura dos ingredientes influencia no processo de extrusdo, pois aumenta a taxa de
passagem da mistura e, consequentemente, diminui o atrito com o canhdo da extrusora
(energia mecanica), necessario para extrusdo dos péletes (Irungu et al., 2018). A
diminuicdo do atrito da mistura com o canhdo da extrusora prejudica a coc¢do do amido
e altera as caracteristicas fisicas dos péletes, como expansdo, densidade e flutuabilidade
(Pacheco et al., 2018). As dietas utilizadas nesse estudo foram processadas em extrusora
monorosca, 0 que limita a extrusdo de dietas com altos niveis de lipideos (Pacheco et al.,
2018). Uma forma de otimizar a producdo de dietas com silagens, seria utilizar extrusora
dupla rosca que permite a inclusdo de maiores niveis de silagem Umida, bem como a
producdo de péletes com alta taxa de expansdo. A extrusora dupla rosca consegue
cozinhar alimentos com alta energia (inclusive gordurosos), pois envolve a transferéncia
alternada da mistura de uma rosca para outra (Dalcin, 2020).

Dieta com inclusdo de até 20% de silagem de viscera ndo interferiu o processo de

gelatinizacdo do amido, pois os péletes mantiveram a agregacdo dos ingredientes
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(Fellows, 2018). Os peletes mostraram baixa absorcdo e solubilidade em agua, o que
mantém a estabilidade, durabilidade e reduz a desintegracdo dos péletes por lixiviacdo
(Arévalo, 2019).

16.1 Desempenho zootécnico, indices biométricos e composicao centesimal

Juvenis de tambaquis alimentados com dietas com inclusdo de silagem de viscera
ndo apresentaram rejeicdo das dietas ofertadas. A silagem de visceras de peixe contém
peptideos curtos e aminoacidos livres resultantes do processo de hidrélise proteica, o que
a torna palatavel e de mais facil digestdo e rapida absorcdo dos nutrientes do que a
proteina integra (Hisano et al., 2013; Norgaard et al., 2015; Herrero e Vittone, 2015).
Assim, como as silagens de residuos de processamento de pescado, as silagens de visceras
também promovem o crescimento de juvenis de tambaqui, ndo diferenciando das dietas
sem incluséo de silagem (Padilla-pérez et al., 2001; Costa et al., 2022).

Os valores de ganho de peso apresentados pelos tambaquis nesse estudo estéo de
acordo com os valores encontrados por Costa et al. (2022), para peixes em condigdes
experimentais por um periodo de 13 semanas. Assim como o valor médio de conversédo
alimentar (1,43) semelhante ao observado na literatura para juvenis de tambaqui (Nunes
et al., 2006; Souza et al., 2014).

Os juvenis de tambaqui alimentados com dietas com diferentes niveis de silagem
de viscera ndo tiveram os indices biométricos alterados. Resultado semelhante foi
observado para pacu (Piaractus mesopotamicus) e no hibrido tambacu quando
alimentados com dietas com inclusdo de silagem é&cida de residuos de pescado em
substituicdo ao farelo de soja (Corréa et al., 2020). Alteracfes nos indices biométricos sao
comumente encontradas em peixes que ingeriram alta quantidade dietética de
carboidratos, sendo que o excesso é depositado na forma de glicogénio e lipideos no
figado e/ou armazenado ao redor das visceras (Peres e Oliva-Teles, 2002; Tibaldi et al.,
2006). Porém, as dietas do presente estudo apresentavam valores de extrativos ndo
nitrogenados semelhantes, e consequentemente, ndo influenciou nos indices biométricos
dos peixes.

O tecido muscular é formado durante a fase de crescimento dos peixes, e a medida
que o peixe cresce ocorre 0 acumulo de gordura entre as fibras musculares (2 - 6%). Assim
devido ao crescimento dos peixes e acimulo de gordura, o teor de proteina bruta no
musculo dos peixes foi menor que no masculo dos peixes antes do inicio do experimento
(Almeida, 2006).
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16.2 Paréametros de saude

Juvenis de tambaqui ndo apresentaram alteragcdes nos pardmetros hematoldgicos
por influéncia da alimentacdo. Os valores apresentados nesse estudo estdo dentro do
intervalo de referéncia estabelecido para tambaqui (Tavares-Dias e Mariano, 2015), o que
indica que os peixes alimentados com diferentes niveis de incluséo de silagem na dieta
estavam em bom estado de salde.

No entanto, juvenis de tambaqui alimentados com 20% SV apresentaram elevada
concentracdo de colesterol plasmatico. O colesterol € uma forma de armazenamento de
energia corporal em peixes, que pode ser acumulado no tecido adiposo, visceral e
muscular (Wang et al., 2005; Zhong et al., 2007), que indica a condi¢do nutricional, e
possiveis alteracBes do metabolismo de lipideos e lipoproteinas do figado (Wagner e
Congleton, 2004). Possivelmente, a concentracdo de colesterol plasmatico foi
influenciada pelo teor de lipideos das dietas com maior inclusdo de silagem de viscera.
Porém, os valores de colesterol encontrados no presente estudo estdo dentro do intervalo
de referéncia (133,55 a 208,08 mg/dL) encontrado em juvenis de tambaqui sem indicios
de disfuncdo metabdlica ou dano hepético (Silva et al., 2020). Além disso, 0s baixos
valores de ALT e AST descartam a possibilidade de quaisquer disturbios no metabolismo
de lipideos (Ventura et al., 2021). A ALT é uma enzima de extravasamento que esta livre
em grande concentracdo no citoplasma de hepatdcitos. Altas concentracdes da enzima
ALT podem ser encontradas na corrente sanguinea diante de mudancas no metabolismo
de nutrientes ou pode ser indicativo de dano prejudicial no tecido hepatico (Zargar et al.,
2019).

A maior concentragéo da atividade da enzima ALT nos peixes alimentados com
dieta sem a inclusdo de silagem pode ser devido ao maior percentual de ingredientes de
origem vegetal. A proteina de origem vegetal parece possuir maior dificuldade em ser
metabolizada, necessitando de um esforgo maior para poder degradar as proteinas e assim
suprir as necessidades dos peixes (Soares, 2014). Como em juvenis de pacama
(Lophiosilurus alexandri), que quando tiveram a substituicdo total de farinha de peixe por
farelo de soja apresentaram aumento significativo da atividade da enzima ALT (Soares,
2014). Esse fato também ocorreu com juvenis de linguado (Platichthys stellatus), quando

a farinha de peixe foi substituida por proteina de soja hidrolisada (Song et al., 2014).
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16.3 Custo de producao das dietas experimentais

O farelo de soja apresentou 0 maior valor de comercializagédo em relagdo a todos
os ingredientes da dieta. Além disso, sua participacdo em média foi de 31%, nas
formulag@es, totalizando o maior custo das dietas. Porém, as inclusdes das silagens
permitiram reduzir o farelo de soja em até 5,3%, essa substituicdo pode ser representativa
para ragOes produzidas no estado do Amazonas, que € dependente da importacdo de
ingredientes de estados produtores, assim elevando 0s custos das ra¢des produzidas no
estado do Amazonas (Bussons et al., 2021).

Ha de se considerar que as silagens desse estudo foram produzidas em escala
artesanal. Os indices econdmicos das dietas extrusadas com silagem de visceras podem
ser melhorados com o escalonamento da producéo, que tende a diminuir os custos fixos
(Carareto et al., 2006) e resultar em silagens com menores precos finais do que o valor
apresentado nesse estudo. Outra possiblidade, seria aumentar o nivel de inclusdo de
silagem de viscera nas dietas, ja que niveis até 30% de silagem na dieta ndo afetaram o
desempenho zootécnico de tildpia-do-nilo e reduziu 27,4% no custo de produgédo
(Carvalho et al., 2006). Porém, o processo de extrusao em extrusora monorosca € limitado
em relacdo ao conteudo de lipideos. Assim, a extracdo total da gordura da silagem poderia
possibilitar maiores niveis de inclusdo na extrusora monorosca sem prejudicar as
propriedades fisicas dos péletes. A extrusdo da mistura em extrusora dupla rosca, poderia
permitir a inclusdo de maiores niveis da silagem de viscera integra e Umida no pré-
condicionador.

A bioconversdo das visceras em de silagem contribui para reduzir o impacto
ambiental do descarte inadequado, fortalecendo a aquicultura circular e a

responsabilidade ambiental da cadeia produtiva do tambaqui.
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17. CONCLUSAO

A inclusdo de 20% de silagem de viscera parcialmente desengordurada afetou a
taxa de expansdo, densidade e flutuabilidade dos péletes, contudo os peixes consumiram
todas as dietas experimentais. A silagem de viscera parcialmente desengordurada pode
ser incluida em até 20% da formulacéo de dietas extrusada para juvenis de tambaqui, sem
proporcionar prejuizos ao desempenho zootécnico e saude. Os indices econémicos foram
similares, porém podem ser melhorados com escalonamento da producéo de silagem e
aumento no nivel de inclusdo de silagem de viscera na formulacdo da dieta. A
bioconversdo das visceras de peixe em de silagem contribui para reduzir o impacto

ambiental e para aquicultura circular do tambaqui.
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19. CONSIDERACOES FINAIS

- As visceras de tambaqui podem ser destinadas para producdo de silagem
resultando em ingrediente de baixo custo. A producéo silagem requer baixo investimento
e é facil de ser produzida, podendo ser uma tecnologia aplicada para producéo de racdes
artesanais destinadas as pisciculturas familiares da regido amazonica

- Silagens fermentadas produzidas com viscera de tambaqui alcancaram o pH
proximo de 4 no quarto dia de ensilagem. A incluséo de 3% de acidos (acido cloridrico e
acido citrico) na formulacdo da silagem é&cida, tornou o produto muito &cido, assim,
recomenta-se o ajuste do pH para poder ser utilizado em dietas animais;

- As silagens &cidas e fermentadas de viscera de tambaqui apresentaram todos 0s
aminoacidos essenciais, e maior concentra¢do de &cidos graxos monoinsaturados, com
alta digestibilidade dos nutrientes e energia bruta para juvenis de tambaqui.
Apresentando-se como um ingrediente em potencial para dietas para aquicultura;

- As silagens de visceras Umidas e parcialmente desengorduradas podem ser
utilizadas em niveis de até 20% de inclusdo em dietas para tambaqui, sem comprometer
0 desempenho zootécnico e a salde dos peixes;

- Niveis maiores de inclusdo de silagem Umida e integra em dietas para tambaqui
podem ser alcancados em processos realizados em extrusora dupla rosca, ou com a
extragdo total da gordura previamente a extrusao com extrusora monorosca;

- A producdo de silagem é uma possibilidade de destinacdo sustentavel as visceras
provenientes dos frigorificos de pescado da cidade de Manaus-AM. A producdo de
silagem de visceras em escala industrial pode reduzir o seu custo de producao,
contribuindo para agregar valor a cadeia produtiva do tambaqui;

- Em paises da Europa o uso de residuos de uma espécie em sua propria
alimentacdo € proibido. Se no Brasil, essa norma entrar em vigor, a silagem de visceras
de tambaqui pode ser uma opg¢do para uso como ingrediente na alimentagéo de tilapias,
que é a espécie mais produzida nacionalmente e, com grande demanda por racGes. Da
mesma forma, silagens de residuos de tilpia podem ser incluidos na alimentacdo de

tambaqui.



