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RESUMO

A farinha de peixe € um ingrediente proteico empregado em rag¢des para o cultivo de
camardes marinhos. Porém, ha a necessidade de reduzir o seu uso devido a
limitagbes na sua oferta e preco. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
desempenho zootécnico de juvenis do Litopenaeus vannamei alimentado com dietas
submetidas a uma redugédo progressiva de farinha de peixe, balanceadas com
aminoacidos sintéticos. Quatro dietas contendo 18, 12, 6 e 0% (% da dieta, base
natural) de farinha de peixe e 20,73, 28,95, 37,80 e 46,08% de farelo de soja,
respectivamente, foram preparadas. Para manter as dietas isoaminoacidicas, foi
realizada a suplementacdo com os aminoacidos sintéticos DL-metionil-DL-metionina,
L-Lisina, L-Treonina, L-Arginina e L-Triptofano. Para o estudo de desempenho
zootécnico, foram designados quatro tanques de 0,5 m® para cada tratamento
dietético, totalizando 16 tanques. Juvenis do L. vannamei com 1,00 + 0,08 g de peso
corporal médio (+ desvio padrao) foram estocados sob 100 animais/m? e cultivados
por 77 dias. A média de salinidade, pH e temperatura da agua atingiu 39 + 3 g/L, 7,90
+ 0,15 e 28,1 £ 0,7 °C, respectivamente. Ao final do cultivo, a sobrevivéncia dos
camaroes foi elevada (92,8 £ 4,0%) e nao foi afetada pelos niveis dietéticos de farinha
de peixe. O ganho de produtividade e o crescimento semanal alcangaram 1,358 + 76
g/m? e 1,34 + 0,08 g, respectivamente. Tanto o consumo aparente de ragdo como o
fator de conversdo alimentar (FCA) foi menor para a dieta sem farinha de peixe . A
analise histologica do intestino dos camardes ndo mostrou qualquer diferenca
estatistica no perimetro e na area das vilosidades em resposta ao nivel de farinha de
peixe das dietas. Somente a atividade de fenoloxidase (FO), entre os parametros
imunologicos avaliados do L.vannamei, apresentou uma resposta significativa como
resultado dos diferentes niveis de farinha de peixe.. Desse modo, € possivel concluir
que a farinha de peixe em dietas para juvenis do L. vannamei pode ser substituida
integralmente pelo farelo de soja desde que o perfil dietético dos aminoacidos
essenciais seja adequadamente balanceado.

Palavras-chave: Farinha de Soja .Aquicultura. Aminoacidos.



ABSTRACT

Fish meal is a protein ingredient used in feeds for the farming of marine shrimp.
However, there is a need to reduce its use due to restrictions in supply and increased
prices. The objective of the present work was to evaluate the growth performance of
Litopenaeus vannamei juveniles fed diets with a progressive reduction in fish meal and
balanced with synthetic amino acids. Four diets containing 18, 12, 6 and 0% (% of diet,
as-is basis) fish meal and 20.73, 28.95, 37.80 and 46.08% soybean meal, respectively,
were prepared. To keep diets isoaminoacidic, supplementation with the synthetic
amino acids DL-methionyl-DL-methionine, L-Lysine, L-Threonine, L-Arginine and L-
Tryptophan was carried out. For the growth performance study, four 0.5 m? tanks were
designated for each dietary treatment, totaling 16 tanks. Juveniles of L. vannamei with
1.00 £ 0.08 g body weight (mean + standard deviation) were stocked at 100 animals/m?
and farmed for 77 days. Mean water salinity, pH and temperature reached 39 £ 3 g/L,
7.90 £ 0.15 and 28.1 + 0.7°C, respectively. At harvest, shrimp survival was high (92.8
+ 4.0%) and unaffected by dietary fish meal levels. The gain in shrimp yield and weekly
growth reached 1,358 + 76 g/m? and 1.34 + 0.08. Both the apparent feed intake and
feed conversion ratio (FCR) were lower for the diet without fish meal (P>0.05).
Histological analysis of shrimp gut did not show any statistical difference in the
perimeter and villus area in response to fish meal level. It was also not possible to
detect a significant response in immunological parameters of L. vannamei as a result
of the different levels of fish meal, except for phenoloxidase (PO) activity. Thus, it is
possible to conclude that fish meal in diets for L. vannamei juveniles can be fully
replaced by soybean meal if the dietary profile of essential amino acids is properly
balanced.

Keywords: Soy Bean meal. Aquaculture. Aminoacids
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1 INTRODUGAO

O camaréo branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei (Boone, 1931), € o
crustaceo mais cultivado no mundo. Em 2018, sua producdo mundial alcancou
4.966.200 toneladas, representando 52,9% da producé&o global de crustaceos (FAO,
2020). Esta atividade vem ganhando notoriedade em regides tropicais devido ao seu
potencial de crescimento e beneficios socioeconémicos (FAO, 2020). Os niveis de
intensificagdo e os métodos de cultivo adotados no cultivo do L. vannamei sao
diversificados em fung&o das variaveis ambientais e econdmicas predominantes em
cada regido (AVNIMELECH et al., 2008; FACANHA, 2018).

Nos sistemas de producédo aquicola existem diversas caracteristicas de
cultivo que podem influenciar o crescimento dos animais, como a densidade de
estocagem (FACANHA, 2018). Em condi¢des de alta densidade, a nutricdo exerce um
papel preponderante sobre o desempenho zootécnico ja que a produtividade natural
nao consegue atender plenamente as exigéncias nutricionais dos camardes cultivados
(NUNES et al., 2014), . Portanto, em cultivos intensivos, as ragdes precisam ser
formuladas disponibilizando todos o0s nutrientes essenciais necessarios para
maximizar a sobrevivéncia e o crescimento dos animais.

Para uma nutricdo adequada de juvenis do L. vannamei, a ragao deve
conter 30% de digestivel e todos os dez aminoacidos considerados essenciais nas
quantidades exigidas pela espécie (NRC, 2011; NUNES et al., 2014). Portanto, os
ingredientes proteicos presentes em uma formula de ragdo devem apresentar uma
alta digestibilidade, de forma a atender plenamente essas exigéncias. Contudo, as
fontes de proteina disponiveis no mercado possuem uma digestibilidade variavel e
mesmo quando apresentam um alto conteudo proteico, podem ndo necessariamente
serem digestiveis para a espécie em questdo (NUNES ef al., 2014). A qualidade da
agua, a alta densidade de estocagem e o0 manejo inadequado da ragdo sdo também
pontos que influenciam a absorg¢ao dos nutrientes pelo animal (COSTA, 2018).

Os principais fatores a serem observados dentre os ingredientes sdo: a
quantidade de proteina bruta, a energia disponivel e sua digestibilidade, as
concentracdes de fosforo e calcio, além dos niveis de metionina e lisina (NRC, 2011).
Para balancear nutricionalmente uma férmula de rac&o € preciso calcular o aporte de

nutrientes de cada matéria prima em fungdo do seu nivel nutricional e inclusado
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dietética. A tecnologia aplicada na fabricagdo da ragdo também deve ser levada em
consideragdo em conjunto com a qualidade e caracteristicas fisicas de cada
ingrediente. E necessario conhecer suas propriedades quimicas e se os nutrientes
vao se manter disponiveis apos o processo fabril, como a moagem, mistura, cozimento
e peletizagao (FOX; HUMES, 2011).

Grande parte das ragdes comerciais utilizam na sua composigao a farinha
de peixe como fonte proteica, por apresentar uma alta digestibilidade, atuar como
palatabilizante e atrativo alimentar, além de aportar outros nutrientes, como
aminoacidos, acidos graxos, colesterol, fosfolipidios e minerais (GUILLAUME, 1997).
Diante da alta demanda por ragbes de alta qualidade e com custo econdmico
acessivel, ha a necessidade de diminuir o uso de farinha de peixe e, devido a sua
disponibilidade limitada no mercado e os altos precos praticados, tem havido uma
tendéncia mundial de reduzir seu uso. A reducao de farinha de peixe em ragdes de
camardo impacta diretamente os niveis de alguns aminoacidos considerados
essenciais, como a metionina e a lisina. Os niveis dietéticos recomendados desses
aminoacidos para maximizar o crescimento do L. vannamei varia entre 0,7 e 1,0% e
de 1,6 e 2,1% da dieta (na base seca), respectivamente (NRC, 2011). Para compensar
eventuais deficiéncias, esses aminoacidos sdo suplementados nas dietas na sua
forma sintética, de forma a contrabalancear possiveis deficiéncias e impactos
negativos no desempenho zootécnico dos camardes (BROSNAN, 2006).

A suplementacdo dietética com aminoacidos sintéticos ou cristalinos
representa uma alternativa para diminuir a dependéncia de farinha de peixes em
racdes de camardes. Porém, os aminoacidos cristalinos possuem uma caracteristica
em comum que é a solubilidade em agua, sofrendo uma rapida lixiviagdo ao entrar em
contato com a agua de cultivo, isso aliado a modo de alimentacé&o lenta dos camardes,
pode potencializar a perda desses aminoacidos (KOBLER, 2014).

Assim, o objetivo do presente estudo foi analisar a possibilidade de
eliminagdo do uso de farinha de peixe mediante a suplementacdo das dietas com
aminoacidos sintéticos, sem comprometimento do desempenho zootécnico de juvenis

do L. vannamei.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Desenho Experimental

O estudo foi realizado nas instalagbes do Laboratorio de Nutricdo de
Organismos Aquaticos (03°50'01.55" S e 038°25'22.74" W) do Instituto de Ciéncias do
Mar da Universidade Federal do Ceara — LABOMAR.

Quatro dietas experimentais foram produzidas em laboratério para conter
18, 12, 6 e 0% de farinha de peixe, com um respectivo aumento na inclusao do farelo
de soja, 20,7, 29,0, 37,8 e 46,1%. Todas as dietas foram balanceadas para proteina
bruta, lipidios totais e aminoacidos essenciais (AAE). As ragdes foram suplementadas
com os aminoacidos cristalinos L-Lisina, L-Treonina, L-Arginina, L-Triptofano e DL-
metionil-DL-metionina (AQUAVI® Met-Met, Evonik Nutrition & Care GmbH, Hanau,
Alemanha) em diferentes concentragoes.

Para o estudo de desempenho zootécnico, foram designados quatro
tanques redondos de 0,5 m? para cada tratamento dietético, totalizando 16 tanques.
Camardes juvenis da espécie L. vannamei com 1,00 + 0,08 g de peso meédio (+ desvio
padréo) na densidade 100 animais/m? e cultivados por 77 dias nas respectivas dietas

experimentais.

2.2 Sistema de Cultivo

O sistema de cultivo adotado no estudo foi composto por tanques redondos,
azuis, feitos em polipropileno, independentes, com 0,5 m® de volume, 0,85 m de
didmetro interno, 0,56 m de altura e area inferior de 0,57 m? (Figura 1). Cada tanque
foi equipado com entrada e saida de agua individual, sistema de aeragcdo e uma
bandeja de alimentagdo. O sistema operou sob circulagdo continua de agua, em
galpdo coberto, submetido a um ciclo de luz artificial (12 h de luz a partir das

05h:45min até 17h:45min) controlado por um temporizador.
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Figura 1 - Tanques de cultivo em galp&o coberto utilizado no estudo.

Fonte: Alberto Nunes.

Todos os tanques foram equipados com um sistema de aeragao feitos com
tubos de 0,5 m (Aero-Tube™, Tekni-Plex Aeration, Austin, Texas, USA) posicionados
préximo ao fundo do tanque, na extremidade oposta da bandeja de alimentagéo. Esse
sistema funcionou com o apoio de dois sopradores 2,0 cv de poténcia. Toda a agua
salgada empregada no cultivo foi submetida a filtragem em filtro de areia com
capacidade de 240 kg. O sistema contou com o apoio de um gerador a diesel com 150
kvA (kilo volts amperes) que automaticamente acionava em caso de falha no

fornecimento de energia elétrica.

2.3 Preparacao das Dietas

Uma dieta basal foi formulada contendo 18,00% de farinha de peixe (1885)
e 20,73% de farelo de soja. A partir desta dieta, trés outras foram formuladas com
12,00 (1285), 6,00 (685) e 0% (085) de farinha de peixe, em combinagao com 28,95,
37,80 e 46,08% de farelo de soja, respectivamente (Tabela 1). Todas as dietas foram
formuladas para conter uma quantidade fixa de metionina por meio da suplementacgao
com um dipeptideo, a DL-metionil-DL-metionina (AQUAVI® Met-Met, Evonik Nutrition
& Care GmbH, Hanau, Alemanha). As dietas foram também balanceadas com L-Lisina
(Biolys®, Evonik Nutrition & Care GmbH), L-Treonina (ThreAMINO®, Evonik Nutrition
& Care GmbH), L-Triptofano (TrypAMINO®, Evonik Nutrition & Care GmbH) e L-
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Arginina (Sigma-Aldrich do Brasil Ltda., S&o Paulo, SP; Tabela 2). Uma combinagé&o
de farinha de lula e farinha de krill foi utilizada na incluséao fixa de 2,00% com o objetivo
de promover a atratividade e a palatabilidade das dietas.

Tabela 1 — Composigéo de ingredientes das dietas experimentais.

Ingredientes Inclusdo de farinha de peixe (% da dieta, base natura)
18 12 6 0
Farinha de trigo’ 30,00 30,00 30,00 30,00
Farelo de soja? 20,73 28,95 37,80 46,08
Glaten de trigo® 5,00 5,00 5,00 5,00
Farinha de salmao* 18,00 12,00 6,00 -
Fécula de mandioca 5,95 4,20 1,35 -
Oleo de salméo 3,19 3,13 3,10 3,02
Lecitina de soja 2,20 2,60 3,00 3,38
Caulim 5,00 4,00 2,00 -
Farinha de krill ® 2,00 2,00 2,00 2,00
Farinha de lula® 2,00 2,00 2,00 2,00
Monofosfato de sodio 1,39 1,39 1,39 1,45
L-Lisina’ 0,41 0,43 0,43 0,47
Sulfato de magnésio - - 0,49 0,004
Carbonato de calcio - - 1,00 1,97
Premix vitam.-min.8 1,00 1,00 1,00 1,00
Cloreto de potassio 0,68 0,84 0,99 1,13
L-Treonina® 0,14 0,14 0,14 0,12
L-Arginina HCI'0 0,73 0,47 0,20 -
L-Triptofano’ 0,11 0,09 0,06 0,04
Aglut. sintético'? 0,50 0,50 0,50 0,50
DL-Met-Met'3 0,25 0,30 0,34 0,39
Colesterol' - 0,02 0,04 0,07
Stay C®, 35%"° 0,03 0,03 0,03 0,03
Sal 0,69 0,91 1,14 1,35

112,80% umidade, 11,44% proteina bruta (PB), 0,97% extrato étereo (EE), 0,19% fibra bruta (FB), 0,68% cinzas,
0,18% metionina (Met), 0,27% lisina (Lis), 0,44% metionina + cisteina (M+C).

2Bunge Alimentos S.A. (Luiz Eduardo Magalhes, BAI). 10,30% umidade, 47,38% PB, 2,28% EE, 5.99% FB, 6,05%
cinzas, 0,61% Met, 2,88% Lis, 1,28% M+C.

SAmytex 100. Tereos Syral S.A.S. (Marckolsheim, Franga). 6,75% umidade, 79,68% PB, 2,44% EE, 0,41% FB,
1,87% cinzas, 1,16% Met, 1,35% Lis, 2,68% M+C.

“Pesquera Pacific-Star (Puerto Montt, Chile). 10,89% umidade, 64,44% PB, 8,71% EE, 0,21% FB, 16,12% cinzas,
1,87% Met, 4,97% Lis, 2,70% M+C.

5Qrill™ Antarctic krill meal (full fat), Aker Biomarine Antarctic AS (Oslo, Noruega). 6,61% umidade, 57,05% PB,
18,47% EE, 11,82% cinzas, 1,63% Met, 3,92% Lis, 2,08% M+C.

69,75% umidade, 83,13% PB, 5,65% EE, 2,34% Met, 5,06% Lis, 3,17% M+C.
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BioLis®, Evonik Nutrition and Care GmbH (Hanau, Alemanha). L-Lisina, 54,6%.

8Vaccinar Industria e Comercio Ltda. (Pinhais, PR). Niveis de garantia por kg de produto: vitamina A, 1.200.000
Ul; vit. D3, 200.000 Ul; vit. E, 60.000 mg; vit. K3, 1.000 mg; vit. B1, 2.400 mg; vit. B2, 2.400 mg; vit. B6, 6.000 mg;
vit. B12, 4 mg; acido nicotinico, 10.000 mg; acido pantoténico, 5.200 mg; biotina, 20 mg; acido félico, 400 mg; vit.
C, 30.000 mg; colina, 50.000 mg; inositol, 80.000 mg; Fe, 26.000 mg; Cu, 2.000 mg; Zn, 20.000 mg; Mn, 5.000 mg;
Se, 100 mg; I, 600 mg; Co, 105 mg; Cr, 60 mg.

9ThreAMINO®, Evonik Nutrition and Care GmbH (Hanau, Alemanha). L-Treonina, 98,5%.

'9L-Arginina HCI 99%, Sigma-Aldrich do Brasil Ltda. (Sd0 Paulo, SP).

"TrypAMINO®, Evonik Nutrition and Care GmbH (Hanau, Alemanha). L- Triptofano, 98%.

2Nutri-Bind Aqua Veg Dry, Nutri-Ad International NV (Dendermonde, Bélgica). Aglutinante sintético de calcio
lignosulfonatos (94,00%) e goma de guar (6,00%).

BAQUAVI® Met-Met, Evonik Nutrition and Care GmbH (Hanau, Alemanha). DL-Metionil-DL-Metionina 95%.
4Cholesterol SF, minimo de 91% de colesterol ativo, Dishman Netherlands B.V. (Veenendaal, Holanda)
5Rovimix® Stay C® 35. Minimo de 35% de vitamina C fosforizada. DSM Nutritional Products AG (Schweiz, Suiga).

Tabela 2 — Conteldo proteico e perfil aminoacido das dietas experimentais.

Perfil aminoacido (% da dieta, base natural) CV

Nutrientes/% Farinha de Peixe 18 12 6 0 (%)
Matéria seca 89,39 89,66 88,7 88,39 0,66
Proteina bruta 34,73 34,40 34,27 33,57 1,43
Aminoacidos essenciais (AAE)

Arginina 2,39 2,23 2,11 2,08 6,39
Histidina 0,67 0,69 0,72 0,75 4,95
Isoleucina 1,27 1,30 1,34 1,41 4,55
Leucina 2,18 2,21 2,27 2,38 3,91
Lisina 1,75 1,69 1,68 1,74 2,05
Metionina 0,81 0,81 0,80 0,79 1,19
Metionina + Cisteina 1,25 1,27 1,28 1,32 2,30
Fenilalanina 1,41 1,48 1,55 1,65 6,73
Treonina 1,25 1,24 1,24 1,26 0,77
Triptofano - - - - -
Valina 1,42 1,42 1,43 1,48 2,00
Soma AAE 13,15 13,07 13,14 13,54 1,61
Aminoacidos nao-essenciais (AANE)

Alanina 1,51 1,44 1,38 1,35 4,98
Acido aspartico 2,64 2,74 2,88 3,09 6,87
Cistina 0,44 0,46 0,49 0,53 8,16
Glicina 1,83 1,68 1,53 1,41 11,30
Acido glutamico 6,04 6,24 6,48 6,90 5,77
Prolina 2,07 2,07 2,09 2,16 2,04
Serina 1,40 1,44 1,49 1,58 5,25
Taurina - - - - -
Tirosina - - - - -
Soma AANE 15,92 16,07 16,34 17,01 2,95
AAE + AANE 29,07 29,14 29,48 30,55 2,31

'-, ndo detectado.
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Para fabricagao das dietas experimentais, os macros ingredientes foram
inicialmente moidos em um moinho centrifugo, com poténcia de 5 cv (modelo MCS
280, Maquinas Vieira Industria e Comércio Ltda., Sao Paulo, SP). Apds a moagem, os
ingredientes foram armazenados em recipientes fechados e em seguida pesados em
uma balanga eletrénica de precisao (Figura 2, Ohaus Adventurer, modelo ARA520,
Toledo do Brasil Industria de Balangas Ltda., Sdo Bernardo do Campo, Sao Paulo,
SP). Apés a pesagem, todas as matérias primas (macro ingredientes) foram
misturadas em um misturador planetario durante 10 min. Uma amostra de 1 kg desta
mistura foi recolhida para incorporagao dos micros ingredientes (vitaminas, minerais,
aglutinante sintético e aminoacidos cristalinos) em um misturador em Y, que operou a
uma velocidade de 30 RPM durante 10 minutos. Apds esse procedimento, realizou-se
a mistura dos macros e micro ingredientes e a adicdo dos ingredientes liquidos e de
agua doce sob temperatura ambiente, sendo este ultimo adicionado lentamente, na
proporgcao de 4 L para cada 15 kg de ingredientes, até a obtengdo de uma mistura
homogénea (Figura 2).

Figura 2 - Ingredientes sendo pesados para a preparagéo das ragdes (esquerda). Todos os ingredientes
secos pesados e prontos para serem misturados (direita).

Fonte: o autor.

Posteriormente foi realizado o processo de cozimento e extrusdo com uma
extrusora laboratorial (modelo Extrusora EX MICRO, Exteec Maquinas, Ribeirdo
Preto, SP), ajustada para operar sob uma temperatura de 90 °C. O diametro e o
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comprimento dos pellets foram regulados utilizando uma matriz e facas da propria
extrusora, respectivamente. Em seguida, as ragdes foram transferidas para cozimento
a vapor durante 3 minutos sob 95 °C.

As dietas foram submetidas a um processo de secagem através do uso de
estufa com circulagao continua de ar (estufa de secagem especial, Modelo MA-035/3,
Marconi Equipamentos para Laboratorio Ltda., Piracicaba, Sdo Paulo), por um periodo
maximo de 3 h, sob temperatura de 60 °C, até atingir umidade entre 10 e 12%. Para
alcancar este valor, amostras das dietas foram coletadas a cada 15 minutos para
determinacdo da umidade utilizando um analisador rapido de umidade com lampada
alégena (MB35 Moisture Analyzer, Ohaus Corporation, New Jersey, EUA). Ao final do
processo de fabricacdo, as dietas foram embaladas, etiquetadas e estocadas em
camara fria sob uma temperatura de -15 °C, até a utilizagao.

2.4 Estocagem das poés-larvas e juvenis

Pos-larvas (PLs) do camardo branco do Pacifico, L. vannamei, foram
transportadas para o laboratério como PL10 de uma larvicultura comercial (Samaria
Unidade de Pds-Larvas Ltda., Touros, Rio Grande do Norte). Os camardes foram
cultivados em tanques bergarios de 20 m® cada, sob 1.000 PL/m?3, até atingirem 1 g
de peso corporal (PC). Para a estocagem, no sistema de tanques cobertos, os
camardes foram classificados por tamanho para homogeneizar o PC em 1,00 + 0,08
g. Para aclimatacgao, os camarées foram estocados na densidade de 100 animais/m?
e alimentados por quatro dias, com uma ragao comercial.

Os camardes foram alimentados com as dietas experimentais por 77 dias.
A alimentacgdo ocorreu exclusivamente em bandejas de alimentagédo sendo ofertada a
ragao quatro vezes ao dia, as 07:00, 10:00, 13:00 e 16:00 h. As bandejas com 14,3 x
3,5 cm (didmetro x altura) foram instaladas na parte central de cada tanque sob a
densidade de uma unidade por tanque. A refeicdo diaria foi dividida em quatro partes
(13, 23, 32 e 42 alimentagao), correspondendo a 25, 15, 15 e 45% da quantidade diaria
total de racgdo, respectivamente. As taxas de alimentagdo foram calculadas pela
equacgdo RM = 0,0931PC%629° onde RM é a quantidade maxima de alimento que pode
ser consumido diariamente por um camardao com um PC especifico (NUNES;
PARSONS, 2000).
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2.5 Estocagem das pos-larvas e juvenis

A quantidade de ragdo ofertada foi ajustada diariamente, assumindo
inicialmente um ganho de peso estimado de 80 mg/dia/camarao e uma queda diaria
de 0,05% na sobrevivéncia do camardao para todas as dietas. As bandejas de
alimentagao foram inspecionadas diariamente para verificar a existéncia de animais
mortos. Neste caso, os camardes mortos foram recolhidos e subtraidos da populagao

inicial estocada.

Os parametros de qualidade da agua (pH, temperatura e salinidade) foram
aferidos uma vez por dia as 09:00 h em todos os tanques. A média (+ desvio padrao,
dp) da salinidade, pH e temperatura atingiu 39 + 3 g/L (32 - 43, n = 2,080), 7,90 + 0,15
(7,00 - 8,10, n = 2,080), e 28,1 £ 0,7°C (26,1 - 30°C, n = 1,719). Sempre que
necessario, foi realizada a drenagem da agua do fundo do tanque e a adi¢ao de uma
nova agua do mar filtrada adotando-se no maximo 5% do volume total de cada tanque.
O melago de cana de agucar em po foi aplicado antes do povoamento dos camardes

e uma vez por semana durante todo cultivo a uma taxa de 5 g/m?.

Figura 3 - Camarao juvenil na primeira biometria (esquerda). Camardes juvenis na fase de estocagem
do sistema (direita).

Fonte: o autor.

Durante todo o periodo experimental, os camardes foram alimentados
quatro vezes por dia exclusivamente bandejas de alimentagdo com 14,3 cm de
didmetro e bordas com 3,5 cm de altura. As bandejas foram instaladas centralizadas
no meio de cada tanque e posicionada no fundo, na densidade de uma unidade por
tanque. Em cada periodo de alimentagdo, as bandejas eram verificadas para
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visualizar restos de comida, se existisse, eram recolhidos para pesagem e posterior
descarte.

A quantidade de racado a ser ofertada foi ajustada diariamente assumindo
inicialmente um ganho de peso corporal de 80 mg/dia/camarao e uma reducgao diaria
na sobrevivéncia dos camarbes de 0,05%. As bandejas de alimentagdo foram
inspecionadas diariamente para verificar a existéncia de animais mortos. Neste caso,
o camarao recolhido e subtraido da populagao inicial estocada. Os animais mortos
nao foram substituidos ao longo do estudo. A ragdo n&o consumido presente na
bandeja foi coletada, submetida a secagem em estufa, pesados e descartada.

Os parametros de qualidade da agua (pH, temperatura e salinidade) foram
aferidos uma vez por dia as 09:00 h em todos os tanques. A média (+ desvio padréo,
dp) da salinidade, pH e temperatura atingiu 39 + 3 g/L (32 - 43, n =2,080), 7,90 + 0,15
(7,00 - 8,10, n = 2,080), e 28,1 + 0,7 °C (26,1 — 30 °C, n = 1,719). Sempre que
necessario, foi realizada a drenagem da agua do fundo do tanque e a adigdo de uma
nova agua do mar filtrada adotando-se no maximo 5% do volume total de cada tanque.
O melago de cana de agucar em po foi aplicado antes do povoamento dos camardes

e uma vez por semana durante todo cultivo a uma taxa de 5 g/m?.

2.6 Parametros de Desempenho Zootécnico

Os camardes foram cultivados durante um total de 77 dias, incluindo sete
dias de aclimatagdo. Na despesca, todos os camardes vivos foram capturados,
contados e pesados individualmente com uma balanga eletrénica precisdo de 0,01 g.
Com estes dados, foram determinados os seguintes parametros:

1. Ganho de biomassa de camaréo (g) = biomassa de camarao na despesca (9)
- biomassa de camarao na estocagem (g)

2. Sobrevivéncia final do camardo (%) = (numero de camardes despescados +
numero de camardes estocados) x 100

3. Consumo aparente de ragdo (g de ragao/camaréo) = quantidade total de ragao
ofertada apos secagem em estufa (g) + numero de camardes estocados (g)

4. Fator de conversao alimentar (a base seca) = consumo total aparente de ragao

(g/tanque) + ganho de biomassa de camaré&o por tanque (g/tanque)
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5. Taxa de crescimento semanal (g/semana) = ((peso corporal meédio final do
camarao - peso corporal médio inicial) + dias de cultivo) x 7
6. Ganho de produtividade (g de biomassa ganha de camardo/m?) = ganho de

biomassa de camarao (g/tanque) + area de fundo do tanque (m?).

2.7 Histologia

Foram realizadas analises histologicas. As 64 amostras do L. vannamei
(quatro camarbes por tanque) coletas na despesca foram fixadas em solugao
Davidson devidamente armazenadas e transportadas para o Laboratério de Saude
Aquicola (AQUOS) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em
Florianépolis, SC (Figura 4). Para o processamento, as amostras foram transferidas
para alcool 70° GL e permaneceram imersas durante 24 h. Posteriormente, foram
armazenadas em histocassetes e processadas utilizando método histologico padréo
que consistiu na desidratacao, diafanizagcao, parafinizacdo e inclusdo das amostras
em blocos de parafina. Os blocos foram cortados com a ajuda de um micrétomo de
mao (4 ym) e as fitas formadas foram recolhidas em Idminas que foram coradas por
hematoxilina-eosina. As laminas foram analisadas com o auxilio de um microscépio
optico e interpretadas com foco nas caracteristicas e (ou) alteragdes no perimetro e
na area de vilosidades do camarao na por¢gao mediana do intestino.

Figura 4 - Fixacdo de amostras de camardo em solucdo de Davidson para analise histologica
(esquerda) e coleta da hemolinfa (direita).

Fonte: Alberto Nunes
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2.8 Avaliagao da Microbiota Intestinal

Foram coletadas amostras do intestino de cinco camardes de cada tanque
por tratamento experimental. Com o auxilio de material cirurgico esterilizado, os
intestinos foram extraidos, pesados e homogeneizados. Posteriormente, foram
diluidos em série (1/10) em solugao salina estéril (3% NaCl) e 100 yL de cada diluicéo
foram semeados com a ajuda de um cabo T estéril em placas de Petri contendo
tiossulfato de agar, citrato, bilis e sacarose (TCBS) com 3% de NaCl (meio seletivo
para Vibrio spp.). As placas foram incubadas a 30 °C e apds 24 h, foi realizada a
contagem das colonias. Os dados foram expressos em unidades formadoras de
colbnias por grama de intestino (UFC/g).

2.9 Analise Imunolégica

A hemolinfa de dez camardes de cada tratamento (Figura 4) foi coletada.
As amostras foram recolhidas com seringas esterilizadas de agulha de 21 g e
resfriadas a 4 °C. Um total de 40 pL de hemolinfa de cada animal foi fixada em uma
solucdo de 4% de formaldeido/Mas (citrato de s6dio 27 mm, edta 9 mm, glicose 115
mm, NaCl 336 mm, pH 7,0) para contagem total de hemdécitos (CTH). O restante da
hemolinfa foi deixada para coagular a 4 °C. A hemolinfa coagulada foi congelada a -
20 °C e repetidamente centrifugada a 10000 g durante 10 min. para obtengéo do soro.
Este foi aliquotado e armazenado a -20 °C para utilizacdo posterior em outras analises
imunologicas.

O numero total de hemocitos por mL de hemolinfa (CTH, contagem total de
hemacitos) foi estimado por uma contagem direta em uma cadmara Neubauer. Para
determinar o titulo de aglutinagdo do soro, foram diluidas em série amostras de soro
de 50 pyL em Tbs-1 (50 mm tris, 150 mm NaCl, 10 mm CaCl2, 5mm MgCI2, pH 7,4)
numa placa de fundo plano de 96 microplacas. Depois de adicionar 50 pyL de 2% de
solucao de eritrocitos e em solugao Tbs-1, a microplaca foi incubada durante 3 h a
25°C numa cémara umidificada.

A atividade de phenoloxidase (PO) foi determinada por espectrofotometria
(490 nm) por meio da formagao do pigmento dopa-cromo apos oxidagao do substrato

[-dihidroxifenilalanina (l-dopa, Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA). De forma
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resumida, as amostras de soro foram diluidas (1:8) em Tbs-2 (10 mm tris, 336 mm
NaCl, 5 mm CaCl2, 10 mm MgCI2, pH 7,6), e 50 uL desta solug¢ao foi pré-incubada
com um volume igual da tripsina indutora da enzima (Sigma, 1 mg/mL) durante 15 min
a 20 °C numa placa de fundo plano de 96 microplacas. Em seguida, a tripsina e o soro
foram substituidos por Tbs-2. Apods incubagdo, 50 pyL de I-dopa (3 mg/mL) foi
adicionado as microplacas, e a formagao de dopa-cromo foi monitorizada apés 5 min.
Uma unidade da atividade especifica da PO é equivalente a variacdo de 0,001 na
absorvéncia/min./mg de proteina. A concentracdo de proteina na hemolinfa foi
estimada pelo método de Bradford (1976) usando a soroalbumina bovina como

padrao.

2.10 Analise Estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas com o programa Statistical
Package for Social Sciences, pacote 23 (IBM® SPSS® Statistics, Chicago, lllinois,
EUA). O efeito da inclusdo da farinha de peixe das dietas sobre o desempenho
zootécnico, microbiota intestinal e parametros imunologicos dos camardes foi
analisado por Analise de Varidancia (ANOVA) de uma via. Quando diferengas
significativas foram detectadas, essas foram comparadas duas a duas com o teste de
Tukey HSD. Um nivel significancia de 5% foi adotado em todas as analises.
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3 RESULTADOS

3.1 Desempenho Zootécnico

A sobrevivéncia final dos camardes foi elevada (92,8 + 4,0%) e nao foi
afetada pelos niveis dietéticos de farinha de peixe (p>0,05; Tabela 3). Os camardes
apresentaram um crescimento rapido sob todos os tratamentos dietéticos atingindo
uma taxa de crescimento semanal superior a 1,3 g, com média de 1,34 + 0,08 g (p >
0,05).

Igualmente, o ganho de produtividade dos camardes n&o foi influenciado
por uma redugao progressiva de farinha de peixe nas dietas, alcangando uma média
de 1,358 + 76 g/m? (P > 0,05; Tabela 3). Porém, o FCA foi estatisticamente mais
elevado nos camardes alimentados com a dieta contendo 6% de farinha de peixe (1,35
+ 0,05) comparado as demais (P < 0,05). Os animais alimentados com as dietas
contendo zero, 12 e 18% de farinha de peixe n&o apresentaram diferenga entre si para
o FCA (p>0,05). O CAR se mostrou estatisticamente diferente (p<0,05) apenas entre
as dietas contendo zero e 12% de farinha de peixe. Essa ultima apresentou um maior
CAR (17,9 £ 1,0 g/camarao) comparado com a dieta sem farinha de peixe (17,5 £ 1,2
g/camaréo).

O peso corporal final dos camardes excedeu 14 g ao final do cultivo
experimental (Grafico 1). Foi observado uma redugao do peso corporal final dos
camardes na dieta contendo o nivel mais alto de farinha de peixe (15,27 £ 1,81 g).
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Tabela 3 - Desempenho zootécnico de juvenis do L. vannamei alimentados com dietas submetidas a uma redugao progressiva dos niveis dietéticos de farinha
de peixe. Peso corporal inicial do camaréo = 1,00 + 0,08 g. Letras iguais nas colunas indicam diferenga estatistica ndo significativa segundo o teste de Tukey

ao nivel de significancia de 0,05.

Sobrevivéncia Final Ganho de Taxa de Crescimento CAR!

Dieta (%) Produtividade (g/m?) (g/semana) (g/camario) FCA'
18% 93,9+4,6 1,334 £ 116 1,30 £ 0,07 17,1 £ 0,4ab 1,29 £ 0,09ab
12% 94,7+238 1,398 + 60 1,35+ 0,05 17,9+ 1,0b 1,28 £ 0,04ab
6% 89,5+£35 1,329 + 53 1,36 £ 0,05 17,9 £ 0,7ab 1,35+ 0,05b
0% 93,4 +41 1,370 £ 76 1,34 +0,13 17,5+ 1,2a 1,27 + 0,02a

Média £ dp 92,8+4,0 1,358 £ 76 1,34 £ 0,08 - -
ANOVA p 0,049 0,595 0,056 0,043 0,026

'CAR, Consumo Aparente de Ragéo; FCA, Fator de Conversdo Alimentar
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Grafico 1 - Peso corporal médio final (+ erro padrao) do camarédo (PC, g) apos 77 dias de cultivo. Os
camardes foram alimentados com dietas com niveis decrescentes de farinha de peixe. Letras
minusculas em comum indicam diferenga n&o estatisticamente significativa entre cada nivel de farinha

de peixe de acordo com o teste de Tukey ao nivel de significancia de 0,05.
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3.2 Andlises Histologicas e Respostas Imunolégicas

A analise histologica do intestino dos camarbes ndo mostrou qualquer
diferencga estatistica no perimetro e na area das vilosidades em resposta ao nivel de
farinha de peixe nas dietas (Tabela 4). Portanto, histologicamente, nao foi detectado
um efeito deletério sobre intestino médio dos camardes como resultado da eliminagao

da farinha de peixe nas dietas.
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Tabela 4 - Alteracbes no perimetro e na area de vilosidades do intestino médio do L. vannamei como
resultado do nivel de inclusdo de farinha de peixe nas dietas. Dados apresentados como média + desvio
padrao. n = 10.

Dieta/% Farinha de Peixe Perimetral (x 10* uym) Area (x 108 ym)
18 0,62 £ 0,23 0,86 £ 0,18*
12 0,63+0,14 1,88 £ 2,59
6 0,86 £ 0,42 1,10 £ 0,65
0 0,63+0,16 0,99+0,44
Média £ dp 0,68 £ 0,27 1,21 £ 1,36
ANOVA p 0,243 0,930

Também n&o foi possivel detectar uma resposta significativa dos
parametros imunoldgicos avaliados do L. vannamei como resultado dos diferentes
niveis de farinha de peixe (Tabela 5), com excegao da atividade de fenoloxidade (FO).
A contagem total de Vibrio spp. no intestino médio dos camardes alcangou uma média
de 5,54 £ 0,63 Logio UFC/g. A contagem de hemdcitos na hemolinfa (CTH), a
concentracgdo total de proteinas (CTP) e o titulo de aglutinagdo do soro do camaréo
(TAS) alcangaram médias de 41,02 + 6,60 x 10° células/mL, 224,78 + 57,47 mg
proteina/mL e 9,33 + 1,00 Log, respectivamente. No caso da atividade de FO, os
camardes alimentados com as dietas contendo 12% e zero de farinha de peixe
exibiram os menores valores (16,21 + 4,41 e 1497 + 4,52 U/min./mg,
respectivamente) comparado com os animais alimentados com 6% (19,46 + 3,18
U/min./mg). Este ultimo n&o apresentou diferenga estatistica (p>0,05) comparado com
os animais alimentados com 18% de farinha de peixe (20,42 + 7,39 U/min./mg).



28

Tabela 5 - Resposta imunoldgica de juvenis do L. vannamei a dietas com redug&o progressiva nos niveis de farinha de peixe. Os camardes foram despescados
apo6s 77 dias de cultivo. Os valores sdo apresentados com média (+ dp) da contagem total de Vibrio spp. (Logio UFC/g) no intestino do camarao, contagem
total de hemacitos (x 108 células/mL), concentragéo total de proteinas (mg proteina/mL), atividade de fenoloxidase (U/min./mg) e titulo de aglutinagio do soro
(Log2). Dados apresentados como média + desvio padrao. Letras iguais em cada coluna indicam diferenga estatistica ndo significativa segundo o teste de
Tukey ao nivel de significancia de 0,05.

Dietas/% Parametros Imunoldgicos'
Farinha Vibrio spp. (Log1o CTH (x 108 CTP (mg Atividade de FO
Peixe UFC/g) células/mL) proteina/mL) (U/min./mg) TAS (Logz)
18 5,80 +£ 0,32 43,00 £ 4,23 208,41 +£41,14 20,42 + 7,39ab 9,35+0,93
12 5,40 £ 0,85 41,05+7,73 192,17 £ 18,96 16,21 £ 4,41a 8,75+ 1,09
6 5,45+ 0,95 39,72 +7,52 247,83 £ 82,40 19,46 £ 3,18b 9,35+0,86
0 5,49 +0,24 40,32 + 8,41 250,72 £ 60,16 14,97 £ 4,52a 9,80 + 1,07
Media £ dp 5,54 + 0,63 41,02 £ 6,60 224,78 £ 57,47 - 9,33+ 1,00
ANOVA p 0,868 0,281 0,541 0,039 0,111

'CTH, contagem total de hemdcitos na hemolinfa; CTP, contagem total de proteinas; FO, atividade de fenoloxidase; TAS, titulo de aglutinagio do soro.
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4 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que uma reducéo de 18% para 0% dos
niveis de farinha de peixe em uma dieta pratica para juvenis do L. vannanei n&o causa
efeitos deletérios sobre o desempenho zootécnico, saude intestinal ou status
imunologico da espécie. Os resultados alcangados de sobrevivéncia final dos
camardes foram elevados o que sugere que as condi¢des de cultivo e o perfil
nutricional das dietas atenderam as exigéncias da espécie. Esses resultados
corroboram com os resultados de Jatoba et al. (2017). Os autores substituiram a
farinha de peixe (20,9%) por concentrado proteico de soja em dietas para o L.
vannamei em niveis de 0, 33, 66, e 100%. A sobrevivéncia final dos camardes variou
entre 77,09 £ 4,36 e 83,08 £ 3,59% apds 40 dias de cultivo. Esse resultado é inferior
a sobrevivéncia final alcangada no presente trabalho que foi em média 92 £ 4,0% em
77 dias de cultivo.

Outros trabalhos ja demonstraram que é possivel eliminar a farinha de
peixe em dietas para o L. vannamei sem efeitos deletérios sobre a sobrevivéncia ou
desempenho zootécnico. Por exemplo, Amaya et al. (2017) trabalharam com
camardes com peso médio inicial de 0,743 + 0,031 g estocados sob 37,5 camardes/m?3
(30 camardes/tanque) em tanques circulares mantidos em area aberta. Os autores
conseguiram reduzir a inclusdo de farinha de peixe de 9% para zero aumentando a
inclusdo do farelo de soja de 32,58 para 39,08%. Nesse caso, os autores utilizaram
também outras fontes proteicas, tais como farinha de visceras de aves empregada na
inclusdo fixa de 16,0% em todas as dietas. A taxa de crescimento semanal dos
camardes reportado pelos autores variou de 1,44 a 1,61 g. Esses resultados s&o
superiores ao presente estudo ja que a média alcangou 1,34 + 0,08 g/semana. Porém,
no presente trabalho as densidades de estocagem foram mais elevadas e os
camardes foram mantidos em area coberta, com acesso limitado a alimento natural.

Muito embora o presente estudo tenha obtido éxito na substituicdo integral
da farinha de peixe pelo farelo de soja, os resultados sao atribuidos, em parte, pelo
balanceamento de aminoacidos realizado. Todas as dietas, incluindo a dieta sem
farinha de peixe, apresentaram um conteudo total de metionina (metionina + cisteina),
lisina e treonina relativamente similares (CV < 2%). Adicionalmente, as dietas foram

formuladas para atender integralmente as exigéncias do L. vannamei dos aminoacidos
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essenciais do L.vannamei. Caso essa condi¢do n&o fosse atendida, provavelmente
uma substituicdo total da farinha de peixe nao teria sido conseguida. Por exemplo,
Alvarez et al. (2007) realizando pesquisa com juvenis do Litopenaeus schmitti de peso
corporal inicial de 0,35 + 0,01 g utilizando 12 tanques de 40 L estocados com 10
animais/tanque obtiveram resultado similar ao presente estudo. As dietas
apresentavam uma substituicdo progressiva de farinha de peixe (29, 22, 13, 6 e 0%)
por farelo de soja (25, 32, 41, 48 e 54%, respectivamente). No entanto, os autores ndo
suplementaram as dietas com aminoacidos cristalinos. Isto pode ter acarretado um
conteudo de um ou mais aminoacidos essenciais abaixo das exigéncias da espécie.
Muito embora uma sobrevivéncia superior a 90% tenha sido alcancada, os autores
reportaram que o0 maximo de substituicdo da farinha de peixe pelo farelo de soja foi
de 76,5%.

O farelo de soja contém fatores antinutricionais, portanto pode acarretar
perda no desempenho zootécnico quando empregado em altas inclusdes, como ja
observado em peixes de agua doce. Xuran et al. (2020) avaliaram os parametros
histolégicos intestinais das carpas Carassius auratus gibelio e Cyprinus carpio
alimentadas com dietes contendo niveis progressivos de substituicdo de farinha de
peixe pelo farelo de soja (0, 20, 40, 60, 80 e 100%). Segundo os autores, uma maior
substituicdo da farinha de peixe pelo farelo de soja induziu altera¢gées na proporgéo
da microbiota intestinal da carpa. Como consequéncia, os niveis de substituicao
recomendados variaram de <38,52% a 41,81%. Porém, nossos resultados
corroboram com o trabalho de Sooking e Davis (2012). Segundo os autores, desde
que o0s nutrientes essenciais estejam equilibrados nas dietas para atender as
exigéncias nutricionais dos camardes, o farelo de soja pode ser usado para substituir
integralmente a farinha de peixe. Os autores trabalharam com dietas para juvenis do
L. vannamei contendo apenas proteinas de origem vegetal e inclusdes de entre 39 e
58% de farelo de soja. Em tanques mantidos em area aberta, estocados com 30
camardes/m?, os autores reportaram um peso corporal final dos camardes entre 13,5
e 15,0 g, biomassa final entre 399 e 432 g e FCA entre 1,17 e 1,28.

Contudo, outras apresentagdes do farelo de soja tém sido investigadas de
forma a reduzir os possiveis efeitos dos fatores antinutricionais sobre a saude do
animal. Chiu et al. (2016) trabalharam uma mistura fermentada de Bacillus subtilis E20

(FSFEM) contendo farelo de soja (SBM) e farinha de minhoca (EM) na proporgéo de
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4:1 em dietas do L. vannamei. Com essa mistura, os autores conseguiram alcangar
uma substituicdo de maxima de farinha de peixe de 80%. Além disso, camardes
alimentados com dietas contendo essa mistura ndo tiveram diferencas significativas
na sobrevivéncia apos desafiado por Vibrio alginolyticus. Fan et al. (2021) trabalharam
com um farelo de soja tratado com enzimas, os autores formularam dietas para
substituir a farinha de peixe de 25 para 13% pelo farelo de soja submetido ao
tratamento com enzimas. Segundo os autores, a sobrevivéncia final dos camardes e
a taxa de crescimento especifico ndo foram afetados pela redug¢ao da farinha de peixe.
Porém, o FCA aumentou de forma significativa na maior inclusdo do farelo de soja.
Tais resultados demonstram que outras formas de apresentacio do farelo
de soja podem promover uma melhoria na sua utilizagdo, especialmente se

combinado com as abordagens nutricionais adotadas no presente estudo.



32

5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que é possivel eliminar a farinha de peixe
em dietas praticas para juvenis do L. vannamei desde que o perfil aminoacidico
dietético seja adequadamente balanceado. Para isso, € particularmente importante
garantir que os niveis dietéticos de lisina, metionina, treonina e triptofano, os quais
frequentemente se apresentam deficientes em dietas com pouca ou nenhuma farinha
de peixe, atendam as exigéncias quantitativas de espécie mediante a suplementacéo

com fontes sintéticas.
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