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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os impactos da acidificacdo da ragdo sobre a fisiologia
digestiva, desempenho zootécnico e satde intestinal de juvenis do camardo Penaeus vannamei
em condi¢des experimentais. Foram testadas trés formulagdes: controle (sem acidificante), 5
g/kg e 15 g/kg de acidos, aplicados por pulverizagdo. Durante 84 dias, camardes com peso
inicial de 1,99 £ 0,31g, foram estocados em 15 tanques circulares de 0,5 m?, mantidos em 4rea
coberta, com monitoramento de pardmetros zootécnicos e fisiologicos. Para determinar a
lixiviagdo dos acidos, o pH das ragdes foi medido nos tempos 0 (antes da imersdo), 5, 10, 15,
20, 25 e 30 min. apds a imersdo em agua. Também foi determinado o pH do contetido do
proventriculo, hepatopancreas e intestino posterior de camardes, nos tempos 15 e 30 apds a
oferta de racdo dos trés tratamentos. Realizado ainda testes histologicos para verificar estado
de saude e possiveis danos ao trato gastrointestinal em 45 animais (15 animais por tratamento).
Os resultados revelaram que os camardes alimentados com a ragdo acidificada a 5 g/kg
alcangaram uma maior sobrevivéncia final (92,0 +£4.1%) do que aqueles alimentados com 15
g/kg (82,5 £ 6,8%) ou com a racdo controle (81,0 + 4.5%; P = 0,013), bem como a ragdo com
15 g/kg de acido resultou em um peso corporal final mais elevado (13,10 + 1,59 g) do que os
demais (11,67 £2,35ge 11,94 £ 1,63 g) (P <0,05). Nao houve diferenca estatistica em outros
parametros zootécnicos. A avalia¢do da lixiviagdo dos 4cidos por imersdo em ragdo integra e
macerada demonstrou um aumento sucessivo no pH da ragao ap6s imersdao em agua em todos
os tratamentos, nos tempos 0 (antes da imersao), 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 de imersdo em agua. As
ragoes com 5 g/kg e 15 g/kg apresentaram uma variancia significativamente superior ao
controle, com efeitos da acidificacdo apds 30 minutos de exposi¢do a agua. Em paralelo, as
ragdes tratadas mantiveram pH significativamente reduzido (<6.6) no trato digestivo
(proventriculo e hepatopancreas) por até 30 minutos, reforcando a efetividade do método. No
exame histologico, evidenciou-se a saude digestiva satisfatoria dos animais analisados, havendo
achados condizentes com a presenga de Vibrio spp. e resposta inflamatoria em todos os
tratamentos. As amostras dos animais expostos a alimentagdo acidificada, por sua vez, além de
evidenciarem um efeito protetor da integridade dos tibulos e celularidades do hepatopancreas,
quando comparados ao controle ndo apresentaram danos aos tecidos decorrentes da exposicao
aos acidos organicos. Conclui-se que a inclusao de 5g/kg Da solucao de acidos otimiza a
sobrevivéncia e mimetiza os melhores resultados ao observar os dados sob prisma do
desempenho e sanidade, enquanto a inclus¢do de 15g/kg favorece o crescimento final dos

animais, ambas com efeitos protetores comprovados na morfologia digestiva frente a infeccao



por Vibrio spp. A técnica mostrou-se viavel para aplicagdo pratica na carcinicultura.

Palavras-chave: 4cidos organicos; carcinicultura; nutricao animal.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the impacts of feed acidification on the digestive
physiology, zootechnical performance, and intestinal health of juvenile Penaeus vannamei
shrimp under experimental conditions. Three formulations were tested: control (no acidifier), 5
g/kg, and 15 g/kg of acids applied by spraying. For 84 days, shrimp with an initial weight of
1.99 + 0.31 g were stocked in 15 circular 0.5 m? tanks maintained in a covered area, with
monitoring of zootechnical and physiological parameters. To determine acid leaching, feed pH
was measured at 0 (pre-immersion), 5, 10, 15, 20, 25, and 30 min after water immersion. pH of
the proventriculus, hepatopancreas, and posterior intestine contents was also determined at 15
and 30 min after feed offering across treatments. Histological tests were performed on 45
animals (15 per treatment) to assess health status and possible gastrointestinal tract damage.
Results revealed that shrimp fed the 5 g/kg acidified diet achieved higher final survival (92.0 +
4.1%) than those fed 15 g/kg (82,5 + 6,8%) or the control diet (81.0 +4.5%; P = 0.013), while
the 15 g/kg acid diet resulted in higher final body weight (13.10 + 1.59 g) compared to others
(11.67 = 2.35 g and 11.94 + 1.63 g; P < 0.05). No statistical differences occurred in other
zootechnical parameters. Acid leaching assessment by immersion of intact and ground feed
showed a successive pH increase in all treatments after water immersion at 0, 5, 10, 15, 20, 25,
and 30 min. Diets with 5 g/kg and 15 g/kg exhibited significantly higher variance than control,
with acidification effects active after 30 min of water exposure. Treated feeds maintained
significantly reduced pH (<6.6) in the digestive tract (proventriculus and hepatopancreas) for
up to 30 min, reinforcing method effectiveness. In the histological examination, the satisfactory
digestive health of the analyzed animals was evidenced, with findings consistent with the
presence of Vibrio spp. and an inflammatory response in all treatments. The samples from the
animals exposed to the acidified feed, in turn, in addition to showing a protective effect on the
integrity of the hepatopancreas tubules and cellularity, when compared to the control, did not
show tissue damage resulting from exposure to organic acids. It is concluded that the inclusion
of 5g/kg of the acid solution optimizes survival and mimics the best results when observing the
data from the perspective of performance and health, while the inclusion of 15g/kg favors the
final growth of the animals, both with proven protective effects on the digestive morphology
against infection by Vibrio spp. The technique proved to be viable for practical application in

shrimp farming.

Keywords: organic acids; carciniculture; animal nutrition.
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1 INTRODUCAO

O mercado dos 4cidos organicos, utilizados em larga escala na agricultura e
alimenta¢@o animal, tem crescido de forma exponencial com o avango de pesquisas cientificas,
em especial por seu carater antimicrobiano. Em 2015, esse mercado movimentou 1 bilhdo de
euros, valor que atingiu 12,35 bilhdes de euros em 2024, além de contar com diversas projecdes
positivas de expansao para os proximos anos (NAIR ez al., 2024).

O crescimento desse mercado se deve a consolidacdo de pesquisas na area de
alimentacdo animal, que evidenciam os beneficios dos acidos organicos no desempenho
zootécnico e na melhoria da sanidade nos animais tratados com esses compostos. No ambito da
carcinicultura, diversas publicagdes relatam efeitos positivos para a sobrevivéncia do Penaeus
vannamei ¢ de outras espécies marinhas. Defoirdt ef al. (2006), por exemplo, em estudos de
desafio realizados com Artemia franciscana infectadas com Vibrio spp., observaram aumento
consideravel na sobrevivéncia dos individuos tratados com os acidos carboxilicos de cadeira
curta (acido formico, acido acético, acido propidnico, acido butirico e acido valérico), em doses
acima de 2,04 g/kg. Yowaphui, Rairat e Chuchird (2016) também demonstraram que a
utilizagcdo de 4acidos organicos, em especial do acido férmico, na dose de 3 g/kg, aumentou
significativamente a taxa de sobrevivéncia e o desempenho zootécnico do P. vannamei ap6s
desafio com Vibrio parahaemolyticus, alcancando 58% de sobrevivéncia nos individuos
alimentados com racdo acidificada, em comparacao a 36,5% no grupo controle negativo.

Chuchird, Rorkwiree e Rairat (2015) evidenciaram, por meio de experimentos in vivo
e testes moleculares, a reducdo de patdgenos intestinais e o aumento consideravel da
sobrevivéncia no P. vannamei, tanto infectados quanto nao infectados com cepas patogénicas
de V. parahaemolyticus, utilizando doses entre 3 e 6 g/kg de 4cido formico (associado a 0,05
g/kg de astaxantina), pulverizado em ra¢ao comercial peletizada. Os autores relacionaram os
beneficios observados, como a melhoria da satde intestinal e a capacidade de imunomodulacao,
ao desempenho dos animais.

Além de pesquisas in vivo, estudos laboratoriais in vitro também contribuiram para
consolidar o entendimento atual sobre o uso de acidificantes. Em experimentos utilizando meios
de cultura em agar, foram cultivadas cinco espécies patogénicas de Vibrio spp. (V. harveyi, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus e V. cholerae) as quais foram expostas a
diferentes acidos in vitro, destacando-se o efeito inibitdorio desses compostos a partir da dose de
0,35 g/kg de acido formico em meio aquoso (ADAMS; BOOPATHY, 2013).

A carcinicultura do P. vannamei, um dos setores mais dinamicos da aquicultura
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mundial, responsavel por cerca de 80 % da produgéo de camardo marinho destinada ao mercado
global, tem incorporado o uso de acidos organicos como alternativa a praticas em desuso, como
utilizagdo de antibidticos, no controle de doencas oportunistas causadas por Vibrio spp.,
especialmente V. parahaemolyticus, considerado um dos fatores limitantes da produtividade em
sistemas de cultivo de camardes (FAO, 2022; SOTO-RODRIGUEZ et al., 2015).

Nesse contexto, estratégias nutricionais baseadas em acidos organicos, como o acido
formico e o lignossulfonico, t€ém se mostrado promissoras para aliarem melhorias no
desempenho zootécnico e na imunomodulacao (GU; NI; WANG, 2024). O objetivo do presente
estudo, sob essa perspectiva, foi avaliar o efeito da acidificacdo de uma ragdo comercial com
os acidos formico e lignossulfonico sobre o desempenho zootécnico e a satide digestiva de
juvenis do P. vannamei, correlacionando parametros zootécnicos entre diferentes tratamentos,
pH digestivo e achados morfofuncionais, a fim de elucidar a questdo em diferentes niveis de
analise.

Para tanto o estudo visou realizar experimento in vivo para analisar os parametros
zootécnicos dos camardes submetidos ou nao a ragao acidificada, visando verificar reflexos da
utilizacdo dos acidos no desempenho dos animais, buscou-se ainda verificar os niveis de
acidificacdo da acdo exposta a0 meio aquoso a partir de testes de imersdo, bem como dos niveis
de acidificacdo do proprio trato gastrointestinal dos camardes através de teste de pH, além de
histologia de amostragem de camardes de cada tratamento para observagdo de alteracdes

morfofisiologicas e verificacao do estado geral de saude dos individuos ao final do experimento.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Crescimento da carcinicultura e importancia para o cenario regional

A produgio de crusticeos tem expandido em todo o mundo, em especialmente na Asia
e na América Latina, alcangando 10,3 milhdes de ton. Essa produgdo fica atras apenas da de
peixes 0sseos (57,5 milhdes de ton.) e moluscos (17,6 milhdes de ton.). Desse total, 6,8 milhdes
de ton. correspondem ao cultivo de camardes marinhos, sendo o P. vannamei a principal espécie
nesse contexto (FAO, 2024).

Em comparagao, entre 2016 e 2020, a pesca mundial de camardes apresentou tendéncia
de redu¢do, com taxa de -1,82%, enquanto a carcinicultura (ramo da aquicultura) registrou
crescimento médio de 8,99% ao ano (FAO, 2023). Atualmente a aquicultura é reponsavel por

atender a maior parte da demanda mundial por camardes da espécie P. vannamei, a mais



16

cultivada no mundo, respondendo por mais de 80% da producdo global do crustaceo (FAO,
2022, 2024).

No Brasil, de acordo com o dados mais recentes do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a produgao nacional de camardes em 2023 foi de 127,5 mil ton., sendo 97%
desse total proveniente da Regido Nordeste, especialmente nos estados do Ceard, Rio Grande
do Norte e Paraiba. Nessa regido, o camarao cultivado ¢ a espécie P. vannamei, que domina a
carcinicultura nacional (BRASIL, 2023).

Com o crescimento da aquicultura, especialmente da carcinicultura, surgiram desafios
significativos para a manutencao e a expansao do setor. As limita¢cdes envolvem tanto fatores
socioecondmicos, como os altos custos de producdo e a dependéncia do mercado em relagdo a
farinha e 6leo de peixe, quanto a necessidade de tornar a atividade mais sustentavel, o que impoe
adaptagdes nos sistemas produtivos. Além disso, os produtores ainda enfrentam desafios
criticos relacionados a sanidade e 4 biosseguranga, os quais podem limitar o desempenho e a
sobrevivéncia dos organismos cultivados e, quando negligenciados, comprometer a producao

(TACON; METIAN, 2015).

2.2 Conceitos e utilizaciio de acidos organicos na alimentacio animal

Na busca pela modernizagdo da carcinicultura e pela expansdo da atividade,
especialmente nos aspectos relacionados a nutri¢do e a sanidade animal, cientistas e produtores
tém utilizado diversas estratégias, incluindo o uso de de aditivos, probioticos, fitobioticos e
imunoestimulantes. Nesse contexto, os acidos organicos surgem como mais uma alternativa para
o cultivo de organismos aquaticos, apresentando também resultados positivs na na alimentacao
de diferentes espécies animais, tanto monogastricas quanto poligastricas, incluindo aves, suinos
e bovinos (LUISE et al., 2017; REIS et al., 2024; YOWAPHUI; RAITAIL; CHUCHIRD, 2016).

A agdo antimicrobiana previamente conhecida desses compostos, aliada a melhoria da
digestibilidade em diferentes espécies, tem sido amplamente respaldada por evidéncias cientificas
e bem recebida pelas industrias alimenticias principalmente pelo fato de a acidificacdo da
alimentagdoreduzir a dependéncia do uso de fArmacos e produtos quimicos. Essa pratica se
apresenta como uma alternativa promissora para mitigar o fenomeno da resisténcia bacteriana,
que limita o tratamento de infecgdes pelas geragcdes conhecidas de farmacos antibacterianos frente
a capacidade de evolugao dos patogenos, os quais, geragao apds geragdo, desenvolvem cepas cada
vez mais resistentes (DEFOIRDT et al., 2006; SAUGET et al., 2023; VARGAS, 2014).

Conceitualmente, os acidos organicos sao compostos quimicos de propriedades acidas,



17

geralmente derivados de alimentos, microrganismos ou matérias-primas de origem animal,
contendo a0 menos um carbono (C) e pelo menos um grupo carboxila (-COOH). Na
agroindustria e na alimentagcdo animal, esses compostos sdo utilizados principalmente como
aditivos, conservantes, melhoradores de digestibilidade e moduladores da microbiota intestinal
(CHAHARDOLI et al., 2020; LUCKSTADT et al., 2014).

Os efeitos dos acidos organicos tém sido relatados ha décadas, principalmente pelo seu
efeito conservante, estando associados a bons resultados na higiene ¢ no armazenamento de
alimentos na industria. Esses compostos suprimem o crescimento de bolores e patdgenos
bacterianos, permitindo melhor aproveitamento de recursos alimentares, como silagens,
forragens, grios e, mais recentemente, na industria de ragdes (LUCKSTADT, 2008;
LUCKSTADT et al., 2014).

Os acidos organicos podem ainda ser classificados de acordo com o tamanho de suas
cadeias carbonicas, sendo geralmente agrupados em cadeias curtas, médias e longas. Os 4cidos
de cadeia curta (SCFAs) possuem até seis a&tomos de carbono, como o 4cido férmico, acético e
butirico. Esses sdo geralmente mais volateis, soliveis em agua e apresentam mecanismos de
dissociagdo que resultam em ac¢do rapida de acidificacao do meio, sendo comumente utilizados
na industria como conservantes e aromatizantes. Os 4cidos de cadeia média (MCFAs) possuem
entre seis e 12 atomos de carbono, apresentam solubilidade intermadidria e possuem
propriedades antimicrobianas e antifingicas. Ja os 4cidos de cadeia longa (LCFAs) contém
mais de 12 atomos de carbono, como o acido estearico e oleico, sendo caracterizado por baixa
solubilidade (hidrofobia) e reduzida capacidade de acidificagdo do meio, sendo tUteis na
manufatura de 6leos, lubrificantes e sabdes (CHAHARDOLI et al., 2020).

Em paralelo, os compostos organicos acidos podem ser classificados como fracos ou
fortes com base em sua capacidade de ionizagdo em solug¢dao aquosa e nos valores de pKa. O
pKa ¢ um logaritmo utilizado para mensurar a capacidade de dissociacdo acida em solugdo
aquosa. Quanto menor o pKa, mais forte € o acido, pois se ioniza mais facilmente (a exemplo
do 4cido sulfonico, pKa =~ 1). Acidos fracos tém pKa mais altos ( como exemplo o acido acético,
pKa =~ 4,75), com dissociac¢do parcial.

A reacdo em comento ocorre quando a estrutura molecular desses compostos (grupos
eletronegativos ou doadores de elétrons) ¢ exposta a um meio aquoso ou ndo, influenciando o
pKa, estabilizando ou desestabilizando o anion formado apos a perda do préton (H'). Além da
pKa, o tamanho da molécula e suas ligacdes influenciam diretamente fatores como dissociacao,
solubilidade, acidificagdo do meio, entre outros (ANDERSSON; OLSSON; STIPP, 2014;
DIXON; JURS, 1993; PERRIN; DEMPSEY; SERJEANT, 1981).
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A acidificagdo do meio ocorre pela liberacdo de ions hidrogénio (H*), o que esta
diretamente relacionado a forca e a estrutura molecular dos acidos envolvidos. No caso, os
acidos carboxilicos (acidos formico, acético, propionico, butirico, etc) sdo considerados
substancias seguras doadoras de ions H* com baixa toxicidade (DEFOIRDT et al., 2006;
FORNOS; ORIOL, 2025).

Diversos desses acidos tém sido utilizados na acidifica¢do de dietas animais, isolados ou
em conjunto com outros acidos ou aditivos, utilizando-se técnicas diversas de incorporagdo. Os
compostos mais utilizados sdao os acidos organicos de cadeia curta, incluindo o acido formico
(HCOOH), éacido acético (CHsCOOH), acido propidnico (C.HsCOOH), &cido butirico
(CsH,COOH), acido lactico (CsHsOs) e acido citrico (CsHzO~), assim como outros acidos
organicos de composi¢ao diversa, como o diformato de potassio K(HCOO)., proprionato de
sodio (C:HsCOONa), butirato de calcio (CsH-O2):Ca, butirato de so6dio (CsH-O:Na), com
variagdes a depender da origem (LUCKSTADT et al., 2014; ROMANO; KOH; NG, 2014).

Para Chahardoli et al. (2020), o motivo da escolha dos 4cidos fracos na alimentagdo
animal se da pela natureza de facil assimilacdo, alta solubilidade e baixa toxicidade, enquanto
acidos fortes podem causar danos aos tecidos animais, No entando, independente do acido, o
fato preponderante no sucesso como fator antibacteriano ¢ a capacidade de dissociacdo ou nao
no meio.

O mecanismo de a¢do dos acidos organicos no trato digestivo baseia-se principalmente
na sua capacidade de existir em duas formas quimicas: dissociada e ndo dissociada. A forma
nao dissociada (HCOOH) ¢ lipofilica, permitindo que o &cido atravesse passivamente as
membranas celulares das bactérias. Uma vez dentro do citoplasma bacteriano, que possui pH
proximo de neutro (pH ~7), o &cido se dissocia, liberando protons (H") e anions (HCOQO")
(formiato). Essa liberacao de protons acidifica o interior da célula bacteriana, interferindo nas
fungdes enzimaticas e nos sistemas de transporte de nutrientes, o que pode levar a morte da
bactéria (FORNOS; ORIOL, 2025).

As bactérias do género Vibrio spp. possuem um pH ideal para multiplicagdo e
viabilidade entre 7,8 € 8,6, sendo consideradas bactérias neutrofilicas, em contramao a maioria
das células acidofilicas da microbiota intima dos camardes (ROSA et al., 2017).

O efeito imunomodulador tem sido amplamente relatado no controle e eliminagdo de
bactérias patogénicas, bem como na estimulagdo de espécies benéficas adaptadas a ambientes
acidos, contribuindo significativamente para a saude intestinal em importantes cadeias de
produgdo animal, a exemplo de aves e suinos. Inicialmente, verifica-se pesquisas que se

concentraram em aves, como no controle da Sa/monella Gallinarum, zoonose de relevancia
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veterinaria € humana, e na busca por melhorias no desempenho zootécnico de suinos, com
implicagdes diretas na sanidade animal dado aumento do microbioma benéfico na porg¢ao final
digestiva de suinos. Posteriormente, com a expansdo da aquicultura, essas estratégias
nutricionais passaram a ser aplicadas também a alimentacdo de organismos aquaticos (REIS et

al., 2024; YOWAPHUI; RAITAIL; CHUCHIRD, 2016).

2.2.1 Conceituacdes acerca do acido formico e do acido lignosufonico na alimentacao

animal

O acido formico, assim como outros acidos carboxilicos se destaca atualmente, sendo
amplamente utilizado para esse fim, com diversos trabalhos confirmando seus efeitos benéficos
em parametros zootécnicos, como melhora da conversao alimentar, controle de microrganismos
patogénicos e aumento da eficiéncia digestiva, através da imunomodulagdo da microbiota, com
estudos apontando tal efeito claramente em monogastricos (LUISE et al., 2017). Trata-se de
um acido organico fraco, de cadeia curta, com pKa em torno de 3,75, capaz de atravessar a
membrana celular bacteriana em sua forma ndo dissociada e provocar a acidificagdo do
citoplasma, interferindo em processos vitais. Embora tenha sido originalmente isolado de
formigas vermelhas e fermentagdo bacteciana, o que lhe deu o nome (formica, em latim), o
acido formico utilizado na alimentagdo animal ¢ produzido industrialmente por meio da reagao
de monoxido de carbono (CO) com hidréxido de s6dio (NaOH), formando formiato de sédio,
que ¢ posteriormente acidificado com acido sulfurico (H2SO.) para gerar o acido formico puro.
Essa via sintética ¢ amplamente empregada por sua seguranca, custo-beneficio e alta pureza do
produto final (GHAI et al., 2023; LUCKSTADT et al., 2014; PAVLOVIC, et al., 2016).

O 4cido lignossulfonico, em contrapartida, ¢ um composto de alto peso molecular
derivado da lignina, tratando-se de um polimero natural presente na madeira e obtido, assim
como outros derivados, através do método sulfito, como subproduto da industria de papel e
celulose (FATEHI, 2017). Embora contenha grupos sulfonato (-SOsH), que possuem carater de
acido forte (com pKa abaixo de 1), esses grupos estdao ligados a uma matriz polimérica grande
e rigida, o que limita sua capacidade de dissociacdo completa no meio e sua penetragdo em
células bacterianas (CHAHARDOLI et al., 2020). Assim, o acido lignossulfonico ndo atua
como um acido forte livre em solugdo, apesar de estar quimicamente proximo aos sulfonatos,
grupos potencialmente fortes. Seu uso na alimenta¢ao animal ¢ mais relacionado, conforme a
literatura consultada, com suas propriedades fisico-quimicas, tais como, dentre outras citadas,

aglutinante e quelante, promovendo a coesao fisica dos pellets, reduzindo a formagao de poeira
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e aumentando a estabilidade do alimento durante o armazenamento e transporte. Sua
contribuicao para a acidificacdo do meio € limitada e secundaria, sendo seu papel principal de
natureza tecnolégica (FATEHI, 2017; NASCIMENTO; FERRAZ; BIAGI, 2014).

No Brasil, a Instrugdo Normativa n° 51, de 03 de agosto de 2020, exarada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) regulamenta o uso desses acidos
na alimenta¢do animal, sendo o d4cido férmico considerado “conservante” e dacido
lignosulfonico  (lignossulfonato)  considerado “adsorvente”, “antiaglutinante” e
“antiumectante”. Apesar de autorizar o uso dos composto, a legislagdo ¢ omissa no tocante ao
limite de uso, ndo estabelecendo doses ou retrigdes, o que se mostra preocupante para a saude

humana e animal (BRASIL, 2020).

2.2.2 Acidos organicos na alimenta¢ao de organismos aquaticos

Na alimentacdo de organismos aquaticos, assim com nos animais terrestres, o interesse
em estudar a acidificacdo e utilizacdo de &cidos organicos surgiu devido aos desafios
relacionados a inviabilidade técnica, financeira e sanitaria do uso em larga escala de antibioticos
na aquicultura, atividade em constante expansao no pais. Além disso, ha estudos robustos em
espécies, por exemplo, de peixes e camardes peneideos, acerca do alto potencial do surgimento
de cepas bacterianas resistentes ao uso desses farmacos em curto prazo (NG; KOH, 2014;
NGUYEN, et al. 2023).

Além do efeito bactericida e bacteriostdtico amplamente relatado, a utilizacdo de
acidos organicos tem se mostrado promissora na melhoria da resposta imune e desempenho
zootécnico de animais aquaticos, em mecanismos que diferem significativamente daqueles
observados em monogastricos terrestres, em virtude de particularidades anatdomicas,
fisiologicas e ambientais relacionadas ao meio aquoso (DEFOIRDT et al., 2006; HE et al.,
2017; HE et al., 2017; LUCKSTADT et al., 2014; YOWAPHUI; RAITAL; CHUCHIRD, 2016).

A agdo dos acidos orgéanicos envolve sua passagem pela membrana bacteriana na
forma nao dissociada, o que ocorre mais facilmente em ambientes com pH é4cido ou neutro.
Uma vez no interior da célula bacteriana, onde o pH tende a ser levemente alcalino,
principalmente em relacdo ao meio intestinal de monogastricos, o acido se dissocia, liberando
ions H". Essa acidificacdo intracelular, por sua vez, compromete enzimas, proteinas estruturais
e o metabolismo bacteriano, levando a inibi¢do do crescimento ou a morte celular
(CHAHARDOLI et al., 2020, CHOWDHURY et al.,2021; DEFOIRDT et al., 2006; RICKE et

al., 2020). A eficacia antimicrobiana ¢ maior em pH acido (5-6), devido a forma nao dissociada
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dos acidos (DEFOIRDT et al., 2006) .

Contudo, ha desafios relativos a lixiviagdo dos acidos para o meio aquoso antes da
ingestao pelos animais, fendmeno diretamente influenciado pela solubilidade dos compostos
empregados. Acidos de cadeia curta, como o 4cido férmico, caracterizam-se por elevada
solubilidade em 4gua e rapida dissociacdo em 4agua de pH neutro, o que favorece a acidificacao
imediata do meio, mas também resulta em uma perda acelerada dos compostos para a agua,
diminuindo sua eficacia (CHAHARDOLI et al., 2020; FORNOS; ORIOL, 2025).

Nos vertebrados aquaticos, animais monogastricos de trato intestinal relativamente
longo, assim como aves e suinos, as enzimas digestivas sdo acidas, o que facilita a acidificagao
do meio e a passagem do acido na forma ndo dissociada pela membrana celular. Pesquisas
sugerem que a acidificacdo moderada da dieta pode estimular a agdo das enzimas digestivas em
peixes, a exemplo das proteases, melhorando a eficiéncia digestiva, ao passo que os residuos
acidos (como acetado, fumarato, succinato, butirato e propionato) podem ser aproveitados no
ciclo de Krebs e em outros mecanismos de formag@o de proteinas e ATP para células do meio
(a exemplo dos enterdcitos). Os métodos de estabilizagcdo da ragdo em meio aquoso, em peixes,
por sua vez, visam atender as caracteristicas digestivas desses organismos, a fim de que o efeito
acidificador chegue até as ultimas porc¢des intestinais, garantindo a agdo sobre bactérias no
intestino dos animais e evitando a toxicidade do excesso de acidificagao (KUMAR et al., 2017,
Ll et al., 2022; OTHMAN et al., 2023; RIMOLDI et al., 2018).

A anatomia da espécie pode representar limitacdes adicionais. No caso de
invertebrados como camardes peneideos, que possuem digestdo em meio levemente alcalino
(pH 7,0 a 8,5), limita-se ainda mais o efeito desses acidos, que tendem a se dissociar mais
rapidamente antes de adentrarem no citosol bacteriano. H4 necessidade do desenvolvimento de
métodos para manter a integridade do pellet ou retardar a perda desse composto para a agua,
garantindo a entrada do acido e a liberacdo dos protons necessariamente no interior das células
bacterianas para obtencdo do efeito desejado (CHOWDHURY et al., 2021; LIU et al. 2014;
YAO et al., 2019).

Para mitigar essas perdas e garantir uma acidificacao eficiente no trato digestivo,
diversas técnicas de incorporagdo dos acidos nos pellets tém sido estudadas. Dentre as técnicas
relatadas destacam-se o revestimento superficial dos pellets (YOWAPHUI, RAITALI
CHUCHIRD, 2016), diferentes tipos de microencapsulamento (CHOWDHURY et al., 2021; LIU
et al. 2014; ROMANO; KOH; NG, 2014; YAO et al., 2019), associagdo com 6leos essenciais
ou lignosulfonatos (entre outras substancias aglutinantes ou hidrofobicas) (HE et al., 2017;

NASCIMENTO; FERRAZ; BIAGI, 2014), extrusdo (HASSAAN et al., 2014), técnicas de
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secagem rapida, dentre outras, que visam nao apenas acidificar a superficie do alimento, mas
também incorporar o acido em camadas internas ou estabilizar a agao da lixiviagdo sob o pellet
em contato com agua, visando uma liberag¢do gradual dos compostos no ambiente aquatico (HE
et al.,2017; ROMANO; KOH; NG, 2014).

Alguns trabalhos sugerem ainda beneficios relacionados a melhor atratividade em
racdes acidificadas com sais organicos, em testes realizados com juvenis do P. vannamei em
doses de até 20 g/kg de racao (SILVA et al. 2016).

O tipo de acido a ser utilizado, portanto, e sua interagdo com a matéria do pellet € com
a agua desempenham papel determinante na eficiéncia da acidificagao. O &cido lignossulfonico,
por exemplo, por apresentar uma estrutura polimérica complexa, alta massa molecular, e
ligacdes de dificil dissociacdo, mostra-se mais eficaz como agente estabilizador do pellet,
reduzindo a taxa de lixiviacdo e promovendo maior integridade estrutural da ragcdo. Contudo,
esse acido possue um efeito antimocrobiano limitado e poucos estudos acerca de sua
dissociacdo e residuos, apesar de sua estrutura de origem vegetal possuir potencial para
aproveitamento prebiotico como fonte de alimento para bactérias benéficas (FATEHI, 2017;

NASCIMENTO; FERRAZ; BIAGI, 2014).

2.3 Sistema Digestivo dos Camaroes Peneideos

A anatomia e fisiologia do hepatopancreas, também chamado de glandula digestiva,
dos camardes peneideos sdo fatores preponderantes para o sucesso da alimentacdo acidificada.
O trato gastrointestinal, as enzimas digestivas, os habitos alimentares e outros fatores,
juntamente com o meio aquatico, devem ser considerados para o desenvolvimento de ragdes
adequadas a espécie.

Os camardes peneideos sdo animais onivoros e necrdfagos. Seus habitos alimentares
consistem na manipulacdo do alimento por meio dos maxilipedes, que o levam a boca em
pequenas porgdes. Mesmo em ambientes controlados, os camardes podem demorar a consumir
o alimento, comportamento semelhante ao observado na natureza (BUARQUE, 2008).

ApOs a ingestao, o alimento passa pela boca e chega ao proventriculo, onde sofre agdes
mecanicas promovidas por musculos e dentes calcificados que trituram as particulas
alimentares, permitindo sua passagem para o intestino anterior e, posteriormente, para a
glandula digestiva, ou hepatopancreas. Este 6rgdo ¢ o principal responsavel pela digestao e
absor¢ao de nutrientes, realizando digestao tanto extracelular quanto intracelular (ROMANO

etal.,2015).
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O hepatopancreas dos camardes apresenta células organizadas em tubulos, com quatro
tipos principais de cé€lulas: F, B, R e E. As células F (fibrilares) produzem e secretam enzimas
digestivas, responsaveis pela digestdo extracelular no limen dos tibulos. Entre essas enzimas
estdo a tripsina, quimotripsina, amilase, lipase e fosfatases (BUARQUE, 2008; CHOWDHURY
et al., 2021). As células B (vesiculares ou de bolha) atuam principalmente na digestao
intracelular por meio da formagdo de vacéulos digestivos, além de estarem envolvidas no
armazenamento de nutrientes digeridos, especialmente lipideos (ROMANO et al., 2015). As
células R (de reabsor¢do) absorvem nutrientes, em especial lipideos, e participam da digestao
intracelular, contribuindo também para o armazenamento de energia (YAO et al., 2019). As
células E (embrionarias ou indiferenciadas) estdo localizadas na base dos tibulos, sendo
responsaveis pela renovagao celular continua do epilélio do hepatopancreas, se diferenciando
nos demais tipos celulares (BUARQUE, 2008).

Nos tubulos do hepatopancreas ocorre a secre¢do enzimatica e a absor¢do de
nutrientes. A digestdo extracelular ¢ iniciada no limen dos tubulos por enzimas como tripsina,
lipases, fosfatases acidas e alcalinas, e carboidrases, que degradam os alimentos parcialmente
(BUARQUE, 2008). Posteriormente, os nutrientes parcialmente digeridos sao internalizados
pelas células B e R, onde ocorre digestdo intracelular em vactiolos digestivos. Outra parte do
alimento segue, em menor grau, para reabsor¢do pelas vilosidades intestinais posteriores
(ROMANO et al., 2015).

A maturagdo das células do hepatopancreas e a formag¢ao dos vactolos digestivos
podem levar de 2 a 6 horas, variando conforme a espécie de peneideo e condigdes ambientais
como temperatura, tipo de alimento e tempo de jejum (YAO et al., 2019; CHOWDHURY et
al.,2021).

As enzimas digestivas funcionam de forma mais eficiente em pH alcalino, ao contrario
dos vertebrados monogastricos, o que € uma caracteristica marcante no trato intestinal dos
camardes. No entanto, para a administracdo de 4cidos organicos (AO) e seus sais (SAQO), €
necessario evitar a sua dissociacdo precoce, motivo pelo qual a industria tem empregado
técnicas para melhorar a estabilidade da ragdo, a exemplo da microencapsulagao
(CHOWDHURY et al., 2021).

Além da microencapsulacao, outras abordagens tecnoldgicas tém sido exploradas para
o fornecimento eficiente de acidificantes em dietas aquicolas. A pulverizagado a frio ou spray
coating com Oleos vegetais ou lipidios ¢ uma alternativa vidvel e de menor custo, embora
apresente menor controle sobre o ponto de liberag@o no trato digestivo. Outra estratégia ¢ o uso

combinado de 4cidos organicos com Oleos essenciais, que possuem propriedades
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antimicrobianas e atual de forma sinérgica com os acidificantes. He et al. (2017) demonstraram
que a suplementagdo de uma mistura contendo 25% de acido citrico, 16,7% de acido sorbico,
1,7% de timol e 1,0% de vanilina (AviPlus®), promoveu alteragdes benéficas na microbiota
intestinal, aumento da abundancia de Firmicutes e Lactobacillus, além da modulagdo positiva
de genes imunolégicos em P. vannamei.

Apesar dos avangos no uso de aditivos acidificantes em camardes peneideos,
considerando a singularidade do seu trato digestivo curto, com predominancia de pH alcalino e
absor¢do intensa no hepatopancreas, torna-se indispensavel o aprofundamento de pesquisas
sobre técnicas de liberagao gradual que garantam a eficécia da acidificagdo ao longo de todo o
trato gastrointestinal. Apenas com essa adequagd@o serd possivel otimizar o aproveitamento de
nutrientes, melhorar a conversdo alimentar e reforgar a saude intestinal desses organismos em

sistemas intensivos de cultivo.

2.4 Vibriose e sistema imune de camaroes peneideos

O sistema imune do camarao, como o de outros crustaceos, ¢ apenas inato, ou seja, ndo
possui memoria imunolédgica adaptativa como ocorre em vertebrados. Ele se baseia em
mecanismos celulares e humorais para a defesa contra patdgenos, e esta intimamente
relacionado a estruturas como hemocitos, atividade da fenoloxidase, resposta inflamatoria,
necrose e vacuolizacdo (LIGHTNER, 1993).

Os camardes peneideos nao possuem anticorpos verdadeiros (imunidade adaptativa),
portanto, ndo apresentam uma resposta imune adaptativa, o que torna a espécie sensivel a
colonizagdo por patégenos (SODERHALL; CERENIUS, 1998). Em contrapartida, essas
espécies apresentam uma barreira fisica passiva representada pelo rigido exoesqueleto
quitinoso, além de um sistema imunoldgico inato, composto por hemocitos, os quais estdo
presentes na hemolinfa e atuam na resposta a patogenos (CORDEIRO, 2021). O sistema de
defesa dos crustdceos ¢ baseado em efetores celulares e humorais, que se combinam para
eliminar microrganismos potencialmente infecciosos. Os hemocitos sdo cruciais nessas reagdes
imunitarias sendo capazes de fagocitose, encapsulacdo, formagdo de nddulos e citotoxicidade
(RENDON; BALCAZAR, 2003).

O hepatopancreas, por sua vez, funciona como um indicador de satide em camardes.
Alteragdes em suas células (como vacuolizagdo, necroses € melaniza¢des) podem sinalizar a
presenca de patdgenos, inflamacgdes, desnutricdo, deficiéncias, entre outros fatores. Esse

sistema esta intimamente ligado a um tecido conjuntivo frouxo e ao tecido linfoide que libera
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constantemente essas celularidades para defesa imunologica do animal (CHOWDHURY et al.,
2021).

Ruiz et al. (2020), em testes realizados com Macrobrachium carcinus, afirmam que,
além de estarem relacionadas com as fung¢des digestivas, as células do hepatopancreas (F-, B-,
R-, E- ¢ M-) também se relacionam com respostas ao estresse inflamatorio. Vacuolos
encontrados ocasionalmente nas células B podem indicar acimulo de residuos ou processos de
degradacao intracelular associados a infec¢ao ou injuria, além de evidenciarem a capacidade de
morte celular programada ou necrose dessas células em casos patologicos, o que gera liberagao
de conteudo celular no lumen e ativagdo da imunidade local.

Dentre os achados microscopicos mais importantes, as vacuolizagdes estdo mais
relacionadas a atividade de patdgenos virais, enquanto as infiltragdes hemociticas sao achados
caracteristicos de infec¢des bacterianas. Esses achados podem ocorrer tanto no hepatopancreas,
quanto em outros tecidos, como branquias, tecidos conjuntivos adjacentes e musculatura
(FIGUEIROA, 2013).

No presente estudo, conforme laudo acostado no Apéndice I, os camardes da espécie
P. vannamei utilizados encontraam-se livres de doengas infecciosas, como o Virus da Mancha
Branca (WSSV) e o Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV). Contudo, atualmente as criagdes
de camardes convivem, em sua propria microbiota intima, com infecgdes por cepas oportunistas
de Vibrio spp. Naturalmente, Vibrio spp. fazem parte da microbiota do P. vannamei, mas podem
se tornar patogénicos em condigdes de estresse ou desequilibrio ambiental, afetando
negativamente a satide dos camardes (MURRAY et al., 2015; ZHANG et al., 2021; ZHOU;
ZHENG; HE, 2025).

A vibriose ¢ reconhecida como uma das principais barreiras produtivas e sanitarias na
carcinicultura, impactando negativamente todas as fases do cultivo de camardes e sendo
responsavel por prejuizos econdomicos significativos (MENDES et al., 2005).

O agente etiologico pertence ao filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, e
familia Vibrionaceae, caracterizando-se como bacilos curvos ou retos, Gram-negativos,
heterotréficos e anaerdbios facultativos. Medem de 0,5 a 0,8 um de diametro por 1,4 a 2,4 um
de comprimento, e sdo dotados de motilidade conferida por flagelo polar tnico (CANELLAS,
2021; MURRAY et al., 2015). Bioquimicamente, apresentam atividade oxidase-positiva,
fermentam glicose sem produgdo de gas e reduzem nitrato (exceto V. metschnikovii). Sao
também halofitos restritos, necessitando de sodio para crescer (MURRAY et al., 2015), e
neutrofilicos, preferindo ambientes com pH proximo da neutralidade. Esse perfil contrasta com

o da maioria da microbiota intima dos camardes, composta por bactérias mesofilas adaptadas a
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variacoes de pH mais amplas, o que favorece a colonizagdao por Vibrio em situagdes de
desequilibrio ambiental (ROSA et al., 2017; PICOLO et al. 2017).

Os sinais clinicos incluem opacidade muscular, descoloracdo corporal, necrose da
carapaca, melanizagdo de tecidos (branquias, musculatura, hepatopancreas, entre outros),
presenca de granulomas. Comportamentalmente, camardes afetados demonstram fraqueza
(letargia), nado desorientado, cauda em forma de grampo e podem apresentar bioluminescéncia
ou mudancas no padrao de cores da carapaga (INTRIAGO, 1998). Em seres humanos algumas
cepas podem causar gastroenterites (MURATORI, 2014).

As espécies mais associadas aos surtos incluem V. alginolyticus, V. Harveyi (associado
a luminescéncia), V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. campbellii (associado a
luminescéncia), V. mimicus e V. costicola. Na larvicultura, V. alginolyticus ¢ dominante,
inclusive em individuos aparentemente saudaveis, sendo um dos agentes relacionados com a
Sindrome da Zoea II, enquanto em adultos a infestagdo pode causar desde alteracdes
macroscopicas resultando em falhas no crescimento, aumento da mortalidade, resposta
inflamatoéria, até a doenga aguda de necrose hepatopancredtica (AHPND) em cepas mais
virulentas, em especial V. parahaemolyticus portadoras do plasmideo pVA1, que codifica as
toxinas PirA e PirB, as quais possuem tropismo pelos hepatdcitos, vilosidades intestinais e
tecido conjuntivo do camarao (INTRIAGO, 1998; LEHMANN et al., 2017).

A transmissdo desses patégenos pode ocorrer por vias diversas: d4gua contaminada,
biofilmes nos tanques, uso de artémia colonizada por cepas virais, reprodutores infectados ou
praticas de manejo que comprometem a microbiota benéfica, a exemplo de superpopulagdes
em sistemas sujeitos a altas temperaturas. A prevengdo estd diretamente relacionada a
desinfeccdo adequada, segregacdo de lotes, renovacdo de agua, controle de densidade e uso
estratégico de probioticos e imunomoduladores. A identificagdo diagndstica ¢ realizada por
analise microscopica de larvas moribundas, culturas seletivas e técnicas moleculares (TRAN et
al.,2013).

De acordo com Zhang (2019), Zhang et al. (2021) e Zhou, Zheng e He (2025), a
infecc¢do por Vibrio spp. em P. vannamei esta fortemente associada a alteragdes na microbiota
intestinal, com importantes implicagdes para a saude e a imunidade dos camardes. Zhang et al.
(2021) demonstraram que a presenga de Vibrio parahaemolyticus causa disbiose intestinal,
reduzindo a diversidade microbiana e favorecendo a proliferacao de espécies patogénicas, além
de comprometer a integridade da mucosa e provocar inflamag¢ao local. J4& Zhou, Weng e He
(2025) ressaltaram que infecgdes por Vibrio spp. induzem desequilibrios na microbiota que

prejudicam a homeostase do hospedeiro, afetando a digestdo, a barreira epitelial intestinal e
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ativando intensamente a resposta imune inata, com aumento de hemocitos e estresse oxidativo.

Assim, o achado de infiltracdo hemocitica e aumento de hemocitos esta
intrinsecamente ligado a infeccdo por Vibrio spp., uma vez que essas bactérias ativam
diretamente o sistema imune inato dos crustaceos, desencadeando respostas inflamatdrias locais
nos tecidos afetados (FIGUEIROA, 2013; LIGHTNER, 1993; TRAN et al., 2013).

Ante o exposto percebe-se a susceptibilidade da espécie para a ser acometida pela
referida bactéria diante da indisponilidade do sistema imunologico de guardar memoria, bem
como o proprio processo de evolucao do agente, que facilmente expressa fatores de viruléncia
que originam cepas cada vez mais patogénicas para o camardo. Nesse ponto, insere-se a
proposta de utilizacdo de acidos organicos, diante da ineficiéncia e inviabilidade técnica da
utilizacao de antibioticos nesse tipo de cendrio (NGUYEN et al. 2023). Em animais vertebrados
como aves e suinos, assim como em camaroes P. vannamei, ha estudos sobre a capacidade dos
acidos organicos de imunomodular o trato gastrointestinal, sendo que a racdo acidificada
controla bactérias patogénicas, em especial Gram-negativas, privilegiando bactérias benéficas
no trato gastrointestinal de mamiferos monogastricos até camardes peneideos (HE et al., 2017,
VARGAS, 2014).

Em animais aqudticos monogastricos, destacam-se trabalhos com peixes que
relacionam a imunomodulagdo do trato gastrointestinal com a melhoria da imunidade e
desempenho dos animais. Othman et al. (2023) constataram que a inclusdo dietética de acido
férmico, em Oreochromis niloticus, na dose de 5 g/kg a longo prazo, aumenta o desempenho
zootécnico, a biodisponibilidade de minerais e melhora a atividade imunoldgica contra agentes
bacterianos, o que foi evidenciado pelo aumento dos niveis séricos e atividade da lisozima,

enzima do sistema imune inato que lisa principalmente bactérias Gram-negativas patogénicas.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Local do estudo e desenho experimental

O presente estudo foi conduzido nas instalagdes experimentais de aquicultura do
Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos (LANOA), integrado ao Centro de Estudos
em Aquicultura Costeira (CEAC), do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da Universidade
Federal do Ceara (UFC), localizado no municipio de Eusébio, proximo ao estudrio do rio Pacoti

(coordenadas 3°50°01.55”S e 38°25°22.74”W) (Figura 1).

Figura 1 - Visdo panoramica do Laboratdrio de Nutricdo de Organismos Aquaticos (LANOA)
onde foi realizado o estudo.

Fonte: Alberto Nunes (2024).

O estudo avaliou os efeitos de uma ragdo comercial suplementada com uma solugao de
acidos organicos (Protacid OX, Higienizo Tecnicas Reunidas S.L.U., Barcelona, Espanha) sobre
a fisiologia digestiva e desempenho zootécnico de juvenis do camardo P. vannamei cultivados
em condigdes experimentais. Os tratamentos consistiram em um controle sem acidificante e em

dois outros grupos alimentados com racdo revestida com o acidificante nas concentragdes de 5 e
15 g/kg de ragao.
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Foram empregados um total de 15 tanques de 0,5 m? com cada tanque povoado
inicialmente com 40 individuos, alimentados quatro vezes ao dia durante 84 dias. Semanalmente,
o peso corporal dos camardes foi determinado por meio de biometrias, com a captura e a pesagem
em balanca de precisdo de cinco individuos de cada tanque. Na despesca, todos os camardes
foram contados e pesados individualmente para determinar a sobrevivéncia final, peso corporal,
crescimento semanal, ganho de produtividade, consumo aparente de ragdo e fator de conversao
alimentar (FCA). Adicionalmente, foram determinados os niveis de acidificagdo da ragdo, a
lixiviagdo do composto acido apds a imersdo em agua, a acidificagdo do trato gastrointestinal dos
camardes (estdmago, hepatopancreas e intestino) e exame histoldgico do trato gastrointestinal e

de outras estruturas para avaliar o estado de satide dos animais ao final do experimento.

3.2 Revestimento da racdo com o acido organico

O acidificante comercial, apresentado na forma liquida, ¢ composto 40% por acido
lignosulfénico e 60% de acido formico, com pH de 0,3, e foi utilizado para revestir uma ra¢ao
comercial voltada para engorda de camardes (SM Line 350 ST, Samaria Racdes e Nutrigcdo
Animal Ltda., Maracanati, Ceard). De acordo com os niveis de garantia, a racao continha um
teor minimo de 35% de proteina bruta (PB). Foram adotados os seguintes niveis de
suplementag¢do do 4cido organico: 5 (PX5) e 15 g (PX15) por kg de ragdo comercial. Uma ragdo
sem adicao do acidificante foi utilizada como controle (CTL).

O revestimento foi preparado, misturando-se cada quantidade definida de acidificante
comercial com o dobro da quantidade de 4gua doce limpa, ou seja, para 5 g/kg de acidificante
foram adicionados 10 g de dgua. A pesagem foi feita em uma balanca eletronica com precisao
de duas casas decimais. A mistura foi entdo dispersa sobre a ragdo em um misturador mecanico,
usando um pulverizador, até alcangar uma distribuigdo homogénea (Figura 2). Um total de 4 kg
de racdo foi preparado a cada trés dias e armazenado em uma sala com temperatura controlada

até o uso.

Figura 2 - Processo de revestimento da racdo com o acidificante liquido por meio do uso de
misturador e pulverizador. Da esquerda para a direita: A) pesagem de 4 kg de ra¢do; B) preparo
da solugdo contendo acido organico e agua; C) pulverizacao do acido organico sobre a ragao
com o auxilio de pistola e misturador mecanico; D)medi¢do do pH da ragdo com um pHmetro.



Fonte: Alberto Nunes (2024).

Para avaliar a acidificacdo da ragdo apods o revestimento, o pH foi determinado apds
cada preparacdo. A medi¢do foi realizada usando um medidor digital de pH (modelo
HI9810302, Hanna Instruments Inc., Rhode Island, EUA).

Ao longo do estudo, o pH das ragdes, expostas ou nao ao acido, foi medido diariamente.
A ragdo revestida que ndo fosse utilizada dentro de trés dias foi descartada ¢ um novo lote
preparado. Essa abordagem garantiu a manutencdo das condigdes experimentais e a

homogeneidade do processo de acidificagdo ao longo do estudo.

3.3 Qualidade da 4gua e manutencio de sistemas

O sistema de cultivo utilizado no estudo consistiu em 15 tanques independentes,
mantidos em area coberta, cada um com capacidade de 0,5 m? e uma area total de fundo de 0,57
m? (Figura 3). Para garantir uma oxigenacao adequada da agua, foi empregada aeragao difusa
por meio de dois sopradores com poténcia individual de 2,0 cv conectados a tubula¢des de PVC.
O ar foi incorporado a dgua de cultivo no fundo de cada tanque por meio de uma mangueira
flexivel de aeragdo com 0,5 m de comprimento (Aero-Tube™, Tekni-Plex Aeration, Austin,
Texas, EUA). Durante todo o ciclo de cultivo, o sistema de aeracdo foi mantido ativo para
assegurar a saturacao de oxigénio dissolvido na 4gua. Além disso, um gerador a diesel de 150
kVA foi utilizado como fonte de energia reserva para evitar interrup¢des em caso de falha
elétrica.

Antes da estocagem dos camardes, todos os apetrechos de cultivo, incluindo tanques,

tubulagdes de abastecimento e drenagem de agua, tubos de aeragdo e bandejas de alimentagao,
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passaram por um rigoroso processo de limpeza e desinfec¢dao. Inicialmente, as sujidades
aderidas as paredes e ao fundo dos tanques foram removidas com um jato de alta pressao, € os
residuos descartados manualmente. Posteriormente, utilizou-se um agente desincrustante a base
de acido sulfurico, diluido na propor¢do de 1 L para cada 50 L de 4gua, que foi pulverizado nas
paredes internas dos tanques, no fundo, bem como nas tubulac¢des de abastecimento e drenagem.
Essa solucdo permaneceu em contato por 24 h antes da aplicacdo de um desinfetante a base de
acido peracético, diluido na propor¢ao de 1 L para cada 500 L de 4gua. Para finalizar, os tanques
foram enxaguados com agua doce antes do enchimento com agua de poco profundo, ajustada

para uma salinidade de 5 g/L.

Figura 3 - Em destaque, os tanques utilizados no estudo, antes da estocagem dos camaroes.

A //7

Fonte: Alberto Nunes (2024).

Apo6s o enchimento dos tanques, iniciou-se a preparacao da dgua por meio da adi¢ao
de um probidtico comercial (BM-Pro, Biotrends Solucdes Tecnoldgicas Ltda., Eusébio, Brasil),
composto por um consoércio de microrganismos (Bacillus spp., Lactobacillus spp. e
Saccharomyces cerevisiae), ativado com agua doce por um periodo de 2 h, seguido da adi¢ao
de melago de cana-de-actcar fervido na proporcao de 1:2 (probidtico:melago). A mistura foi
entdo fermentada em um recipiente limpo, sem aeragdo, por 24 h. Apos esse periodo, a
preparagao fermentada foi aplicada nos tanques na dose de 53 mL por unidade, uma vez ao dia,

durante trés dias consecutivos antes da estocagem dos camardes.

3.4 Recepciao e estocagem das pos-larvas e juvenis
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As pos-larvas (PLs) utilizadas no presente estudo chegaram ao LANOA em 20 de abril
de 2024. Foram adquiridas um total de 84.000 PL10 (PLs com 10 dias, 343 PLs por grama) do
camardo P. vannamei provenientes da Larvicultura Havai Ltda. (Sao Bento do Norte, RN).

As PLs foram transportadas em sacos plasticos selados, sob a densidade de 8.000 PLs
por saco, contendo dgua saturada em oxigénio dissolvido na salinidade de 15 g/L. Ao chegarem
ao laboratorio, as PLs foram submetidas imediatamente a um processo de aclimatacio térmica,
mantendo os sacos de transporte em contato com a agua de cultivo por 30 min. (Figura 4).

Apos a aclimatacdo, os camardes foram transferidos para seis tanques de 3.000 L, na
densidade aproximada de 5 PLs/L, para um periodo de quarentena. Antes da estocagem, uma
amostra de aproximadamente 500 camardes vivos foi coletada e fixada em alcool etilico com
pureza entre 90 e 95% para a realizag@o de testes de RT-PCR (transcri¢do reversa seguida de

reacdo em cadeia da polimerase).

Figura 4 - Transporte de PLs em sacos plasticos seguido da coleta de amostras para analise de
RT-PCR.

Fonte: Alberto Nunes (2024).

Testes de RT-PCR foram realizados para deteccdo do Virus da Sindrome da Mancha
Branca (WSSV) e Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV). Os resultados da analise indicaram
que as PLs estavam livres desses patogenos (Apéndice A).

Apos seis dias de aclimatacao e adaptacao a salinidade de 15g/L, PLs com peso corporal
médio de 15 mg, foram contadas utilizando um dispositivo inteligente portatil (XperCount2,
XpertSea, Québec, Canadd) e estocadas em dois tanques bercario de 23 m?® (4,5 x 1,5 m de
diametro x profundidade; 15,9 m? de area de fundo), na densidade de 0,5 PL/L.

Durante a fase de bergario, os camardes foram alimentados com uma ra¢ao comercial

desintegrada contendo um minimo de 40% de PB e 8% de EE. Apds 54 dias de cultivo, os
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animais foram capturados com auxilio de um puga e transferidos para um sistema de tanques
em area aberta, onde permaneceram por mais 14 dias antes de serem transferidos para os
tanques experimentais. A transferéncia e estocagem dos camardes consistiu na pesagem
individual em balanca de precisdo de 0,01 g. No total, 600 camardes juvenis, com peso médio
(+ desvio padrdo) de 1,99 + 0,31 g, foram distribuidos em 15 tanques sob a densidade de 71
animais/m? ou 40 camardes por tanque. A alimentacdo com as ragdes experimentais teve inicio

um dia ap6s a estocagem.

3.5 Alimentacio dos camardes, monitoramento e manejo da agua

Os camaroes foram alimentados exclusivamente em bandejas de alimentagdao com 14,3
cm de didmetro e bordas de 3,5 cm de altura, posicionadas no centro do fundo de cada tanque,
em uma densidade de uma unidade por tanque. A oferta de ragdo ocorreu quatro vezes ao dia,
as 07:00, 10:00, 13:00 e 16:00 h.

As refei¢cOes foram ofertadas diariamente em excesso, tendo como base as estimativas
da biomassa estocada de camarao, as proje¢oes diarias de crescimento e as taxas de alimentagao
para cada faixa de peso corporal. Para o calculo das refei¢des, cinco camardes de cada tanque
foram capturados aleatoriamente, pesados em balanga de precisdo e devolvidos para os
respectivos tanques. As biometrias dos camardes tiveram inicio no 9° dia de cultivo e em
seguida semanalmente, nos dias 16°, 23° 30°, 37°, 44°, 51°, 58°, 65° e 72° de cultivo. As
biometrias ndo foram realizadas dois dias antes e dois dias depois das fases de lua nova e cheia,
levando em conta a fisiologia da espécie que realiza ecdise.

Com os dados de biometria, a média de peso corporal e o ganho de peso diario foram
calculados para cada tanque de cultivo. Foi adotada uma queda diaria de 0,21% na
sobrevivéncia dos camardes, independente dos tratamentos adotados. Essas estimativas foram
utilizadas para determinar as refei¢des diarias, com a adi¢cdo de um percentual extra entre 10 e
30%, dependendo do consumo didrio observado. O consumo alimentar foi acompanhado em
cada horario de alimentacdo, por meio da verificagao da presenga de racdo nao consumida nas
bandejas. Estas, quando presentes, foram coletadas, armazenadas sob refrigeragdo e
posteriormente secas em estufa a 105°C por 24 h e pesadas para célculo do consumo alimentar
aparente.

Os parametros de qualidade da dgua, pH, temperatura e salinidade, foram monitorados
diariamente em todos os tanques de cultivo. Nao houve recirculagao de 4gua durante o periodo

experimental, mas, a partir do 14° dia de cultivo, foi realizada uma troca semanal da agua,
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substituindo-se 12% do volume total de cada tanque por dgua proveniente de poco, de baixa
salinidade, filtrada em filtro de areia.

Para controlar o acimulo de compostos nitrogenados e estimular a microbiota do tanque,
uma mistura comercial de probioticos foi utilizada, com dose inicial de cerca de 30 mL/m> na
preparagdo da dgua e posterior aplicacdo didria de cerca de 13,25 mL/m?/dia. A alcalinidade foi
verificada semanalmente e, sempre que os niveis caiam abaixo de 150 mg/L de CaCOs;,

aplicava-se uma solucao de bicarbonato de sodio diluido para a devida corregao.

3.6 Testes de imersao para verificacdo da lixiviacdo do acido organico

Os testes de imersdao do acido no sistema de cultivo de camardes tiveram como
finalidade determinar a permanéncia do 4acido na racao, os niveis de acidificagdo alcancados e
a duracdo de sua acdo. O objetivo foi avaliar os percentuais de lixiviagdo do acido em funcao
do tempo de imersdo da rag¢do na agua.

Inicialmente, foram realizadas medi¢des do pH das ragcdes CTL, PXS5 e PX15, bem
como do pH e da salinidade (pHmetro modelo HI98108 e salindmetro modelo HI98319, Hanna
Instruments Inc., Roménia, respectivamente) da agua dos tanques e da ragdo. A salinidade da
agua foi mantida em 4,4 g/L, em conformidade com as condi¢des utilizadas no experimento de
crescimento.

Para a realizagdo dos testes, as ragdes foram divididas em porgdes de 30 g e
distribuidas em conjuntos de seis bandejas de 15 cm, cada uma representando um periodo de
imersdo. As bandejas foram submersas simultaneamente em tanques de 0,5 m?, sendo que cada
tanque recebeu amostras de apenas um tratamento alimentar. O experimento foi conduzido em
trés tanques distintos, contemplando os tratamentos CTL, PX5 e PX15, totalizando quatro

ciclos de testes (Figura 5).

Figura 5 - Testes de imersao das racdes integras e maceradas em intervalos de 5 minutos. (A)
Conjunto de seis bandejas imersas preparadas para os testes; (B) Teste de pH com ragdo integra
e (C) Teste de pH com rag@o macerada.
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Fonte: Alberto Nunes (2024).

Os tempos de imersao considerados foram 0 (antes da imersao), 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30
minutos. Apos o tempo estipulado, as bandejas foram retiradas individualmente e
imediatamente aferidas quanto ao pH com um medidor portatil de pH (HALO2, modelo
HI9810303, Hanna Instruments Inc., Rhode Island, EUA). As medi¢des foram realizadas tanto
nos pellets integros quanto ap6s a maceragdo dos mesmos. Para cada tratamento e periodo de
imersdo, as medigoes foram repetidas cinco vezes ao longo de trés dias consecutivos,

permitindo o monitoramento das alteracdes de pH ao longo do tempo e em diferentes repetigoes.

3.7 Analise do pH do estomago, hepatopancreas e intestino pos-despesca

Além das andlises do pH das racdes, objetivou-se definir o tempo de acdo e a
intensidade de acidificagcdo da solugdo no trato gastrointestinal dos camardes. Para isso, foram
utilizados nove tanques adicionais, também mantidos em area coberta, com capacidade de 1,5
m? (area de fundo de 1,61 m?), sendo trés tanques destinados a cada tratamento dietético (CTL,
PXS5 e PX15).

Foram escolhidos individuos juvenis com peso corporal médio de 13,17 + 2,08 g, os
quais foram estocados a uma densidade de 80 individuos por tanque (50 camardes/m?) e
alimentados exclusivamente em bandejas durante sete dias consecutivos com as ragdes de seus
respectivos tratamentos. Optou-se por utilizar juvenis com mais dias de vida para facilitar a
coleta da quantidade de amostra necessaria para a analise de pH.

A amostragem consistiu na coleta de nove camardes por tanque, por vez, realizada aos

15 e 30 minutos ap6s a alimentagdo com dieta acidificada. Os animais foram capturados com
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uma rede e imediatamente sacrificados por imersdao em gelo. Posteriormente, foram dissecados

para extragao do estdmago (proventriculo), hepatopancreas e intestino médio (Figura 6).

Figura 6 - Processo de extracao do sistema digestivo dos camardes, incluindo o estomago,
hepatopancreas e intestino médio, para determinacdo do pH aos 15 e 30 pos alimentagdo. Em
(A) observa-se o inicio da dissecagdo do camardo, apds a retirada da parte superior da carapaca
do cefalotérax, expondo verticalmente o estdmago, o hepatopancreas e intestino médio; em (B)
verifica-se o trato digestivo do animal dissecado; em (C) a separagdo das amostras de trés
individuos para obtencdo de material suficiente para afericdo; em (D) trés hepatopancreas
dissecados para afericdo; em (E) e (F) enfoque no medidor de pH utilizado na analise
juntamente com os tubos do tipo Eppendorf.

Fonte: Arquivo do autor (2024).

No dia da execugao deste protocolo, o pH das ragdes controle e acidificadas foi medido
antes da oferta das mesmas aos animais. Os camardes foram gradualmente expostos as dietas,

despescados, anestesiados em gelo, eutanasiados e pesados individualmente. Em seguida, foram
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dissecados para a remoc¢ao do hepatopancreas, que também foi pesado separadamente e teve o
pH medido em grupos de trés dos 6rgaos por vez, formando pools, conforme ilustrado no “item
D” (Figura 6). O conteudo dos estdmagos e intestinos foi extraido e, também em grupos de trés,
teve o pH medido para cada regido do trato digestivo. Assim, para garantir um volume suficiente
de material bioldgico para a andlise de pH, o contetido de nove camardes foi agrupado em trés
pools durante as medicdes.

No total, 27 camardes foram analisados para cada tempo (15, 30 e 60 minutos) e dieta
(CTL, PX5 e PX15), gerando nove medi¢des de pH para cada tempo e para cada tratamento
dietético. No total, foram utilizados 243 animais neste experimento.

A determinagdo do pH intestinal foi realizada utilizando um medidor portatil de pH
para solo, com precisdo de +0,05 pH. O equipamento possui um eletrodo de ponta conica,
permitindo medi¢des diretas e precisas das amostras. O pHmetro foi calibrado antes de cada
sessdo de amostragem, e as medi¢des foram realizadas com a inser¢cdo completa do eletrodo nas

amostras, utilizando tubos tipo Eppendorf para apoio durante a aferi¢ao (Figura 6).

3.8 Analise Histologica

A metodologia consistiu na em uma analise clinica e qualitativa, visando realizar um
exame geral de saude dos animais, em especial da satide digestiva. O processamento histologico
seguiu uma metodologia adaptada (CUELLAR-ANJEL, 2014; BELL; LIGHTNER, 1988).
Para a analise histoldgica foram selecionados quinze camardes de cada tratamento, trés de cada
tanque, retirados ao final do experimento no momento da despesca.

Primeiramente foi realizado exame presuntivo em todos os individuos para verificar
achados macroscopicos relacionados a alteragdes em estruturas anatdémicas e, posteriormente,
os animais foram fixados em solucdo de Davidson’s AFA (11,5% de acido acético glacial, 22%
de formaldeido a 37% e 33% de 4lcool etilico a 95%) por 48 horas. Apos esse periodo, foram
transferidos para alcool etilico a 70% para conservagdo até o processamento histologico. As
amostras foram levadas processadas junto ao Centro de Diagndstico de Enfermidades de
Organismos Aquaticos (CEDECAM), em Fortaleza, Ceara, onde foram confeccionadas as
laminas e realizadas as analises histologicas.

A andlise teve carater clinico e qualitativo, visando a avaliagdo do trato gastrointestinal
e estado geral de saide dos animais. Foram escolhidas e preparadas, antes do emblocamento,

as regides mais adequadas para a visualizacdo das estruturas digestivas: hepatopancreas (corte
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transversal), primeiro segmento abdominal (corte longitudinal) e sexto segmento abdominal
(corte longitudinal).

Inicialmente, as amostras foram submetidas a um processo de desidratacdo em
concentragdes crescentes de alcool etilico a 70%, 80% e 100%. Em seguida, foram imersas em
xilol por 2 horas para remog¢do de lipidios e abertura dos tecidos, sendo posteriormente
colocadas em duas cubas com parafina liquida por 1 hora cada, garantindo a completa
substituicdo da agua pelos solventes e, em seguida, pela parafina. Apos esse processo, foi
realizado o emblocamento das amostras em parafina para posterior confec¢ao das laminas
histologicas.

Ap6s solidificarem as amostras foram cortadas em microtomo com espessura de 5 pm.
Os cortes obtidos foram fixados em laminas previamente preparadas com uma fina camada de
albumina, assegurando a aderéncia do material. Nesse momento as laminas j& estavam
montadas, mas os tecidos estavam “transparentes”, sem nenhuma adi¢do de corante, sendo
necessario tal processo adicional para visualizagdo microscopica.

Na fase de coloracao utilizou-se a técnica de Hematoxilina & Eosina, que consistiu na
reidratacdo das laminas em dois recipientes contendo xilol por 5 minutos cada; seguida de
passagens sucessivas em trés cubas com alcool etilico a 95% por 5 minutos cada; apds isso as
amostras foram imersas em Hematoxilina por 20 segundos (primeiro corante); lavadas com
agua corrente e submetidas a um banho em 4alcool 4cido (etanol com 4cido acético) por 10
segundos para remoc¢ao do excesso do corante; passaram por nova lavagem onde foram, dessa
vez, coradas com Eosina por 1 minuto; seguida de lavagens sucessivas em alcool a 95% e dgua
destilada para remocdo do excesso de corante. Em seguida, as amostras passaram por uma
ultima etapa de desidratagdo em alcool a 95% por 2 minutos e 30 segundos e foram imersas
novamente em duas cubas de xilol por 5 minutos cada.

Para montagem final das laminas, utilizou-se o meio de montagem “Permount”,
garantindo a preservacdo dos tecidos para andlise microscopica. As laminas foram analisadas
por microscopia de luz (Leica®), permitindo a observacdo detalhada das estruturas digestivas,
como hepatopancreas, estdbmago, ceco anterior e posterior, intestino, além de estruturas
associadas a saude geral dos animais, como branquias, tecido muscular, tecido conjuntivo e
orgao linfoide.

No tocante a analise, os achados relativos as deformidades ou alteragdes patologicas
no trato digestivo, nas regides do proventriculo, hepatopancreas e intestino, foram estruturados,

sendo realizadas andlises dessas trés por¢des em cada individuo. Em paralelo, foram destacados
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achados compativeis com resposta inflamatdria e outras alteragdes decorrentes da infecgao por

bactérias do género Vibrio spp., gerando dados quantificaveis para o estudo.

3.9 Desempenho zootécnico

Os camardes foram cultivados por um total de 84 dias. Na despesca, todos os camardes
foram coletados, contados e pesados individualmente em balanca com precisao de 0,01 g. Com
esses dados, foram determinados os seguintes parametros:

1. Sobrevivéncia final dos camardes (%) = (numero de camardes despescados + nlimero
de camardes estocados) x 100

2. Consumo aparente de racdo (CAR, g de racdo ofertada por camardo estocado)
= quantidade total de racao fornecida + [(nimero de camardes despescados — numero
de camardes estocados) x 2]

3. Fator de conversao alimentar (FCA, base natural) = consumo aparente total de ra¢ao por
tanque + ganho de peso corporal dos camardes por tanque

4. Taxa de crescimento semanal (g/semana) = ((peso corporal médio final — peso corporal
médio inicial) + dias de cultivo) x 7

5. Ganho de produtividade de de camardes (g de biomassa ganha/m?)

= biomassa ganha de camardes + area do fundo do tanque (m?)

3.10 Analise estatistica

O método estatistico utilizado para comparar as médias dos parametros de qualidade da
agua (pH, salinidade e temperatura), desempenho zootécnico dos camardes, pH das ragdes
(controle e tratamentos) e pH intestinal em fungdo das dietas experimentais foi a analise de
variancia unidirecional (One-way ANOVA). Quando identificadas diferencas significativas
entre os grupos, as médias foram comparadas par a par utilizando o teste de Tukey HSD para
identificacao das diferencas especificas entre os tratamentos. Em todas as analises estatisticas
foi adotado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05). As anélises estatisticas foram realizadas

utilizando o software IBM® SPSS® Statistics 23.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EUA).

4 RESULTADOS

4.1 Parametros de qualidade da agua
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A qualidade da agua permaneceu relativamente estavel ao longo do periodo do estudo
sem apresentar variagcdes ou diferencas significativas entre os tanques/tratamentos (Figura 7).
A salinidade, temperatura e pH apresentaram uma média (£ dp) de 3,8 + 0,4 g/L (n = 1.050),
26,9 + 0,4°C (n=1.050) e 8,0 £ 0,1, respectivamente.

Esses valores estdo dentro da faixa considerada adequada para a criagdo de juvenis do
P. vannamei em condigdes de baixa salinidade. A comparacao entre o pH da dgua dos tanques
que receberam diferentes concentragdes do acidificante também ndo apresentou diferencgas
significativas, indicando que a incorporacdo do acidificante na ragdo comercial ndo influenciou

o pH da dgua de forma significativa (p > 0,05).

Figura 7 - Variagdo diaria da salinidade (g/L), temperatura (°C) e pH durante o ciclo de cultivo
de camardes juvenis alimentados com e sem ragao acidificada. Cada ponto de dado representa
a média de 15 leituras, sendo uma de cada tanque de cultivo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.2 pH da racgdo apos a fabricacio e imersao em agua

Os testes de imersdao foram realizados com o objetivo de verificar a manutencao da
acidificacdo dos pellets ao entrarem em contato com a adgua de cultivo. Além disso, buscou-se
compreender a duragdo desse efeito acidificante e sua interacdo com o comportamento
alimentar bentonico dos camardes, que apresentam um padrdao de alimentacdo intermitente,
consumindo a ragdo de forma gradual ao longo do tempo.

De forma geral, o revestimento da racdo comercial com a solucdo acidificante impactou

significativamente o pH dos pellets, com alteracdes distintas conforme cada tratamento,
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permitindo a analise da média das amostras (Figura 8).

Figura 8 - pH da ragdo comercial com e sem acidificante comercial. Cada coluna representa a
média (+ erro padrdo) de 36 leituras realizadas apos a incorporacdo do acido organico na ragao.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A medida que a concentragio do acidificante comercial aumentava, os valores de pH
diminuiram de forma correspondente. Inicialmente, a racdo comercial sem acidificante (CLT)
apresentou um pH de 6,30 £ 0,49. A adicao de 5 g/kg do acidificante reduziu o pH para uma
média de 4,05 £ 0,19, enquanto a inclusdo de 15 g/kg diminuiu ainda mais o pH, alcancando a
média de 3,58 + 0,16. Esses resultados demonstraram uma reduc¢ao clara e consistente no pH
da ragdo com a incorporagao do acidificante comercial.

Apos verificar a capacidade de acidificacao, investigou-se a duragdo desse efeito e sua
relagdo com a lixiviagdo no meio aquoso. Ao analisar as medi¢des de pH dos pellets da ragao
intactos e macerados durante a imersdo em agua por 30 minutos, observou-se, um aumento
significativo no pH ao longo do tempo, sendo este aumento abruptamente maior nas ragdes
suplementadas com o acidificante, embora também presente, em menor grau, na ragao CTL. As
ragoes tratadas com o acidificante apresentaram valores de pH consistentemente mais baixos
em comparagdo ao controle (CTL), com um aumento acentuado no pH logo apds a imersao,
principalmente nos primeiros 5 minutos, tanto nos pellets intactos quanto nos macerados (p <
0,05).

Apo6s 0 aumento inicial, observou-se um incremento gradual no pH entre 5 e 15 minutos

de imersdo, porém as variagdes nesse intervalo nao foram estatisticamente significativas (p >
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0,05). Nos pellets macerados, os aumentos de pH ocorreram de forma mais rapidam em
intervalos de 10 minutos, enquanto nos pellets intactos os picos foram observados em torno de
15 minutos. A ra¢do PXS5 apresentou seu pico de pH em 15 minutos nos pellets intactos e aos
20 minutos nos pellets macerados. Ja a ragdo PX15 atingiu o pico de pH aos 20 minutos em
ambos os tipos de pellets. Apds esses picos, houve novos aumentos nos valores de pH, porém

sem siginificancia estatistica (p > 0,05). A Figura 9 elucida o exposto:

Figura 9 - Comparacao das médias (£ erro padrdo) de pH da racdo inteira e macerada
ao longo de um intervalo de 30 minutos de imersdo em agua.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.3 Desempenho zootécnico dos camardes
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Os tratamentos dietéticos apresentaram efeitos distintos sobre o desempenho dos
camardes em diferentes métricas-chave, evidenciando a influéncia da suplementagdo com
acidificante na sobrevivéncia, no crescimento e¢ na eficiéncia alimentar dos camardes, entre

outros parametros avaliados (Quadro 1).

Tabela 1 - Desempenho zootécnico (média + desvio padrao) dos camardess alimentados com
racdo comercial com e sem (CTL) incorporacao de 4cidos organicos. Cada valor representa a
média dos cinco tanques referentes a cada tratamento. O peso corporal inicial dos camardes foi
de 1,99 +0,31 g.

Tratamento Sob. Produtivida Crescimento CAR FCA TCE/d
final de (g/m?) (g/semana) (g/individuo)
(%)
CTL 81,0 + 523 + 154 0,80 + 0,20 279+2,5 3,55+ 2,10%
4.5 0,80
PX5 92,0 + 629 + 127 0,82+ 0,14 29,1+ 1,4 304+ 2,11%
4,1 0,43
PX15 82,5+ 622+ 129 0,93 +£0,13 292 +2,4 306  2.27%
6,8 0,38
Média + - 591+ 136 0,85+ 0,16 28,7+2,1 322+ 2,16%
Desvio 0,58
Padrao
ANOVA p 0,013 0,421 0,442 0,557 0,31 0,09%

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Entre todos os indices avaliados, a sobrevivéncia final se destacou pela diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos experimentais (p < 0,05). As taxas de
sobrevivéncia foram significativamente maiores no grupo alimentado com 5 g/kg (92,0 +4,1%)
em comparacdo ao controle (81,0 +4,5%) e ao grupo alimentado com 15 g/kg (82,5 + 6,8%; P
=0,013) (Quadro 1).

O ganho de produtividade seguiu uma tendéncia semelhante, sendo numericamente
maior nos grupos PX5 (629 £ 127 g/m?) e PX15 (622 + 129 g/m?) em comparagdo ao CTL (523
+ 154 g/m?), embora essas diferencas nao tenham sido estatisticamente significativas (p =
0,421). Paralelamente, o grupo PX15 destacou-se por apresentar a maior taxa de crescimento
semanal (0,93 + 0,13 g/semana), em comparagdo aos demais grupos, PX5 (0,82 £+ 0,14
g/semana) e CTL (0,80 + 0,20 g/semana). Entretanto, as diferencgas no crescimento nao foram
estatisticamente significativas entre os tratamentos experimentais em um primeiro momento do
experimento (p = 0,442). Da mesma forma, a taxa de crescimento especifico (TCE) foi mais
alta para os camardes alimentados com as dietas PX15 (2,26 + 0,16%/dia) e PX5 (2,10 +
0,16%/dia) comparado aqueles alimentados com a dieta CTL (2,08 £ 0,24%/dia). Entretanto,
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esses valores nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relagao ao grupo
CTL (p > 0,05).

A ingestdo alimentar aparente (CAR) foi semelhante entre os tratamentos,
apresentando valores ligeiramente maiores para PX15 (29,2 + 2.4 g/camarao) e PX5 (29,1 £ 1,4
g/camardo) em comparacao ao CTL (27,9 + 2,5 g/camario), assim como O fator de conversao
alimentar (FCA), apresentou, de modo geral, melhor desempenho nos tratamentos com adi¢ao
de acidificante. Isso fica evidente pelo fato de que ambos os grupos com ragao acidificada, PX5
(3,04 £ 0,43) e PX15 (3,06 + 0,38), sem diferencas significativas (p = 0,557). E importante
notar que o FCA foi elevado em todos os grupos devido a estratégia de alimentagdo ad libitum
(a vontade), adotada para garantir que o desempenho maximo dos animais fosse expresso sem
restrigoes..

A figura 10 destaca as diferentes tendéncias no peso corporal dos camardes entre os
tratamentos dietéticos. Na fase inicial (dias 0-23), os camardes alimentados com PXS5
apresentaram um crescimento ligeiramente superior ao do grupo CTL, enquanto o grupo PX15
teve um crescimento mais lento, possivelmente devido ao maior nivel de acidificagdo, que pode
ter retardado a assimilagdo de nutrientes em camardes mais jovens, exigindo um periodo de

adaptacao dos animais.

Figura 10 - Peso corporal dos camardes (g, média £ erro padrao) ao longo do periodo
experimental de cultivo de 84 dias. Cada coluna representa o peso corporal médio de 25
camardes (individuos utilizados nas biometrias), exceto nos dias 0 e 84, quando todos os
camardes foram pesados individualmente.
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Na fase intermediaria (dias 23-51), o grupo PX15 apresentou uma recuperagao
significativa, superando tanto o grupo CTL quanto o PX5 até o dia 51, refletindo os possiveis
beneficios a longo prazo da maior dose de acidificante. Paralelamente, o grupo PX5 manteve
um crescimento constante e equilibrado, preservando uma vantagem clara sobre o CTL.

Na fase final (dias 51-84), os camardes alimentados com PX15 alcangaram o maior
peso corporal final (13,10 + 1,59 g) (p = 0,0056), sugerindo maior eficicia no crescimento em
estagios mais avancados da vida do camarao. O grupo PX5 (11,94 1,63 g) e o CTL (11,67 &

2,35 g) apresentaram crescimento estaveis sem diferengas siginificativas.

4.4 pH do Trato Digestivo do Camario apods a Alimentacio

Os contetidos dos 6rgdos analisados no trato digestivo do camarao incluiram material
proveniente do proventriculo, hepatopancreas e intestino médio e posterior, os quais
representam pontos-chave na digestdo, absor¢do e modulagdo do pH na fisiologia do camarao.

Os dados demonstraram que a ragdo controle apresentou pH estatisticamente mais
elevado em comparagdo as ragdes suplementadas com o acidificante avaliado,
independentemente do nivel de suplementacdo, principalmente no proventriculo e
hepatopancreas dos animais (p < 0,05).

O pH do estdmago do camardo foi o mais impactado pelas ra¢des acidificadas.
Camardes coletados 15 minutos apds a alimentacdo apresentaram um pH estomacal
estatisticamente menor quando alimentados com as ragdes acidificadas, em comparacao a ragao
CTL. Especificamente, o pH caiu de 6,15 + 0,09 nos camardes alimentados com a ragdo CTL
para 5,99 £+ 0,06 e 5,88 & 0,06 nos camardes alimentados com PX5 e PX15, respectivamente (p
< 0,05). Essa reducao precoce do pH no estdbmago sugere uma agdo rapida do acidificante no
desenvolvimento de um ambiente acido, o que pode melhorar a eficiéncia digestiva,
considerando a totalidade dos testes realizados.

Apds 30 minutos da alimentagdo, apenas os camardes alimentados com PXI15
mantiveram um pH estomacal mais baixo (5,96 = 0,13) em comparagao aqueles alimentados
com PX5 (6,16 = 0,10) e com a ragdo controle (6,26 + 0,08). Isso indica que niveis mais
elevados de suplementagdo (15 g/kg) podem ser mais eficazes na manutencdo do ambiente
acido no estomago do camardo ao longo do tempo. No entanto, esse efeito acidificante se

restringiu ao estdmago desses animais (Figura 11).
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Ainda com relagdo a figura 11, o hepatopancreas, nao foram observadas diferencas
estatisticas no pH entre os tratamentos apds 15 minutos de alimentagdo (pH = 6,53 £ 0,07).
Entretanto, aos 30 minutos, os camardes alimentados com a dieta PX15 (6,50 £ 0,02)
apresentaram um pH hepatopancredtico ligeiramente inferior em compara¢do aqueles
alimentados com a rag¢do controle (6,56 £ 0,03) ou PX5 (6,59 + 0,02; p < 0,05). O efeito
acidificante retardado no hepatopancreas pode estar relacionado a fisiologia do 6rgdo em
questao e seus mecanismos proprios de digestao e tamponamento.

No intestino médio, os valores de pH nos tratamentos atingiram médias de 7,05 + 0,21
e 7,13 £0,22, respectivamente, aos 15 e 30 minutos ap6s a ingestdo da racdo. As ragdes controle
e com 5 e 15 g/kg de acido alcangaram um pH médio de 6.61 = 0.39, 6.57 £0.46 ¢ 6.51 + 0.48,
respectivamente ao final da analise, demonstrando em maior ou menor grau a mesma tendéncia

dose dependente de acidificacao.

4.5 Analises Histologicas e sanidade dos camardées

A andlise histologica abrangeu desde o exame presuntivo realizado na data da
despesca, que analisou o estado geral dos animais e presenca de alteragdes anatdomicas
macroscopicas, até os achados histologicos obtidos pela observagdo das laminas. Ao todo,
foram analisados 45 individuos, e os principais achados foram catalogados por tratamento para
verificar sua frequéncia de ocorréncia (Tabela 2) e as informacdes dos achados relativos a cada

individuo se encontram no apéndice B.

Tabela 2 - Alteracdes gastrointestinais e principais achados detectados
através da histologia dos camardes alimentados com ragdes controle e
com acidos organicos.

Tratamento CTL 5 g/kg 15g/kg
Estomago - - -
Alteracoes
gastrointestinaiS Deformidade de 5 1 -
tubulos
Desuniformidade 4 1 -
de células
Intestino 3 -
Principais Melanose 4 2 3
achados Presenca de 15 15 15

Vibrio ssp.
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Infiltragdes 7 2 5
hemociticas
Corpo de 1 - -
Inclusdo

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Inicialmente, cabe inferir que o estado geral de todos os animais analisados no exame
presuntivo foi considerado satisfatorio, com caracteristicas desejaveis como olhos brilhantes,
integridade da carapaga, presencga de todos os pledpodes, peredpodes; integridade das antenas
na grande maioria dos animais, auséncia de odor ou alteracdes na cor, abdomen arredondado e
firme, dentre outros aspectos gerais anatdmicos puderam ser evidenciados nos animais de todos
os tratamentos, sendo as melanoses os unicos achados relevantes neste exame.

Comparativamente, os camardes do controle apresentaram maior nimero de
melanizagdes macro durante o exame presuntivo, sendo tais achados encontrados em pelo
menos quatro animais desse grupo. Em contraponto, os camardes alimentados com a
suplementagdo dietética de 5 e 15 g/kg de acido orgdnico apresentaram, respectivamente,
apenas dois e trés individuos com essas lesdes melanicas, comuns em casos de infestagdo por
Vibrio spp., localizadas em diferentes regides do corpo, como cauda, abdomen e maxilipedes,
que em alguns animais geraram perda parcial do membro (Tabela 2).

No exame das laminas histologicas, cabe inferir o que foi comum a todos os individuos
analisados a presenga de achados caracteristicos de infestagdao por bactérias do género Vibrio

spp. (Tabela 2).

Figura 12 — Fotomicrografia do intestino de P. vannamei. a) Corte
transversal evidenciando sinais morfoldgicos de vibriose no tecido
conjuntivo adjacente ao intestino anterior (CTL); b) Corte longitudinal
de intestino anterior de P. vannamei evidenciando sinais morfologicos
de vibriose (CTL).



49

Fonte: Arquivo do autor (2024).

Essas lesoes sdo claramente visualizadas em setas e podem ser interpretadas como
pocos de material resultante do metabolismo das células bacterianas, células degradadas e
presenca de hemocitos circundantes (Figura 12):

Outro achado comum entre os trés tratamentos, em menor ou maior grau foram as
infiltragdes hemociticas, encontradas em diferentes tecidos dos animais (Figura 13). Tais

achados, em predominancia, juntamente com exame quantitativo qPCR/Tagman e o exame
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presuntivo, além da rarissima presenca de corpos de inclusdo, encontrados em apenas um
animal do grupo controle (Figura 14) nos tecidos dos camardes, reforcam que os animais
sofriam com patdgenos de origem bacteriana, excluindo doengas virais como a mancha branca
(WSSV) e a Mionecrose Infecciosa (IMNV), conforme exame realizado previamente pelo

CEDECAM-LABOMAR (Apéndice A).

Figura 13 — Fotomicrografia do tecido muscular de P. vannamei. a)
Corte transversal evidenciando infiltragdes hemociticas no tecido
conjuntivo e muscular adjacentes ao intestino anterior (CTL); b) Corte
longitudinal de tecido muscular de P. com enfoque para hemocitos
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Fonte: Arquivo do autor (2024).

Partindo para uma analise especifica dos tratamentos, nos tanques do grupo controle,
foi observada uma maior incidéncia de infiltracdes hemociticas, estando estes presentes em seis
dos quinze animais do grupo, sugerindo processos inflamatérios e colonizagao dos tecidos por
patogenos bacterianos (Figura 14).

Foi observado, ainda, um achado de corptsculo de inclusdo neste grupo, indicando
maior gravidade das lesdes, infec¢cdes mais severas ou acometimento por alguma particula viral
ndo identificada. Outro achado encontrado em apenas no tratamento controle (no mesmo
individuo) foi a presenga de esferoides ectopicos do o6rgao linféide (EOL) (Figura 14). Os EOL
sdo estruturas resultantes do processo fagocitico dos hemocitos e, quando visualizados em
demasia préximos ao 6rgdo linfoide, podem indicar processos fisiologicos para rejeitar
patdgenos de origem viral ou bacteriana, relacionados a severa infiltragdo hemocitica na regido
do tecido linfoide do animal. Tais achados indicam claramente maior tendéncia do controle

negativo estar em resposta inflamatoria.

Figura 14 - Fotomicrografia dos tecidos hepatopancreatico e linféide de
P. vannamei. a) Corte transversal evidenciando corpo de inclusdo na
regido do hepatopancreas (CTL); b) Corte transversal do tecido linféide
com presenga significativa de esferdides ectopicos do orgao linfoide
(EOL) no tecido conectivo adjacente ao hepatopancreas (CTL).
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Fonte: Arquivo do autor (2024). .‘

Partindo para andlise das estruturas do trato gastrointestinal, no exame histologico, de
modo geral, ndo foram observadas alteragdes significativas na regido do proventriculo no
controle, assim como nos demais. Todos os animais apresentaram higidez e preservagdo das
estruturas do 6rgdo, com destaque para o epitélio colunar que reveste sua parede.

Contudo, cinco animais apresentaram alteragdes compativeis com deformidades nos
tubulos hepatopancredticos. Em trés desses animais, observaram-se desuniformidades
celulares, com desequilibrio na propor¢cdo das células E, B, F e R, evidenciando, ao
correlacionar com o achado anterior, uma predominancia patogénica de células B em
detrimento das células R e F. Além disso, foram verificadas alteragcdes morfoldgicas e

funcionais nos tubulos (Figura 15).

Figura 15 - Fotomicrografia do tecido hepatopancreatico de P.
vannamei. a) Corte transversal evidenciando deformidade dos tibulos
com predomindncia patogénica de células B. As setas indicam fissuras
e perda da forma usual dos tubulos (CTL); b) Corte transversal
evidenciando deformidade dos tibulos com presenca de necroses e
atrofias (CTL).
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Fonte: Arquivo do autor (2024).

No item “b” da figura 15 ¢ possivel visualizar, conforme as setas, alteracdes na
espessura dos tibulos, demonstrando claramente uma atrofia dos mesmos, um processo
claramente resultante de processo inflamatdrio cronico por infestacdo por patdogenos ou estresse
oxidativo.

Ainda no controle em maioria notavel, percebeu-se a proliferagdo patogénica de
células B, achado relacionado a alta demanda por renovagdo celular decorrente também de

infeccdo ou processo inflamatorio, o que pode ser visto, conforme a seta, como um excesso de
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vacuolos basofilicos, auséncia de nicleo e enzimas digestivas, evidenciando uma hiperplasia

dos tabulos, repletos de células primogénitas com baixa capacidade digestiva (Figura 16).

Figura 16 — Fotomicrografia do tecido hepatopancreatico de P.
vannamei em corte transversal evidenciando deformidade dos tibulos
énica de células B, fissuras e necroses (CTL).

Fonte: Arquivo do autor (2024).

A presenca de achados morfoldgicos condizentes com Vibrio spp. no tecido conjuntivo
adjacente aos tibulos do hepatopancreas também foi um achado marcante, como vistos nas
setas a seguir, confirmando possivel relacdo entre as alteragdes, incluindo a proliferacao de
células menos diferenciadas (Item a), atrofias (Item b) e perda da forma teleada dos tubulos,

com a presen¢a de um patogeno (Figura 17):

Figura 17 - Fotomicrografia do tecido hepatopancreatico de P.
vannamei, evidenciando alteracdes patogénicas. a) Corte transversal
evidenciando deformidade de tubulos com predominancia patogénica
de células B alogandas e ampla presenga de Vibrio no tecido conjuntivo
ao redor dos tubulos (CTL). b) Corte transversal evidenciando
deformidade de tibulos com presenga de necroses e atrofias (CTL).
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Fonte: Arquivo do autor (2024).

No intestino de trés animais do grupo controle, observou-se ainda leve descamacao e
reducdo do epitélio colunar e vilosidades, além de infiltragdes hemociticas nos tecidos,
reiterando o carater patogénico dos achados.

Em sequéncia, nos animais alimentados com 5 g/kg de racdo, no exame presuntivo,
apenas dois animais apresentaram lesdes melanicas macro. Ao passo que, no exame histologico,
houve uma tendéncia de redugao dos achados relacionados as infiltragdes hemociticas, tendo

apenas dois animais apresentado infiltracdes significativas, sugerindo menor resposta
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inflamatoéria, sob o ponto de vista qualitativo. Uma vez que, para obter dados com maior
significancia estatistica, seria necessario um estudo de histologia com mais individuos, infere-
se a limitag¢do no presente universo amostral.

Nao foram observadas alteragdes na estrutura do proventriculo, assim como em todos
os animais analisados. O epitélio colunar e as vilosidades intestinais, por sua vez, nao
apresentaram alteracdes, contudo um animal do CTL apresentou relevante deformidade nos
tubulos hepatopancreaticos.

Cabe ainda reiterar que, apesar da presenca de achados relacionados ao Vibrio
(conforme evidenciado em setas no item b da imagem que segue), a forma anatomica,
funcionalidade e melhor distribuicao dos hepatdcitos, sob o ponto de vista qualitativo foram
evidentes a partir da ampla distribui¢cdo de diferentes linhagens de hepatocitos, incluindo células

R e F com conteudo digestivo funcional (Figura 18).

Figura 18 - Fotomicrografia do tecido hepatopancreatico de P.
vannamei, evidenciado estruturas anatdmicas. a) Corte transversal
ilustrando panorama geral de hepatopancreas com distribuigdao
uniforme de hepatocitos (T2). (b) Corte transversal com enfoque nos
tabulos morfologicamente saudaveis e funcionais, sem atrofia e
necrose, em formato teleado, apesar da presenca de Vibrio spp. no
tecido conjuntivo anexo (T2)
y N , 3
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O grupo alimentado com 15 g/kg de racao acidificada, enfim, assim como os camardes
expostos a 5 g/kg, apresentaram melhor tendéncia no tocante a resposta inflamatoria e achados
caracteristicos de alteragdes no sistema gastrointestinal, quando comparados ao grupo controle.

Com relagdo aos achados macro, este grupo apresentou melanizagdes em trés
individuos, ao passo que, no exame histologico, cinco animais apresentaram infiltragdes
hemociticas, sem mais achados relevantes acerca da resposta inflamatoria.

Nestes individuos, no tocante ao trato gastroinstestinal, também ndo foram verificadas
lesdes ou alteragdes no epitélio colunar do proventriculo ou do hepatopancreas, contudo em um
dos animais foi verificada alteracdo no epitélio colunar do intestino, no entanto, tal achado
isolado ndo tem relevancia estatistica.

Reitera-se que, durante o exame das laminas histologicas, este tratamento foi o tnico
onde nao foram detectadas deformidades nos tabulos hepatopancreaticos, assim como as células
que compdem o sistema hepatopancreatico se apresentaram uniformes e bem distribuidas,
indicando boa fung¢do digestoria.

A fim de apresentar um panorama geral dos achados cabe apresentar ainda grafico de

frequéncia de ocorréncia de achados (Figura 18):

Figura 19 — Frequéncia de ocorréncia de achados histoldgicos entre os grupos controle,
PXS5 e PX15 (%).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A simples andlise, verifica-se a citada tendéncia de que o grupo controle negativo
apresentou maior incidéncia de respostas a processos inflamatorios ou infecciosos, tornando-se
mais suscetivel a infeccdo por Vibrio spp. Em contrapartida, os grupos PX5 e PX15
demonstraram menor numero de infiltragdes hemociticas e outros sinais inflamatérios
relacionados a atividade bacteriana, sugerindo um efeito benéfico dos acidificantes.

Os achados relacionados ao hepatopancreas tiveram presenga massiva nos animais do
grupo controle. As deformidades dos tubulos do hepatopancreas e as irregularidades nos

hepatdcitos foram mais frequentes apenas no grupo controle, com achado isolado nos camardes
alimentados com 5 g/kg. Isso indica um possivel efeito protetor dos tratamentos aplicados (PX5

e PX15) na integridade estrutural do epitélio e das células hepatopancreaticas.
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5 DISCUSSAO

5.1 Parametros de desempenho

Os resultados indicam que a acidificacdo da racdo tem efeito positivo sobre o
desempenho zootécnico dos camardes. No estudo, os animais alimentados com 5 g/kg de ragao
acidificada apresentaram maior sobrevivéncia em comparagao ao grupo controle. Ja aqueles
que alimentados com uma rac¢ao suplmentadas com 15 g/kg, embora com taxa de sobrevivéncia
inferior ao grupo de 5 g/kg, também superaram o controle e apresentaram os melhores indices
de sobrevivéncia final entre todos os tratamentos, além de resultados positivos quanto ao
método de acidificagdo e fatores relacionados a sanidade. Esses resultados seguem a tendéncia
de diversos outros estudos que encontraram resultados semelhantes, como apresentado a seguir.

A maior taxa de sobrevivéncia foi observada no grupo PX5 (5 g/kg), com 92,0 + 4,1%,
significativamente superior aos grupos controle (81,0 + 4,5%) e PX15 (82,5 £ 6,8%).
Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores como Yowaphui, Rairat ¢ Chuchird
(2016), que observaram aumento na sobrevivéncia do P. vannamei alimentados com 3 g/kg de
acido férmico (Amasil® NA), em desafio com V. parahaemolyticus. Adams e Boopathy (2013),
por sua vez, observaram aumento da sobrevivéncia de 55% para 85% em camardes P. vannamei
tratados com 10 g/kg de acido formico. Da mesma forma, Nguyen et al. (2023) reportaram que
0 uso de paraformico (4 g/kg) elevou a sobrevivéncia do P. vannamei infectados com V.
parahaemolyticus para até 84,4% no quinto dia de desafio, comparado a 48,9% no grupo
controle. No presente estudo, ainda que o desafio bacteriano ndo tenha sido realizado, ¢
possivel, comparativamente, relacionar os efeitos positivos na sobrevivéncia ao acido férmico
em doses moderadas, como prelecionado por Defoirdt e al. (2006), que indicam a capacidade
da forma ndo dissociada do acido em acidificar o citoplasma bacteriano, garantindo assum
condi¢cdes desfavoraveis para o patdgeno.

O efeito relatado do acido féormico, em analise mais ampla, ¢ atribuido, assim como
em outros acidos carboxilicos de cadeia curta, a combinacao entre alta solubilidade em agua,
baixa massa molecular e acidez moderada, que conferem a esses acidos as propriedades
desejaveis para acidificar o alimento sem intoxicar o animal (CHAHARDOLI et al., 2020).
Defoirdt et al. (2006), em estudo com a Artemia franciscana, observaram aumento da
sobrevivéncia de nauplios infectados com o V. campbellii de 20% (controle) para até 48% com
a adi¢do de 20 mM (aprox. 2,04 g/Kg) de uma solugdo de acidos carboxilicos (férmico, acético,

propidnico, butirico e valérico) diretamente na agua de cultivo. Esse efeito, conforme ja
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relatado, ndo € exclusivo nos peneideos. Em organimais aquaticos mais complexos, como os
peixes, os efeitos positivos na sobrevivéncia sdo bem relatados. Hassaan ef al. (2014) também
verificaram aumento significativo da sobrevivéncia de tilapias (Oreochromis niloticus) com o
uso de propionato e lactato de calcio, a partir de sais incorporados na formulagdo de ragdes
extrusadas, em doses entre 10 e 20 g/kg. Tal efeito, conforme o trabalho, foi relacionado a
capacidade desses compostos de modular a microbiota. Kumar et al. (2017), por sua vez,
testaram uma mistura de acido férmico e propionato de célcio, adicionados a dieta basal de
peixes Cirrhinus mrigala (juvenis de 2,87-3,26 g), onde a dose de 15 g/kg aumentou a
sobrevivéncia significativamente quando desafiados com Aeromonas hydrophila, com 75% de
sobreviventes, quando comparados ao tratamento controle com 20%. Ao passo que esta mesma
dose propiciou aumento de bactérias benéficas no intestino dos respectivos peixes,
corroborando com o efeito positivo da acidificagdo também em peixes.

Os camardes alimentados com 15 g/kg de acido na ragdo, em paralelo, apresentaram
um peso final significativamente superior, tendo aumentado sua biomassa principalmente no
ultimo ciclo do estudo quando comparados ao controle. Essa tendéncia ¢ compativel com
diversos estudos envolvendo acidos organicos. Romano et al. (2015), em experimento analogo,
constataram um aumento significativo no peso corporal final e taxa de crescimento especifico
(TCE) em pos-larvas de camardes com 36 dias (0,123 + 0,010) a juvenis alimentados com ragao
microencapsulada contendo diferentes concentragdes de uma solu¢do com dacidos férmico,
latico, malico e citrico. No caso, os animais foram alimentados por 50 dias, e o tratamento que
resultou em melhor crescimento final continha 20 g/kg do acidificante na ra¢do, uma
concentragdo superior ao presente estudo, chegando a camardes com peso final de 1,24 + 0,17
g, enquanto no tratamento controle os animais alcan¢aram apenas 0,69 + 0,13 g.

E importante destacar que, embora o tratamento PX15 tenha apresentado vantagens
numéricas em parametros zootécnicos, como crescimento final em comparacao a grupo CTL,
ndo houve melhora na sobrevivéncia dos camardes. Isso resultou em um numero final de
camardes inferior ao observado no grupo PXS5, impactando negativamente a biomassa final.
Esses resultados sugerem que, apesar desse nivel de acidificagdo manter efeitos positivos sobre
a TCE, FCA e crescimento, neste estudo a inclusdo de 15 g/kg ndo obteve a mesma performance
de sobreviéncia que a ragdo com adicao de 5 g/kg. Essa redugdo pode estar associada ainda a
possivel interagdo com patdgenos, vez que, como resta-se demonstrado nos resultados ha clara
tendéncia de sanidade superior nos animais alimentados com 15 g/kg de acidificante.

Embora outros dados zootécnicos, como o crescimento, conversao alimentar e ganho

de peso semanal, ndo tenham sido estatisticamente significativos neste estudo, observou-se
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tendéncia de melhor desempenho em ambos os grupos alimentados com ragdo acidificada em
todos o periodo do experimento, quando comparados ao grupo controle. Isso sugere que,
eventualmente, em um estudo com maior universo amostral, poderiam ser expressos ainda mais
parametros zootécnicos estatisticamente relevantes.

Ficaram amplamente verificados os efeitos zootécnicos do acido féormico e de outros
acidos de cadeia curta durante a pesquisa, ao passo que o acido lignosulfonico, apesar da
auséncia de maiores estudos acerca do efeito zootécnico, possui o efeito tecnoldgico aglutinante
bem relatado (FATEHI, 2017; NASCIMENTO; FERRAZ; BIAGI, 2014). A associacao de
acidos organicos com produtos aglutinantes tem apresentado resultados satisfatérios na
melhoria da estabilidade, prote¢do da rag@o e no resultado final em pesquisas laboratoriais com
animais aquaticos, seguindo a mesma tendéncia observada neste trabalho (FATEHI, 2017).
Valenzuela-Cobos ef al. (2017) encontraram efeitos positivos na alimentagao do P. vannamei,
associando racdo acidificada e o aglutinante “AQUAPEGA ATUN LA”, um produto comercial
a base de polimeros organicos hidrofobos. Chowdhury et al. (2021) demonstraram que dietas
contendo acidos organicos microencapsulados com gordura hidrogenada e ésteres de cera,
mesmo em concentragdes baixas de acidos, de 0,85 g/kg, mimetizaram melhores resultados
(peso final de 14,6 + 1,0 g) quando comparadas ao controle (12,3 + 0,6 g) apds exposi¢do por
63 dias a dieta acidificada, além de aumentarem os estoques lipidicos (células R) e estimular a
secrecdo de enzimas digestivas como proteases, lipases e fosfatases (células F). Isso indica que
a protecao fisica do acido para liberagao controlada tende a apresentar resultados positivos, com
doses moderadas de acidos e sem danos teciduais ou perigo de toxicidade as cobaias, em

consonancia com este estudo.

5.2 Método de incorporacio, testes de imersao e acidificacdo do trato gastrointestinal

No tocante a incorporagdo do acido, a técnica de pulverizacdo liquida direta sobre a
racdo foi empregada para a adi¢@o dos acidos formico e lignossulfonico, método que se mostrou
eficaz e satisfatorio em promover a acidificagdo do alimento, conforme evidenciado pela
redugdo significativa do pH da racdo e doproventriculo dos camardes ap6s 15 minutos da
ingestdo. Conforme apresentado nos resultados, os valores médios de pH da racao foram de
4,05+ 0,19 (5 g/lkg) e 3,58 + 0,16 (15 g/kg), enquanto o controle permaneceu em 6,30 + 0,49,
um resultado estatistico que comprova a acidificagao.

A técnica de pulverizacdo, portanto, ndo resultou em uma maior acidificacdao das

por¢des posteriores do intestino dos camardes estudados, o que pode gerar questionamentos
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sobre o aproveitamento dos compostos nos segmentos mais distais do trato digestivo. Nesse
sentido reitera-se o que pode ser evidenciado em estudos j& comentados, de que ndo ha
necessidade de uma acidificacdo total ou exagerada da alimentacdo, ao passo que os acidos
organicos e seus metabodlitos podem ser aproveitados por bactérias do microbioma intimo dos
animais ¢ melhoria na absor¢ao de minerais (CHOWDHURY et al., 2021; DEFOIRDT et al.,
2006).

A manutencdo desse efeito apos a imersao dos pellets sugere que a aplicacao foi
eficiente, minimizando a lixiviagdo, o que foi confirmado pelos testes de imersdo em dgua, nos
quais os pellets preservaram sua integridade por até 30 minutos de imersdo, tempo compativel
com o comportamento alimentar do P. vannamei em fundo de viveiro, aos moldes usuais da
carcinicultura comercial. Silva et al. (2013) realizaram experimento de imersao semelhante com
sais de acidos organicos incorporados a ragdo peletizada, tendo verificado que a lixiviacao do
formiato (base conjugada do acido féormico) ocorreu apenas apos 45 minutos de exposi¢do a
agua, corroborando com os resultados encontrados.

Os testes contribuiram ainda para avaliar o tempo de exposicao dos animais a ragao
acidificada, ou seja, entender se os animais conseguem consumir a ragdo antes que ocorra a
neutralizagdo completa do pH. Observou-se que o aumento gradual do pH da ragdo em meio
aquoso, em sequéncia, muito provavelmente decorre da interacdo entre a dgua de cultivo, de
carater alcalina (em média pH 8,30), e a lixiviagdo do acidificante dos pellets para a agua,
comportamento esperado e observado em experimentos relacionados de lixiviagdo e interagao
com o pellet apds imersao (CHOWDHURY et al., 2021).

Esses achados sugerem que os camardes podem se beneficiar das ragdes revestidas com
o acidificante mesmo apds 30 minutos de imersdo em 4gua, uma vez que o pH permanece
favoravel e levemente acido mesmo apos meia hora da oferta da racao nos tanques.

Esse fator ¢ positivo, considerando o comportamento alimentar da espécie, que, precisa
manipular o alimento com seus apéndices antes da ingestdo. Em relagdo a capacidade de
incorporag¢ao do acido, os dados médios dos tratamentos PX5 e PX15 indicam que, apds a
maceracao, as ragdes apdsapresentaram reducao ainda maior no pH, sugerindo que a técnica foi
eficaz na incorporacdo do acidificante tanto na superficie quanto no interior dos pellets (Figura
9).

A acidificagdo dos pellets, nesse sentido, ocorre nao apenas na superficie, mas também
no nucleo, que ¢ menos afetado pela imersdo em agua e pode liberar gradualmente o 4cido,
mantendo o pH reduzido por mais tempo. Isso explica o comportamento observado nos

tratamentos PX5 e PX15 apds 15 minutos de imersdo. Mesmo com perdas na acidificagdo,
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verificou-se um retardo no ritmo de lixiviagdo dos pellets acidificados. Ambos os tratamentos
apresentaram, aos 30 minutos, pH levemente 4cido, inferior ao controle, indicando a eficacia
do método de incorporacdo do acidificante por meio da pulverizagdo. Colocando esse método
barato como viavel a outros mais laboriosos como o microencapculamento e a extrusdo, que
necessitam de materais mais caros e escala de produc¢ao industrial (CHOWDHURY et al., 2021;
MILAN et al., 2021).

Em paralelo, a acidificacdo gastrica foi evidente e dose-dependente nos testes de
imersdo e acidificagdo do conteudo gastrointestinal, com valores médios de pH decrescentes
(mais acidos em camardes alimentados com 15 g/kg e menos acidos no controle negativo),
sendo as diferencas estatisticamente significativas. Esses achados corroboram os de Chuchird,
Rorkwiree e Rairat (2015), que reportaram reducao significativa do pH gastrico em camardes
alimentados com 3 a 6 g/kg de acido formico, fator que foi importante para viabilizar a
assimila¢do da forma ndo dissociada dos acidos no trato digestivo, essencial para sua acao.
Segundo Defoirdt et al. (2006), o pH ideal para méaxima eficacia dos acidos de cadeia curta
varia entre 5,0 ¢ 6,0. Assim, os resultados aqui obtidos indicam que as doses de 5 e 15 g/kg
foram eficazes para acidificar o contetido gastrico, o que pode contribuir para a reducdo de
patdgenos sensiveis ao pH levemente acido e para a potencial melhora da digestibilidade, com
menor risco de toxicidade.

A auséncia de acidificagcdo observada na regido do intestino, em complemento, pode
estar associada ao tempo prolongado necessario para a excrecao de residuos metabolicos ou a
algum mecanismo de controle homeostatico desencadeado pelo hepatopancreas durante seu
processo de digestdo intra e extracelular. Ademais, a evacuagdo completa do alimento no trato
digestivo do camardo pode levar até 4 horas ap6s a alimentacdo (Nunes e Parsons, 2000). Isso
sugere que um periodo de observagao mais longo poderia revelar efeitos tardios da acidificacao

ou interacdes adicionais com o ambiente intestinal.

5.3 Exame histologico

No exame histoldgico evidenciou a menor prevaléncia de achados relacionados a
resposta inflamatdria nos tratamentos em que se utilizou ragao acidificada, aliando auséncia de
danos ao trato gastrointestinal dos camardes tratados com a solugdo. Estatisticamente,
verificou-se também

No tocante a presenca de Vibrio spp. em todos os individuos analisados, reitera-se que

os acidos organicos ndo possuem a capacidade de “curar” o animal e dezimar tal agente do
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microbioma gastrointestinal. Contudo, busca-se um efeito imunomodulador, que promova o
controle do agente ¢ a melhoria do desempenho. Tal achado ¢ coerente com outros estudos.
Ramirez (2016), por exemplo, evidenciou melhor sobrevivéncia em camardes infectados com
vibriose expostos aos acidos organicos em condigdes experimentais de desafio. Contudo, ao
realizarem andlises histologicas e contagem do patdgeno, ndo verificaram diferengas
significativas quanto a presenca do agente entre os tratamentos.

No que concerne aos resultados encontrados durante o exame presuntivo, desde as
lesdes melanicas macro até a microspia, com as infiltragdes hemociticas em diferentes tecidos,
verificou-se que tais achados, presentes em todos os tratamentos, apesar de ndo serem
relevantes, corroboram o entendimento de que os animais apresentavam sintomas de infestacao
por Vibrio spp. em suas diferentes formas: cuticular, gastrointestinal e sist€émica, deixando claro
que a quantificagdo ou o diagnostico molecular apenas poderia trazer as confirmagdes. No
entanto, assevera-se a ampla tendéncia de diminui¢do dos achados relativos a resposta
inflamatoria e infec¢do nos tratamentos em que os animais foram expostos a solucao
acidificante (LIZARRAGA et al., 2019; GU; NI; WANG, 2024; NAVARRO; MEJIAS, 2015).

No mesmo sentido, Romano et al. (2015) também analisaram a histologia de camardes
P. vannamei expostos a dieta acidificada, conforme ja comentado neste estudo, e, mesmo em
doses altas, evidenciaram a mesma tendéncia, dose-dependente, em que quanto maiores as
doses de acidos associados (férmico, lactico, malico e citrico) menores os achados deletérios,
como infiltragdes hemociticas.

Acerca de eventuais danos ao epitélio gastrointestinal relacionados ao uso prolongado
dos acidos organicos, estes ndo foram encontrados nos individuos analisados nas doses de 5 e
15 g/kg. Pelo contrario, além de ndo revelarem danos, o uso dos &cidos evidenciou beneficio
relacionado a integridade e distribui¢ao celular anatomica de hepatdcitos no hepatopancreas.
Yao et al. (2019), em pesquisas realizadas com juvenis com peso médio de 2,12 £ 0,10 g, se
utilizando uma mistura de acidos (Ca-Propionato, Ca-Formiato e Na-Acetato) (0,825 g/kg),
suplementada com doses de protease (0,175 g/kg) e carboidrase (0,1 g/kg), diferentemente da
analise histologica realizada neste estudo, verificaram, a partir de medigdes em micrémetros,
que dietas suplementadas com doses moderadas de acido, além de ndo causarem danos ao
tecido, resultariam em vilosidades superiores as das dietas controle (com 20% de proteina bruta)
(75,57 um na dieta suplementada contra 57,50 um no controle), evidenciando efeitos positivos
para além da manuten¢do da integridade, efeito que ndo foi evidenciado na analise histologica
deste estudo, mas que corrobora os resultados positivos.

O efeito de protegao aos tecidos do hepatopancreas ja foi relatado por outros autores, o
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que fortalece os achados deste estudo. Romano et al., (2015) encontraram resultados similares
no exame histologico realizado em seu estudo, utilizando de um “blend” de acidos formico,
lactico, malico e citrico. Os autores concluiram que a utilizagdo dos acidos na alimentagdo teve
papel na reducdo de danos histolégicos (necrose, infiltracdo de hemdcitos) e maior prevaléncia
de células R (armazenamento lipidico) no hepatopancreas. Na mesma tendéncia, apesar das
limitagdes metodologicas, este estudo conseguiu verificar que as alteragdes patogénicas nos
hepatdcitos, como a proliferagdo de células epiteliais (células B), encontradas nos tratamentos
controle, sdo sinais de adoecimento nos tubulos e podem ser relacionadas a problemas de
desempenho.

Navarro e Mejias (2015), por sua vez, em estudos histologicos com camardes infectados
por Vibrio, verificaram que cepas bacterianas capazes de mimetizar as toxinas PirA e PirB
possuem tropismo pelo hepatopancreas, instalando-se no tecido conjuntivo e hepatocitos dos
tubulos, causando intensa resposta inflamatoria e proliferagdo patogénica de células epiteliais,
resultando em descamacido, necrose e perda funcional da capacidade digestiva dos tibulos,
interferindo no desempenho dos animais. Ahmed ef al. (2012) também encontraram tais efeitos
em camaroes infectados com APHND, que apresentavam estagios de adoecimento iniciados
por alta resposta inflamatoria, marcada por infiltragdes hemociticas, seguidas por alteragdes nos
hepatocitos, incluindo diminui¢do das células R (células funcionais) e substituicao por células
epiteliais degeneradas de células B, descamacgdo, necrose, obstrugdes, perda funcional e atrofia
de tabulos, dentre outros achados. Soto-Rodriguez et al. (2015) verificaram a perda funcional
do 6rgao apods infecgdo, com a diminuigdo da vacuolizagdo de células B e R. Tais achados sao
condizentes com os encontrados no presente estudo histologico, com maior propensdo dos
animais alimentados com o controle negativo a apresentarem sintomas severos no
hepatopancreas.

Ademais, em consonancia com Navarro e Mejias (2015), o hepatopancreas saudavel ¢
anatomicamente composto por numerosos hepatocitos, que formam uma estrutura de limen
estrelado ou teleado em seu centro. As células-tronco na extremidade distal dos tubulos
diferenciam-se nos trés principais tipos de células epiteliais, de forma anatdmica e funcional.
Conforme tais estudos andlogos, ¢ possivel correlacionar a gravidade dos danos ao
hepatopancreas e formas mais severas de infestagcao por Vibrio spp.

No tocante aos achados desse estudo verifica-se que o uso dos acidificantes na
alimentacdo dos camardes, nas doses estudadas, demonstrou nesse sentido, que nao causa danos

significativos ao epitélio gastrointestinal em toda sua extensdo, ao passo que mimetiza efeitos



66

positivos estatisticos na reducao da resposta inflamatéria decorrente do Vibrio spp. nos animais,

sendo necessarios maiores estudos para expandir os achados iniciais encontrados neste trabalho.
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6 CONCLUSOES

Com base no exposto, verifica-se que os resultados demonstram que a inclusdo de acido
formico e lignossulfonico na dieta de juvenis do P. vannamei traz beneficios claros em
diferentes niveis para o desempenho zootécnico e saude digestiva dos animais. A
suplementag¢do da ragdo com 5 g/kg do composto acido otimizou a sobrevivéncia dos camaroes,
enquanto a dose de 15 g/kg maximizou o ganho de peso final. O método de pulverizagdo
demonstrou-se eficaz, mantendo a acidificagdo efeitva da ragdo por até¢ 30 minutos apos a
imersdo em agua, reduzindo o pH do proventriculo e hepatopancreas dos animais, mantendo a
faixa de pH levemente acido criando um ambiente menos favoravel a prolifera¢do de bactérias
patogénicas para os camardes. No tocante a histologia, ambas as concentragdes (5 g’kg e 15
g/kg) apresentaram um efeito protetor sobre o hepatopancreas, minimizando alteracdes

histologicas deletérias sem causar efeitos deletérios ao trato digestivo dos camaroes.
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mM
PROAQUA

RESUMO DO DIAGNOSTICO VIRAL

DADOS GERAIS

Fazenda/Origem

CEAC — Alberto Jorge Pinto Nunes

Localidade

Eusebio-CE

Numero de Amostras | 1

Dia de recebimento

23 de Abril de 2024

Virus Analisados

Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) e Virus da

Mionecrose Infecciosa (IMNV)

Método

Quantitativo gPCR / TagMan

Material analisado

Camaréo Penaeus vannamei

RESULTADOS

Amostra Camarao - Pos-larva

Virus

Conclusao Diagnostica

Carga Viral Media (copias/pg de DNA ou RNA)

WSSV

NAO DETECTADO

IMNV

NAO DETECTADO
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APENDICE B

Alteracoes

gastrointestinais Principais achados

Amostra Deformida  Desuniformi Presenga

Estom de de dade de Intesti  Melano de Vibrio Inﬁltra’g'oes Corpo ~de
ago , ) no se hemociticas  Inclusdo
tubulos células SSp.

CTL.1 X X
CTL.2

CTL.3

CTL.4 X

CTL.5 X X
CTL.6

CTL.7 X
CTL.8
CTL.9
CTL.10
CTL.11
CTL.12
CTL.13
CTL.14
CTL.15

R RoRale
>

>

)RR XX
XXX X

PX5.1

PX5.2

PX5.3

PX5.4

PX5.5

PX5.6

PX5.7

PX5.8 X X

PX5.9

PX5.10 X
PX5.11

PX5.12 X
PX5.13

PX5.14

PX5.15

PX15.1 X X
PX15.2
PX15.3 X
PX15.4
PX15.5 X
PX15.6
PX15.7
PX15.8
PX15.9
PX15.10
PX15.11
PX15.12
PX15.13
PX15.14
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