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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo comparar a bioeficécia de dietas suplementadas
com duas fontes de metionina sintética, DL-Metionina e DL-Metionil-DL-Metionina em
dietas para juvenis do camardo branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei. Foram avaliados
oito tratamentos, havendo variacdo no tipo de metionina livre (DL-Met e Met-Met), e na
suplementacéo (0,10, 0,19, 0,29, 0,38% da dieta na base seca para DL-Met e 0,11, 0,20, 0,30,
0,39% da dieta para Met-Met), além de uma dieta controle, sem suplementacdo, com um
conteudo total de metionina de 0,43% proveniente apenas de fontes intactas. O cultivo dos
camardes ocorreu durante 63 dias, tendo sido empregado 50 tanques experimentais, operando
em regime continuo de recirculagcdo de &gua salgada, a uma taxa de 20% por dia, sem
filtragem. O peso corporal final foi maximizado com suplementagdes de DL-Met e Met-Met
de 0,19% e 0,20%, equivalente a um total de 0,66% e 0,64% de metionina (1,11% e 1,02% de
metionina+cistina), respectivamente. O presente estudo mostrou que dietas suplementadas
com as duas fontes de metionina cristalina levam a um aumento no desempenho zootécnico
quando comparados a dieta sem suplementacdo. O desempenho zootécnico de juvenis do L.
vannamei ndo apresentou diferencas significativas quando alimentados com dietas
suplementadas com DL-Met e Met-Met. Entretanto, o nivel de suplementacdo e a fonte de
metionina cristalina afeta a composicdo proteica e aminoacidica do musculo caudal e da
glandula digestiva dos camardes. Niveis mais elevados com uso da Met-Met levam a um
maior conteddo de proteina bruta, aminoacidos essenciais e ndo essenciais, em particular

metionina, lisina e cistina, na glandula digestiva e no musculo caudal dos camardes.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, metionina, DL-Metionina, desempenho zootécnico,
Met-Met.



ABSTRACT

The present study aimed at comparing the bioefficacy of diets supplemented with two
sources of synthetic methionine, DL-Methionine and DL-Methionyl-DL-Methionine in diets
for the juvenile Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei. Eight treatments were evaluated,
varying the free methionine source (DL-Met and Met-Met), and supplementation levels (0.10,
0.19, 0.29, 0.38% on a dry matter basis for DL- Met and 0.11, 0.20, 0.30, 0.39% on a dry
matter basis for Met-Met). A diet without methionine supplementation, was used as a control
with a total dietary methionine content of 0.43% originating only from intact sources. Shrimp
were reared for 63 days, in 50 tanks of 0.5 m® operating under a continuous water
recirculation regime, at a rate of 20% per day, without filtration. Shrimp final body weight
was maximized with DL-Met and Met-Met supplemented at 0.19% and 0.20%, equivalent to
0.66% and 0.64% of total dietary methionine (1.11% and 1.02% methionine + cystine),
respectively. The present study demonstrated that diets supplemented with both sources of
crystalline methionine lead to an increase in shrimp growth performance when compared to a
diet without supplementation. No statistical differences were observed on the shrimp growth
performance between diets supplemented with DL-Met and Met-Met. However, the level of
dietary supplementation and the source of crystalline methionine affected the protein and
amino acid composition of the caudal muscle and the digestive gland of shrimp. Higher
supplementation levels using Met-Met lead to a higher content of crude protein, essential and
non-essential amino acids, in particular methionine, lysine and cystine, in the digestive gland

and in the caudal muscle of shrimp.

Keywords: Litopenaeus vannamei, methionine, DL-Methionine, growth performance, Met-
Met.
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1 INTRODUCAO

Com a producdo pesqueira relativamente estatica desde o final dos anos 80, a
aquicultura tem sido responsavel pelo expressivo crescimento da oferta de pescado para
consumo humano. Em 2015, a atividade aquicola gerou um total de 73,8 milhGes de toneladas
de pescado, sendo 3,9 milhdes de toneladas referentes ao cultivo do camardo Litopenaeus
vannamei (FAO, 2016).

O desenvolvimento da aquicultura moderna foi alcancado através de melhorias no
manejo, no controle de doencas, além de uma melhor compreensdo das necessidades
nutricionais de cada espécie cultivada. Com isso, € necessario que as dietas sejam
aperfeicoadas, de modo que as exigéncias nutricionais sejam atendidas de acordo com a

espécie, estagio de desenvolvimento e sistema de cultivo adotado (NUNES et al., 2014).

As racOes para peixes e camardes requerem mateérias primas ricas em proteinas, sendo
a farinha de peixe a fonte proteica mais popularmente utilizada na composicao de dietas. Isto
se deve ao seu elevado conteddo de proteina bruta digestivel e ao equilibrado perfil de
aminoacidos essenciais (NUNES et al., 2014, TACON; METIAN, 2008). Porém, o rapido
crescimento da aquicultura resultou em um aumento na demanda pela farinha e 6leo de peixe,
tornando-os mais caros e com menor disponibilidade para uso na alimentacdo de organismos
aquaticos (FAO, 2016).

Por esta razdo, uma maior atencdo tem sido dada a identificacdo de ingredientes
alternativos mais baratos, renovaveis e com uma maior disponibilidade (NRC, 2011; NUNES
et al., 2014). Por se tratar de uma fonte rica em nutrientes essenciais, esta substituicdo requer
estratégias adequadas de formulacdo de dietas (FOX; HUMES, 2011). Uma solucdo que tem
sido adotada é a substituicdo de uma grande parte da farinha de peixe por fontes de proteina
vegetal com suplementacdo de aminoécidos essenciais sintéticos (FACANHA et al., 2016;
FOX; HUMES, 2011; KOBLER, 2014; NUNES et al., 2014).

Dentre 0s aminoacidos essenciais, a metionina é considerada o aminoacido mais
limitante em dietas para peixes e camardes cultivados, desempenhando um papel importante
na estrutura e sintese proteica (BROSNAN; BROSNAN 2006; FACANHA et al., 2016).
Dietas com baixos niveis de metionina resultam em um crescimento lento e em uma baixa
eficiéncia alimentar (NRC, 2011; SIMMONS et al., 1999), deficiéncia esta que pode ser



evitada por meio da suplementacdo com metionina cristalina (BROWDY et al., 2012;
NUNES et al., 2014).

A metionina sintética mais utilizada na suplementacdo de dietas para alimentacao
animal é a DL-Metionina (GOFF; GATLIN, 2004). Além disso, diversas pesquisas vém
sendo realizadas com objetivo de desenvolver novas formas quimicas de metionina a fim de
reduzir seus custos, a solubilidade em agua e aumentar a biodisponibilidade através de uma
acao retardada no trato digestivo durante sua absorcdo (ALAM et al., 2004, BROWDY et al.,
2012).

Um dos isdbmeros que vem sendo testado € o dipeptideo da DL-Metionina ou DL-
Metionil-DL-Metionina (AQUAVI® DL-Met-Met, Evonik Nutrition & Care GmbH, Hanau,
Alemanha). Trata-se de um isdmero significativamente menos hidrossolivel que o
aminoacido livre, permitindo um melhor aproveitamento do peptideo para a sintese proteica
(KOBLER, 2014). Com isso, 0 objetivo do presente estudo foi comparar a bioeficacia de
dietas suplementadas com duas fontes de metionina sintética, DL-Metionina (MetAMINO®
DL-Met, Evonik Nutrition & Care GmbH, Hanau, Alemanha) e DL-Met-Met em dietas para

juvenis do camardo branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Camarado Litopenaeus vannamei

O camardo cinza ou camardo branco do Pacifico, Litopenaeus vannamei (Boone,
1931) também conhecido como Penaeus vannamei (FLEGEL, 2008), ¢ um crustaceo
meroplancténico, nativo da costa do Oceano Pacifico (do norte do México ao sul do Peru),
regido cujas dguas possuem temperaturas normalmente superiores a 20° C ao longo do ano
(BRIGGS, 2006). Trata-se de uma espécie eurihalina, possuindo, portanto, elevada tolerancia
a uma grande variedade de salinidade (BRAY et al., 1994; ROY et al., 2007).

Além da tolerdncia a uma ampla variacdo de salinidade e temperatura, e de sua
capacidade de crescimento e sobrevivéncia nesse tipo de ambiente, o L. vannamei tornou-se
uma espécie popular de crustaceos para a aquicultura em todo o mundo devido ao seu valor
econémico e rapida taxa de crescimento (ROY et al., 2010; WICKINS; LEE, 2007).

Em todo o mundo o cultivo de crustaceos € uma atividade econdmica rentavel. Em
2015 o cultivo do L. vannamei gerou um total de 3,9 milhdes de toneladas (FAO, 2016). A
producdo de sementes é bastante simples, sendo possivel produzir grandes quantidades de
pos-larvas prontamente disponiveis no mercado, tornando-se uma espécie muito atraente para

a aquicultura comercial em grande escala (SILVA, 2013).

O L. vannamei é uma espécie que vive em habitats marinhos tropicais, sendo que 0s
adultos vivem no oceano aberto, enquanto as pés-larvas migram para a costa para passar seus
estagios juvenis e subadultos em estuérios costeiros, lagoas ou areas de manguezais. Os

machos tornam-se maduros a partir de 20 g e as fémeas a partir de 28 g (BRIGGS, 2006).

O sistema digestivo dos camarfes é primitivo, com a presenca de um proventriculo
que age em condi¢des de pH proximo a neutralidade. A digestdo de proteina ocorre de forma
lenta, através de uma glandula digestiva compacta (DALL et al., 1991). Dessa forma, 0s
aminoacidos podem ndo estar disponiveis no sistema digestivo e nas células animais no

mesmo momento, 0 que Sseria importante para um crescimento mais rapido (KOBLER, 2014).

Em sistemas de cultivo, os camardes séo alimentados com dietas formuladas contendo
diferentes percentuais de proteinas, lipidios, carboidratos, vitaminas e minerais. Os
percentuais proteicos variam entre as especies, de acordo com 0s requisitos nutricionais. O

nivel de proteina digestivel recomendada para juvenis do L. vannamei € de 30% (NRC, 2011)



podendo este valor ser influenciado por fatores bidticos como estado fisiologico e fase de
desenvolvimento da espécie, pelas caracteristicas da proteina empregada ou por fatores
abioticos, como temperatura e salinidade da agua (HARDY, 2010; KURESHY; DAVIS,
2002).

2.2 Proteinas e aminoacidos

Proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nas células vivas, componentes
essenciais para o funcionamento do metabolismo de todos os organismos. (BRODY, 1998;
NELSON; COX, 2002). Milhares de proteinas diferentes sdo produzidas por organismos e
cada uma possui uma estrutura especifica, funcdo e uma sequéncia Unica de aminoacidos
(BUXBAUM, 2007; NELSON; COX, 2002).

Dentre as inumeras fungdes estruturais e metabdlicas, as proteinas conferem rigidez,
conexdo de tecidos, além de funcdo mecénica como as contra¢cbes musculares. Algumas
proteinas sdo enzimas que catalisam reacfes bioquimicas ou de transporte permitindo a
entrada e saida de moléculas através das células. Além disso, algumas proteinas sao
importantes na sinalizacdo celular, respostas imunes, adesao celular e funcionamento do ciclo
celular (BUXBAUM, 2007). Proteina €, portanto, um componente essencial para todo tipo de
celula no organismo (NRC, 2011).

Todas as proteinas sdo construidas por um conjunto de vinte aminoacidos ligados
através de ligacGes peptidicas covalentes em sequéncias lineares caracteristicas (NELSON;
COX, 2002). Os aminoacidos sdo, portanto, moléculas formadoras de proteinas que contém
grupos funcionais amino e carboxil, com a férmula geral H,N-C-H-R-COOH, onde R é uma
cadeia lateral (BRODY, 1998). Eles diferem entre si por suas cadeias laterais, as quais variam
em estrutura, tamanho e carga elétrica e influenciam a solubilidade do aminoacido em éagua
(BUXBAUM, 2007; NELSON; COX, 2002).

Os vinte aminoacidos primarios que sdo utilizados para a sintese proteica Sao
classificados em essenciais e ndo essenciais. Os aminoacidos essenciais sdo aqueles que o
organismo ndo e capaz de sintetizar, logo sua Unica forma de obtencédo é através da ingestdo
de determinados alimentos. S&o eles: arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptofano e valina. Ja os aminoacidos ndo essenciais sdo aqueles

capazes de serem sintetizados pelo proprio organismo (NRC, 2011).



Os aminodcidos desempenham um papel importante no alcance da exigéncia
energética de peixes e camarfes e servem como combustiveis metabdlicos para a maioria das
especies (NRC, 2011). No entanto, peixes e camarfes ndo sdo capazes de sintetizar todos os
aminoéacidos, sendo necessario adquirirem alguns deles a partir da dieta atraves do consumo
de proteinas ou misturas de aminoéacidos de acordo com aspectos como qualidade da fonte
proteica, estado fisiologico e fase do ciclo de vida do animal e condigdes de cultivo
(D’ABRAMO; SHEEN, 1994; NRC, 2011).

O valor nutritivo de uma dieta proteica é influenciado principalmente pela composi¢éo
de aminoéacidos essenciais assim como sua biodisponibilidade (WATANABE, 2002;
WILSON; POE, 1985). Nem todas as proteinas em um ingrediente estdo disponiveis para uma
determinada espécie de peixe e camardo. Dessa forma, a digestibilidade e o perfil de
amino&cidos sdo o que determinam o valor nutricional e econdmico de uma proteina (NUNES
etal., 2014)

O conteudo proteico de uma dieta de camarbes € uma consideracdo nutricional
importante, pois a proteina é o principal nutriente limitante para o crescimento e é um dos
principais componentes no custo de ragées (DAVIS; ARNOLD, 2000; SAMOCHA et al.,
2004; TACON; AKIYAMA, 1997). Por se tratar de um componente importante e de custo
elevado, os estudos nutricionais de camardo geralmente comegam com a investigacao do nivel
6timo de proteina dietética, baseada na exigéncia de aminoacidos da espécie cultivada,
reduzindo desta forma os custos de producdo (MILLAMENA et al., 1997; SHIAU, 1998).

A condicdo mais desejavel para dietas de uma determinada espécie é que todos os
aminoacidos essenciais estejam presentes em niveis equilibrados e biologicamente disponiveis
atendendo os requisitos nutricionais da mesma. No caso de dietas para peixes e camardes essa
condicdo nem sempre ocorre, pois, a maioria dos ingredientes alternativos utilizados é

deficiente em um ou mais dos dez aminoacidos essenciais (NUNES et al., 2014).

A farinha de peixe € o ingrediente mais comumente utilizado na alimentacdo de
organismos aquaticos, pois além de ser excelente fonte proteica e de equilibrado perfil de
aminoacidos essenciais, fornece também importantes nutrientes como acidos graxos,
vitaminas e minerais (CRUZ-SUAREZ et al., 2009; DAVIS; ARNOLD, 2000; SAMOCHA et
al., 2004). Porém, o rapido crescimento da aquicultura resultou em um aumento na demanda
pela farinha e Gleo de peixe, tornando-os mais caros e com menor disponibilidade para
compor ragOes industriais (FAO, 2016; NUNES et al., 2014).



Com isso, esforcos em todo o mundo estdo sendo direcionados a busca de fontes
proteicas alternativas de qualidade, mais baratas, renovaveis e com maior disponibilidade
(DAVIS; ARNOLD, 2000; NRC, 2011; NUNES et al. 2014; TACON; AKIYAMA, 1997;
WATANABE, 2002). Fontes proteicas de origem vegetal sdo consideradas economicamente e
nutricionalmente viaveis. Porém, devido a deficiéncia ou desequilibrio de aminoacidos
essenciais, e.g., lisina e metionina, niveis reduzidos de minerais, niveis limitados de acidos
graxos insaturados, presenca de fatores anti-nutricionais ou toxinas e baixa palatabilidade,
tornam seus niveis de inclusdo limitados em rag6es industriais (DAVIS; ARNOLD, 2000;
DAVIS et al., 2004; SAMOCHA et al., 2004; FRANCIS et al., 2001; TACON, 1994).

Por se tratar de uma fonte rica em nutrientes essenciais, a substituicdo da farinha de
peixe requer estratégias adequadas de formulacao de dietas (FOX; HUMES, 2011). Os niveis
de aminoéacidos essenciais em dietas podem ser alcancados através de duas formas:
aumentando os niveis de inclusdo de ingredientes que contenham fontes intactas do
aminoacido visado, ou suplementando com aminodacidos cristalinos. Na primeira forma, o
aumento do uso de ingredientes proteicos pode elevar o nivel de proteina bruta para niveis
excessivos, aumentando o custo e o risco de poluicdo da agua, através da liberagdo de
compostos nitrogenados no meio. Devido a esses efeitos, a suplementacdo tem sido mais
adotada, pois utiliza baixos niveis de aminodcidos cristalinos para atingir concentracdes

especificas com um menor custo de formulacdo (NUNES et al., 2014).

2.3 Aminoécidos cristalinos

H& mais de 40 anos, aminoacidos sintéticos, ou cristalinos, tém sido utilizados
comercialmente com o objetivo de atingir os requisitos de aminoacidos essenciais das
espécies cultivadas. A DL-Metionina, produzida por fermentacdo, foi um dos primeiros
aminoéacidos a serem utilizados na alimentacdo animal, no inicio da década de 1960, seguida
por L-Treonina e L-Triptofano, que comecaram as ser utilizados posteriormente nas décadas
seguintes (NRC, 2011).

Os avancos na biotecnologia permitiram uma redugdo no custo da produgdo de
aminoacidos em larga escala, importante fator para a expansdo na suplementacdo de
aminoacidos na alimentacdo animal. Os aminoacidos cristalinos estdo, portanto, tornando-se
componentes chaves nas formulacbes de racOes para peixes e camardes de forma

economicamente viavel (NRC, 2011).



A eficiéncia no uso de amino&cidos cristalinos pode ser influenciada pela matriz de
ingredientes e estabilidade em agua das dietas, estagio de vida dos animais, aléem do

comportamento alimentar das diferentes especies (NANG-THU et al., 2007).

Diversos estudos ja demonstraram que aminoacidos cristalinos podem ser utilizados de
forma eficiente para atender as exigéncias dietéticas de aminoacidos essenciais de peixes
(ALAM et al., 2002b; LALL et al., 1994; LI; ROBINSON, 1998) e camardes (FOX et al.,
1995; HUAI et al., 2009; LIN et al., 2015).

No entanto, no caso dos crustaceos, os estudos nutricionais enfrentam dificuldade
devido a lixiviagdo dos aminoacidos cristalinos em agua (ALAM et al., 2004; FOX et al.
1995, NUNES et al., 2014;). Isto pode ser explicado, pois diferentemente dos peixes que se
alimentam de forma répida, os camarfes detectam e consomem o alimento de forma mais
lenta. Esse longo tempo de alimentagdo faz com que ndo apenas 0s aminoacidos, mas também
0s outros componentes hidrossollveis presentes na dieta como vitaminas e minerais sejam
lixiviados do pellet para a agua (ALAM et al., 2004; KOBLER, 2014; NUNES et al., 2014).
Além disso, os amino&cidos cristalinos possuem uma taxa de absorcdo relativamente rapida
no trato digestivo dos camardes, enquanto 0os aminoacidos provenientes de fontes intactas séo
liberados mais lentamente (DABROWSKI et al., 2010; KOBLER, 2014).

Algumas técnicas voltadas para reduzir a solubilidade e a taxa de absorcdo de
aminoacidos cristalinos podem ser adotadas. O uso de revestimentos, encapsulacdo ou
polimerizacdo tém se mostrado como alternativas para reduzir perdas e melhorar a eficiéncia

de utilizacdo de aminoacidos em dietas para peixes e camardes (NRC, 2011).

Dentre os aminoacidos cristalinos utilizados na industria como DL-metionina e seus
analogos, L-lisina, L-treonina, L-triptofano, L-isoleucina e L-valina, a metionina e a lisina séo
0s aminoacidos essenciais mais limitantes em dietas baseadas em fontes de proteinas vegetais
para peixes e camardes (AKIYAMA et al., 1991; GATLIN et al., 2007).

Dietas deficientes em aminoacidos essenciais podem levar a uma reducdo no
crescimento e utilizacdo de alimentos pelos animais. Dessa forma, a suplementacdo em dietas
é importante, pois permite a formulagéo de alimentos com nutrientes equilibrados, atendendo
as exigéncias de cada espécie (FOX et al., 1995; MILLAMENA et al., 1998). Com uma
nutricdo ideal balanceada, os camardes permanecem mais saudaveis, a carga ambiental €
reduzida e uma menor demanda de farinha de peixe conserva 0s estoques pesqueiros
reduzindo o custo das ra¢des (NAYLOR et al., 2000).



2.4 Metionina

A metionina € um dos dez aminoacidos essenciais utilizados em racfes para peixes e
camardo, particularmente aquelas formuladas com altos niveis de proteina vegetal
(MILLAMENA et al.,, 1996; SOOKYING et al., 2013). E considerado como um dos
aminoacidos mais limitantes, exigido por todos os animais, incluindo peixes e crustaceos,
desempenhando um importante papel na sintese, estrutura e funcéo proteica animal (ALAM et
al., 2005; BROSNAN; BROSNAN, 2006; KETOLA, 1982; TESHIMA et al., 2002).

Dietas com deficiéncia em metionina podem resultar em crescimento lento e redugéo
da eficiéncia alimentar (SIMMONS et al., 1999). Com isso, a suplementacdo ¢é
frequentemente utilizada para ajustar a metionina dietética de modo a satisfazer os requisitos
da espécie alvo, maximizando, assim, o desempenho da producdo (EFSA, 2012). Além disso,
0 conteudo apropriado de metionina pode reduzir a oxidagdo de outros aminoacidos levando a

uma maior taxa de crescimento (NRC, 2011).

Diversos isomeros de metionina sdo produzidos industrialmente por processos
quimicos para o uso na alimentacdo animal (NRC, 2011). A metionina cristalina mais
utilizada na suplementacdo de dietas animais é a DL-metionina (DL-Met), uma mistura
racémica de D- e L-isémeros (GOFF; GATLIN, 2004). Outros isbmeros também tém
chamado atencdo na suplementacdo de dietas de peixes e camardes, como 0 &cido DL-2-
hidroxi-metilbutanoico ou metionina analoga (BAKER, 2006; BROWDY et al., 2012;
NUNES et al., 2014).

Diversas pesquisas vém sendo realizadas com objetivo de desenvolver novas formas
de metionina a fim de atingir baixos custos de producdo, baixa solubilidade em 4agua e alta
biodisponibilidade atendida através de uma menor solubilidade em agua e acdo retardada da
absorcdo (ALAM et al., 2004; BROWDY et al., 2012; NUNES et al., 2014).

Um dos isbmeros que vem sendo testado é o dipeptideo da DL-Metionina ou DL-
Metionil-DL-Metionina (Met-Met). Trata-se de um isdmero significativamente menos
hidrossoluvel que o aminoéacido livre, permitindo um melhor aproveitamento do peptideo para
a sintese proteica, com taxa de absorcdo 1,8 vezes superior a DL-Metionina em dietas do
camardo L. vannamei (EFSA, 2015; KOBLER, 2014; NIU et al., 2018). Além disso, as
enzimas do camardo podem clivar o peptideo no momento certo para que o animal utilize o

aminoacido livre de forma perfeita para a sintese de proteina (KOBLER, 2014).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo geral comparar a bioeficacia de dietas suplementadas
com duas fontes de metionina sintética (DL-Met e Met-Met) em dietas para 0o camardo

Litopenaeus vannamei, em diferentes niveis de suplementacéo.

3.2 Objetivos especificos

e formular e fabricar em laboratorio nove dietas experimentais suplementadas com
fontes e niveis diferentes de metionina.

e avaliar o desempenho zootécnico (sobrevivéncia, crescimento semanal,
produtividade, biomassa e fator de conversdo alimentar) de juvenis do L.
vannamei, alimentado com diferentes fontes e niveis de metionina.

e determinar a composicao proteica e aminoacidica do musculo caudal e da glandula

digestiva ap0s o periodo experimental.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do estudo e desenho experimental

O estudo foi realizado no Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos
(LANOA), do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR), da Universidade Federal do Ceara
(UFC). O laboratorio situa-se no Centro de Estudos em Aquicultura Costeira (CEAC), no

entorno do Rio Pacoti, localizado no municipio de Eusébio, Estado do Ceara.

Foram avaliados oito tratamentos, havendo varia¢do no tipo de metionina livre (DL-
Met e Met-Met), e na suplementacéo (0,10, 0,19, 0,29, 0,38% da dieta na base seca para DL-
Met e 0,11, 0,20, 0,30, 0,39% da dieta para Met-Met), além de uma dieta controle, sem
suplementacdo. Esta Gltima apresentou um contetdo total de metionina de 0,43% da dieta,
proveniente apenas de fontes intactas. O cultivo dos camardes ocorreu por 63 dias, tendo sido

empregado 50 tanques experimentais, distribuidos de forma aleatoria.

4.2 Sistema de cultivo e estocagem de pés-larvas

O sistema de cultivo utilizado no presente estudo foi composto de 50 tanques
circulares de polipropileno de cor azul (Plastsan Plasticos do Nordeste Ltda., Caucaia, Ceara),
com volume individual de 0,5 m3 e area util de fundo de 0,57 m2. Os tanques foram mantidos
em um galpdo coberto (sistema indoor) onde a influéncia de variaveis ambientais como
temperatura, chuvas e radiacdo solar foi reduzida permitindo um maior controle dos

parametros estudados (Figura 1).

Figura 1 — Tanques experimentais em galp&o coberto utilizados no estudo. Fonte: Alberto Nunes (2016).

Os tanques operaram em regime continuo de recirculagdo de agua salgada, a uma taxa

de 20% por dia, porém sem filtragem. O sistema foi servido por um sistema com capacidade
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total de armazenamento de 40.000 L de &gua. A &gua utilizada para o cultivo foi captada a
partir do estuério do Rio Pacoti, sendo previamente filtrada através de um filtro de areia de
240 kg. A preparacdo da agua de cultivo consistiu na inoculacdo de 6.000 L de agua
remanescente de um sistema de bercarios de camardes. A fertilizacdo da dgua ocorreu durante
trés dias consecutivos com a aplicacdo de 5 g/m® de racdo moida de camardes e melaco de
cana de acucar em pé. Para controle dos compostos nitrogenados, foi aplicado melago

semanalmente, mantendo a proporcéo de 5 g/m°.

A oxigenacdo da &gua de cultivo foi realizada por meio de difusores de ar, compostos
por duas mangueiras siliconadas com pedras porosas, posicionadas em lados opostos de cada
tanque, distantes cerca de 10 cm do fundo. A aeracdo foi provida por dois compressores
radiais de 2,0 cv de poténcia (lbram Inddstria Brasileira de Maquinas e Equipamentos, Séo

Paulo, S&o Paulo).

Para o estudo, foram utilizados camarfes juvenis da espécie L. vannamei, obtidos
como pos-larva 10 (PL10) de uma larvicultura comercial (Aquatec Aquacultura Ltda.,
Canguaretama, Rio Grande do Norte). No laboratorio, as PL10 foram mantidas e aclimatadas
com racao comercial em sistemas de bercarios, compostos por trés tanques circulares com
volume Util de 23 m® (4rea de fundo de 15,9 m?), onde permaneceram por cerca de 60 dias

guando se alcancou um peso médio corporal de 1 a 3 g.

Para inicio do estudo, um total de 2.500 camardes juvenis com 1,20 + 0,12 g (CV =
7%; P > 0,05, ANOVA) foram pesados individualmente e estocados nos tanques
experimentais na densidade de 88 camardes/m? (50 camardes por tanque) e aclimatados
durante 7 dias com racdo comercial. Nos trés primeiros dias ap6s a estocagem foi ofertada
uma ragdo comercial desintegrada com o minimo de 40% de proteina bruta (Camanutri
40CR2, Neovia Nutricdo e Saude Animal Ltda., Sdo Lourenco da Mata, Pernambuco). Nos
trés dias seguintes, foi realizada uma transi¢do gradual para uma racdo comercial peletizada
(Camanutri 35 HP, Neovia Nutricdo e Saude Animal Ltda., Sd8o Lourenco da Mata,
Pernambuco). A partir do oitavo dia, 0s animais passaram a ser alimentados com suas

respectivas dietas experimentais.
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4.3 Dietas experimentais

Para o estudo foram elaboradas nove dietas isocaldricas e isoproteicas através de um
software de formulacdo de racBes, Optimal Formula 2000 (Optimal Informatica Ltda,
Campinas, Sdo Paulo). As dietas foram formuladas e fabricadas em laboratério utilizando
matérias primas comercialmente disponiveis, com uma minima variacdo possivel nos

ingredientes (Tabela 1).

Tabela 1 — Composigdo das dietas (%, base natural) produzidas em laboratdrio para avaliagdo do desempenho
zootécnico do camardo L. vannamei.

Composicdo/Dietas (%, base natural)

Ingredientes DL-Met Met-Met

CTL 0,10 0,19 0,29 0,38 0,11 0,20 0,30 0,39
Farinha de trigo* 33,29 34,73 33,92 34,15 34,67 34,70 33,85 33,30 34,70
Farelo de soja’ 32,72 32,33 32,41 32,23 32,00 32,34 32,41 32,43 32,00
Fécula de mandioca’ 9,12 8,31 9,08 9,02 8,70 8,35 9,15 9,71 8,71
Farelo de trigo” 400 352 350 350 349 3,50 3,50 3,50 3,43
Glaten de trigo® 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Lecitina de soja® 329 329 329 329 3,29 3,29 3,29 3,29 3,29
Farinha de salmédo’ 3,00 300 300 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Oleo de salmio 3,00 3,00 300 300 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Fosfato bicalcico® 212 220 220 215 2,15 2,20 2,20 2,15 2,16
L-Lisina, 50,7%9 1,10 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13

Sulfato de magnésio®® 1,00 1,00 0,88 0,84 0,79 1,00 0,87 0,79 0,79

Premix vitaminico- 450 100 1,00 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,00
mineral

Farinha de lula®? 1,00 100 100 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Aglutinante sintético™> 0,50 050 0,50 050 0,50 0,50 050 050 0,50
L-Treonina 98,5%"* 0,36 036 036 0,37 0,37 0,36 036 0,36 0,36

Oleo de soja 024 024 025 025 0,25 0,24 0,25 0,26 0,25
L-Arginina, 90,5%"° 0,17 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
Colesterol, 91% 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Vitamina C, 35%*’ 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
DL-Metionina®® 0,00 0,10 0,19 0,29 0,38 0,00 0,00 0,00 0,00
DL-Metionil-DL-

T 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,20 0,30 0,39
Metionina

! Farinha de trigo Rosa Branca (Moinhos Cruzeiro do Sul S/A, Olinda, Pernambuco). 11,03% proteina bruta (PB,
base natural), 1,50% lipideos, 0,60% fibra, 1,80% cinzas, 13,34% umidade. “Farelo de soja 48. (Bunge
Alimentos S.A., Luiz Eduardo Magalhées, Bahia). 46,95% PB, 2.20% lipideos, 5,30% fibra, 6.30% cinzas,
11,12% umidade. 15,71% PB, 3,39% cinzas, 2,75% lipideos, 7,53% fibra, 9,99% umidade. “0,26% PB, 0,03%
lipideos, 0,70% fibra, 13,39% umidade. >Amytex 100 (Tereos Syral S.A.S., Marckolsheim, Franca). 78,71% PB,
1,69% lipideos, 0,56% fibra, 0,79% cinzas, 6,75% umidade. °Bunge Alimentos S.A. (Luiz Eduardo Magalhées,
Bahia). 'Pesquera Pacific Star S.A. (Puerto Montt, Chile). 59,38% PB, 9,40% lipideos, 0,50% fibra, 22,90%
cinzas, 15,77% umidade. ®Serrana Foscélcio20 (Bunge Fertilizantes S/A., Cubat&o, S&o Paulo). 20,5% calcio,
20,2% fosforo total, 19,1% de fésforo disponivel. ’AQUAVI®Lys, L-Lisina 54,6% (Evonik Nutrition & Care
GmbH, Hanau, Alemanha). *°9% magnésio, 11% enxofre. “'Rovimix® Camardes Intensivo (DSM Produtos
Nutricionais Brasil Ltda., Sdo Paulo, S&o Paulo). Niveis de garantia por kg do produto: vitamina A, 1.000.000
Ul; vitamina D3, 300.000 Ul; vitamina E, 15.000 Ul; vitamina K3, 300,0 mg; vitamina B1, 3.000.0 mg; vitamina
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B2, 2.500,0 mg; vitamina B6, 3.500,0 mg; vitamina B12, 6,0 mg; &cidos nicotinico, 10.000,0 mg; acido
pantoténico, 5.000,0 mg; biotina, 100,0 mg; acido félico, 800,0 mg; vitamina C, 25.000.0 mg; colina, 40.000,0
mg; inositol, 20.000,0 mg; ferro 2.000,0 mg; cobre, 3.500,0 mg; cobre quelatado, 1.500,0 mg; zinco, 10.500,0
mg; zinco quelatado, 4.500,0 mg; manganés, 4.000,0 mg; selénio, 15,0 mg; selénio quelatado, 15,0 mg; iodo,
150,0 mg; cobalto, 30,0 mg; crémio, 80,0 mg; filler, 1.000,0 g. *2.83,13% PB, 5,65% lipideos, 9,75% umidade.
3Nutri-Bind Aqua Veg Dry, Nutri-Ad International NV (Dendermonde, Bélgica). Aglutinante sintético
consistindo de célcio lignosulfonado (94,00%) e goma de guar (6,00%). **ThreAMINO®, L-Treonina 98,5%
(Evonik Nutrition & Care GmbH, Hanau, Alemanha). **L-Arginina HCI 99% (Sigma-Aldrich do Brasil Ltda.,
S#o Paulo, S&o Paulo). **Cholesterol SF, minimo de 91% de colesterol (Dishman Netherlands B.V., Veenendaal,
Holanda). "Rovimix® Stay C® 35, %, 4cido L-ascorbico 2-monofosfatado. Minimo de 35% de atividade de
vitamina C fosforilada (DSM Produtos Nutricionais Brasil Ltda., S&o Paulo, Sdo Paulo). *MetAMINO®, DL-
Metionina 99,0% (Evonik Nutrition and Care GmbH, Hanau, Alemanha). *AQUAVI® DL-Met-Met, DL-
Metionil-DL-Metionina 90,0%(Evonik Nutrition and Care GmbH, Hanau, Alemanha).

Para obter niveis graduais de metionina, foi desenhada uma dieta de controle com
0,43% Met (0,87% Met+Cis), proveniente apenas de fontes intactas. A partir da dieta
controle, outras oito dietas foram suplementadas com 0,11, 0,20, 0,30 e 0,39% de Met-Met e
0,10, 0,19, 0,29 e 0,38% de DL-Met.

A fim de alcangar uma menor quantidade possivel de metionina intacta, a inclusdo de
farinha de salméo foi fixada em 3% (base natural). Para maximizar a utilizacdo de proteinas,
todas as dietas foram formuladas seguindo o conceito de proteina ideal, utilizando a lisina
como o primeiro aminoacido limitante e de referéncia. Com isso, todas as dietas também
foram suplementadas com L-Lisine (Biolys®, Evonik Industries AG), L-Treonina
(ThreAMINO®, Evonik Industries AG) e L-Arginina HCI (Sigma-Aldrich do Brasil Ltda.,
Sédo Paulo, Brasil). Foram utilizados os seguintes valores de Lys:AAE (NRC, 2011): 100 Lys:
67 Thr e 100 Lys: 95 Arg.

O glaten de trigo foi utilizado como aglutinante natural e como fonte de proteina
digestivel. A fécula de mandioca e o farelo de trigo foram utilizados para o preenchimento da
formula, sendo a inclusdo variada de acordo com os diferentes niveis de aminoacidos
suplementados. Da mesma forma, a quantidade de farinha de trigo alterou-se ligeiramente
entre as dietas experimentais devido as diferentes inclusbes de aminoacidos cristalinos. A
farinha de lula foi adicionada a 1,0% para conferir atratividade as dietas. A lecitina de soja, 0
colesterol e o 6leo de peixe foram incluidos para atender adequadamente as exigéncias
nutricionais de fosfolipidios, colesterol e n-3 LC-PUFA (&cidos graxos altamente
poliinsaturados da série omega-3), respectivamente. Os niveis formulados na dieta para
fosfolipidios, colesterol e n-3 LC-PUFA foram de 2,23, 0,09 e 1,69% (matéria seca),
respectivamente. Todas as dietas foram formuladas para conter um minimo de 445 mg/kg de

acido ascorbico, 0,56% de fosforo disponivel e 0,88% de célcio.
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4.4 Fabricacéo das dietas

Primeiramente, os ingredientes farelo de soja, farelo de trigo e farinha de peixe, ao
chegarem no laboratério, foram moidos em um moinho centrifugo, com poténcia de 5 cv
(modelo MCS 280, Maquinas Vieira Inddstria e Comércio Ltda., Sdo Paulo, Sdo Paulo). Apos
a moagem, os ingredientes foram estocados separadamente em recipientes fechados, os quais

foram mantidos em camara fria a uma temperatura de -13°C.

Com as dietas formuladas, os ingredientes foram pesados em uma balanca eletrénica
de precisdo (Ohaus Adventurer, modelo ARA520, Toledo do Brasil Industria de Balangas
Ltda., Sdo Bernardo do Campo, Sao Paulo). Apds a pesagem, todas as matérias primas secas
(macro ingredientes) foram misturadas em um misturador planetario durante 10 min. Uma
amostra de 1 kg desta mistura foi recolhida para incorporar micro ingredientes (vitaminas,
minerais, aglutinante sintético e aminoacidos cristalinos) em um misturador em Y, a uma
velocidade de 30 RPM, durante 10 minutos. Em seguida, fez-se a mistura dos macro e micro
ingredientes e a adicdo dos 6leos e de 4gua doce em temperatura ambiente, sendo este Gltimo
adicionado lentamente, na proporcao de 2,5 L para cada 10 kg, até a obtencdo de uma mistura

homogénea.

Posteriormente foi realizado o processo de cozimento e extrusdo através do uso de
uma extrusora de laboratério (modelo Extrusora EX MICRO, Exteec Maquinas, Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo), ajustada para operar com uma temperatura de 90°C. O didmetro e o
comprimento dos pellets foi regulado utilizando uma matriz e facas, respectivamente. Em
seguida, lotes de cerca de 2 kg das dietas foram transferidos para cozimento a vapor durante 3

minutos sob 95°C.

Por fim, as dietas foram submetidas a um processo de secagem através do uso de
estufa com circulagdo continua de ar (estufa de secagem especial, Modelo MA-035/3,
Marconi Equipamentos para Laboratério Ltda., Piracicaba, Sdo Paulo), por um periodo
méaximo de 3 horas, sob temperatura de 60°C, até atingir umidade entre 10 e 12%. Para
alcancar este valor, amostras das dietas foram coletadas a cada 15 minutos para determinagéo
de umidade em um analisador rapido de umidade com lampada alégena (MB35 Moisture
Analyzer, Ohaus Corporation, New Jersey, EUA). No final do processo de producéo, as dietas
foram embaladas, etiquetadas e estocadas em camara fria a uma temperatura de -13°C, até sua

utilizacdo.
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4.5 Analises fisicas e quimicas das dietas

Apols a fabricacdo das dietas, foram realizadas as seguintes andlises fisicas:

comprimento e didmetro dos pellets, dureza, umidade e estabilidade fisica em agua.

O comprimento e o didametro foram medidos com um paquimetro eletrdnico (Starret
799, Itu, Sado Paulo). A dureza, que avalia a resisténcia dos pellets ao esmagamento, foi
determinada com um medidor de dureza Kahl (Amandus Kahl GmbH & Co, Hamburgo,
Alemanha), operado manualmente. Ambas as medidas foram obtidas a partir de amostragem
de 30 pellets, a partir dos quais foram obtidos média e desvio padréo.

A umidade foi determinada a partir da secagem de amostras de 3 g de cada dieta em
estufa com circulagdo e renovacdo de ar (estufa de secagem especial, Modelo MA-035/3,
Marconi Equipamentos para Laboratorio Ltda., Piracicaba, Sdo Paulo), a 105°C durante o
periodo de 72 h. Para cada dieta, foram realizadas 5 repeticGes e o resultado obtido em

porcentagem.

Para obter a estabilidade fisica das dietas em &gua, primeiramente foram pesados 25 g
de cada dieta, transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL, e entdo adicionados
100 mL de agua estuarina com salinidade 35. O Erlenmeyer foi posicionado no agitador
orbital (Incubadora Shaker, Lactea Cientifica, S80 Paulo, Sdo Paulo), este ajustado para
funcionar a 200 £ 15 rpm por 30 min. Ap6s este periodo, a amostra foi transferida para uma
peneira com malha Tyler # 20 (equivalente a 0,86 mm). A amostra retida na peneira foi
submetida a secagem a 130°C durante 24 h em uma estufa para esterilizacdo e secagem
(Modelo MD 1.2, Medicate-Dorja, Itu, Sdo Paulo). A estabilidade da dieta em agua foi
determinada a partir da divisdo entre o peso final da amostra seca pelo peso inicial da amostra
(25 g). Para ajustar a umidade inicial, o valor final obtido foi multiplicado pelo teor de
umidade inicial de cada dieta. Para cada dieta foram realizadas 5 repeticdes e o resultado

obtido em porcentagem.

Apos a fabricacdo das dietas, as amostras foram analisadas quanto ao conteddo de
matéria seca (secagem em estuda durante 24 h a 105°C) e proteina bruta (método de Kjeldahl
para estimativa do nitrogénio) seguindo métodos padrées (AOAC, 2002). A concentracdo de
aminoacidos nas dietas experimentais foi determinada seguindo os procedimentos descritos

por Figueiredo-Silva et al., (2015). A variacdo na concentracdo de todos os aminoacidos
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essenciais entre as dietas experimentais foi inferior a 2% exceto para os niveis de metionina

que foram intencionalmente manipulados (Tabela 2).

Tabela 2 — Contelido de matéria seca, proteina bruta e perfil de aminoacidos (% da dieta, base seca) das 9 dietas
utilizadas neste estudo. CV, coeficiente de variac¢éo (%).

. Composicdo de Aminoacidos® (% da dieta, base seca) CV%
Nutrientes/
Dietas DL-Met Met-Met
ctL 010 019 029 0,38 01 020 0,30 0,39

Matériaseca 86,90 86,85 87,20 87,55 85,94 87,98 8790 86,55 87,17 07
Proteina bruta 27,77 2748 27,40 28,19 2741 2791 2762 2728 2753 10

Aminoécidos Essenciais (AAE)

Arginina 195 193 192 197 1,9 196 192 194 194 0,9
Fenilalanina 139 136 135 139 1,39 137 136 136 1,36 1,1
Histidina 0,70 0,70 068 0,70 0,70 0,70 069 069 0,69 1,0
Isoleucina 121 119 118 122 122 120 1,19 118 1,20 1,3
Leucina 211 208 206 212 212 209 206 206 2,06 1,2
Lisina 198 199 197 203 2,00 203 199 198 199 1,1
Metionina 043 055 066 0,79 0,85 054 064 0,73 084 21,7
Met+Cis? 087 102 111 124 1,30 087 1,02 1,11 124 129
Treonina 140 140 138 139 133 141 138 139 1,39 1,8
Valina 129 129 127 132 132 129 129 128 1,30 1,3
> AAE 13,33 1351 1358 14,17 14,19 13,46 1354 13,72 1401 24
Aminoéacidos Nao-Essenciais (AANE)

Cisteina 0,44 047 045 045 045 046 045 046 045 1,7
Glicina 131 131 129 132 132 130 130 130 131 0,7
Serina 142 140 138 140 141 1,40 137 139 1,37 1,4
Prolina 200 195 194 196 2,04 200 19 197 197 1,5
> AANE 517 513 506 513 522 516 508 512 5,10 1,0
Total AA 185 18,64 1864 1930 1941 18,62 18,62 1884 19,11 18

Aminoéacidos Livres
Metionina 0,01 0,10 0,20 0,29 0,38 <0,01 0,02 0,02 0,02 109,58

Lisina 059 062 058 058 0,59 058 060 057 056 297
Treonina 038 039 03 038 0,38 037 038 037 029 820
Valina <0,020 <0,020 <0,020 <0,020 <0,020  <0,020 <0,020 <0,020 <0,020 -

DL-Met-Met 0,09 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010 0,26 0,17 0,32 49,59

Analisado por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Precis&o). Fonte: Evonik Industries AG (Hanau,
Alemanha). °TSAA, aminoécido total sulfurado.

As dietas contendo Met-Met alcancaram um conteldo total de metionina (Met+Cis) de
0,84 (1,24), 0,73 (1,11), 0,64 (1,02) e 0,54% (0,87%), respectivamente. As dietas
suplementadas com DL-Met alcangaram um contetdo total de metionina (Met+Cis) de 0,85
(1,30), 0,79 (1,24), 0,66 (1,11) e 0,55% (1,02%), respectivamente. As dietas apresentaram, em
média, 27,6 + 0,29% de proteina bruta (base seca).
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Para a determinacdo da composi¢do proteica e aminoacidica do muasculo caudal e da
glandula digestiva, foi realizada, ap6s a despesca, a coleta de amostras de 50 camarfes de
cada tratamento dietético. Os animais foram sacrificados uma hora apés alimentacao, sendo
0s musculos caudais e glandulas digestivas coletadas e armazenadas a temperatura de -20° C.
Posteriormente o material foi liofilizado e moido para anélise de proteina bruta e aminoécidos
seguindo método padrdo (AOAC, 2002).

4.6 Alimentacao e sistema de manejo

Durante todo o cultivo dos camardes, as dietas experimentais foram ofertadas
diariamente, quatro vezes ao dia, exclusivamente em bandejas de alimentacdo (14,3 x 3,5 cm;
diametro x altura) sendo uma unidade em cada tanque. A oferta das dietas e o recolhimento de
sobras ocorreram nos seguintes horarios: 12 refei¢do: 07:00 h; 22 refeigcdo: 10:00 h; 32 refeico:
13:00 h; 4@ refeicdo: 16:00 h. As refeicGes foram distribuidas de forma que a primeira, a
segunda, a terceira e a quarta refeicdo representassem 25, 15, 15 e 45% do total diario

distribuido, respectivamente, calculadas a partir de uma tabela de alimentacéo (Tabela 3).

Tabela 3 — Tabela de alimentacdo utilizada no presente estudo com juvenis do L. vannamei (Facanha et al.,
2016).

Peso Corporal (g) Taxa Alimentar Ganho de Peso  Dias de Cultivo Sobrevivéncia
Inicial  Final (% do peso corporal)  (mg/dia) Inicial Final Estimada (%)
1,00 3,00 7,41% 80 1 7 99,9
3,00 4,00 5,83% 90 8 14 99,5
4,00 5,00 5,29% 100 15 22 99,1
5,00 6,00 4,89% 110 23 30 98,7
6,00 7,00 4,59% 120 31 38 98,3
7,00 8,00 4,34% 130 39 46 97,9
8,00 9,00 4,14% 140 47 54 97,5
9,00 10,00 3,97% 150 55 62 97,1
10,00 11,00 3,82% 160 63 70 96,7
11,00 12,00 3,69% 170 - - -

Diariamente foram realizadas observagGes quanto & presenca de sobras nas bandejas.
Inicialmente, as refei¢cbes foram ajustadas com base em uma sequéncia diaria de ganho de
peso estimado de 100 mg/dia/camardo e uma reducdo diaria de 0,5% na sobrevivéncia para

todos os tratamentos experimentais.
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Além disso, foram mensurados diariamente os parametros de qualidade de &agua (pH,
temperatura e salinidade), sempre as 14:00 h. O pH e a temperatura foram determinadas
através de um pHmetro portatil com termdmetro acoplado e a salinidade através de um
refratdmetro. Foram realizadas também medicdes de aménia ndo ionizada dissolvida, nitrito
dissolvido e nitrato, quinzenalmente, em trés tanques aleatorios utilizando um

espectofotrometro (DR 2800 Spectrophotometer, Hach Company, Loveland, EUA).

4.7 Desempenho zootécnico

O desempenho zootécnico do camardo L. vannamei foi avaliado ao final do cultivo, a
partir dos dados de contagem e pesagem de cada individuo na estocagem e na despesca, em
uma balanca eletronica de precisdo (Ohaus Adventurer, modelo ARA520, Toledo do Brasil
Industria de Balancas Ltda., S8o Bernardo do Campo, Sdo Paulo). Desta forma, foram
determinados os seguintes indices de desempenho zootécnico: sobrevivéncia (%) = (nimero
de camarfes despescados + numero de camarBes estocados) x 100; crescimento semanal
(g/semana) = (peso corporal final — peso corporal inicial) + nimero de dias de cultivo X 7;
ganho de biomassa (g) = biomassa final — biomassa inicial; ganho de produtividade (g/m?) =
biomassa adquirida por tanque + area de fundo do tanque; consumo aparente de racdo (g de
racdo/camardo estocado) = quantidade total de racdo seca ingerida + namero inicial de
camardes; Fator de conversdo alimentar = consumo de racdo aparente por tangque + biomassa

adquirida por tangue.

4.8 Analises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o programa IBM® SPSS®
Statistics 23.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). A analise de variancia bifatorial
(ANOVA) foi aplicada para comparar o desempenho do camardo em funcdo da fonte de
metionina e dos niveis de inclusdo nas dietas. Quando observadas diferencas significativas,
foi utilizado o teste posteriori de Tukey HSD para comparar os valores médios entre 0s
tratamentos individualmente. O nivel de significancia foi fixado em 5% (P < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Qualidade da agua

Ao longo do periodo de cultivo, a salinidade, o pH e a temperatura foram mantidos
dentro de limites considerados normais para cultivo de camardes (P > 0,05, ANOVA).
Durante os 63 dias de cultivo o valor de salinidade foi de 38,0 + 3,40 (n = 2.300), pH de 7,7 +
0,2 (n = 2200) e temperatura de 29,4 £+ 0,4°C (n = 2.200). Os compostos nitrogenados, amoénia
total e nitrato apresentaram variagdes estatisticas ao longo do cultivo (P < 0,05, ANOVA,;
Tabela 4). A amonia apresentou uma queda de 0,16 mg/L no 12° dia de cultivo para 0,11 e
0,09 mg/L nos 27° e 42° dias de cultivo, aumentando novamente préximo a despesca dos
camar@es. O nitrato manteve-se abaixo de 1 mg/L durante todo cultivo, exceto no 57° dia
quando a leitura alcangou uma média de 2,03 mg/L. Nao houve varia¢Ges significativas nas
concentragOes de nitrito. Tendo alcancado uma média de 3,33 mg/L. Todas as concentracfes
observadas dos compostos nitrogenados mantiveram-se dentro de limites considerados
adequados para o cultivo do camardo L. vannamei em sistemas de cultivo cobertos, com
regime de reuso de &gua (SAMOCHA et al., 2017).

Tabela 4 — Concentragdo de compostos nitrogenados (mg/L) na 4gua ao longo de 63 dias de cultivo. As médias
(z desvio padrédo) representam valores de trés tanques de cultivo selecionados aleatoriamente. Letras minusculas
indicam diferenca estatistica (P < 0,05) segundo o teste a posteriori de Tukey HSD. NS, diferenca néo
significativa ao nivel de a = 0,05.

Dia de Cultivo Amonia Total (mg/L) Nitrito (mg/L) Nitrato (mg/L)
12 0,16 + 0,03a 4,00+1,73 0,73 + 0,06a
27 0,11 + 0,02ab 2,33+0,58 <0,001a
42 0,09 +0,02b 433+3.21 0,37 £ 0,55a
S7 0,15 + 0,02a 2,67 0,58 2,03 £ 0,15b
Média * sd - 3,33+1,83 -

P ANOVA 0,011 NS <0,0001
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5.2 Aspectos fisicos das dietas

O comprimento dos pellets foi de 5,26 £ 0,57 cm, o didametro de 2,29 + 0,10 e a dureza
de 2,6 £ 0,56 kg obtidos atraves da medicdo de 30 pellets. A estabilidade das dietas foi alta,
acima de 80%, com média de 84,19 + 0,02%, ndo apresentando diferenca significativa entre
as dietas (P > 0,05, ANOVA). Ja a umidade, variou entre 9,2 + 0,4% e 11,1 + 0,5%.

5.3 Desempenho zootécnico

De um total de 50 tanques, trés tanques foram excluidos da anélise de desempenho
zootécnico por apresentarem uma sobrevivéncia final entre 58 e 68%. A sobrevivéncia final,
apos os 63 dias de cultivo, foi superior a 80% em todos os tratamentos (Tabela 5). Os
camardes alimentados com as dietas DL-Met 0,38 e Met-Met 0,39 apresentaram diferenca
estatistica na sobrevivéncia final, com valores de 94,3 + 4,1 e 81,0 + 8,7%, respectivamente.
A dieta DL-Met 0,38 também proporcionou uma maior sobrevivéncia aos camardes
comparado com a dieta CTL. N&o houve diferenca entre os demais tratamentos, inclusive com
aCTL.

Durante todo periodo de cultivo, os camarfes cresceram continuamente, com peso
final variando entre 10,31 + 1,36 g (DL-Met 0,10) e 10,95 + 1,39 g (Met-Met 0,20). A
suplementacdo com Met-Met teve efeito significativo no peso corporal dos camarfes quando
comparado com a dieta CTL, levando a um aumento em todos os niveis de suplementacdo. No
entanto, o nivel de suplementacdo de Met-Met equivalente a 0,20% maximizou o peso final
dos camardes, ndo tendo sido observado um ganho de peso significativo acima desse nivel. Ja
para a suplementacdo com DL-Met, a diferenca em relacdo a dieta CTL s6 ocorreu no nivel de
0,29%, havendo diferenca significativa entre alguns niveis desta fonte. O maximo peso
corporal dos camardes foi alcancado com uma suplementacdo de DL-Met equivalente a
0,19% (total de 0,66% Met e 1,11% Met+Cis).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa no crescimento semanal dos
camardes. Os camardes cresceram a uma taxa entre 1,01 £ 0,03 g (DL-Met 0,10) e 1,09 + 0,06
g por semana (Met-Met 0,39). Ao se comparar o crescimento dos camardes com a dieta CTL,
apenas os animais alimentados com a dieta contendo Met-Met 0,20 exibiram um crescimento

mais elevado.
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Tabela 5 - Desempenho zootécnico do camardo L. vannamei cultivado ao longo de 63 dias em tanques de 0,5 m® alimentado com dietas suplementadas com duas fontes de
metionina cristalina. Valores representam a média (x desvio padrdo). Letras minGsculas indicam diferenca estatistica (P < 0,05) segundo o teste a posteriori de Tukey HSD.
NS, diferenca ndo significativa ao nivel de a = 0,05. Asterisco (*) indica diferenca significativa entre a dieta controle (CTL) e demais dietas segundo o teste t de Student.

Sobrevivéncia

Peso corporal

Crescimento

Ganho de

Consumo alimentar

Dieta final (%) final () semanal (g) produtividade (g/m?) (9/camarao) FCA

CTL 86,7 + 4,5* 10,38 £ 1,43* 1,02 £ 0,03* 684 + 56* 124 +1,1* 1,59 £ 0,01
DL-Met 0,10 87,3 £5,0ab 10,31 + 1,36a 1,01 £ 0,03 685 + 61ab 123+1,72 1,57 £ 0,02
DL-Met 0,19 88,4 £ 5,4ab 10,64 £ 1,56abc 1,05+ 0,02 721 + 40ab 13,0+0,9 1,59 + 0,02
DL-Met 0,29 89,2 £ 4,1ab 10,79 £ 1,39bc* 1,07 £ 0,05 739 £ 19ab 13,4+04 1,59 < 0,001
DL-Met 0,38 94,3 +4,1a* 10,49 £ 1,26ab 1,03 £ 0,02 762 + 36a* 13,9+ 0,7* 1,60 < 0,001
Met-Met 0,11 90,3 + 3,9ab 10,64 + 1,51ab* 1,05 £ 0,05 738 £ 17ab 13,3+04 1,58 £ 0,01
Met-Met 0,20 88,0 £ 4,7ab 10,95 + 1,39¢c* 1,08 + 0,05* 740 + 24ab 13,4+0,5 1,59 £ 0,01
Met-Met 0,30 86,0 £ 4,9ab 10,84 + 1,45abc* 1,06 £ 0,03 704 £ 39ab 12,7+0,8 1,58 £ 0,01
Met-Met 0,39 81,0+ 8,7b 10,93 + 1,51c* 1,09 + 0,06 671 + 46b 122+1,0 1,60 £ 0,02
Tukey HSD <0,05 <0,05 NS <0,05 NS NS
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O ganho de produtividade teve o maior valor com a dieta DL-Met 0,38 com 762 + 36
g/m?, e menor valor com a dieta Met-Met 0,39 com 671 + 46 g/m” Ao comparar com a dieta
CTL, o aumento na produtividade sé foi alcancado com a suplementacdo de 0,38% de DL-
Met. A relacdo entre a suplementacdo dietética de DL-Met e Met-Met e 0 ganho de
produtividade dos camardes foi expresso atraves de equacgdes de regressdo quadratica (Figura
2). Uma suplementacdo de Met-Met equivalente a 0,18% levou a um maximo ganho de
produtividade equivalente a 739 g/m? sendo expresso pela equacdo y = -1.621,55x* +
577,06x + 687,40 (R? = 0,948, P = 0,052). J4 para as dietas suplementadas com DL-Met,
quanto maior a suplementacdo de metionina cristalina, maior foi o ganho de produtividade,

néo sendo detectado um ponto de inflexao.

780

DL-Met
y = 232,86x2 + 131,57x + 680,15
R2=0,959; P =0,041

--------------
-
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Figura 2 - Modelo de regressdo quadratica entre a suplementacao dietética de duas fontes de metionina e o ganho
de produtividade do camardo L. vannamei. DL-Met, DL-Metionina; Met-Met, DL-Metionil-DL-Metionina.

O consumo alimentar dos camardes variou entre 12,2 + 1,0 e 13,9 + 0,7 g/camaré&o.
Contudo, ndo foi detectado diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos
experimentais. Porém, comparado ao CTL, foi observado um maior consumo de ragao quando

as dietas foram suplementadas com 0,38% de DL-Met.

O fator de conversdo alimentar (FCA) alcancou uma média de 1,59 + 0,02, ndo

exibindo diferenca significativa entre os tratamentos experimentais ou com a dieta CTL.
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5.4 Consumo de metionina

O consumo de metionina mostrou um aumento progressivo entre as dietas, havendo
diferenca significativa entre a dieta CTL quando comparada com as demais. Apenas para 0s
maiores niveis de suplementacdo (0,3 e 0,4%) houve diferenca significativa entre fontes de
metionina dentro do mesmo nivel de suplementacdo. Para as dietas com DL-Met, houve um
aumento progressivo com um incremento da suplementacdo. Dessa forma, quanto maior a
quantidade de metionina suplementada, maior foi o consumo diario por camardo (Figura 3). O
consumo de metionina também respondeu a um aumento na suplementacdo de Met-Met até
um nivel de 0,30%.

2,50 1

ODL-Met 0OMet-Met
2,00 - *Al

*Ac ] *Be

*|

1,50 1 *h

1,00 1

0,50

Consumo de Metionina (mg/camaréo/dia)

0,00 . - — — -1
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40

Suplementacdo de Metionina (% da dieta, base natural)

Figura 3 - Consumo diario de metionina dietética por camardo estocado (mg/camardo/dia). Letras mailsculas e
minGsculas indicam diferenca estatistica (P < 0,05) entre fontes de metionina dentro de um mesmo nivel de
suplementacdo e entre niveis de suplementacdo para uma mesma fonte, respectivamente. Asteriscos (*) indicam
diferenca significativa em relacéo a dieta CTL (0,00%).

5.5 Absorcédo de proteinas e aminoacidos

O conteudo de proteina bruta no musculo caudal foi superior a 89% em todos 0s
tratamentos, enquanto que na glandula digestiva apresentou valores inferiores, entre 31,19 +
1,59 e 36,21 + 0,74 %, ambos apresentando diferencas significativas entre as fontes e niveis
de suplementacdo (Tabela 6). O maior teor total de metionina e met+cis no musculo caudal
(2,28 £ 0,01% e 0,98 £ 0,01, respectivamente) foi encontrado na dieta suplementada com
Met-Met 0,39. Os maiores niveis de suplementacdo com Met-Met levaram a um maior

conteddo de proteina bruta e aminoacidos essenciais e ndo essenciais.
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Tabela 6 - Composicdo proteica e aminoacidica do musculo caudal e da glandula digestiva dos camar8es apds periodo experimental. Valores (%) dados na matéria seca. Cada
valor representa a média + desvio padrdo de trés amostras

Dietas/ Nutrientes (%, base seca)

Musculo Proteina Bruta AAE AANE Metionina Cistina Met+Cis Lisina
CTL 89,57 £ 0,07ab 37,31 +£0,08cde 44,33 £ 0,20abcd 2,21+0,01a 0,94 + <0,001bc 3,15+ 0,01ab 6,40 + 0,01cd
DL-Met 0,10 89,11 + 0,30a 36,40 £ 0,17a 43,69 £ 0,10a 2,20+ 0,01a 0,90 £0,01a 3,10+£0,01a 6,19 + 0,03a
DL-Met 0,19 90,03 £ 0,10b 36,54 + 0,46ab 43,81 £+ 0,52ab 2,22 +0,02a 0,93 £ 0,02ab 3,14 £ 0,04ab 6,25 + 0,08ab
DL-Met 0,29 89,66 + 0,54ab 36,78 £ 0,15abc 44,08 + 0,11abc 2,21+0,01a 0,92 +<0,001ab 3,13+ 0,01ab 6,32 + 0,05bc
DL-Met 0,38 89,88 £ 0,11ab 37,06 + 0,07abcd 44,24 £ 0,12abcd 2,23 £+ <0,001ab 0,94 + 0,01bc 3,17 £ 0,01bc 6,37 £ 0,01bcd
Met-Met 0,11 89,44 + 0,43ab 37,21 £ 0,05bcde 44,50 + 0,22bcde 2,22 +0,01a 0,94 + 0,01bc 3,16 £ 0,02ab 6,35+ 0,01bc
Met-Met 0,20 90,04 £ 0,13b 37,67 £ 0,36de 44,89 + 0,45de 2,27 £0,01bc 0,96 £ 0,01cd 3,23 £0,03cd 6,44 + 0,07cd
Met-Met 0,30 90,12 £ 0,25b 37,21 +0,09cde 44,64 +£0,12cde 2,23 £<0,001ab 0,96 + <0,001cd 3,19 £ 0,02bc 6,40 £ 0,01cd
Met-Met 0,39 90,18 £ 0,19b 37,75 £ 0,28e 45,15 + 0,24de 2,28 +0,01c 0,98 +0,01d 3,26 +0,02d 6,49 + 0,05d
P ANOVA 0,002 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Glandula Digestiva

CTL 35,48 £ 0,30b 11,66 +0,11abc 13,44 +0,12abc 0,54 £ 0,03a 0,54 £ 0,03a 1,08 + 0,06a 1,06 + 0,01abc
DL-Met 0,10 32,92 £ 0,56ab 11,72+ 0,47abc 13,40 + 0,53abc 0,58 £ 0,03ab 0,65+ 0,03c 1,24 + 0,06b 1,58 + 0,07ab
DL-Met 0,19 31,19+ 1,59 11,11 + 0,36ab 12,69 + 0,46ab 0,56 £ 0,01ab 0,61 +0,03bc 1,17 + 0,05ab 1,49 +0,03a
DL-Met 0,29 31,66 +0,47a 10,82 + 0,21a 12,56 + 0,38a 0,56 £ 0,01ab 0,60 + 0,02abc 1,15+ 0,02ab 1,50 + 0,04a
DL-Met 0,38 33,33+ 1,22abc 10,92 + 0,32ab 12,60 + 0,36a 0,54 £ 0,02a 0,55+ 0,02ab 1,09 + 0,04a 1,50 + 0,03a
Met-Met 0,11 34,71+ 1,28bc 11,39+ 0,21ab 13,35+ 0,13abc 0,58 £ 0,01ab 0,60 +<0,001abc 1,18 + 0,02ab 1,58 £ 0,04ab
Met-Met 0,20 34,75 £ 1,56bc 11,71+ 0,42abc 13,52 + 0,46abc 0,58 £ 0,02ab 0,60 + 0,04abc 1,19 + 0,06ab 1,62 + 0,06abc
Met-Met 0,30 34,85 £ 0,10bc 11,90 + 0,23bc 13,75+ 0,21bc 0,60 £ 0,02b 0,56 £ 0,01ab 1,16 + 0,01ab 1,69 + 0,06bc
Met-Met 0,39 36,21+ 0,74c 12,55+ 0,53c 14,30 + 0,50c 0,61+0,02b 0,58 £ 0,02ab 1,19 + 0,01ab 1,75+ 0,12c
P ANOVA < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,004 0,001 0,007 < 0,0001
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que juvenis da espécie L. vannamei quando
alimentados com dietas suplementadas com metionina cristalina apresentam um maior ganho
de peso corporal e produtividade. Outros trabalhos realizados com o camaréo L. vannamei
também indicaram que a suplementacdo de dietas com metionina cristalina é efetiva para

corrigir deficiéncias deste aminoacido.

Browdy et al. (2012) em estudo com juvenis do L. vannamei com peso corporal inicial
de 2,2 g demonstraram um aumento do peso corporal e do crescimento semanal de camardes
alimentados com dietas suplementadas com 0,1 e 0,2% de um anadlogo da metionina
(HMTBa). Huai et al. (2010) trabalharam com a suplementacdo de 0,14% de metionina
anadloga (MHA-Ca) juntamente com L-Lisina e L-Treonina em dietas para o L. vannamei com
peso corporal inicial de 0,14 g. Os autores reportaram um aumento significativo no peso
corporal final, ganho de peso e taxa de crescimento especifica dos camarfes alimentados com
a dieta com em comparacdo a dieta sem suplementacdo. Outras fontes de metionina cristalina
(L-Metionina, DL-Metionina) assim como o0 HMTBa também demonstraram ser eficientes em
dietas para o L. vannamei com peso entre 1,41 e 1,65 g (FORSTER & DOMINY, 2006).
Segundo os autores, apesar das trés fontes utilizadas ndo terem apresentado diferenca
significativa entre si em termos de eficacia, observou-se que 0s camardes necessitam de uma
fonte dietética de metionina para um melhor desempenho zootécnico em dietas deficientes
nesse aminoacido. Da mesma forma, Lin et al. (2015) ao avaliarem a suplementacdo de DL-
Metionina em seis niveis de suplementacédo (0,10 a 0,60%), em dietas para o L. vannamei com
trés diferentes pesos corporais iniciais (0,55, 4,18 e 9,77 g), demonstraram que 0 crescimento
corporal dos camardes sofreu um aumento ao suplementar as dietas com metionina cristalina,

confirmando a importancia de seu uso para esta espécie.

No presente estudo, a suplementacdo dietética com o dipetideo DL-Metionil-DL-
Metionina (Met-Met) também promoveu um melhor desempenho zootécnico do L. vannamei.
Outras pesquisas ja demonstraram a bioeficacia desta forma de metionina em dietas para esta
espécie (FACANHA et al., 2016; NIU et al., 2018; XIE et al., 2017).

Por outro lado, a alimentacdo dos camardes com uma dieta deficiente em metionina,
sem suplementacédo (CTL, total de 0,43% Met e 0,87% Met+Cis), teve um efeito deletério na
sobrevivéncia final (86,7 + 4,5%), peso corporal final (10,38 £ 1,43g), crescimento semanal

(1,02 + 0,03 g), ganho de produtividade (684 + 56 g/m?) e consumo alimentar aparente (12,4



26

+ 1,1 g/camardo) quando comparado com dietas suplementadas com DL-Met e Met-Met.
Muito embora a exigéncia dietética de metionina para juvenis do camardo L. vannamei ndo
tenha sido claramente definida, valores inferiores a 0,44% podem resultar em um menor
desempenho zootécnico (FORSTER; DOMINY, 2006). Esses autores, em estudo com juvenis
do L. vannamei com peso inicial de 1,53 g, observaram apds dez semanas um peso corporal

final de 10,8 e 11,6 g em dietas contendo 0,44 e 0,90% de metionina total, respectivamente.

No presente estudo, um aumento progressivo na suplementacao dietética com DL-Met,
de 0,10 até 0,38% (base natural, total de 0,55 até 0,85% de Met e 1,02 até 1,30% de Met+Cis,
respectivamente), promoveu um aumento progressivo no peso corporal dos camarfes e no
ganho de produtividade. O peso final dos camar@es alcangcou um pico quando alimentado com
dietas suplementadas com 0,19% de DL-Met (total de 0,66% Met e 1,11% Met+Cis).
Entretanto, houve uma resposta praticamente linear no ganho de produtividade dos camarfes
com um aumento nas suplementacdes de DL-Met, ndo tendo sido detectado um ponto de
inflexdo. Facanha et al. (2018) observaram uma resposta linear no peso corporal do L.
vannamei em relacdo a suplementacdo de Met-Met quando os camardes foram cultivados em
regime continuo de troca de agua (14,4% ao dia). Os autores reportaram que o peso corporal
dos camardes foi maximizado quando estes foram cultivados com uma troca minima de agua,
equivalente a 1,4 a 2,9%. No presente estudo, 0s tanques de cultivo operaram com uma troca
de &gua de 20% ao dia, superior aos valores utilizados por Facanha et al. (2018) no regime
continuo de troca de &gua. Portanto, é provavel que a resposta linear observada quando da
suplementacéo dietética com DL-Met tenha sido influenciada por uma alta renovacéo de agua,

associado com uma provavel lixiviacao deste aminoacido livre.

Da mesma forma, o peso corporal dos camardes foi maximizado com uma
suplementacdo de 0,20% de Met-Met (0,64 de Met, 1,02% de Met+Cis). Porém, a resposta
méaxima no ganho de produtividade dos camar@es foi alcancada com um valor de 0,18% de
Met-Met. Xie et al. (2017) realizaram estudo com o L. vannamei, alimentado durante oito
semanas com dietas contendo uma suplementacdo de 0,1, 0,2 e 0,3% de DL-Met (total de
0,83, 0.92 e 1,01% de Met e 1,19, 1,29 e 1,39% de Met+Cis) e 0,1% de Met-Met (total de
0,83% de Met e 1,19% de Met+Cis). Os autores observaram que o peso corporal dos
camardes foi maximizado com apenas 0,1% de suplementacdo de DL-Met e Met-Met. Niu et
al. (2018) trabalharam com o L. vannamei durante 63 dias de cultivo, utilizando dietas com
suplementacdo de 0,06, 0,12, 0,18, 0,24 e 0,30% de DL-Met e Met-Met. Os autores

observaram que 0 peso corporal dos camardes foi maximizado com dietas contendo 0,12%
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DL-Met ou Met-Met (total de 0,73% de Met e 1,12% de Met+Cis e 0,71% de Met e 1,07%
Met+Cis, respectivamente). Comparativamente, Facanha et al. (2016) trabalhando com o L.
vannamei em agua verde, observaram que em dietas contendo 5% de farinha de peixe, 0s
valores de suplementacdo de Met-Met para maximizar o peso corporal variou entre 0,21 e
0,31% (total de 0,72% de Met e 1,19% de Met+Cis e 0,81% de Met e 1,28% de Met+Cis,

respectivamente).

Lin et al. (2015), reportaram o nivel étimo de metionina dietética total para maximizar
0 ganho de peso do camardo L. vannamei com 0,5, 4,18 e 9,77 g de 0,91, 0,67 e 0,66%,
respectivamente. As dietas semi-purificadas foram suplementadas com DL-Met e os camardes
foram cultivados em agua clara com fluxo continuo. Para outras espécies de camardes
peneideos criados comercialmente, os valores de metionina exigidos sdo superiores ao
encontrado no presente estudo, sendo de 0,89% para o Penaeus monodon (MILLAMENA et
al., 1996) e 0,70% para o Marsupenaeus japonicus (TESHIMA et al., 2002).

No presente estudo ndo foi observada uma melhoria no peso corporal final do L.
vannamei quando alimentado com dietas contendo niveis totais de metionina dietética
suplementadas com Met-Met e DL-Met acima de 0,64 (1,02% de Met+Cis) e 0,66% de Met
(1,11% de Met+Cis), respectivamente. Dietas contendo excesso deste aminoacido em relacéo
ao requisito da espécie pode ocasionar um efeito toxico devido ao estresse gerado pelo
excesso de metionina corporal, levando a gastos extras de energia para sua excre¢do (CHOO
et al.,, 1991; WALTON, 1985). O impacto negativo no crescimento e 0os mecanismos de
toxicidade da metionina a nivel de tecido foram detalhados para espécies terrestres (KATZ;
BAKER, 1975; MITCHELL; BENEVENGA, 1978). Espe et al. (2008) em estudo com o
salmdo do Atlantico (Salmo salar) demonstraram que a metionina dietética em excesso pode
afetar negativamente a ingestdo de alimentos, o crescimento e a sobrevivéncia em funcdo de

efeitos toxicos.

A bioeficécia de andlogos da metionina cristalina, como é o caso da metionina hidroxi-
analoga (MHA) vem sendo avaliada em diversos estudos principalmente com espécies
terrestres. Em dietas de suinos e aves, por exemplo, estudos demonstraram uma maior
bioeficAcia da MHA em relagdo a DL-Met (JANSMAN et al., 2003; LEMME et al., 2002;
SAUER et al., 2008). Por outro lado, Hoehler et al. (2005) também em estudo com dietas
para frango, observaram uma maior bioeficacia das dietas suplementadas com DL-Met em

relacdo a suplementada com MHA.
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No caso das fontes utilizadas no presente estudo, alguns trabalhos buscaram
estabelecer a bioeficécia entre DL-Met e Met-Met. Mencalha (2016) ao trabalhar com frango
de corte determinou a bioeficécia relativa das fontes dietéticas de L-metionina e Met-Met em
comparagdo com a DL-metionina durante duas fases distintas de crescimento. Com relacdo ao
rendimento, uma maior bioeficacia foi observada para Met-Met na primeira fase, enquanto
que na fase final de crescimento, a L-Met apresentou maior bioeficacia. Segundo a autora, a
maior bioeficacia da L-Met observada na fase final pode ter ocorrido devido a diferencas na
velocidade de absorcdo entre as fontes, e uma vez que 0 composto que apresenta apenas 0
isbmero L, estd prontamente disponivel para o animal. Essa diferenca entre as fontes, por
outro lado, ndo foi observada em estudo com peixes (MAMAUAG et al., 2012). Os autores
demonstraram que a Met-Met foi igualmente eficaz a DL-Met para a melhoria do crescimento
e utilizacdo eficiente do aminodcido por larvas e juvenis do Pagrus major quando alimentados

com dietas contendo proteinas vegetais.

Ja para estudos com camardo, Fox et al. (2012) em experimento com o L. vannamei,
ao comparar trés fontes de metionina (DL-Met, Met-Met e uma forma ciclica de metionina)
observaram, ap6s cinco semanas de cultivo, que o ganho de peso foi 24% superior em dietas
suplementadas com 0,5% de Met-Met. Resultados semelhantes foram reportados por Niu et
al. (2018) em estudo com o L. vannamei cultivado durante nove semanas. Baseados em
resultados de ganho de peso, taxa de crescimento especifico e eficiéncia alimentar, os autores
demonstraram uma maior biodisponibilidade relativa da Met-Met em relacdo a DL-Met, em
285,8%, 276,4% e 300,4%, respectivamente. Contudo, o0s resultados absolutos de
desempenho zootécnico dos camarbes (peso corporal final, biomassa final, taxa de
crescimento especifico e ganho de peso corporal) do trabalho de Niu et al. (2018) néo
mostram diferencas estatisticas entre as duas fontes de metionina. Muito embora, no presente
estudo, ndo tenha sido possivel comparar a bioeficécia das duas fontes de metionina avaliadas
utilizando os métodos estatisticos adotados por Niu et al. (2018), o presente estudo
corroborou os resultados alcangados por estes autores no quesito de desempenho zootécnico.
Portanto, semelhante ao estudo de Niu et al. (2018), o desempenho zootécnico de juvenis do
L. vannamei ndo apresentou diferencas quando alimentado com dietas suplementadas com
DL-Met e a Met-Met. Da mesma forma, Xie et al. (2017) ndo conseguiram estabelecer
diferenga estatistica significativa sobre os pardmetros de desempenho zootécnico do L.
vannamei alimentado com as duas fontes de metionina cristalina, DL-Met e Met-Met. Porém,

0s autores demonstraram que a metionina na forma dipeptidica (Met-Met) pode ser utilizada
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de forma mais eficiente do que a DL-Met, melhorando a atividade proteolitica e acelerando a
digestibilidade proteica.

No presente estudo, a composicdo proteica e aminoacidica do musculo caudal e da
glandula digestiva foram afetadas pelo nivel de suplementacéo e fonte de metionina cristalina.
O uso da Met-Met levou a um maior contetdo de proteina bruta, aminoécidos essenciais e ndo
essenciais em particular metionina, lisina e cistina. Outros estudos com L. vannamei também
determinaram a composicdo proteica e aminoacidica ao suplementarem dietas com
aminocidos cristalinos, porém nenhuma relacdo entre os niveis dietéticos de aminoacidos e a
composigdo de tecidos foi determinada (FACANHA et al., 2016; HUAI et al., 2009; ZHOU
et al., 2013). Ja no estudo realizado por Niu et al. (2018), ao suplementarem dietas para o L.
vannamei com DL-Met e Met-Met, foi observado, para as duas fontes, um aumento do
contetido proteico no musculo caudal, conforme o aumento dos contetdos de metionina das

dietas.

As variacOes nas condi¢Oes experimentais, como temperatura e salinidade, frequéncia
alimentar, densidade de estocagem, tipo de espécie cultivada, além do uso de diferentes
ingredientes nas dietas basais, podem influenciar na ocorréncia de diferencas entre as fontes
de metionina utilizadas (XIE et al., 2017). Além disso, as diferencas observadas entre a
bioeficacia de fontes de metionina pode estar relacionada a dindmica de absorcao de cada um
desses compostos (NRC, 2011). Diferencas metabdlicas de aminoacidos livres individuais e
na forma dipeptidica e sua disponibilidade para sintese proteica, pode levar uma maior taxa de
crescimento da ultima forma (DABROWSKI et al., 2005).

Outro fator que pode contribuir na eficiéncia de diferentes formas de metionina
suplementadas em dietas para camardo € a lixiviagdo. Uma baixa bioeficiéncia de
aminoacidos cristalinos ja foi reportada em estudos com camardo, devido a lixiviagdo,
podendo ser explicada pelo habito de alimentagdo desses animais, uma vez que respondem de
forma relativamente lenta a presenca de alimento (NUNES et al., 2014). Xie et al. (2017)
avaliaram a perda de duas fontes de metionina (DL-Met e Met-Met) por lixiviagdo quando
suplementadas em dietas para o L. vannamei. Conforme previsto pelos autores, a perda de
metionina por lixiviacdo em agua salgada foi maior para a DL-Met. Dentro de um intervalo de
30 minutos dietas suplementadas com Met-Met apresentaram entre 9,39 e 16,18% menos
lixiviagho em agua salgada comparada a DL-Met. A forma dipeptidica Met-Met ¢é
caracterizada por ser menos solivel em dgua quando comparada a outras fontes de metionina

cristalina, com valor de solubilidade em agua de 21 g/L (20°C) enquanto que para outras
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fontes pode variar entre 29 e 34 g/L (EFSA, 2015). Por ser formada como uma mistura de
isbmeros de metionina, o dipeptideo Met-Met pode ser efetivamente clivado por enzimas
digestivas em suas formas livres D- e L-, melhorando, dessa forma, a sintese proteica pelos
camardes (XIE et al., 2017). Com isso, o desenvolvimento de dietas estaveis em agua para
camarfes é primordial para um melhor aproveitamento da mesma, levando a melhores

resultados de desempenho zootécnico.
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CONCLUSAO

Através do presente trabalho foi possivel concluir:

e Dietas suplementadas com as formas de metionina livre, DL-Metionina (DL-Met) e
DL-Metil-DL-Metionina (Met-Met) levam a um aumento no desempenho de juvenis
do camaréo Litopenaeus vannemei.

e O peso corporal final € maximizado com suplementacdes de DL-Met e Met-Met de
0,19% e 0,20%, equivalente a um total de 0,66% e 0,64% de metionina (1,11% e
1,02% de metionina+cistina), respectivamente.

e O desempenho zootécnico de juvenis do L. vannamei ndo apresenta diferencas quando
alimentados com dietas suplementadas com DL-Met e Met-Met.

¢ Nivel de suplementacdo e fonte de metionina cristalina afeta a composicéo proteica e
aminoacidica do musculo caudal e da glandula digestiva dos camarfes. Niveis mais
elevados com uso da Met-Met levam a um maior conteGdo de proteina bruta,
aminoacidos essenciais e ndo essenciais, em particular metionina, lisina e cistina, na

glandula digestiva e no musculo caudal dos camardes.
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