. g unesp

Unesp ﬂ'iﬁ IB-CLP

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Instituto de Biociéncias — Campus do Litoral Paulista

ANA CAROLINA LOUZA SIQUEIRA

Ragdes contendo antioxidantes extraidos da fauna acompanhante de camardes
marinhos: Efeitos sobre a fisiologia do camarao-da-Maléasia (Macrobrachium

rosenbergii)

Sdo Vicente

2022



ANA CAROLINA LOUZA SIQUEIRA

Rac06es contendo antioxidantes extraidos da fauna acompanhante de camardes
marinhos: Efeitos sobre a fisiologia do camar&o-da-Malasia (Macrobrachium

rosenbergii).

Trabalho de conclusdo de curso apresentado como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo de
Bacharel, junto ao Curso de Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas com habilitagdo em Gerenciamento
Costeiro, do Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus
do Litoral Paulista.

Orientadora: Profé. Dr.2 Alessandra da Silva Augusto

Coorientadora: Dr2 Tavani Camargo Rocha

Sdo Vicente

2022



Siqueira, Ana Carolina Louza

Se18r Racoes contendo antioxidantes extraidos da fauna acompanhante de camardes
marinhos: Efeitos sobre a fisiologia do camardo-da-Malasia (Macrobrachium
rosenbergii) / Ana Carolina Louzd Siqueira. -- Sdo Vicente, 2022

32 p. : tabs., fotos

Trabalho de concluséo de curso (Bacharelado - Ciéncias Bioldgicas) - Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Biociéncias, Sdo Vicente
Orientadora: Alessandra da Silva Augusto

Coorientadora: Tavani Rocha Camargo

1. Antioxidantes. 2. Hidrolisados de proteina. 3. Macrobrachium rosenbergii. 4.

Fauna Acompanhante. 5. Rag4o. I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de Biociéncias, S&o Vicente. Dados

fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



ABSTRACT

The shrimp Macrobrachium rosenbergii is the main freshwater shrimp farmed in Brazil
and in several other countries. It has ease of management, adaptation to environmental
conditions and good acceptance to different diets, being considered a good model for studies
aiming the incorporation of feed additives. Our objective was to investigate the physiological
effects of adding protein hydrolysates with antioxidant potential in the diet of M. rosenbergii.
The hydrolysates were extracted from animals that constitute the accompanying fauna of the
marine shrimp fishery in the state of Sdo Paulo and that are discarded at sea. The animals were
fed for 30 days on a control diet (without hydrolysates) or on a diet containing 10% hydrolysate.
All diets were isocaloric and isopreoteic. A mesh of physiological processes were evaluated:
ingestion, defecation and growth rates, metabolism, nitrogen excretion, feed conversion,
hepatosomatic index (HSI) and type of energy substrate oxidized. Animals fed with feed
containing 10% protein hydrolysates showed higher 5% intake rate and lower defecation rate
3.012 + 0.239 (mg MS day™), suggesting good feed utilization and greater environmental
sustainability due to lower feces release rate into the culture medium and effluent. In addition,
the group fed feed containing hydrolysates showed higher oxygen consumption rate and
nitrogen excretion. However, these physiological responses were not accompanied by a higher
growth rate, as the control animals (18%) grew more than the animals fed the feed containing
hydrolysates (13%). The feed conversion ratio (FRC) was better in animals fed control feed
(6.403 £ 0.613). It is possible that the introduction of the 10% concentration of hydrolysates to
the diet was high and affected the absorption of some nutrients, metabolization, excretion and
associated energetics. On the other hand, although a higher growth rate is an expected biological
response in species of economic interest, other factors such as health, immunity, and
reproduction must also be considered. During my Masters work I will evaluate other
concentrations of the hydrolysates in the feed for M. rosenberguii and also the resilience of the

species to different environmental stressors when fed with such additive.
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RESUMO

O camardo Macrobrachium rosenbergii ¢ o principal camardo de agua doce cultivado
no Brasil e em varios outros paises. Ele possui facilidade de manejo, adaptacdo a condi¢des
ambientais e boa aceitagdo a diferentes dietas, sendo considerado um bom modelo para estudos
que visam a incorporacao de aditivos na racdo. Nosso objetivo foi investigar os efeitos
fisiologicos da adi¢do de hidrolisados proteicos com potencial antioxidante na dieta de M.
rosenbergii. Os hidrolisados foram extraidos de animais que constituem a fauna acompanhante
da pesca de camardes marinhos no estado de Sao Paulo e que sdo descartados no mar. Os
animais foram alimentados durante 30 dias com racao controle (sem hidrolisados) ou com ragao
contendo 10% de hidrolisado. Todas as dietas foram isocaldricas e isopreoteicas. Foi avaliada
uma malha de processos fisiologicos: taxas de ingestdo, defecagdo e crescimento, metabolismo,
excre¢do nitrogenada, conversao alimentar, indice hepatossomatico (HSI) e tipo de substrato
energético oxidado. Animais alimentados com racdo contendo 10% de hidrolisados proteicos
apresentaram maior taxa de ingestao 5% e menor taxa de defec¢do 3,012 + 0,239 (mg MS dia™),
sugerindo um bom aproveitamento do alimento e maior sustentabilidade ambiental devido a
menor taxa de liberagao de fezes no meio de cultivo e efluente. Além disso, o grupo alimentado
com ragdo contendo hidrolisados apresentou maior taxa de consumo de oxigénio e excre¢ao
nitrogenada. No entanto, essas respostas fisiologicas ndo foram acompanhadas de maior taxa
de crescimento, uma vez que os animais controles (18%) cresceram mais que os animais
alimentados com racdo contendo hidrolisados (13%). A taxa de conversdo alimentar (FRC) foi
melhor nos animais alimentados com ragdo controle (6,403 + 0,613). E possivel que a
introducdo da concentracdo de 10% de hidrolisados a dieta tenha sido elevada e afetado a
absorcao de alguns nutrientes, metabolizacdo, excrecdo e energética associada. Por outro lado,
embora uma maior taxa de crescimento seja uma resposta biologica esperada em espécies de
interesse econdmico, outros fatores como saude, imunidade e reproducao também devem ser
considerados. Durante o meu trabalho de mestrado irei avaliar outras concentragdoes dos
hidrolisados na ragdo para M. rosenberguii ¢ também a resiliéncia da espécie a diferentes

estressores ambientais quando alimentada com tal aditivo.

Palavras-chave: camarao da Malésia, hidrolisado proteico, ragcdo, fauna acompanhante.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Taxa de consumo de oxigénio massa-especifica (ug/mg MS/h) de adultos de camarao
M. rosenbergii exposto a dietas com diferentes niveis de hidrolisado. Letras diferentes indicam

AIfETENCA CStAtISTICA. ...uveiiiiiiieeiiie ettt ettt ettt e e et e e etae e e ebeeetaeeebaeesaseeesaseeesaseeenaseeenneas 12

Figura 2 — Excrecdo de amodnia massa-especifica (ug/mg MS/h) de adultos de camarao M.
rosenbergii exposto a dietas com diferentes niveis de hidrolisado. Letras diferentes indicam

AIfETENCA CStAtISTICA. ...uviiiieiiieeiiieeeiiee ettt ettt e e tee et e e eaae e e abeeetaeeetaeesaseeesaseeesaseeenaseeenneas 13



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicao das ragdes controle e experimental formuladas no estudo................ 6a7

Tabela 2. Taxas didrias de ingestdo (C), crescimento (P), respiragdo (R), excre¢do (U), fezes
(F), relagao fezes/ingestdo (F/C), taxa média de conversdo alimentar (FCR) e energia da amonia
e oxigénio (KJ/g) de M. rosenbergii alimentados com diferentes niveis de hidrolisados nas
ragoes, sendo 0% controle e 10% com hidrolisado, durante 30 dias. Os dados sao apresentados

ToTe sa eI\ [T kT = B g (o 30 - 16 1= (o TR 11

Tabela 3. Razdo atdmica (O:N) e indice hepatossomatico (IHS) de M. rosenbergii alimentados
com diferentes niveis de hidrolisados nas ra¢des, sendo 0% controle e 10% com hidrolisado,

durante 30 dias. Os dados sao apresentados como Média = Erro Padrao............cccceeeveeeveennnen. 11



SUMARIO

L INTRODUGAO ... 3
2. MATERIAIS E METODOS ......coouiiieiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eenes s esnae s 5
2.1 Coleta, Transporte, Aclimatagao e Manutengdo dos Camardes em Laboratorio...... 5
2.2 Formulagao de TaGOES ......vvveeieiiiieeeeiiiee ettt et 5
2.3 Preparo das TaGCOECS. .....cccuuieeiieeeeiieeeiieeeteeeeteeeeteeesaeeeseaeessaseeesaeessseesssaeesnsaeesnneens 7
2.4 Avaliagao da taxa de INZEStAO (C) .uvvverrieeiieeeiiie e et et eieeeevee e e eree e s 7
2.5 Avaliagao do crescimento (P) ......cccvveeiieeiiieeciie et 7

2.6 Avaliagao do Metabolismo (R), excrecao de amodnia (U) e substrato energético

OXTAAAO .ttt ettt et b e et e bt e et e e bt e et e e bt e et e e bt e eabeeeeas 8
2.7 Avaliagao da taxa de egestao (F) ...ccoovvieeeiiieiiiieeeeeeeeeeeeee e 9

2.8 EXUVIA (E) 1eietieie ettt ettt sttt et st 9

2.9 Indice HepatoSSOMALICO ...........v.veeeeeeeeeeeeee e 9

2.10 Avaliagao da taxa de Conversao Alimentar (FCR).........ccceevvieeiiieiiieeeieeeen. 9

2.11 Obten¢ao da Hemolinfa e Avaliagao da Osmolalidade ................coooenniennnnnn. 10

2.13 ANAlise EStatiStiCa......cevuiiiiiiiieiiieiie et 10

3. RESULTADOS. ...ttt ettt sttt st enae s e aeenaesseenee 10

3] S ODTEVIVEINCIA ... ceeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaaaens 10



3.2 Ingestao, Egestao, Crescimento e Conversdao Alimentar em M. rosenbergii ..... 10

3.3 Indice Hepatossomatico e Tipo de Substrato Energético Oxidado..................... 11
4. DISCUSSAD ...ttt 13
5. AGRADECIMENTOS ..ottt ettt et 16
6. DIFICULDADES ENCONTRADAS NO PERIODO..........c..cccooovvieeviieeeeecenens 16

7. REFERENCIAS ..o enan s 16



1. INTRODUCAO

A aquicultura mundial tem se mostrado uma fonte importante de alimento ao longo dos
anos, sendo considerada uma alternativa para manter o abastecimento de animais aquaticos para
consumo apos a pressao sob os estoques pesqueiros (Subasinghe et al. 2009). A Aquicultura
fornece cerca de 46% da producao total de animais no mundo e a aquicultura de 4guas interiores
(4gua doce e salobras) ¢ responsavel por 62% de toda a producao destinada a alimentacdo (FAO
2020). A producdo de animais de 4dgua doce apresenta diversidade de tipos de sistemas e
valoracao econdmica, sendo predominantemente realizada por aquicultura familiar e pequenos

empreendimentos para consumo regional e local (Naylor et al. 2021).

Um setor de destaque ¢ o setor de carcinicultura. Este setor tem apresentado uma taxa
média anual de crescimento de cerca de 10% ao ano e possui grande diversidade de espécies,
possibilitando a escolha do cultivo de melhor rentabilidade de acordo com as condigdes do
produtor (Tacon 2020). No Brasil, a carcinicultura de 4gua doce ocorre em 19 estados
espalhados pelo pais e a principal espécie cultivada € o Macrobrachium rosenbergii, conhecido
popularmente como camardo da Maldsia (Valenti et al. 2021). Esta espécie ¢ cultivada em
outros paises do mundo como Estados Unidos e principalmente na Asia, local onde M.
rosenbergii ¢ nativo (David et al. 2018). O sucesso de criagao deste camardo ¢ associado a
rusticidade, adaptacdo rapida aos sistemas de cultivo, aceitagdo de diferentes dietas e

possibilidade de cultivo multitrofico (Radhakrishnan et al. 2015).

O camardao M. rosenbergii tem sido bastante utilizado em pesquisas envolvendo
testagem de aditivos alimentares. Aditivos sdo ingredientes inclusos na ragao durante o cultivo
e que podem influenciar positivamente a qualidade da producdo, aumento no desempenho de
crescimento e melhora de parametros imunolégicos (Dawood et al. 2018, Leite et al. 2021, Feng
et al. 2019). Aditivos empregados em aquicultura podem ser oriundos de varias fontes como
plantas, 4acidos organicos, levedura, probidticos (microrganismos vivos), residuos da industria
pesqueira, entre outros (Encarnagdo 2016, Rathore and Yusufzai 2018). Varios autores tém
sugerido que o ambiente marinho pode ser fonte para aditivos alimentares para ragdes (Pattanaik
et al. 2020, Perera et al. 2020). Nesse sentido, a bioprospec¢do marinha tornou-se uma area de
interesse cientifico porque busca na biodiversidade marinha biomoléculas para diferentes usos
na industria. Alguns autores tém sugerido que a diversidade de compostos funcionais presentes

nos animais marinhos esté relacionada a adaptacao fisiologica dos organismos para sobreviver



nos oceanos, os quais possuem diferentes pressoes ambientais (Ameen et al. 2021, Gongalves

and Costa 2021).

Portanto, a fauna marinha tem sido explorada devido a sua diversidade de espécies e a
possibilidade de apresentar moléculas com potencial nutracéutico (Simat et al., 2020). Estudos
envolvendo o reaproveitamento do pescado marinho tém mostrado que peixes podem
apresentar peptideos bioativos, com potenciais ganhos fisiologicos, terapéuticos e cosméticos
(Ashraf et al., 2020; Venkatesan et al., 2017). Esses peptideos podem apresentar capacidade
antioxidante que reduz o estresse oxidativo devido a manutencdo do equilibrio de espécies
reativas de oxigénio (ROS), evitando danos celulares, genéticos, nos lipidios e proteinas, nos
meios de cultivo, pode otimizar o crescimento, melhorar os pardmetros imunoldgicos, além de
aumentar a sobrevivéncia dos animais, processo que aumentaria a rentabilidade da produgao
(Martinez-Alvarez etal. 2005, Li et al. 2018, Hoseinifar et al. 2020, Abdel-Tawwab et al. 2021).
Crustaceos também tém mostrado potencial como fornecedores de moléculas bioativas, quitina,
quitosana, peptideos bioativos e carotenoides (Zou et al. 2021). No entanto, apesar da
importancia ecoldgica da biodiversidade marinha para o planeta e potencial fonte de moléculas
com interesse biologico, alguns tipos de pescarias com redes tém contribuido para a mortalidade
de varias espécies de animais, inclusive recifes de corais. Dentre essa problematica temos o
“bycath” que ¢ a fauna pescada juntamente com espécies de interesse, mas ndo utilizada pelo
mercado pesqueiro, essa pratica acarreta na perda de diversidade através da diminui¢cdo de uma
populagdo e danos ecologicos a cadeia alimentar, além da diminui¢do de rendimentos
financeiros para pescadores (Davies et al. 2009, Chen 2020). Alguns autores tem relatado que
no Brasil para cada 1kg de camardes marinhos que sdo pescados, aproximadamente de 9,3 até
13 kg de fauna acompanhante sdo capturados, sendo variavel dependendo da espécie (Alverson

et al. 1994, Kotas 1998, Vianna & Almeida 2005).

Estudos do nosso grupo de pesquisa (Camargo et al. 2021 a,b,c). tém demonstrado que
a fauna acompanhante oriunda da pesca de arrasto do camarao-sete-barbas (Xiphopenaeus
kroyeri) e do camardo-rosa (Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis) no estado de Sao
Paulo apos seu processamento, fornece hidrolisados proteicos com potenciais antioxidantes.
Tais hidrolisados podem ser incorporados a racao de espécies com interesse econdmico para a
aquicultura, gerando aproveitamento do “bycatch” e uma solucdo para o descarte das varias

espécies descartadas pelos pescadores diariamente, podendo gerar um valor agregado.



Este projeto tem como objetivo avaliar o efeito da adicdo de hidrolisado proteico
antioxidante na racdo do camardo-da-Malasia (M. rosenbergii) e seus efeitos na fisiologia deste
animal. O hidrolisado possui potencial antioxidante e foi extraido de duas espécies de peixes
marinhos (Paralonchurus brasiliensis e Micropogonias furnieri) oriundas da fauna
acompanhante camaroeira do estado de Sao Paulo. Trata-se de uma importante estratégia para
a destinacdo da fauna acompanhante com potencial antioxidante, que normalmente ¢ descartada

sem aproveitamento, podendo fornecer ganhos a aquicultura.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta, Transporte, Aclimatacdo e Manutencao dos Camarées em Laboratério

Camardes da espécie M. rosenbergii foram coletados nos viveiros do Centro de
Aquicultura da UNESP (CAUNESP) de Jaboticabal. Os animais eram machos e estavam na
fase juvenil e tinham uma massa de cerca de 3,0 gramas. Os animais foram transportados em
caixas contendo agua do local de coleta e aeracdao constante até o Laboratério de Aquicultura
Sustentavel/FINEP localizado no Instituto de Biociéncias da UNESP, campus do Litoral
Paulista em Sao Vicente, SP. Os animais foram aclimatados as condi¢des laboratoriais durante
quatro dias em aqudrios individuais de 25L, em agua doce (sendo o cloro retirado utilizando
tiossulfato de s6dio), sob aeracao constante, temperatura de 24°C, fotoperiodo natural (12:00 h
no escuro, 12:00 h de luminosidade) e alimentados com a ragdo controle formulada neste
estudo. O periodo de aclimatagdo de quatro dias foi utilizado, pois foi verificado anteriormente

em nosso laboratdrio que este periodo ¢ suficiente para esta espécie de camarao.

Apos a aclimatacao os animais foram separados em dois grupos (hidrolisado e controle),
os animais do grupo controle continuaram sendo alimentados com a ra¢do controle formulada
no estudo e o grupo hidrolisado passou a ser alimentado pela ragao experimental contendo 10%
de hidrolisado. Cada grupo continha 10 animais cada e foram mantidos em condi¢des

experimentais durante 30 dias.
2.2 Formulacao de racoes

As dietas formuladas eram isocaldricas com 32% de proteina, sendo formuladas com
uma base comum de ingredientes utilizados na formulagdo de ragdes para o cultivo de camardes
animais da espécie M. rosenbergii. Foram preparados dois tipos diferentes de racdes, sendo
uma considerada controle devido a auséncia de hidrolisado, ¢ a outra racao experimental por
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possuir em sua composi¢do 10% do hidrolisado proteico que contém os peptideos com agao
antioxidante. Este hidrolisado foi obtido através das branquias e musculos das espécies de
peixes (Paralonchurus brasiliensis € Micropogonias furnieri), que foram coletados durante a
pesca dos camaroes (Xiphopenaeus kroyeri, Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis) em
Ubatuba, durante o doutorado pela Dra Tavani Rocha Camargo, colaboradora do presente

trabalho (Camargo et al., 2020; 2021).

Os célculos e adequacdes para formulagdo da racdo foram realizados em colaboragdo

com o Dr Caio Gomez Rodrigues (Diretor Executivo da empresa Camardes Brasil).

Tabela 1. Composi¢ao das ragdes controle e experimental formuladas no estudo

Ingredientes (%)

Racao controle Racao experimental
Farelo de peixe 30,00 16,00
Farinha de visceras de aves 8,00 7,00
Farelo de trigo 19,00 19,00
Milho 25,00 25,00
Farinha de trigo 10,50 12,00
Celulose 4,00 6,50
Fosfato Bicalcico 2,00 2,50
Calcario 1,00 1,50
Premix 0,50 0,50
Hidrolisado 0 10,00
Composi¢cio bromatoldgica
MS % 91,28 84,20
PB % 32,06 32,13
EE % 5,63 4,10
MM % 11,34 9,91
FB% 5,77 7,33
ENN % 36,48 30,72
EB kcal/kg 4367,07 4237,37



Ca% 2,38 2,87
P% 1,13 1,35

MS: massa seca. PB: proteina bruta. EE: extrato etéreo. FB: fibra bruta. MM: matéria mineral

ou cinzas. EB: energia bruta. ENN: extrativos nao nitrogenados. Ca: Calcio. P: Fosforo.
2.3 Preparo das racoes

O processamento das racdes foi realizado na sede da Camardes Brasil, seguindo o
protocolo semelhante ao utilizado por Signor et al (2011). Todos os ingredientes secos foram
pesados e misturados para que fossem finamente moidos em moinho martelo com peneira de
porosidade padrao (0,5 mm de didmetro). Posteriormente, os ingredientes restantes foram
pesados e adicionados a mistura de farinha seca, sendo homogeneizados e umedecidos com
agua a 50°C para a peletizagdo em peletizadora de ragdo W100 da empresa W&W
equipamentos (Capacidade de producdo de 100 kg/h). As dietas foram desidratadas em estufa
de ventilacdo for¢ada (55°C), durante 12 horas. Para facilitar a ingestao pelos camardes no inicio
da experimentacdo, os pellets foram fracionados obtendo-se granulos com didmetro de +1.0

mm.
2.4 Avaliacao da taxa de ingestao (C)

Os animais foram alimentados diariamente com 7% da biomassa corporal inicial dos
individuos durante 30 dias. A racdo foi fracionada e ofertada as 8:00 da manha todos os dias
durante 30 dias. Os restos da alimentos foram retirados dos aquérios todos os dias apos o
periodo de quatro horas por sifonamento, e colocados em estufa (Nova Etica, 4007DE) a 60°C
por 48 horas e pesados (Mettler Toledo, 1 pg). As amostras foram armazenadas em tubos
Eppendorff e congeladas para a andlise energética. A taxa de ingestdo foi determinada pela
diferenca entre a massa do alimento fornecido e os restos que sobraram no aquario (Mettler
Toledo, 1 pug). O contetido energético do alimento serd determinado em um calorimetro (IKA,

C2000 Basic).
2.5 Avaliacio do crescimento (P)

Os camardes foram pesados (Marte, AS 2000C) no inicio e final do experimento. No
final do experimento (30° dia) os animais foram eutanasiados em gelo, secos em papel
absorvente e colocados em estufa (Nova Etica 400-6ND-200C) a 60°C por 48 h e pesados em
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balanca analitica (Marte, AS 2000C). O ganho de massa, foi obtido a partir da diferenca entre
o peso Uumido final e inicial. O contetido energético corporal serd determinado em um

calorimetro (IKA, C2000 Basic).
2.6 Avaliacao do Metabolismo (R), excrecao de amonia (U) e substrato energético oxidado

O consumo de oxigénio e a excrecdo de amonia foi medido no ultimo dia dos
experimentos. A avaliagdo do metabolismo dos camardes foi avaliada pela taxa de consumo de
oxigénio, que foi medida por meio de uma camara respirométrica de acrilico com capacidade
para 500 ml de agua e equipada com oximetro e monitor (YSI modelos 53 e 5905,
respectivamente). Os animais foram aclimatados nas camaras respirométricas contendo agua
doce e aeracdao por 30 minutos. Apds esse periodo a aeragdo foi retirada das camaras e foi
realizada a medida inicial da concentracdo de oxigénio dentro das cdmaras. Ap6s 60 minutos
foi realizada nova medig¢ao. As camaras foram mantidas tampadas, no escuro e sob temperatura
controlada de 28°C. Em todos os experimentos foram feitos brancos, que sdo camaras
respirométricas sem animais dentro que possuem as mesmas condi¢des experimentais, das quais
sdo medidas a taxa de consumo oxigénio e a excre¢do de amodnia, servindo de dado controle
para o estudo. O consumo de oxigénio foi determinado pela diferenca na concentragao de

oxigénio dentro das camaras no inicio e final do experimento (ap6s 60 minutos).
TR ={[Co — Cf).V /AT — f} /MS

TR: taxa respirométrica (ug O2/mg MS/h)

Co: concentracgao inicial de oxigénio na camara (ml O2 /)

Cf: concentracdo final de oxigénio na cadmara (ml O2 /1)

V: volume da camara respirométrica (L)

AT: duracdo do experimento (h)

f: alteracdao na concentracao de oxigénio nas camaras controles
MS: massa seca do animal (mg)

A excrecdo de amonia foi medida a partir de amostras de dgua obtidas das camaras
respirométricas no final de cada experimento do consumo de oxigénio. Variagdes na

concentracdo amonia foram calculadas pela diferenca entre os valores obtidos nas amostras e



nos controles (cadmaras sem animais). A concentragdo de amoénia foi determinada por

colorimetria (Koroleff, 1983).

O consumo de oxigénio e a excre¢do de amodnia total foram determinados através de
taxas individuais (g ind' dia™') e massa seca especifica (ug mg™' massa seca h™). O tipo de
substrato energético oxidado foi calculado por meio da relagdo atdmica O/N, dividindo-se a
quantidade de oxigénio consumido pela excre¢do de nitrogénio (mol), o catabolismo de
proteinas puras produzira razdes O:N na faixa de 3 a 16, enquanto que quantidades iguais de
catabolismo de lipidios e proteinas produzirdo valores entre 50 e 60; acima de 60 ha
predominancia de lipidios (Mayzaud & Conover, 1988). O consumo de energia foi convertido
em energia como 14,06 ] mg ' Oz (Gnaiger, 1983) e os valores de excre¢ao foram transformados

em energia como 24,87 mg-1 NH3 —N (Lemos et al., 2006).
2.7 Avaliacao da taxa de egestao (F)

As fezes liberadas foram quantificadas diariamente por meio da coleta com o auxilio de
um sifao seguida por cuidadosa lavagem com agua destilada. As amostras de fezes foram secas
a 60°C por 48h e pesadas em balanca analitica (Metler Toledo Mod. UMX2, precisao de 1 pg).

O contetudo energético das fezes foi determinado em um calorimetro (IKA, C2000 Basic).
2.8 Exuvia (E)

As exuvias foram retiradas dos aquarios e armazenadas em freezer. A energia perdida

na muda dos camardes foi quantificada em calorimetro (IKA, C2000 Basic).
2.9 indice Hepatossomatico

O hepatopancreas dos camardes eutanasiado foram dissecados e pesados, colocados em
estufa a 60°C durante 48h e pesados novamente. O restante do corpo também foi seco e pesado.

O indice hepatossomatico foi avaliado pela férmula abaixo:

[HS = Massa do hepatopancreas (massa seca)/Massa do corpo (massa seca) X 100
2.10 Avaliacao da taxa de Conversao Alimentar (FCR)
A taxa de conversdo alimentar foi calculada através da formula descrita abaixo.

FCR = dieta total fornecida (g) / ganho de peso tmido total (g)



2.11 Obtencao da Hemolinfa e Avaliacao da Osmolalidade

A capacidade osmorregulatoria pode ser usada como um parametro para se avaliar o
nivel de estresse de animais cultivados e a perda ou manutengdo da homeostase osmotica. Apds
a eutanasia dos camaroes, foram retirados cerca de 40 pl de hemolinfa, utilizando-se seringa de
insulina e agulha #25-8. As amostras foram armazenadas no freezer para posterior analise da
osmolalidade em amostras de 10 pl em um micro-osmémetro de pressdo a vapor (Wescor,
Modelo 5500) na Universidade de Sdo Paulo/USP, campus de Ribeirdo Preto. Devido a
pandemia nossos experimentos tiveram um atraso ¢ os dados de osmolalidade nao foram
avaliados. No entanto, as amostras estdo armazenadas em freezer e serdo avaliadas em fevereiro

de 2022.0s dados serdo incorporados ao paper que sera submetido a publicacio.
2.13 Analise Estatistica

As analises estatisticas feitas utilizando Test T. As analises foram feitas usando-se o

programa Sigma Stat 1.0 e empregando-se um nivel minimo de significancia de P = 0,05.
3. RESULTADOS
3.1 Sobrevivéncia

Durante os 30 dias de experimento nao houve mortalidade dos animais em nenhum dos

tratamentos (controle e hidrolisado).
3.2 Ingestao, Egestiao, Crescimento e Conversao Alimentar em M. rosenbergii

As taxas diarias de ingestdo, egestdo, crescimento e conversdo alimentar em M.
rosenbergii alimentado com ragdo controle ou contendo 10% de hidrolisado extraido da fauna
acompanhante de camardes marinhos podem ser visualizadas na Tabela 2. Animais alimentados
com rag¢ao contendo hidrolisados ingeriram 24% mais racao em relacdo a biomassa e defecaram
27% menos que o grupo controle. No entanto, a presenga de hidrolisados ndo garantiu uma
maior taxa de crescimento. Enquanto o grupo controle cresceu cerca de 18% durante os 30 dias
de experimento, o grupo alimentado com racao contendo hidrolisado cresceram cerca de 13%
no mesmo periodo. Portanto, a conversao alimentar foi melhor nos animais controles (6,403 +

0,613) em relagdo aqueles alimentados com ragao contendo hidrolisados (10,198 + 1,185).
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Tabela 2. Taxas didrias de ingestdo (C), crescimento (P), respiracao (R), excrecao (U), fezes

(F), relagdo fezes/ingestdo (F/C), taxa média de conversdo alimentar (FCR) e energia da amonia

e oxigénio (KJ/g) de M. rosenbergii alimentados com diferentes niveis de hidrolisados nas

ragoes, sendo 0% controle e 10% com hidrolisado, durante 30 dias. Os dados sdao apresentados

como Média + Erro Padréao.

Controle Hidrolisado
C/MUi (%) 3,709 + 0,0752 4,606 £ 0,094
C (g MU dia™) 0,098 + 0,0052 0,146 £0,011°
P/MUi (%) 17,910 £ 1,7412 12,626 + 0,855

P (mg MS dia™)

F (mg MS dia™)

F/C (%)

R (mg O: ind™ dia™)
U (mg NH;s ind™ dia™)
FCR

Energia do oxigénio (KJ/g)

Energia da amonia (KJ/g)

11,861 + 1,363
4,117+0,310°
3,964 +0,9172
24,661 + 1,886°
1,237 £ 0,1002
6,403 +£ 0,613
2,395+0,1172
0,030 + 0,002

12,139+ 0,971
3,012 +£0,239>
1,902 + 0,596
31,853 +£2,618°
1,709 £ 0,121°
10,198 + 1,185°
2,977 £ 0,166°
0,042 + 0,003

*Valores com diferentes letras na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

3.3 Indice Hepatossomatico e Tipo de Substrato Energético Oxidado

Os célculos da relagdao atomica O:N sugerem que os animais oxidam principalmente
proteinas, independentemente da presenca de hidrolisados na ragdo (ver Tabela 3). O indice

hepatossomatico ndo foi maior no grupo alimentado com a ragdo contendo hidrolisado (Tabela

3).

Tabela 3. Razao atomica (O:N) e indice hepatossomatico (IHS) de M. rosenbergii alimentados

com diferentes niveis de hidrolisados nas ra¢des, sendo 0% controle e 10% com hidrolisado,

durante 30 dias. Os dados sdo apresentados como Média + Erro Padrao.

Controle Hidrolisado
O:N 11,419 + 1,043 10,098 + 0,702
IHS 4,424 +£ 0,414 5,326 +£ 0,457

11



*Valores com diferentes letras na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

3.4 Metabolismo e Excrecio Nitrogenada

O consumo de oxigénio em mg/ind/dia (Tabela 1) e massa seca especifica (Figura 1) foi
maior nos animais alimentados com ragdo contendo hidrolisado. O consumo de oxigénio por
massa seca especifica foi cerca de 29% maior no grupo alimentado com ragdo contendo tais
hidrolisados, semelhantemente a excrecdo de amonia também foi maior no grupo alimentado

com hidrolisados, chegando a ser 38% em se tratando de massa seca especifica.

N =N
'y

X
<

Consumo de Oxigénio (Hg O, mgms, hr 1)

o N

o o

1 1

N
+m
N
N
%

N

o

controle hidrolisado

Grupos Experimentais

Figura 1. Taxa de consumo de oxigénio massa-especifica (ug/mg MS/h) de adultos de camarao
M. rosenbergii exposto a dietas com diferentes niveis de hidrolisado. Letras diferentes indicam

diferenca estatistica.
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Figura 2. Excrecdo de amonia massa-especifica (ug/mg MS/h) de adultos de camarao M.
rosenbergii exposto a dietas com diferentes niveis de hidrolisado. Letras diferentes indicam

diferenca estatistica.
4. DISCUSSAO

No presente trabalho, realizamos a comparagdo de duas ragdes uma controle e outra
experimental que contém hidrolisado proveniente de peixes da fauna acompanhante, a base de
ingredientes comuns ¢ a mesma e as dietas sdo isocaloricas e isoproteicas. Neste estudo
podemos observar que a adicao do hidrolisado ndo apenas conferiu a vantagem do menor uso
de farinha de peixe a racdo e aproveitamento do “bycatch”’ que normalmente ¢ descartado, mas
também ganhos biologicos para a espécie como uma maior taxa de ingestdo acompanhada por
menor taxa de defecagdo. No entanto, tais mudangas na fisiologia ndo foram acompanhadas por

aumento no crescimento, carateristica importante para espécies de interesse econdomico.

O camarao M. rosenbergii nao possui uma dieta padronizada nos varios paises em que
¢ cultivado, sendo encontrados diferentes ingredientes de acordo com a sazonalidade do
mercado, alimentagdo caseira preparada pelos produtores, aditivos e até mesmo o uso de ragao

comercial inespecifica para a espécie (Banu and Christianus 2016, Bijoy and Harikrishnan
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2018, Nguyen et al. 2019). Além disso, o alto custo das ragdes para os produtores ¢ um problema
para seu cultivo (Valenti et al. 2021). Na literatura sdo mostrados varios niveis proteicos
utilizados em dietas para M. rosenbergii (Dash et al. 2015, Mohan et al. 2019). No presente
trabalho utilizamos 32% PB como visto em vdrios trabalhos (Sukri et al. 2016, Azad et al.
2021). A introdugao de 10% de hidrolisado reduziu o uso de farinha de peixe na ragdo em 53%,
o que pode ser uma boa estratégia para reducao do seu uso em dietas de camardes. Observamos
no presente trabalho que M. rosenbergii aumentou em cerca de 27% a sua taxa de ingestao
quando lhe foi oferecido ra¢ao contendo hidrolisado proteico. Neste trabalho a taxa de ingestao
foi de cerca de 4% da biomassa inicial, embora na literatura sejam observadas taxas de até 12%
(Mohamed et al. 2017). Em M. amazonicum observamos valores de 3,7% em machos (Augusto
and Masui 2014). Podemos observar que mesmo com a auséncia de uma dieta padronizada do
ponto de vista nutricional e produtivo, a dieta oferecida neste trabalho apresenta nivel proteico
e taxa de ingestao dentro dos parametros observados em estudos com essa espécie, a utilizagao
do hidrolisado na racdo experimental promoveu aumento da ingestdo, ou seja, uma boa

aceitagdo desta dieta, além de diminuir a utilizacdo da farinha peixe.

Embora tenhamos observado um aumento da taxa de ingestao em animais alimentados
com ragao contendo hidrolisados, a taxa de egestao foi 27% menor nesse grupo. Consideramos
este um achado positivo ao cultivo porque sugere um melhor aproveitamento do alimento. Além
disso, a redugdo da taxa de defecacdo reduz a quantidade de matéria organica nos viveiros e
efluentes, tornando o cultivo mais sustentdvel. A racdo experimental nao prejudicou

fisiologicamente os juvenis, pois ndo houve mortes durante o periodo experimental.

O aumento da taxa de ingestdo e o melhor aproveitamento do alimento verificado pela
redugdo da taxa de defecacdo nao foi acompanhado por um incremento na taxa de crescimento.
Devido a isso, a taxa de conversdo alimentar nos animais alimentados com racdo contendo
hidrolisados (10,198 £ 1,185) nao foi melhor do ponto de vista produtivo, que no grupo controle
(6,403 £ 0,613). Nao ha muitos estudos sobre o uso de hidrolisados em camardes de agua doce.
Em Litopenaeus vannamei a utilizagdo de hidrolisados provenientes de peixes promove
aumento do crescimento, mas a adi¢do de hidrolisado de lulas e vieiras ndo promove ganho de
crescimento ou aumento da taxa de ingestao (Niu et al. 2014, Zhou et al. 2016). A taxa de
conversao alimentar em M. rosernbergii pode chegar a 1,780 + 0,214 (Feng et al. 2019).
Mantoan et al (2021) verificaram a conversdo alimentar em M. amazonicum alimentado com

dieta contendo diferentes porcentagens de Proteina Bruta e observaram que o melhor valor (1,19
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+ 0,02) foi encontrado em animais alimentados com 35%. O crescimento € considerado a massa
incorporada ao corpo dos animais e pode variar em fung¢ao de varios fatores como dieta, estagio
ontogenético, temperatura, salinidade, etc. Em peixes (Dicentrarchus labrax), a adi¢do de
hidrolisados em ragdes pode melhorar a resposta imune contra patdgenos € aumentar a
sobrevivéncia, sem mudanca em parametros produtivos (Gisbert et al. 2018). Enquanto que em
L. vannamei permitiu a melhora de imunidade inata, mas o crescimento observado tem relagdo
com a porcentagem de hidrolisado incorporado a racdo (Jin et al. 2018, Soares et al. 2020). Os
dados quando comparados a literatura permitem inferir que a racao contendo o hidrolisado nao
traz melhoras significativas no crescimento, mesmo que em L. vannamei, esse tipo de aditivo
aumente o crescimento e apresente relagdo com a porcentagem de hidrolisado adicionado a
racdo, por outro lado, pode promover ganhos de imunidade, processo observado em camardes
marinhos e peixes, possivelmente M. rosenbergii esteja ganhando em parametros imunoldgicos

e a auséncia de crescimento pode estar relacionado a concentragdo do hidrolisado.

Embora a taxa de crescimento nao tenha sido maior em animais alimentados com racao
contendo os hidrolisados, o Indice Hepatossomatico (IHS) foi igual nos grupos experimentais.
O hepatopancreas tem funcao de secretar enzimas, absorver nutrientes, além de armazenar
substancias (nutrientes, carboidratos e lipidios) em periodos de alimentagdao abundante (Verri
et al. 2001). O valor do indice hepatossomatico esta relacionado ao melhor armazenamento de
reservas energéticas que sdo oxidadas durante o processo de produciao de ATP intracelular, que
podem ser usadas em situacdes de estresse ou para otimizar a reprodugao e manutengao (Vogt
2019). Embora os animais possam oxidar proteinas, carboidratos e lipidios como substratos
energéticos, crustdceos costumam usar principalmente proteinas ou lipidios. No presente
estudo, M rosebergii oxidou principalmente proteinas, independentemente do tipo de ragdo

ofertada.

Nos também observamos aumentos no consumo de oxigénio e excre¢ao nitrogenada em
animais alimentados com dieta contendo hidrolisados (ver Figura 1 e 2). Visto que tais
aumentos ndo estdo associados a um ganho de massa, pode-se ser especulado que estejam
relacionados a uma maior canaliza¢do de energia para desenvolvimento gonadal, mudanga de
morfotipo e/ou padrdo de atividade. No entanto, tais aumentos podem pode estar relacionados
a um maior gasto energético necessario para a absor¢cdo das moléculas do hidrolisados no

intestino ou para a excrecdo de subprodutos do metabolismo destes. Outras concentragdes de
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hidrolisados na ragdo precisam ser testadas. E possivel que niveis menores possam ter

resultados ainda mais promissores.

Concluimos que a inclusdo de 10% de hidrolisados na ra¢do de M. rosenbergii mudou
aspectos da fisiologia dos animais. Alguns destes aspectos sao importantes para a biologia da
espécie como o aumento na taxa de ingestao e redugdo da taxa de defecacdo. Embora ndo tenha
sido observado ganho no crescimento, outros aspectos na biologia de M. rosenbergii podem ter
sido beneficiados. Este ¢ o primeiro estudo que testou o efeito de hidrolisados obtidos da fauna
acompanhante da pesca de camardes marinhos em espécies cultivaveis. Nosso grupo precisa
testar outras concentragdes de hidrolisados e avaliar outros aspectos da biologia de M.
rosenbergii a fim de termos um conjunto maior de informagdes sobre os beneficios da adicao

de tal aditivo com fung¢do antioxidante na dieta.
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