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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

ZOEAII

FONTE DAS FOTOS: TAKUJI FUJIMURA




1. INTRODUCAO GERAL

A aqiicultura e definida como a producdo de organismos aqudticos em dareas
continentais ou costeiras, que implica por um lado a interven¢do no processo de criag@o
para melhorar a produgdo e por outro lado a propriedade individual ou empresarial do
stock produzido (FAO, 2008). A criacdo de organismos aquaticos em condi¢des
controladas pelo homem ¢ uma atividade que se iniciou hd muito tempo. No entanto,
surpreende o lento desenvolvimento historico da aqiiicultura, quando comparada com
outras atividades produtivas, como a pecuaria ou agricultura. Talvez para isso tenha
contribuido a relativa facilidade de captura de uma das fontes de alimento que parecia
inesgotavel, o pescado. Na atualidade, a situagdo mudou, ndo somente pela evidente
crise dos recursos pesqueiros, mas porque nas trés ultimas décadas foram desenvolvidos
sistemas zootécnicos especificos que facilitaram e impulsionaram o desenvolvimento da
carcnicultura e da piscicultura chegando a converté-las em industrias de produgdo
animal.

A aqiiicultura mundial contribuiu com mais de 51,65 milhdes de toneladas no
ano de 2006, equivalente a U$ 78,76 bilhdes (FAO, 2009). A producdo total de
crustaceos em 1996 passou de 1,11 milhdes de toneladas (U$ 7,09 bilhdes) para 4,50
milhdes de toneladas (U$ 17,95 bilhdes) em 2006, o equivalente a 405,4% de aumento.
Na produ¢do mundial de crustdceos em 2006, houve predominio absoluto dos camardes
marinhos, com 70,37% do total produzido (3,16 milhdes de toneladas). Em escala bem
menor estiveram os crustdceos de agua doce (principalmente lagostim e camardes),
representando 23,70% (1,07 milhdes de toneladas), em seguida os caranguejos com
5,0% (224,8 mil toneladas) e outros grupos (diversos crustiaceos marinhos e lagostas),
totalizando 0,93% (41,8 mil toneladas) da producéo total (FAO, 2009).

A criagdo de camardes de agua doce € um dos setores da aqiiicultura que mais
cresceram nos ultimos anos em dmbito mundial (Mallasen e Valenti, 2008). O género
Macrorachium apresenta consideravel importancia econdmica, sendo bastante utilizado
na dieta humana (Valenti, 1993). Existem aproximadamente 210 espécies reconhecidas
(Short, 2004), deste género, distribuidas tanto em zonas tropicais quanto subtropicais.

Entre 2003 e 2006, a produg¢do mundial dos principais camardes
comercializados deste género M. nipponense, M. rosenbergii ¢ M. malcolmsonii teve
aumento de 112,3% (FAO, 2009). Em 2006, a produgdo total mundial de M. rosenbergii
alcancou 201,46 mil toneladas. Neste mesmo ano, considerando as duas principais

espécies produzidas, M. nipponense (50,4%) e M. rosenbergii (48,6%), o volume



produzido superou 410.000 toneladas, movimentando mais de US$ 1,63 bilhdes. Os
principais produtores de M. rosenbergii em 2006, em quantidade foram: China, India,
Tailandia, Bangladesh, Taiwan, Indonésia e Brasil. Desde 2000 o unico produtor de M.
nipponense ¢ a China. No Brasil,

Das espécies acima mencionadas, a Unica criada comercialmente no Brasil é o
M. rosenbergii, sendo que entre 2000 e 2006 sua produgdo oscilou ao redor de 415
toneladas anuais (FAO, 2009). Segundo dados da FAO (2009) e do IBAMA (2008), em
2006, a producdo de M. rosenbergii no Brasil foi de 373 toneladas, movimentando R$
3.039.500,00. Neste mesmo ano, os principais estados brasileiros produtores desta
espécie foram: Espirito Santo (76,4%), Pernambuco (15,3%), Rio de Janeiro (5,6%) e
Sergipe (2,7%) (IBAMA, 2008).

O M. rosenbergii ¢ origindrio do sul e sudeste asiatico, parte da Oceania e
algumas ilhas do Oceano Pacifico (New, 2002) e conhecido no Brasil como camarao-
da-malasia, gigante-da-malésia, lagostim, camardo-azul ou camario-de—agua-doce. E
um dos mais importantes representantes dos crusticeos decdpodes em termos
econOmicos e espécie com grande potencial para a aqliicultura de agua doce (D’ Abramo
e Sheen, 1994; Dandapat et al., 2003), principalmente porque a tecnologia para sua
criag¢do ja ¢ amplamente conhecida. Esta espécie apresenta caracteristicas bioldgicas que
favorecem sua criacdo devido a alta fecundidade, répido crescimento, tolerdncia a
diferentes faixas de salinidade e temperatura, e resisténcia a doengas (New, 1995;
Roustaian et al, 2001; Gupta, 2007), assim como alto valor comercial pela qualidade
nutricional e sabor de sua carne.

Algumas caracteristicas sdo basicas para que uma espécie de camardo de dgua
doce possa ser produzida: facil manutengdo e reprodugcdo em confinamento, rapido
crescimento, manejo alimentar simples, rusticidade e boa aceitagdo no mercado
consumidor (Mallasen e Valenti, 2008). Além disso, sua produ¢do pode ser realizada
em propriedades de pequeno, médio ou grande porte, localizadas préximas ao litoral ou
no interior (Valenti, 1996). No momento, o M. rosenbergii ¢ a espécie mais utilizada
nos sistemas de produgdo, porque sua criacdo estd bem desenvolvida (Mallasen e
Valenti, 2008). A carcinicultura de dgua doce possibilita a produgdo integrada com a
criagdo de tilapias em policultivo, ou com as plantagdes de arroz inundado, em
consorcio, colocando o Brasil numa posicdo privilegiada para o desenvolvimento desta

atividade (Valenti, 2005).



Apesar do crescimento da carcinicultura em alguns paises do mundo, entre eles o
Brasil, uma dificuldade encontrada tem sido o alto custo da alimentagdo nos estagios
larvais. Devido ao alto preco dos nauplios de Artemia, seria importante estabelecer um
melhor nivel de eficiéncia alimentar em relacdo a taxa de crescimento na criacdo de
organismos aquaticos (Sevilla e Gunther, 2000).

Os nauplios de Artemia tém sido os organismos vivos mais utilizados na criagdo de
larvas de crusticeos e peixes e sdo excelentes para a primeira alimentagdo de larvas de
espécies marinhas ¢ de agua doce (Hung et al., 1999; Naegel, 1999) devido a
disponibilidade dos cistos (Stettrup e Norsker, 1997), os quais sdo facilmente
comercializados no mercado internacional (Jomori, 2005). No entanto, o alto custo
destes cistos ¢ um sério inconveniente (Watanabe et al., 1983; Kerdchuen e Legendre,
1994; Hart e Purser, 1996; Lavens e Sorgeloos, 1998; Baskerville-Bridges e Kling,
2000; Sevilla e Giinther, 2000; Cahu e Zambonino-Infante, 2001; Hung et al., 2002),
tornando-se necessario investigar fontes alternativas de alimentos vivos ou inertes com
valores nutricionais semelhantes aos dos nduplios de Artemia e com precos mais
acessiveis (Silva e Rodrigues, 1997).

De fato, gastos com méao-de-obra e organismos vivos (nauplios de Artemia) sdo os
itens mais onerosos na larvicultura de peixes (Salles, 1998; Guerrero-Alvarado, 2003;
Jomori et al., 2005). Estudos econdmicos em mostraram que os gastos com dos custos
de produgdo A utilizagdo de dietas artificiais substituindo os organismos vivos ¢
decisiva para a diminui¢do dos custos, favorecendo a producdo de larvas e juvenis em
larga escala (Watanabe e Kiron, 1994; Cahu e Zambonino-Infante, 2001). O custo
operacional efetivo dos nduplios da Arfemia na larvicultura do camardo-da-amazonia
(Macrobrachium amazonicum) varia entre 10 e 17%, dependendo da cotacdo do ddlar

(Vetorelli, 2008).

1.1 Comportamento alimentar
Larvas de M. rosenbergii apresentam metabolismo intenso e trato digestorio curto e
devem alimentar-se continuamente para sobreviver. Nesta fase, nadam livremente,
capturando o alimento que estd ao seu alcance, como por exemplo, zooplancton, ragdo
ou particulas de matéria organica em decomposi¢do (Rodrigues e Zimmermann, 2004).
Segundo Barros e Valenti (1997), no estagio I de desenvolvimento larval de M.
rosenbergii ndo ocorre ingestdo de alimento. Em algumas larviculturas comerciais tem-

se observado o fato da larva se alimentar pouco entre os estagios Il e III de



desenvolvimento, presumivelmente devido a existéncia de reservas nutritivas
provenientes do ovo e estocadas no hepatopancreas, as quais sdo suficientes para suprir
parte das necessidades da larva durante este curto periodo (Abrunhosa e Melo, 2002).
No comportamento alimentar das larvas de M. rosenbergii observa-se o0 mesmo padrdo
geral a partir do estagio II de desenvolvimento, caracterizado por captura, apreensao,
manipulagdo, ingestdo ou rejei¢do do alimento, indicando que este processo ndo sofre
variagdes ontogenéticas nesta fase (Barros e Valenti, 1997). A morfologia do estdmago
nos primeiros estagios larvais indica que a larva ¢ entdo capaz de alimentar-se de finas
particulas ou alimentos moles, como nauplios de Artemia e microalgas nestes estagios
(Abrunhosa e Melo, 2002).

De acordo com 'Moller (1978), citado por Alam et al. (1993), as larvas do M.
rosenbergii sdo consumidoras passivas € por isso, necessitam de mais particulas
alimentares a seu redor para obter alta taxa de encontro e facilitar a captura do alimento.
As larvas de Macrobrachium utilizam os maxilipedes e pereidpodos tanto para
locomog¢do quanto para a captura do alimento. Segundo Barros e Valenti (1997), este
padrdo parece ser comum as larvas planctonicas de crustaceos. Assim, em contato com
os maxilipedes e pegas bucais, tanto estimulos mecanicos como quimicos podem ter
papel importante para a ingestdo do alimento. Segundo estes mesmos autores, a
seletividade pelo alimento vivo diminui durante o processo de desenvolvimento e as
larvas vao se tornando onivoras em maior grau, aumentando a capacidade de explorar os
recursos alimentares disponiveis no ambiente.

Este fato pode ser explicado pelo aumento no grau de especializa¢do do estdmago,
que nos ultimos estdgios larvais apresenta incremento de cerdas na valvula cérdio-
pildrico e “filter press”, indicando que ja ndo tem fungdo trituradora, mas misturadora,
durante as ultimas fases do desenvolvimento larval (Abrunhosa e Melo, 2002). Estes
mesmos autores afirmaram que as caracteristicas do estomago da larva no ultimo
estdgio mostram que esta pode variar a dieta, na procura de maior concentragcdo de
nutrientes, e assim facilitar a metamorfose para pos-larva (PL).

Kovalenko et al. (2002) avaliaram o desempenho em termos de sobrevivéncia e
indice de estagio larval (IEL) em larvas de M. rosenbergii alimentadas, a partir do
estdgio V, somente com nauplios de Artemia ou com dieta microencapsulada, e ndo

encontraram diferengas estatisticas significativas. No entanto, Ohs et al. (1998)

'Moller, T.H., 1978. Feeding behavior of larvae and post-larvae of Macrobrachium rosenbergii. J. Exp. Mar. Biol. Ecol., 35: 251-
258.



verificaram que quando as larvas de M. rosenbergii eram alimentadas exclusivamente
com dieta “spray-dried’, a sobrevivéncia e o crescimento eram menores quando
comparadas com larvas alimentadas somente com nduplios de Artemia. O baixo
desempenho das larvas alimentadas com “spray-dried’ provavelmente foi devido a
variacdo na capacidade digestiva, que foi insuficiente para o processo de compactacao
das particulas do alimento ou simplesmente que alguns dos nutrientes da dieta
provavelmente ndo ficaram disponiveis em quantidade e qualidade suficientes.

Barros e Valenti (2003%) observaram que os nauplios de Artemia, ndo sio presas
adequadas para as larvas de M. rosenbergii nos estagios IX, X e XI, sendo necessaria a
suplementagdo com dieta inerte e Barros e Valenti (2003") verificaram que a dieta
umida foi ingerida por mais de 50% das larvas somente a partir do estagio VII, ou seja,
as larvas poderiam ser alimentadas apenas com nauplios de Artemia até o estagio VI,
oferecendo-se dieta umida do estagio VII em diante e com particulas variando entre 250
a 1.190 um. Sendo assim, a substituicdo gradual e eficiente da Arfemia, pela dieta
artificial (pudim de ovo), na alimenta¢do das larvas de M. rosenbergii, a partir do
estagio VII, possibilita melhora da eficiéncia da larvicultura e principalmente
diminui¢do dos custos operacionais.

Nauplios de Artemia recém eclodidos s@o ricos em aminodacidos (Garcia-Ortega et
al., 1998) e 4cidos graxos essenciais (Garcia-Ortega et al., 1998; Roustaian, et al.,
1999), mas ndo suprem todas as exigéncias nutricionais das larvas (Daniels et al., 1992).
Desta forma, o uso de dietas suplementares adequadamente balanceadas podera
complementar as deficiéncias em nutrientes dos nauplios de Arfemia. Ja foram
desenvolvidas dietas microparticuladas e microencapsuladas que melhoraram a nutri¢ao
de larvas de crustaceos (Jones, et al., 1987%; Koshio, et al., 1989; D’Abramo, 1998;
Lavens, et al., 2000; Kovalenko et al., 2002) substituindo o alimento vivo (Langdon et
al., 1985). No entanto, estas dietas ndo atingem as exigéncias nutricionais especificas

em lipidios ou proteina das espécies estudadas.

1.2 Nutricdo do género Macrobrachium e outros crusticeos

A ciéncia da nutrigdo integra conhecimentos bioquimicos e fisioldgicos
relacionando o organismo animal com o suprimento alimentar de suas células. Entre
2002 e 2004, além da genética, as maiores areas de publicagdo em pesquisas sobre o
género Macrobrachium foram a nutricdo e a alimentagdo (New, 2005). No caso dos

camardes marinhos, o Penaeus japonicus tem sido estudado mais que as outras espécies



em termos de exigéncias nutricionais. Holme et al., 2009 fizeram uma revisdo sobre

niveis dietéticos de proteina e lipideo para juvenis de crustaceos (Tabela 1).

Tabela 1. Niveis dietéticos protéicos e lipidicos usados na formulagdo de dietas

para juvenis de crustaceos

Espécies Proteina Dietética Referencia

Penaeus monodon 46% Lee (1971)

P. monodon 35-40% Lin et al. (1982)

P. monodon 40% Alava e Lim (1983)

P. monodon 40-50% Bautista (1986)

P. monodon 40-44% Shiau et al. (1991)

P. monodon 36-40% Shiau e Chou (1991)

P. monodon 42,9% Merican ¢ Shim (1996)

P. setiferus 50% Brito et al. (2000)

Macrobrachium rosenbergii 47,9-50,7% Brigss et al. (1988)

Homarus americanus 50% Conklin et al. (1980)

H. americanus 50% Kean et al. (1985)

Panulirus ornatus 30-55% Smith et al. (2003)

Cherax quadricarinatus 50% Thompson et al. (2003)

Eriocheir sinensis 39-42,5% Mu et al. (1988)

Scylla serrata 50% Sheen e Wu (1999)

S. serrata 50% Sheen (2000)

S. serrata 34,2-51,8% Catacutan (2002)
Lipideo Dietético  Referencia

Penaeus monodon

P. indicus

P. vannamei

P. vannamei

P. vannamei
Macrobrachium rosenbergii
M. rosenbergii
Homarus americanus
H. americanus

Cherax quadricarinatus
Scylla serrata

S. serrata

S. serrata

7,4%
9-12%
8,78-9,99%
7,88%
8,6%
8,46-11,95%
2-10%
6%
10-17%
6%
1,7-13,8%
8-9,5%
6¢e12%

Merican e Shim (1996)
Shivaram e Raj (1997)
Gong et al. (2000%)
Gong et al. (2000°)
Pascuala et al. (2002)
Brigss et al. (1988)
Sheen e D" Abramo (1991)
Conklin et al. (1980)
Kean et al. (1985)
Thompson et al. (2003)
Sheen e Wu (1999)
Sheen (2000)
Catacutan (2002)

Adaptado de Holme et al. (2009)

Na ultima década, entretanto a maioria das pesquisas tém sido desenvolvidas com o

Penaeus monodon (Shiau, 1998) e o Litopenaeus vannamei (Shiau, 1998; Cuzon et al.,

2004). No final do século passado, comegaram-se desenvolver estudos nutricionais com

juvenis de M. rosenbergii (Brigss et al., 1988; Sheen e D’Abramo, 1991). No inicio

deste século, comecaram a ser desenvolvidos alguns estudos nutricionais mais

completos com larvas de M. rosenbergii (Kovalenko et al., 2002; Kamarudin e

Roustaiain, 2002). Outros estudos na area da nutri¢do de camardes de agua doce, em



especial do género Macrobrachium, foram também desenvolvidos recentemente
(Cavalli et al., 1999; Hari e Kurup, 2002; Pezzato et al., 2003; Hari e Kurup, 2003;
Mitra et al., 2005; Teshima et al., 2006; Luna et al., 2007). No entanto, tanto para
camardes de agua doce quanto para os marinhos, existem poucas informacdes
disponiveis sobre as exigéncias nutricionais das larvas (Jones, et al., 1997b). Uma
revisdo da literatura atualizada sobre a nutricdo de Macrobrachium esta sumarizada
neste capitulo de introdug¢do geral, incluindo quatro temas: exigéncias de minerais,

lipideos, proteina e vitaminas.

1.2.1 Minerais

Sdo poucos os dados disponiveis, concernentes as exigéncias de minerais em
crustaceos. Basicamente, eles sdo exigidos na reproducdo, embriogéneses ou nos
primeiros estagios de desenvolvimento larval (Harrison, 1997). Os minerais sdo
necessarios para o funcionamento normal dos processos vitais dos crustaceos, estando
envolvidos na regulacdo do equilibrio osmotico 4cido-base, na transferéncia de elétrons,
na osmorregulagdo e na atividade de varias enzimas. Nas décadas de 70 e 80, as
pesquisas sobre a utilizagdo de minerais pelo M. rosenbergii foram deixadas de lado,
baseando-se na suposi¢do de que a maior parte das necessidades em minerais poderia
ser fornecida pela absor¢do direta do ambiente aquatico (Zimmerman, 1998).

A exigéncia de minerais para larvas de crustaceos marinhos e de 4gua doce ¢ pouca
conhecida. Merchie (1996) determinou a composi¢do mineral da Artemia € encontrou
18 minerais, alguns elementos trago, e mostrou que em alguns casos selénio nio estava
presente em quantidade suficiente. Alguns estudos em salmonideos mostraram que a
deficiéncia de selénio produz decréscimo do crescimento e diminui¢do da atividade
glutationa peroxidase plasmatica (Lovell, 1998; Roberts, 2002). Geralmente, dietas
balanceadas contendo mais do que 15% de farinha de peixe apresentam concentragdes
adequadas de selénio (Sampaio et al., 2004). Estes mesmos autores recomendam para
juvenis de M. amazonicum 0,50 mg de selénio/kg de racdo, o que resulta em maior
ganho em peso e conversdo alimentar.

A importancia fisioldgica do Ca e do P em crustaceos ¢ bem documentada (Wang et
al., 2003; Rukke, 2002). Devido as caracteristicas quimicas, o fon célcio ndo é somente
um agente regulador de processos fisiologicos, mas também o principal cation usado na
mineralizagdo de estruturas anatdmicas nos crustaceos (Neufeld e Cameron 1993). As

branquias e o epitélio da carapaga apresentam fluxos de calcio que variam



consideravelmente em magnitude e dire¢cdo, de acordo com o estagio do ciclo de muda
(Neufeld e Cameron, 1993). “Lall (1979), citado por Chavez-Sanchez et al. (2000),
relatou que a exigéncia de cdlcio pode ser afetada pela concentragdo de ions na agua,
diferencas entre espécies e pelos niveis de fosforo na dieta. O ion cdlcio € importante
para todos os sistemas biologicos ja que participa de varias reagdes enzimaticas, ¢
componente vital dos mecanismos de secre¢do hormonal, da neurotransmissdo e da
contragdo muscular. Em camardes de dgua doce e marinhos este mineral ¢ muito
importante ja que constitui parte da composicdo do exoesqueleto, o qual esta
amplamente mineralizado com carbonato de céalcio (Wang et al., 2003).

Por outro lado, o foésforo na forma de ion fosfato faz parte da estrutura dos
compostos de alta energia como o ATP e a creatinina fosfato, de cofatores como o
NAD, NADP, tiamina-pirofosfato, e de lipidios como a fosfatidilcolina (Pezzato et al.,
2004). Embora o fosforo nos crustaceos esteja presente numa quantidade menor quando
comparado ao célcio ele ¢ componente chave dos fosfolipidios da cuticula (Chandumpai
et al.,, 1991). O foésforo também apresenta importante papel na fungdo celular, sendo
uma componente chave dos acidos nucléicos, fosfolipidios, fosfoproteinas, ATP e de
importantes enzimas (Goote et al., 1996). O fésforo também ¢ um importante
constituinte das membranas celulares e dos &cidos nucléicos, fazendo parte da
composi¢do dos ésteres de fosfato, que servem como substrato para fosfatos alcalinos,
principalmente enzimas que estdo implicadas nos processos de mineralizagdo do
carbonato de célcio em invertebrados (*Arsenault et al., 1984; citado por Wang, et al.,
2003). Estas enzimas, junto com a fosforilase e a anidrase carbonica, tem sido
encontradas no complexo exoesquelético-epidérmico dos crustaceos (‘Chockaligam,
1971; citado por Wang, et al., 2003).

Segundo Mitra et al. (2005), o desempenho produtivo do camarido-da-maldsia em
aguas com concentracdo de cdlcio de 5 ppm € melhor do que quando o Ca ¢
suplementado em nivel de 3% da dieta. Estes mesmos autores relatam que quando a
agua apresenta concentragdes de Ca superiores a 74 ppm, o nivel de suplementagdo
deve diminuir para 1,8% de Ca na dieta.

Niveis elevados de célcio na dieta e na agua podem ser desvantajosos, tal como

relatado por Zimmerman et al. (1992). Estes autores verificaram que 3% de Ca na dieta

2Lall, S.P. 1979. Minerals in fish nutrition. Proc. World Symp. Fishfish Nutr. Technol. Hamburg, Berlin, 1, 85-97.

3Arsenault, A.L.; Castell, J.D.; Ottensmeyer, F.P. 1984. The dynamics of exoskeletal-epidermal structure during molt in juvenile
lobster by electron microscopy and electron spectroscopic imaging. Tissue Cell 16, 93-106.

“Chockalingam, S. 1971. Studies on enzymes associated with calcification of the cuticule of the hermit crab Clibanarius olivaceous.
Mar. Biol. 10, 169-182.
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e 74 mg/L de CaCOs na agua ndo sdao adequados para o bom desempenho do camarao-
da-malasia. No entanto, 1,8% ou 3% de Ca na dieta e 74 mg/L ou 51 mg/L de CaCO;
na agua, respectivamente, favoreceu o desempenho em termos de sobrevivéncia e ganho
em peso para esta espécie.

O zinco & vital para o metabolismo dos lipideos, proteinas e carboidratos. E
essencial para varias metaloenzimas, incluindo anidrase carbonica, fosfatase alcalina e
carboxipeptidase (Pezzato et al., 2004). Um nivel 6timo de zinco na formulagdo de
ragdes para o M. rosenbergii ndo deve ultrapassar 90 mg/kg de dieta, ja que valores

superiores podem diminuir o crescimento € a conversao alimentar (Mitra et al., 2005).

1.2.2 Lipideos

Os lipideos sdo o quarto principal grupo de moléculas encontradas em todas as
células (Voet et al., 2002). Segundo Nelson e Cox (2006) os lipideos sdo compostos
quimicamente diferentes entre si, mas apresentam na insolubilidade em &4gua uma
caracteristica definidora e comum a todos. As fung¢des bioldgicas dos lipideos sdo tao
diferentes quanto suas caracteristicas quimicas. Em muitos organismos, as gorduras e os
6leos (derivados de acidos graxos) sdo as principais formas de armazenagem de energia.
Por outro lado, os fosfolipideos e os esterdis sdo elementos estruturais de grande
importancia nas membranas bioldgicas (Nelson e Cox, 2006). Entre as principais classes
de lipideos, encontramos: dacidos graxos, triacilglicerdis, glicerofosfolipideos,
esfingolipideos, esterdides, terpenos, licopenos, carotenos e ceras. Representam fonte
rica em energia (9,5 kcal/g) e sdo muito importantes na manutencdo da estrutura e
fun¢do da membrana celular.

O 6timo nivel dietdrio de lipideo para juvenis e adultos de crustdceos geralmente
varia na faixa de 2 a 10% (Deshimaru et al., 1979; Davis e Robinson, 1986; Sheen e
D’Abramo, 1991; Sheen, 1997). Contudo, estudos indicam que as exigéncias de lipideos
em crustdceos variam ndo unicamente entre espécies, mas também entre a fase larval e
adulta dentro da mesma espécie, fazendo-se entdo necessario o desenvolvimento de
estudos mais detalhados e especializados (Holme, et al., 2009).

Os camardes marinhos contém niveis elevados de acidos graxos altamente
insaturados CHUFA), dentre os mais importantes destacam-se o acido eicosopentandico
(EPA) 20:5 n-3 e o acido docosahexaendico (DHA) 22:6 n-3. No entanto, as larvas

apresentam capacidade limitada de converter o acido linoléico 18:3 n-3 a EPA e DHA,

> HUFA: High Unsaturated Fatty Acid
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isto devido a deficiéncia de uma enzima (J-5-desaturase) responsavel por alongar e
dessaturar acidos poliinsaturados (°PUFA) (Sargent et al., 1997).

O nivel de lipideos em ragdes para juvenis e adultos de camardes de dgua doce esta
ao redor de 5%, sempre que sejam oferecidas fontes suficientes de acidos graxos
essenciais. As exigéncias de dacidos graxos altamente insaturados (HUFA) sdo
relativamente pequenas. Ambos n-3 e n-6 HUFA, em niveis de até 0,075%,
incrementam o ganho em peso e a conversdo alimentar; também sdo exigidos o 4cido
linolénico 18:2 n-6 e o 4cido linolénico 18:3 n-3 (Mitra et al., 2005). Segundo Fox et al.
(1994), as proporcdes de acidos graxos (n-3 e n-6) encontradas na carcaca de M.
rosenbergii ¢ do camardo marinho P. mododon sdo totalmente antagdOnicas. No
primeiro, a porcentagem total de (n-3) ¢ de 19,1% e no segundo, de 27,9%. No caso dos
(n-6), M. rosenbergii apresenta 29% e o P. monodon 9,9%. Estes resultados também
mostraram que a relagdo (n-3)/(n-6) ¢ de 0,7 em M. rosenbergii e de 2,8 em P.
monodon. Tanto o 18:2 n-6 quanto o 18:3 n-3 s@o essenciais para o M. rosenbergii, mas
o valor nutritivo do 4cido linolénico 18:3 n-3 parece ser maior (New, 1990; "Tacon,
1987 citado por Zimmerman, 1998).

Estudos sobre exigéncia lipidica total para larvas de camardes marinhos foram
realizados no final da década de oitenta. A exigéncia lipidica total de Penaeus monodon
varia entre 4,3 e 23,5% dependendo da fonte de alimento (Kurmaly et al., 1989% ¢
Kurmaly et al., 1989b), ja no Penaeus japonicus a exigéncia de lipideo total ¢ de

somente 5,5% (Kanazawa, 1990).

1.2.2.1 Fosfolipidios

Os fosfolipidios sdo componentes essenciais dos lipidios de membrana e estdo
divididos em glicerofosfolipidios e esfingolipidios (Nelson e Cox, 2006). Fazem parte
também das lipoproteinas de alta densidade que ajudam no transporte inicial de lipidios
do hepatopancreas para a hemolinfa (Gong et al., 2001), sendo essenciais no transporte
do colesterol para o tecido alvo durante o processo de muda (Conklin et al., 1983).
Segundo Anderson e De Silva (2003), os fosfolipidios tém mostrado melhora no
crescimento e sobrevivéncia, aumentando as taxas de metamorfose em crustaceos.
Holme et al., 2009 fizeram uma revisdo sobre niveis fosfolipidios para juvenis de

crustaceos (Tabela 2).

¢ PUFA: Polyunsaturated Fatty Acid
"Tacon,A.T.J. 1987. The nutrition and feeding of farmed fish and shrimp — a training manual. vols. 1 (Essential Nutrients) e 2
(Nutrient Sources and Composition). Brasilia, DF, GCP/RLA/075/ITA. Field Documents 2/E e 5/E. June 1987.
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Tabela 2. Niveis de fosfolipidios usados em estudos nutricionais em juvenis de
crustaceos.

Espécies Nivel de fosfolipidio  Referencia

Penaeus monodon 1,25% Chen (1993)

P. monodon 2% Merican e Shim (1996)
P. japonicus 1% Kanazawa et al. (1971)
P. japonicus 3% Teshima et al. (1986)
P. merguiensis 1-2% Thongrod e Boonyaratpulin (1998)
P. chinensis 2% Kanazawa (1993)

P. vannamei 0-5% Gong et al. (2001)

P. vannamei 3% Pascuala et al. (2002)
Macrobrachium rosenbergii 0% Hilton et al. (1984)

M. rosenbergii 5% Brigss et al. (1988)
Homarus americanus 0-8% Conklin et al. (1980)
H. americanus 0-6% Kean et al. (1985)
Panulirus penicillatus 1,25% Chen e Jenn (1991)
Cherax quadricarinatus 0-2% Thompson et al. (2003)

Adaptado de Holme et al. (2009)

1.2.3 Proteinas

Uma lista completa de fungdes conhecidas das proteinas teria vdrios itens, incluindo
proteinas que transportam outras moléculas e proteinas que geram forcas mecanicas e
eletroquimicas. As proteinas sdo as macromoléculas bioldgicas mais abundantes que
ocorrem em todas as células e em todas as partes das células. As proteinas também
ocorrem em grande variedade; milhares de espécies diferentes, variando em tamanho
dos relativamente pequenos peptideos até polimeros enormes com pesos moleculares de
milhdes, podem ser encontradas em uma unica célula (Nelson e Cox, 2006). As
proteinas estdo compostas por aminoacidos, 0s quais sdo nutrientes essenciais exigidos
por todos os animais para crescimento (Glencross, 2006). Um bom entendimento das
exigéncias em proteina ¢ um fator chave para o desenvolvimento de uma dieta bem
balanceada e a um baixo custo (Holme et al., 2009).

Segundo Mitra et al. (2005), reprodutores de M. rosenbergii criados em viveiros com
alimento natural disponivel (micro e macro fauna béntica) precisam de
aproximadamente 30% de proteina na dieta. Ragdes variando entre 35 e 40% de
proteina e um nivel de energia bruta de 3200 kcal/kg sdo suficientes para o crescimento
desta espécie criada em sistemas de aguas claras, nos quais ndo se t€ém suplemento de
alimento natural. Estes autores ainda afirmaram que conteudos de proteina na rag@o,

variando entre 24 e 32%, vém sendo utilizados em varios paises asiaticos, durante a fase
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de crescimento desta espécie. Alguns estudos sobre exigéncias protéicas ja foram
realizados em larvas de camardes peneideos; em P. monodon foi determinada exigéncia
de 30% de proteina bruta (PB) com dieta microparticulada (Khannapa, 1979), de 48-
52% de PB com dietas vivas ou de 51-56% de PB com dieta encapsulada (Kurmaly et
al., 1989%); no caso do P. japonicus foi verificada exigéncia de 44 % de PB (Besbes,
1987) e de 45-55% PB fornecendo 15-25% de carboidrato na dieta (Kanazawa, 1990).

Os crustaceos ndo precisam de uma quantidade especifica de proteina, mas exigem
uma suplementagdo equilibrada de aminoacidos essenciais. Uma efetiva fonte protéica
dietaria deve satisfazer as exigéncias em aminodcidos essenciais € ndo essenciais
(Guillaume, 1997). Os aminoacidos essenciais dos crustaceos sdo bem conhecidos em
estudos com adultos de varias espécies, incluindo Penaeus serratus (Cowey e Forster,
1971), P. aztecus (Shewbart et al., 1972), Homarus americanus (Gallagher ¢ Brown,
1975), M. rosenbergii (Watanabe, 1975), P. monodon (Coloso e¢ Cruz, 1980), P.
Jjaponicus (Kanazawa et al., 1981). Todos estes estudos concordaram e indicaram que
arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptofano e valina sdo aminodacidos essenciais na dieta dos crustaceos (Holme et al.,
2009). No entanto, tirosina e cisteina deveriam ser consideradas aminodcidos semi-
essenciais ja que a sua presenca na dieta reduz a exigéncia de fenilalanina e metionina,
respectivamente (Guillaume, 1997). O perfil dos aminoacidos presente nas proteinas ¢
decisivo para sua qualidade e determina seu valor como componente da dieta.

As necessidades quantitativas de aminoacidos essenciais para larvas e juvenis de M.
rosenbergii sdo ainda desconhecidas, sendo comuns as formulacdes com excesso de
proteina nas dietas. Portanto, estas ra¢des podem estar desbalanceadas em sua
composi¢do de aminodcidos. Erros como estes ocorrem devido a falta de informagdes
sobre as necessidades nutricionais. Por outro lado, Ronnestad et al. (1999) mostraram
em estudos com peixes que os aminodcidos livres sdo utilizados como fonte de energia
para o metabolismo, assim como s3o indispensaveis para o desenvolvimento
embrionario e larval. A concentragdo de aminoacidos livres (AL) em muitos crustaceos
¢ maior do que em tecidos de vertebrados (Claybrook, 1983). Os aminoacidos livres
(AL) também tém importante funcdo na osmorregulacdo intracelular de espécies

eurihalinas (Claybrook, 1983).
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1.2.4 Vitaminas

As vitaminas sdo nutrientes essenciais para as células dos crustdceos. Muitas delas
funcionam como coenzimas e geralmente sdo exigidas em pequenas quantidades, além
de agir em diversos processos metabolicos e imunoldgicos. Pouco se conhece sobre as
exigéncias de vitaminas em dietas para crustaceos (Harrison, 1997). Os crustaceos, da
mesma forma que os vertebrados, ndo conseguem sintetizar a vitamina C, ja que ndo
apresentam uma enzima que possibilita sua sintese a partir da glicose (Lovell, 1998). A
vitamina C também tem papel fundamental no mecanismo de sintese de quitina para a
formagdo do exoesqueleto (*Paul Raj, 1997 citado por Manush et al., 2005). Hari e
Kurup (2002) afirmam que, para se obter crescimento normal e elevada sobrevivéncia
em juvenis de M. rosenbergii (74 = 16 mg de peso), a exigéncia de vitamina C (4cido L-
ascorbico-2-polifosfato) ¢ de 135 mg/kg de dieta.

Por outro lado, Mitra et al. (2005) consideram apropriados para a reprodugdo e
viabilidade da progénie do plantel de reprodutores de M. rosembergii niveis de
suplementagdo de 60 mg de acido ascorbico e 300 mg de vitamina E (a-tocoferol) por
quilograma de dieta. No entanto, estes mesmos autores relataram que, alimentando
fémeas com altos niveis destas duas vitaminas, cerca de 900 mg/kg de cada uma na
dieta, melhora a qualidade das larvas e uma alta tolerancia ao estresse causado pela
presenca de amonia.

A vitamina E é o mais importante antioxidante metabdlico presente na membrana
celular, protegendo-a da oxidag@o de 4acidos graxos e do colesterol, além de diminuir ou
inibir a producdo e a agdo dos radicais livres (Sampaio et al., 2004). Também ¢
responsavel pela manutencdo da permeabilidade dos capilares e musculos cardiacos e
parece estar envolvida com a respira¢do celular e a biossintese de DNA (Steffens,
1989). Corbin (1993) recomendou para o M. rosenbergii, na fase de crescimento final, a
inclusdo na ragdo de 4,10 mg/kg de vitamina E. Em um estudo, com juvenis do
camardo-da-amazonia (M. amazonicum) com peso médio de 280 mg, recomendara-se
200 mg/kg de vitamina E (DL-a-tocoferol), de modo a proporcionar melhores
resultados de desempenho produtivo, ganho de peso e conversdo alimentar (Sampaio et

al., 2004).

8Paul Raj, J. 1997. Introduction. In: Aquaculture Feed, Handbook on Aquafarming. MPEDA publication.
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1.2.5 Alterac¢des nutricionais durante o ciclo da muda

A muda ¢ o resultado de uma série de processos metabolicos e morfoldgicos que,
mediante a elimina¢cdo do exoesqueleto (extvia), permite o crescimento dos crusticeos
(Barnabé, 1996). Os fisiologistas geralmente reconhecem quatro estagios no ciclo de
muda: pré-muda, muda, pés-muda e intermuda (Rupert e Barnes, 1996). A fase
preparatoria de pré-muda ¢ caracterizada pelo acimulo de reservas alimentares e pela
elevacdo do célcio na hemolinfa, provavelmente resultante da reabsor¢do deste mineral
a partir do exoesqueleto (Rupert e Barnes, 1996). O gastrolito, uma concregdo calcaria
secretada pelo epitélio gastrico, também funciona como centro de armazenamento de
calcio durante a pré-muda. Logo apés, a separagdo da cuticula velha e a secreg¢do da
nova epicuticula e exocuticula, os crustaceos preparam-se para um processo breve de
muda (Rupert e Barnes, 1996). Depois iniciam o influxo de agua por meio das
branquias ou do intestino médio, e com ajuda das secre¢des digestivas dissolvem o
gastrolito, reabsorvendo os sais de calcio na hemolinfa, os quais serdo fundamentais na
fase seguinte (pos-muda) para o processo de calcificacdo e de endurecimento do
exoesqueleto. Na intermuda as reservas organicas se reconstituem e se acumulam no
hepatopancreas. Estas reservas s@o essencialmente constituidas por lipideos
(triglicérides) e em menor propor¢do por proteinas que serdo utilizadas para o
crescimento somatico. Outra importante reserva sdo os carboidratos (glicogénio e
glicose) substratos para sintese de quitina, além de minerais como calcio € magnésio
que também auxiliam na formag¢ao do exoesqueleto (Barnabé, 1996).

O presente estudo esta inserido numa linha de pesquisa que vem sendo trabalhada ha
alguns anos no Setor de Carcinicultura de Agua Doce do CAUNESP, visando obter
informacgdes sobre o comportamento alimentar do camardo-da-malasia (M. rosenbergii)
e recentemente do camardo-da-amazonia (M. amazonicum), na fase larval. Nesta
pesquisa pretendeu-se sair um pouco da linha de comportamento alimentar e entrar no
campo da nutri¢do, mais especificamente no que se refere as exigéncias nutricionais das
larvas em termos de minerais (Ca e P), lipideo e proteina. Procurou-se aprimorar a
qualidade nutricional da dieta inerte atualmente utilizada pela maioria das larviculturas,
melhorando assim, o desempenho produtivo em termos de numero de pods-larvas

produzidas por litro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

A presente pesquisa teve como objetivo estudar alguns aspectos da nutricdo do

camardo-da-maldsia Macrobrachium rosenbergii durante a fase larval.

2.2 Objetivos especificos

= Estabelecer o efeito da suplementacdo de calcio e fosforo na ragdo das larvas
de M. rosenbergii, alimentadas com dieta inerte umida (pudim de ovo) e
nauplios de Artemia, sobre o desempenho produtivo, principalmente em

termos de numero de pos-larvas produzidas por litro.

= Estabelecer o efeito da suplementac¢do lipidica na racdo das larvas de M.
rosenbergii, alimentadas com nauplios de Arfemia e dieta inerte umida
contendo diferentes niveis de lipideo e seu efeito no desempenho produtivo,

principalmente em termos de niimero de pos-larvas produzidas por litro.

= [Estabelecer o efeito da suplementagdo protéica na racdo das larvas de M.
rosenbergii, alimentadas com nauplios de Arfemia e dieta inerte umida
contendo diferentes niveis de proteina e seu efeito no desempenho produtivo,

principalmente em termos de niimero de pos-larvas produzidas por litro.
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NIVEIS DIETETICOS DE CALCIO E FOSFORO NA FASE LARVAL DE
Macrobrachium rosenbergii

Camilo Ernesto Guerrero Alvarado', Wagner Cotroni Valenti*

'UNESP - Universidade Estadual Paulista/CAUNESP — Centro de Agiiicultura,
Jaboticabal, SP, Brasil. “Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria, FCAV,
Centro de Aqiiicultura da UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil.

RESUMO

A formulagdo de uma dieta balanceada que atenda as exigéncias dos minerais célcio e
fosforo nas larvas de Macrobrachium rosenbergii, ¢ importante para garantir maior
produtividade na larvicultura. Assim, avaliou-se o efeito de diferentes niveis de célcio e
fésforo na dieta sobre as principais varidveis de producdo. O delineamento experimental
foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 3x3, correspondente a trés niveis de
calcio (0,35; 1,00 e 1,90%) e trés de fosforo (0,70; 1,50 e 2,30%), com trés repeticdes
realizadas em blocos temporais. Dois dias apds a eclosdo, as larvas passaram a ser
alimentadas com quantidades crescentes de nauplios de Artemia. A partir do 11° dia
(zoea VII), iniciou-se a co-alimentagdo, fornecendo-se as dietas-teste juntamente com os
nauplios de Artemia até o final do ciclo de larvicultura. No 27° dia de cultivo, quando
aproximadamente 90% das larvas metamorfosearam-se em pds-larvas (PL), realizou-se
a despesca. Foi calculada a taxa de sobrevivéncia, a biomassa final de PL, a
porcentagem de larvas e a produtividade (PL L) em cada tratamento. Observou-se que
as larvas de M. rosenbergii alimentadas com dieta inerte contendo 0,35 ou 1,07% de Ca
total, e 1,50% de P total (1,15% de P disponivel) melhoraram significativamente a
sobrevivéncia e o nimero de pos-larvas produzidas por litro ao final da larvicultura. A
inclusdo de 1% de P na forma de NaH,PO,4 e unicamente o Ca proveniente da dieta

basal (0,35%) s@o adequados para melhorar o desempenho produtivo desta espécie.

Palavras-chave: calcio, fosforo, camardo-da-malasia, larvicultura, minerais
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DIETARY LEVELS OF CALCIUM AND PHOSPHORUS IN THE LARVAL
PHASE OF Macrobrachium rosenbergii

Camilo Ernesto Guerrero Alvarado', Wagner Cotroni Valenti*

'UNESP - Universidade Estadual Paulista/CAUNESP — Centro de Agiiicultura,
Jaboticabal, SP, Brasil. “Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria, FCAV,
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ABSTRACT

The formulation of a balanced diet, which provides the requirements of calcium and
phosphorus minerals for Macrobrachium rosenbergii larvae is important to guarantee
good productivity of post-larvae. Hence, the effect of different levels of calcium and
phosphorus in the inert diet on the principal production variables was evaluated during
the hatchery. It was used a randomized block experimental design, in a 3x3 factorial
scheme, with three levels of calcium (0.35; 1.00 and 1.90 %) and three levels of
phosphorus (0.70; 1.50 and 2.30 %), with three replicates. Two days after hatching,
larvae started feeding on increasing quantities of Artemia nauplii. Co-feeding started at
the 11™ day (zoea VII), when test-diets plus Arfemia nauplii were supplied up to the end
of the rearing cycle. In the 27" day, when approximately 90% of the larvae turned into
post larvae (PL), harvest was done. Survival rate, final biomass of PL, percentage of
larvae and productivity (PL L-1) were calculated in all treatments M. rosenbergii larvae
fed on inert diet containing 0.35 or 1.07 % of total Ca and 1.50 % of total P (1.15 % of
P available) had significantly improved survival rate and productivity. Inclusion of 1.0
% of total P and only the dietary Ca from the basal diet (0.35%) are adequate to improve

the productive performance on this specie.

Keywords: Calcium, Giant River Prawn, Phosphorus, Hatchery, Minerals
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RESUMEN

La formulacion de una dieta balanceada que atienda las exigencias de los minerales calcio y fosforo en las larvas de Macrobrachium
rosenbergii, es importante para garantizar mejor productividade en la larvicultura. Asi, se evalué el efecto de diferentes niveles de
calcio y fosforo en la dieta sobre las principales variables de produccion. El disefio experimental fue en bloques completamente al
azar, en esquema factorial 3x3, correspondiente a tres niveles de calcio (0,35; 1,00 e 1,90%) y tres de fésforo (0,70; 1,50 e 2,30%),
con tres repeticiones realizadas en bloques temporales. Dos dias después de la eclosion las larvas pasaron a ser alimentadas con
cantidades crecientes de nauplios de Artemia. A partir del 11° dia (zoea VII), se inici6 la alimentaciéon conjunta, ofreciendo las
dietas-teste acompaifiadas por los nduplios de Arfemia hasta el final del ciclo de larvicultura. El 27° dia del cultivo, cuando
aproximadamente 90% de las larvas se metamorfosearon en postlarvas (PL), se realizd la cosecha. Fue calculada la tasa de
sobrevivencia, biomasa final de PL, el porcentaje de larvas y la productividad (PL L") en cada tratamiento. Se observé que las
larvas de M. rosenbergii alimentadas con dieta inerte conteniendo 0,35 6 1,07% de Ca total, y 1,50% de P total (1,15% de P
disponible) mejoraran significativamente la sobrevivencia y el nimero de postlarvas producidas por litro al final de la larvicultura.
La inclusion de 1% de P en la forma de NaH,PO, y unicamente el Ca proveniente de la dieta basal (0,35%) son adecuados para

mejorar el desempeiio productivo de esta especie.

Palabras clave: calcio, camarén gigante de Malasia, fosforo, larvicultura, minerales

DES NIVEAUX DIETETIQUES DE CALCIUM ET DE PHOSPHORE DANS DES PHASES DE LARVE DU
Macrobrachium rosenbergii

Camilo Ernesto Guerrero Alvarado’, Wagner Cotroni Valenti’

'UNESP - Universidade Estadual Paulista/CAUNESP — Centro de Aqiicultura, Jaboticabal, SP, Brasil
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéria, FCAV, Centro de Aqiiicultura da UNESP, Jaboticabal, SP,
Brasil.

RESUME

La formulation d’un régime alimentaire équilibré que puisse répondre aux besoins de calcium et de phosphore des larves de
Macrobrachium rosenbergii est trés important pour assurer des meilleures productivités a la fin de la larveculture. L’effet de
différents niveaux de calcium et de phosphore sur le régime alimentaire a été evalué sur les principaux variables de production. Une
délineation complétement au hasard en schéme factoriel 3x3, a été utilisé, en correspondant a trois niveaux de calcium (0,35; 1,00 et
1,90%) et trois niveaux de phosphore (0,70; 1,50 et 2,30%). Chaque traitement a eu 3 répétitions. Deux jours apres I’éclosion les
larves ont ét¢ nourries avec des quantités croissantes de nauplii d’Artemia. A partir du onzieme jour (zoea VII), la coalimentation a
été introduite en fournissant les diétes-teste en plus des nauplii d’ Artemia jusqu’a la fin du cycle de larveculture. Au 27¢me jour du
cycle ou 90% des larves, a peu prés, se sont déja méthamorphosées en pos-larves (PL), la récolte de fin d’élevage a été faite. Le
taux de survie, la biomasse finale de PL, la pourcentage de larves et la productivité (PL L-1) ont été calculés pour chaque traitement.
On a pu observer que les larves de M. rosenbergii qu’ont été nourries par une dicte inerte de 0,35 ou 1,07% de calcium total et
1,50% de P total (1,15% de P disponible) ont eu leurs taux le survie beaucoup ameliorés aussi bien que le numero de pos-larves
qu’ont été produites par litre a la fin da la larveculture. L’inclusion de 1% de P sur la forme de NaH2PO4 et le Ca venu de la diete

basal (0,35%) sont suffisants pour améliorer la production de cette espéce.

Mots-clés: calcium, Crevette géant d'¢au douce, phosphore, larveculture, mineraux
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1. INTRODUCAO

A formulacdo de uma dieta inerte balanceada que atenda as exigéncias nutricionais
de célcio, fésforo e da relagdo Ca:P para larvas de Macrobrachium rosenbergii é
importante para garantir melhores taxas de sobrevivéncia e produtividade durante a
larvicultura. Nao obstante, estudos sobre a exigéncia destes minerais em crustaceos de
agua doce e marinhos sd@o muito escassos. Da virada do século até hoje, foram
desenvolvidas algumas pesquisas que determinaram as exigéncias de Ca e P para
juvenis de camardes marinhos, principalmente das espécies Penaeus monodon
(Penaflorida, 1999) e Litopenaeus vannamei (Pan et al., 2005; Cheng et al., 2006). No
entanto, ndo existem relatos na literatura cientifica que tenham determinado as
exigéncias destes minerais em larvas ou pds-larvas de camardes de a4gua doce do género

Macrobrachium.

A criagdo de camardes de dgua doce ¢ um dos setores da aqiiicultura que mais
cresceram nos ultimos anos em dmbito mundial Mallasen e Valenti (2008). De maneira
especial, os camardes do género Macrobrachium apresentam consideravel importancia
econOmica, sendo bastante utilizados na dieta humana (Valenti, 1993). As espécies mais
produzidas sdo M. rosenbergii € M. nipponense (FAO, 2009). Esta tltima apareceu nas
estatisticas da FAO em 2000 e, desde 2003, supera a produgdo de M. rosenbergii (FAO,
2009). A larvicultura comercial destas espécies depende do uso de alimento vivo,
basicamente de nauplios de Artemia. Nao obstante, a compra e producdo desses
nauplios tém um custo elevado (Cahu e Zambonino-Infante, 2001; Hung et al., 2002),
além de ndo atender todas as exigéncias nutricionais das larvas, fazendo-se necessaria a
alimentacdo conjunta com dieta inerte. A dieta inerte atualmente utilizada nas
larviculturas comerciais dos camardes do género Macrobrachium é um creme de ovo ou
pudim, composto pela mistura de ingredientes tais como: ovo de galinha, lula, file de
peixe, leite em pd, farinha de trigo, 6leo de peixe e suplemento vitaminico-mineral
(Lavens et al., 2000). Nesta dieta ndo sdo adicionadas fontes artificiais de Ca nem de P,
sendo que a fonte destes minerais encontra-se principalmente na agua salobra do

sistema de produgdo e em menor propor¢do, nos proprios ingredientes utilizados.
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Juvenis de Marsupenaeus japonicus (Kanazawa et al., 1984) e Fenneropenaeus
merguiensis (*Sick et al., 1972; citado por Pefiaflorida, 1999) tém uma exigéncia
dietética de Ca de 1-2% e 0,66%, respectivamente. Juvenis de varios camardes
marinhos tais como: Litopenaeus vannamei, M. japonicus, Penaeus monodon, F.
merguiensis e Farfantepenaeus aztecus, t€m uma exigéncia nutricional de P variando
entre 0,35% e 2% (Deshimaru e Yone, 1978; Kanazawa et al., 1984; 0L et al., 1986,
citado por Cheng et al., 2006; Davis et al., 1993; Pefiaflorida, 1999). A 6tima relagdo
Ca:P varia segundo as espécies: 1:1,7 para Fenneropenaeus chinensis (Li et al., 1986,
citado por Cheng et al., 2006), 1:1 para M. japonicus (Kanazawa et al., 1984) e P.
monodon (''Bautista e Baticados, 1990, citado por Pefiaflorida, 1999) e 2,06:1 para

Farfantepenaeus californiensis (“Huner e Colvin, 1977, citado por Pefiaflorida, 1999).

Niao existem relatos de estudos, durante a fase larval, da possivel interagdo entre o
calcio e o fosforo dietético sobre o desempenho produtivo do camarido-da-malasia.
Portanto, o objetivo da presente pesquisa foi determinar o efeito da suplementacdo de
Ca e P na dieta para as larvas de M. rosenbergii, durante a fase de zoea VII até o

momento da metamorfose em pds-larva (PL).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Origem dos animais e condi¢des experimentais

As larvas de M. rosenbergii foram obtidas de fémeas ovigeras capturadas nos
viveiros do Setor de Carcinicultura do Centro de Aqiiicultura da UNESP (Jaboticabal,
SP, Brasil). As fémeas, com peso médio de 40,3 + 7,7 g, foram desinfetadas em solugdo
de formaldeido 25 ppm por 20 minutos e, em seguida, transferidas para um tanque de
eclosdo com temperatura e salinidade da 4gua variando de 29,7 a 30,7°C ¢ 5,9 a 6,3%o,
respectivamente. Larvas recém eclodidas (peso inicial 26,04 + 2,95 ug) foram coletadas,

contadas, aclimatadas e estocadas nos tanques de larvicultura em uma densidade de 80

9Sick, L.V.; White, D.B.; Andrews, J.W. 1972. Preliminary studies of selected environmental and nutritional requirements for the
culture of Penaeid shrimps. Fish. Bull. 70, 101-109.

10Li, A.J.; Huang, B.C.; Lou, W.F.; Xu, J.M. 1986. The effects of dietary calcium, phosphorus and Ca/P ratio on the growth and
development of prawn (Penaeus orientalis). J. Shandong Coll. Oceanol. Shandong Haiyang Xueyuan Xuebao 16, 10-17 (in Chinese,
with English abstract).

11Bautista, M.N.; Baticados; M.C.L. 1990. Dietary manipulation to control the chronic soft-shell syndrome in tiger prawn, Penaeus
monodon Fabricius. In: Hirano, R.; Hanyu, L. (Eds), Proc. of the Second Asian Fisheries Forum, 17-22 April 1989, Tokyo, Japan.
Asian Fish. Soc., Manila, Philippines, pp. 341-344.

12Hunner, J.V.; Colvin, L.B. 1977. A short term study of the effects with varied calcium:phosphorus ratios on the growth of juvenile
shrimp, Penaeus californiensis. Proc. World Maricult. Soc. 8, 775-778.
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larvas/L. Os nove tanques utilizados eram de cor preta, cilindricos e de fundo conico,
com volume util de 120 L, acoplados a biofiltros e operados em sistema fechado
dindmico (Valenti e Daniels, 2000). O volume do biofiltro correspondia a 25% do
volume total do tanque de larvicultura. Utilizou-se cascalho de conchas de moluscos
como substrato para bactérias nos biofiltros. O fotoperiodo utilizado foi 13:11
(claro:escuro). As seguintes varidveis da 4gua foram monitoradas diariamente:
temperatura (°C), pH, salinidade (%o), condutividade (uS/cm), oxigénio dissolvido
(mg/L), nitrato (NO3; mg/L) e calcio (mg/L). Para a medi¢do destas variaveis foi usado
um aparelho multiparametro (HORIBA, Modelo U-22XD). A taxa de recirculacdo da
agua do tanque de larvicultura pelo biofiltro (%/dia) também foi monitorada
diariamente. A alcalinidade (mg/L) e o fésforo total (método do cloreto estanhoso -
pg/L) foram medidos uma vez por semana, seguindo a metodologia da APHA (2005). A
amonia (NH3-N) foi monitorada quatro vezes por semana, usando testes colorimétricos
(Labcom Test™). Os valores médios em todos os tratamentos foram: temperatura 30,2 +
0,1°C, pH 7,92 £ 0,01, salinidade 12,08 + 0,04 %o, condutividade 14,19 + 0,03 uS/cm,
oxigénio dissolvido 7,00 + 0,07 mg/L, saturagdo de oxigénio 100,6 £ 1,0 %, nitrato
130,6 + 4,3 mg/L, alcalinidade 50,8 + 3,4 mg/L, aménia 15,1 + 0,7 ug/L e taxa de
recirculacdo da dgua de 21,6 = 1,6 %/dia. Estes valores foram mantidos dentro das

faixas recomendadas por Valenti e Daniels (2000) para M. rosenbergii.
2.2. Alimentagdo das larvas e dietas experimentais

A partir das 48 horas apds a eclosdo e até o final do ciclo de larvicultura (27° dia) as
larvas de todos os tratamentos foram alimentadas diariamente ao entardecer (18h
30min) com quantidades crescentes de nauplios de Artemia recém eclodidos (Tabela 1).
Do 11° dia (Zoea VII) ao 26° dia foi feita a co-alimentacdo com dieta inerte. Foram
utilizadas nove dietas inertes com ~56% de umidade, contendo trés diferentes niveis de
calcio (0,35; 1,00 e 1,90%) e trés de fésforo (0,70; 1,50 e 2,30%). Como fonte de calcio
foi usado cloreto de célcio (CaCl,.2H,0) e como fonte de fésforo o fosfato de Sodio
(NaH,PO,4). Também foram suplementadas fontes de potassio (KCl) e de magnésio
(MgS04.7H;0), em porcentagem fixas de 1,10 e 0,18%, respectivamente, em cada um

dos tratamentos.
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Tabela 1. Tabela de alimentagdo usada durante a larvicultura de
Macrobrachium rosenbergii. Quantidades médias de cistos de Artemia
utilizados para cada uma das nove dietas experimentais.

Dias de cultivo Estagios Nauplios de Cistos de
dominantes Artemia/mL Artemia (g/dia)
Povoamento I 0,0 0

2 I-1T 4,5 2,98

3 -1 5,0 3,31

4 11 5,5 3,64

5 III-1v 5,5 3,64

6-7 v-v 6,0 3,97

8 v 6,0 3,97

9-10 V-VI 6,0 3,97
11-12 VI-VII 7,0 4,63
13-14 VI-VII-VIII 8,0 5,29
15-18 VII-VIII-IX 9,0 5,95
19-21 VII-IX 10,0 6,62
22-24 IX-X-XI 11,0 7,28
25-28 XI-PL 12,0 7,94

A taxa de eclosdo média foi de 181.400 nauplios de Artemia/g de cistos

Todas as dietas formuladas foram isoprotéicas (38,8 = 0,3 % de proteina bruta),
isolipidicas (19,2 + 0,2% de extrato etéreo) e isocaldricas (4.918 + 41 kcal/kg de energia
bruta). A formulacdo e composicdo proximal das dietas experimentais e dos nduplios de
Artemia sdo apresentadas na Tabela 2. Os ingredientes secos foram pesados
individualmente e misturados em micro-moinho (IKA modelo All Basic) e
posteriormente combinados com os ingredientes imidos em um liquidificador. A pasta
homogénea resultante foi transferida para uma forma de aluminio e cozida em banho-
maria por aproximadamente 30 minutos a uma temperatura maxima de 55°C. Apds o
resfriamento, as dietas foram divididas em porcdes suficientes para um dia de
alimentacdo. Essas por¢des foram armazenadas em sacos plésticos a — 20°C (Valenti et
al., 1998). A quantidade diaria fornecida ao longo da larvicultura variou da seguinte
forma: 41,75 mg/L do 11° ao 12° dia, 50,0 mg/L do 13° ao 18° dia, 60 mg/L. do 19° ao
21° dia e 70 mg/L do 22° ao 26° dia (Valenti et al., 1998). Estas quantidades foram
divididas em trés refeicdes ao longo do dia e ofertadas as 0O8h, 13h e 18h. Antes do
fornecimento, as dietas passavam por peneiras de 250 um (11° e 12° dias), 425 um (13°
ao 21° dia) e 710 um (22° ao 25° dia). Posteriormente eram distribuidas manualmente
nos tanques correspondentes aos respectivos tratamentos. A cada dois dias, era realizada

a sifonagem dos residuos de alimento, fezes e larvas mortas.
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2.3 Composicdo quimica

A composi¢do quimica centesimal das dietas experimentais e dos nauplios de
Artemia foi determinada conforme a metodologia descrita pela AOAC (1998). O teor de
matéria seca (MS) foi determinado, submetendo as amostras a secagem em estufa a 105°C
por 16 horas. O teor de proteina bruta (PB) foi calculado pelo conteudo de nitrogénio total,
determinado pelo método de Kjeldahl e multiplicado pelo fator 6,25. O extrato etéreo (EE)
foi analisado apos extracdo em (Soxhlet), tendo como solvente o éter de petréleo (ponto de
ebuli¢do 30 — 60°C), com refluxo continuo através da amostra, durante 5 horas. O conteudo
de fibra bruta (FB) foi obtido a partir das amostras secas e desengorduradas, submetidas a
digestdao acida (H,SO4 — 1,25%) e basica (NaOH — 1,25%) durante 30 minutos por
digestdo, e posterior queima do residuo em mufla, a 500 °C. A concentragdo de matéria
mineral (MM) foi determinada carbonizando as amostras em mufla a 600°C por 3 horas. O
teor de extrativo ndo nitrogenado (ENN) foi obtido subtraindo de cem por cento da matéria
seca o total de nutrientes analisados. A determinacdo da energia bruta (EB) foi realizada
em bomba calorimétrica de Parr (modelo 1281). Todas as andlises foram realizadas em
triplicata, com excecdo da energia bruta (EB), a qual foi determinada em uma tnica

analise.

2.3.1 Preparo da solugdo mineral

Para o preparo da solucdo mineral foram colocados 200 mg de amostra pré-seca
(ragdo, nauplios de Artemia ou carcaga de PL) em tubos de ensaio de 100 mL, aos quais
foram adicionados 4 mL de acido nitrico (HNO3) (90%), deixando as amostras com o
acido em repouso por 30 min. Posteriormente os tubos foram aquecidos em chapa quente
até atingirem temperatura de 200°C. Quando a solugdo adquiriu a cor amarelo-clara e o
acido ficou reduzido a metade, o aquecimento foi desligado. Apos resfriamento fora
adicionado cautelosamente 1 mL de acido perclérico (HCLO4) 70-72% e os tubos foram
submetidos novamente a aquecimento até que a solugdo se tornou clara e cessou o
desprendimento de vapor de coloragdo marrom, ponto no qual o aquecimento foi
novamente desligado. Apds os tubos esfriarem, a solugdo foi filtrada (filtro Whatman n°
40, S&S 589/2) e diluida com agua destilada em baldes volumétricos de 50 mL (AOAC,
1998).
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2.3.1.1 Determinagdo do Calcio inorganico total

O conteudo de calcio nas dietas experimentais, da carcaca das pds-larvas e dos
naduplios de Artemia foi analisado a partir de amostras aquosas de solu¢do mineral.
Determinou-se o teor do cation calcio por espectrofotometria de absor¢do atomica,
aparelho (GBC modelo 932AA). A leitura no espectrofotdmetro foi realizada em
comprimento de onda de 422,7 nm, ajustando para 0% de absorbancia (100% de

transmitancia), utilizando o branco (AOAC, 1998).

2.3.1.2 Determinagdo do Fosforo inorganico total

O contetido de foésforo das dietas, da carcaga das pds-larvas e dos nauplios de
Artemia foi analisado a partir de amostras aquosas de solugdo mineral. O teor do fosforo
total (Fiske e Subbarow, 1925) foi determinado em espectrofotdmetro visivel (Pharmacia
Biotech — ULTROSPEC 2000). A leitura no espectrofotometro foi realizada em
comprimento de onda de 725 nm, ajustando para 0% de absorbancia (100% de
transmitancia), utilizando o branco (AOAC, 1998). Na auséncia de dados para M.
rosenbergii, o fosforo disponivel estimado (FDE) foi calculado utilizando os valores
obtidos para Litopenaeus vannamei, 86,3% para a dieta basal (Davis et al., 1993) e 68,2%
para NaH,PO4 (Davis e Arnold, 1994). O fosforo disponivel estimado das dietas-teste

utilizadas ¢ apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Niveis de suplementa¢do de Ca e P e fosforo disponivel estimado das
dietas-teste utilizadas durante a fase larval do Macrobrachium rosenbergii.

Calcio suplementado Fosforo suplementado % P total

(% na dieta) (% na dieta) (analisado) FDE
0 0,70 £0,01 0,60

0 1 1,50 £ 0,02 1,15

2 2,37+0,03 1,74

0 0,70 £ 0,01 0,60

1 1 1,50 £0,02 1,15

2 2,28 +£0,02 1,68

0 0,73 £ 0,01 0,63

2 1 1,47 £0,02 1,13

2 2,31+0,02 1,71

*Fosforo Disponivel Estimado (dieta basal: 86,3% e NaH,PO,: 68,2%). Valores
médios £ desvio padrio para duas determinagdes
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2.4 Variaveis de produg¢@o na larvicultura

O final da larvicultura ocorreu no 27° dia, quando aproximadamente 90% das larvas
dos melhores tratamentos metamorfosearam-se em pds-larvas (PL). Os tanques larvicultura
foram esvaziados e as larvas e pods-larvas (PL) coletadas e contadas individualmente.
Foram determinadas as seguintes variaveis de producdo: porcentagem de sobrevivéncia
total, porcentagem de larvas e pos-larvas (% PL), peso seco final, biomassa de PL e
produtividade (PL L"). Para determinar o peso seco final, 50 PL de cada tanque foram
lavadas em agua destilada, secas em papel de filtro e transferidas para cartuchos de papel
aluminio previamente pesados (5 PL/cartucho). Os cartuchos foram levados a estufa com
sistema de circulagdo (Nova Etica) mantendo a temperatura em 55°C, por 48 h. Logo apos,
os cartuchos foram transferidos para um dessecador e, apds duas horas, pesados em
balanca analitica (Mettler Toledo AT21, precisdo de 1 pug). A biomassa em pds-larvas foi

calculada usando a seguinte formula:

Biomassa em PL (g) = (n° de PL final x peso seco final médio (mg)) / 1000;

2.4.1. Indice de estdgio larval (IEL)

Para a avaliacdo do efeito dos niveis de calcio e fosforo no desenvolvimento larval,
amostras de 10 larvas de cada tanque de larvicultura foram examinadas a cada trés dias sob
microscopio invertido (Olympus CKX41) para observacdo do estagio larval. O indice de
estagio larval (IEL) foi determinado de acordo com o método da média ponderada de

Manzi et al. (1977) segundo a formula:

Zni.E

n

IEL =

Sendo:
ni = n° de larvas no estagio E;
E = estagio de desenvolvimento variando de I a XI;

n = n° de unidades da amostra.
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Os doze estagios larvais foram identificados segundo as descri¢des de Uno e Kwon
(1969). As pos-larvas recém metamorfoseadas (estdgio XII), ndo foram consideradas para

os calculos do indice de estagio larval (IEL).
2.4.2. Indice de condi¢do larval (ICL)

O indice de condi¢do larval foi verificado seguindo a planilha desenvolvida por
Tayamen e Brown (1998) para M. rosenbergii. Os itens analisados foram: condi¢des do
intestino, condi¢des do hepatopancreas, estado dos cromatéforos, coloragdo do corpo,
estado do rostro e cerdas, propor¢do da musculatura em relagdo ao intestino, aparéncia do
musculo do abdome, melanizacdo e presenca de organismos infestantes. O indice de

condicdo larval (ICL) foi determinado de acordo com a férmula:

IC=2P
10m

Sendo P = total de pontos; n = n°® da amostra.

2.5. Delineamento experimental e anélise dos dados

Utilizou-se um delineamento em blocos casualizados temporais, em esquema fatorial
3x3, correspondentes a trés niveis de célcio (0,35; 1,00 e 1,90%) e trés de fosforo (0,70;

1,50 e 2,30%), com trés repeticdes cada. Os valores expressos em porcentagens foram

previamente transformados em arco seno +x/100. As seguintes varidveis de produgio
foram submetidas a Anélise de Variancia: % de sobrevivéncia total, % de larvas, % de pos-
larvas, peso seco final (mg), biomassa em pos-larvas (g), produtividade (PL L) e os
indices de estagio larval e condi¢do larval que foram avaliados no dia anterior a despesca.
Os dados foram submetidos a andlise da normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov e de
homocedasticidade pelo teste Brown-Forsythe. Como as variaveis ndo se afastaram
significativamente dessas premissas, as médias foram submetidas a ANOVA pelo teste F.
Quando foram verificadas diferencas entre tratamentos, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey e as interagdes por minimos quadrados (LSM — “Least Squares Means”).
Consideraram-se médias diferentes quando P<0,05. As andlises estatisticas foram

realizadas no “Statistical Analysis System” (SAS Institute Inc., version 9.0).
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3. RESULTADOS

A sobrevivéncia variou entre 40,4 ¢ 63,8% e ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos (Tabela 4). As anélises de variancia mostraram interagdo significativa entre Ca
e P para as varidveis: porcentagem de larvas, peso seco, indice de estagio larval, indice de
condicdo larval, biomassa em pds-larvas e porcentagem de Ca e P na carcaga das pods-
larvas. A porcentagem de larvas foi maior e o indice de estdgio larval foi menor na dieta
com niveis de 1,90% Ca e 2,30% P total (1,71 % de P disponivel) e diferiu
significativamente das outras dietas (P<0,01). O indice de condi¢do larval foi menor nos
tratamentos com niveis de 1,90% Ca em combinacdo com 0,70 ou 1,50% P. O peso seco
das pds-larvas de M. rosenbergii no dia da despesca variou entre 1,6 e 2,2 mg.

De maneira geral, as dietas com combinagdes entre niveis de (1,00% Ca e 1,50% P;
1,00% Ca e 2,30% P e 1,90% Ca e 2,30% P) proporcionaram peso seco significativamente
menor, quando comparadas com as outras combinagdes (Tabela 4). A porcentagem de pos-
larvas (% PL) e a produtividade (PL L) ndio apresentaram interagdo significativa entre Ca
e P (P>0,05). Entretanto, houve efeitos isolados para os fatores Ca e P, nestes parametros.
A porcentagem de PL e a produtividade foram significativamente maiores (P<0,05) nas
larvas alimentadas com niveis de 0,35 ou 1,00% de Ca na dieta, independentemente do

nivel de fosforo, ou com 1,50% de P, independentemente do nivel de Ca.

Na figura 1 observa-se que as maiores biomassas em pods-larvas foram obtidas nas
dietas com niveis de 0,35% de Ca e 1,50% de P (1,15 % de P disponivel). A porcentagem
de Ca na carcaga das pds-larvas foi significativamente mais elevada (P<0,05) quando a
dieta continha niveis de 1,00% de Ca e 2,30% de P (Figura 2). Por outro lado, larvas
alimentadas com dietas com 0,70 ou 1,50% de P em combina¢do com 1,00% de Ca,

apresentaram os valores mais elevados de P na carcaca (Figura 3).
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Figura 1. Valores médios de biomassa final em poés-larvas de M. rosembergii, no
desdobramento da interagdo entre trés niveis de P e trés niveis de Ca fornecidos na dieta.
Meédias seguidas das mesmas letras (maiuscula para vertical ¢ mindscula para horizontal)
ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 2. Conteudo médio de calcio na carcaca de pos-larvas de M. rosenbergii, no
desdobramento da interagdo entre trés niveis de P e trés niveis de Ca fornecidos na dieta.
Médias seguidas das mesmas letras (maiuscula para vertical ¢ mindscula para horizontal)
ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 3. Conteudo médio de fosforo na carcaca de pos-larvas de M. rosenbergii, no
desdobramento da interagdo entre trés niveis de P e trés niveis de Ca fornecidos na
dieta. Médias seguidas das mesmas letras (maiuscula para vertical e minuscula para
horizontal) ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).

3.1 Célcio e fésforo na dgua

Altas concentragdes de Ca na agua ao final da larvicultura foram registradas nos
tratamentos que receberam 0,35 e 1,00% de Ca na dieta e diferiram significativamente
das que receberam 1,90% de Ca, com excecdo da combinacdo com 1,50% de P, onde
nao houve diferenga significativa (P>0,05) (Figura 4). As concentragdes de P na dgua
(Figura 5) apresentaram aumento significativo (P<0,05) para cada incremento no nivel
P, atingindo os maiores valores no nivel de 2,30% de P em combinacido com 1,00 ou
1,90% de Ca na dieta. Assim, niveis de 1,90% de Ca na dieta diminuiram as
concentracdes de Ca na agua dos taques de larvicultura e niveis de 1,00% de Ca na dieta

aumentaram as concentracdes de P.
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Figura 4. Valores médios de concentracdo de célcio na dgua no desdobramento da
interagdo entre trés niveis de P ¢ trés niveis de Ca fornecidos na dieta de larvas de M.
rosenbergii. Médias seguidas das mesmas letras (maiuscula para vertical e mintscula para
horizontal) ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Figura 5. Valores médios de concentragcdo de fosforo na agua no desdobramento
da interacdo entre trés niveis de P e trés niveis de Ca fornecidos na dicta de
larvas de M. rosenbergii. Médias seguidas das mesmas letras (maiascula para
vertical e mintiscula para horizontal) ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).
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4. DISCUSSAO

A sobrevivéncia total das larvas de M. rosenbergii ndo foi influenciada pela
interacdo entre Ca e P. No entanto, houve efeito isolado para o fator Ca, indicando que a
suplementa¢@o com 0 ou 1% de Ca na dieta, independentemente da suplementacdo com
P, aumenta as taxas de sobrevivéncia. Pefiaflorida (1999) e Cheng et al. (2006) testando
a interacdo entre niveis de Ca e P em juvenis de Penaeus monodon € Litopenaeus
vannamei, também ndo encontraram interagdo significativa para a variavel
sobrevivéncia. No entanto, Cheng et al. (2006) encontraram também efeito isolado para

o fator Ca. .

De forma similar, a porcentagem de pos-larvas (% PL) e a produtividade (PL L
") também ndo apresentaram interacdo significativa entre Ca e P (P>0,05). Contudo,
foram registrados efeitos isolados para os fatores Ca e P, nestes parametros. Larvas com
suplementagdo dietética de 0 ou 1% de Ca, independentemente da suplementacdo com
P, ou suplementadas com 1% de P, independentemente do nivel dietético de Ca, tiveram
a maior porcentagem de pos-larvas e produtividade (PL L™). A dieta suplementada com
2% de Ca e 2% de P retardou a metamorfose, aumentando a porcentagem de larvas ao
final da larvicultura, fato evidenciado pelo menor indice de estdgio larval (IEL), quando

comparado com as demais dietas.

Em relacdo ao peso seco das pos-larvas de M. rosembergii houve interagdo
significativa entre Ca e P, similar a resultados obtidos por Davis et al. (1993) com
Litopenaeus vannamei. As larvas alimentadas com dietas suplementadas com 1%Ca
1%P, 1%Ca 2%P e 2%Ca 2%P e relagdes Ca/P 0,75:1; 0,45:1 e 0,79:1,
respectivamente, alcangaram menores valores de peso seco (Tabela 4). No entanto, estes
resultados ndo explicaram por que relagdes dietéticas de Ca/P similares apresentaram
valores significativamente maiores de peso seco, como aconteceu nos tratamentos com
0%Ca 0%P (0,48:1) e 2%Ca 2%P (0,79:1). Assim, ndo ¢ possivel afirmar que houve
uma relacdo Ca/P ideal, pois tratamentos com similar relacdo apresentaram respostas
diferentes nas outras varidveis de desempenho produtivo analisadas. De maneira similar,
ndo foram encontradas relagdes dietéticas Ca/P ideais para outras espécies, tais como:
Litopenaeus vannamei (Davis et al., 1993), Penaeus monodon (Pefiaflorida, 1999) e
algumas espécies aquaticas (Coote et al., 1996; Chavez-Sanchez et al., 2000).

Ambasankar e Ali (2002) relataram bom desempenho produtivo em juvenis do camardo
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branco Indiano Penaeus indicus, quando estes foram alimentados com dietas

suplementadas com 1% de P total e uma relagdo Ca/P de 1,25:1.

A excessiva suplementacdo com Ca na dieta aumentou a porcentagem de larvas,
diminuiu a sobrevivéncia total, a porcentagem de pés-larvas e a produtividade (PL L™).
As dietas suplementadas com 2% de Ca levaram a baixa sobrevivéncia e produtividade.
Estes resultados concordam com outros experimentos realizados com juvenis de
camardes marinhos (Davis et al., 1993; Pefiaflorida, 1999, Cheng et al., 2006). Por outro
lado, altos niveis de Ca na dieta podem resultar em inibi¢do da absor¢do de P e outros
nutrientes em peixes (Nakamura, 1982) e crustaceos (Davis et al., 1993; Pefaflorida,
1999) diminuindo o crescimento (Pan et al., 2005). Excessiva suplementagdo com Ca
também pode resultar em incrementos nas exigéncias de fosforo pelos camardes, o que
leva a um incremento dos custos do alimento e no descarte de minerais para o ambiente

(Cheng et al., 20006).

A dieta suplementada com 2% Ca e 2% P, 2,31% de P total (1,71 de P
disponivel) diminuiu o indice de estagio larval (9,5 £ 0,1), aumentando a porcentagem
de larvas (19,7 + 0,4%) ao final da larvicultura, o que evidenciou que esta combinagao
atrasou o processo de muda. Tanto a porcentagem de larvas quanto o indice de estagio
larval, foram afetados pela interagdo significativa entre Ca e P, sendo que o tratamento
suplementado com 2% Ca e 2% P diferiu significativamente dos outros. O atraso no
desenvolvimento larval possivelmente pode ter acontecido por um aumento nas
concentragdes de célcio na hemolinfa, no hepatopancreas e no gastrdlito das larvas, o
qual finalmente dificultou o processo de ecdise ou muda. As dietas suplementadas com
2% de Ca em combinacdo com 0 ou 1% de P tiveram menores indices de condig¢do
larval, o que possivelmente evidenciou efeitos destas dietas sobre alguns parametros

avaliados por este indice.

Por outro lado, altos niveis de P na dieta suprimiram o crescimento do camardo
Indiano Penaeus indicus (Ambasankar e Ali, 2002). Neste estudo, observou-se
comportamento semelhante, evidenciado pelo baixo peso das pds-larvas de M.
rosenbergii, nas dietas suplementadas com maior quantidade de P. No entanto, a
diminui¢do do crescimento das PL pode ter resultado da combinagdo de altos niveis de
Ca com altos niveis de P. Esta redu¢do no crescimento dos camardes em fun¢ao de altos

niveis de P dietético também foi observada em juvenis de camardes marinhos, tais como
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P. monodon (Pefiaflorida, 1999) e L. vannamei (Cheng, et. al., 2006). Cheng et al.,
(2006) relataram que, com baixa concentracdo de Ca na agua e baixa salinidade 0,063
ng/L e 2%o, respectivamente, dietas contendo 0,93% de P total (0,77% de fosforo
disponivel estimado - FDE), e 0,5% de Ca total e uma relacdo Ca/P de 0,54:1, foram
adequadas para 6timo crescimento. Estes mesmos autores também descreveram que na
presenca de 1% de suplementacdo de Ca, os juvenis de L. vannamei alimentados com
dietas contendo 2% do P total (1,22% FDE) e relagdo Ca/P de 0,50:1, tiveram melhor
desempenho em crescimento, indicando que a resposta a suplementag¢do de P na dieta

foi dependente do nivel de Ca na mesma.

Em Penaeus chinensis, uma correlagdo positiva entre o nivel de fosforo dietético
e o conteudo de fosforo do exoesqueleto foi reportada por Ren e Li (1996). Huang et al.
(2004) alimentaram juvenis de L. vannamei em baixa salinidade, e reportaram
correlagdo negativa entre a taxa de crescimento especifica e a relagdo Ca/P do musculo.
Por outro lado, os resultados de Pan et al (2005) sugerem que o contetido de cinzas
calcio e fosforo na carcaga, assim como o contetido de Ca e P no exoesqueleto sdo bons

critérios para estimar a utilizagdo do fosforo em L. vannamei.

Assim, a maior porcentagem de Ca na carcaca das pos-larvas de M. rosenbergii
foi verificada na dieta suplementada com 1% de Ca e 2% de P. Por outro lado, na dieta
suplementada com 0 ou 1% de P em combinag¢do com 1% de Ca, foi verificada a maior

porcentagem de P na carcaga.

Os nauplios de Artemia ndo sdo uma boa fonte de célcio para as larvas (~0,01%).
No entanto, apresentam 1,34% de fosforo total (Tabela 4). Desta forma a relacdo Ca/P
dos nauplios de Artemia fica reduzida a 0,01:1, o que ndo representa a relacdo Ca/P da

carcaga das larvas de 2:80:1.

Em resumo larvas de M. rosenbergii alimentadas com uma dieta basal (0,35 %
de Ca total) ou suplementadas com 1,0% de Ca, em combinag¢do com 1,50 % de P total
melhoram significativamente o desempenho em termos de produtividade ao final da
larvicultura. Por conseguinte, recomenda-se a ndo suplementacdo com Ca na dieta e a
suplementa¢do com um de 1% de P que, somado ao P proveniente da dieta basal, atinge
aproximadamente 1,50% de P total (~ 1,15% de P disponivel). A inclusdo de 1% de P
na forma de NaH;PO4 e unicamente o Ca proveniente da dieta basal (0,35%) sdo

adequados para melhorar o desempenho produtivo desta espécie.
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RESUMO

A formulagdo de uma dieta balanceada que atenda as exigéncias de lipideos nas larvas
de Macrobrachium rosenbergii é importante para garantir melhor produtividade ao final
da larvicultura. Avaliou-se o efeito de diferentes niveis de lipideo na dieta inerte sobre
as principais varidveis de produg¢do durante a larvicultura de Macrobrachium
rosenbergii. Além disso, determinou-se o perfil de 4cidos graxos na carcaga dos
animais, nos nauplios de Artemia e nas diferentes dietas. O delineamento experimental
foi em blocos casualizados, com quatro tratamentos, correspondentes a quatro niveis de
lipideo (12, 16, 20 e 24%) e quatro repeti¢des. Dois dias apos a eclosdo, as larvas
passaram a ser alimentadas com quantidades crescentes de nauplios de Artemia. A partir
do 11° dia (zoea VII), iniciou-se a co-alimentag¢do, fornecendo-se as dietas-teste
juntamente com os nauplios de Artemia até o final do ciclo de larvicultura. No 26° dia
de cultivo, quando aproximadamente 90% das larvas metamorfosearam-se em pos-
larvas (PL), realizou-se a despesca. Foi calculada a taxa de sobrevivéncia, a biomassa
final de PL, a porcentagem de larvas e a produtividade (PL L") em cada tratamento.
Observou-se que as larvas de M. rosenbergii alimentadas com dieta inerte contendo
16% de lipideo melhoraram significativamente o nimero de pds-larvas produzidas por
litro ao final da larvicultura. Pode-se concluir que 16% de lipideo na dieta durante a
larvicultura € o nivel mais adequado para aumentar a produtividade desta espécie. No
entanto, niveis menores poderiam ser usados se o perfil de &cidos graxos fosse

otimizado.

Palavras-chave: camardo-da-malésia, larvicultura, lipideo dietético
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ABSTRACT

The formulation of a balanced diet, which provides the requirements of lipids in
Macrobrachium rosenbergii larvae is important to guarantee good productivity of post-
larvae. Hence, the effect of different levels of lipids in the inert diet on the principal
production variables was evaluated during the hatchery of the Macrobrachium
rosenbergii. It was used a randomized block experimental design with four treatments
and four replicates. Two days after hatching, the larvae were feeding by increasing

quantities of Artemia nauplii. From the 1 10

day on (zoea VII), co-feeding started, when
diet-tests plus Artemia nauplii were offered until the end of the rearing cycle. In the 26™
day, when approximately 90% of the larvae turned into post larvae (PL), harvest was
done. It was calculated the survival rate, percentage of larvae, productivity (PL L-1) and
final biomass of PL in all treatments by means of individual count. The major final
biomass of PL was found in the levels of 16 and 20 % of lipid, being statistically
different in the levels of 12 and 24 %. The level of 16% of lipid in the inert diet
determined increase in the percentage of PL at the end of the culture (P <0.05) when it
was compared with the level of 12 %. Of the same form, the productivity (PL L") was
significantly major with 16 % of lipid in the diet, when compared with other levels. It
seems that 16 % of dietary lipid in the inert diet plus Artemia nauplii during hatchery is

a suitable level to increase productivity. However, lower levels may be used if the fat

acids profile was optimized.

Keywords: Giant River Prawn, Larviculture, Dietary Lipid
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RESUMEN

La formulacion de una dieta balanceada que atienda las exigencias de lipidos en las larvas de Macrobrachium
rosenbergii, es importante para garantizar mejor productividad al final de la larvicultura. Se evalud el efecto de
diferentes niveles de lipidos en la dieta sobre las principales variables de produccion durante la larvicultura de
Macrobrachium rosenbergii. Ademas, se determind el perfil de acidos grasos en el cuerpo de las postlarvas, nauplios
de Artemia y en las diferentes dietas. El diseflo experimental fue en bloques al azar, con cuatro tratamientos,
correspondientes a cuatro niveles de lipidos (12, 16, 20 y 24%) y cuatro repeticiones. Dos dias después de la eclosion
las larvas pasaron a ser alimentadas con cantidades crecientes de nauplios de Artemia. A partir del 11° dia (zoea VII),
se inicio la alimentacién conjunta, ofreciendo las dietas-teste acompafiadas por los nduplios de Artemia hasta el final
del ciclo de larvicultura. El 26° dia de cultivo, cuando aproximadamente el 90% de las larvas se metamorfosearon en
postlarvas (PL), se realizo la cosecha. Fue calculada la tasa de sobrevivencia, la biomasa final de PL, el porcentaje de
larvas y la productividad (PL L") en cada tratamiento. Se observé que las larvas de M. rosenbergii alimentadas con
dieta inerte conteniendo 16% de lipido mejoraran significativamente el numero de post-larvas producidas al final de
la larvicultura. Se puede concluir que 16% de lipido en la dieta durante la larvicultura es el nivel mas adecuado para
aumentar a productividad de esta especie. Sin embargo, niveles menores podrian ser usados si el perfil de acidos

grasos fuese optimizado.

Palabras clave: Camardn Gigante de Malasia, larvicultura, lipido dietético

DES NIVEAUX DIETETIQUES DE LIPIDES POUR LA LARVECULTURE DE Macrobrachium rosenbergii.

Camilo Ernesto Guerrero Alvarado', Wagner Cotroni Valenti?
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RESUME

La formulation d’un régime alimentaire équilibré que puisse répondre aux besoins de lipides des larves de
Macrobrachium rosenbergii est trés important pour assurer des meilleures productivités a la fin de la larveculture.
L’effet de différents niveaux de lipides sur la dicte inerte a été evalué sur les principaux variables de production tout
au long de la larveculture de Macrobrachium rosenbergii. Des blocs aléatoires ont été choisis pour 1’experimentation,
avec quatre traitements qui correspondent a quatre niveaux de lipide (12, 16, 20 et 24%) et quatre répétitions. Deux
jours apres 1’éclosion les larves ont été nourries avec des quantités croissantes de nauplii d’Artemia. A partir du
onzieme jour (zoea VII), la coalimentation a été introduite en fournissant les dictes-teste en plus des nauplii d’
Artemia jusqu’a la fin du cycle de larveculture. Au 26¢me jour du cycle ot 90% des larves, a peu pres, se sont déja
méthamorphosées en pos-larves (PL), la récolte de fin d’¢levage a été faite. Le taux de survie, la biomasse finale de
PL, la pourcentage de larves et la productivité (PL L-1) ont été calculés pour chaque traitement. On a pu observer que
les larves de M. rosenbergii qu’ont été nourries par une dicte inerte de 16% de lipide ont beaucoup amelioré le
numero de pos-larves qu’ont été produites par litre a la fin de I’larveculture. On a pu conclure que 16% de lipide dans

la di¢te au long de la larveculture comercial est le niveau le meilleur pour augumenter la production de 1’espéce.

Mots clés: Crevette géant d'¢au douce, larveculture, lipide diététique.
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1. INTRODUCAO

Os sistemas de larvicultura do camardo-da-maldsia Macrobrachium rosenbergii
tém-se tornado mais eficientes nas ultimas décadas. No entanto, pesquisas sobre
exigéncias nutricionais das larvas desta espécie ainda sdo insuficientes. A larvicultura
comercial depende do uso de alimento vivo, basicamente de nauplios de Artemia. Nao
obstante, a produ¢do e uso desses nauplios € muito cara (Cahu e Zambonino-Infante,
2001; Hung et al., 2002) e nutricionalmente incompleta (Sorgeloss e Leger, 1992)
fazendo-se necessaria a alimentagdo conjunta com dieta inerte durante o processo de
larvicultura. Daniels et al. (1992), Valenti et al. (1998) e Pitipornchai (1998) afirmaram
que os nauplios de Artemia ndo atendem as exigéncias nutricionais de M. rosenbergii
nos ultimos estagios larvais. Portanto, a disponibilidade de uma dieta inerte balanceada
seria desejavel para melhorar o desempenho produtivo e reduzir os custos operacionais
da larvicultura (Kamarudin e Roustaian, 2002). Até o estdgio VI, a principal fonte de
nutrientes para as larvas de M. rosenbergii ¢ o alimento vivo, mas a partir do estagio
seguinte as larvas ingerem indistintamente nauplios de Artemia ou ragdo inerte (Barros e
Valenti, 2003). Portanto, o conhecimento das exigéncias lipidicas nas larvas desta
espécie durante a fase de zoea VII até a metamorfose em pos-larva (PL) torna-se muito

importante para formular uma dieta balanceada.

A dieta inerte atualmente utilizada durante a larvicultura desta espécie é um
creme de ovo ou pudim, composto por uma mistura de ingredientes (ovo, lula, filé¢ de
peixe, leite em pd, farinha de trigo, 6leo de bacalhau e um suplemento vitaminico-
mineral). Esta dieta contém aproximadamente 23% de lipideo, mas essa porcentagem
pode variar de acordo com os ingredientes usados. Por exemplo, na Indonésia e
Tailandia a porcentagem de lipideo utilizado no preparo do pudim varia entre 4,5% e
39,4% (Lavens et al., 2000), dependendo dos ingredientes e das propor¢des utilizadas
na sua elaboragdo. Kamarudin e Roustaian (2002) testaram duas fontes lipidicas, uma de
origem animal (6leo de figado - OF) e outra de origem vegetal (6leo de milho - OM)
usando diferentes propor¢des (OF: OM) 1:0; 2:1; 1:1; 1:2 e 0:1, fixando o nivel de
lipideo na dieta em ~ 12,0%, obtendo bons resultados quando no minimo fosse usada
uma propor¢do de OF:OM de 1:2. Estes autores determinaram que a composi¢do em
acidos graxos das dietas variou em fun¢do da propor¢do das fontes lipidicas e ndo no
nivel de lipideo. Contudo, o presente estudo pretendeu, ao contrario do realizado por

Kamarudin e Roustaian (2002), fixar as propor¢des das fontes lipidicas e variar somente
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os niveis de lipideos. Nao existem relatos na literatura cientifica dos efeitos de
diferentes niveis de lipideos na dieta sobre o desempenho produtivo desta espécie
durante a fase larval. Portanto, o objetivo da presente pesquisa foi determinar o nivel
mais adequado de suplementagdo de lipideos na dieta inerte que garanta maxima
sobrevivéncia e produtividade (PL L) durante a larvicultura de M. rosenbergii, bem

como a composi¢do principal de 4cidos graxos essenciais no corpo das pos-larvas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Origem dos animais e condi¢des experimentais

As larvas de Macrobrachium rosenbergii foram obtidas de fémeas ovigeras
capturadas nos viveiros do Setor de Carcinicultura do Centro de Aqiiicultura da UNESP
(Jaboticabal, SP, Brasil). As fémeas, com peso médio de 53,8 + 8,7 g, foram
desinfetadas em solu¢do de formaldeido 25 ppm por vinte minutos e, em seguida,
transferidas para um tanque de eclosdo com temperatura e salinidade da dgua variando
de 29,4 a 30,9°C e 5,8 a 6,0%o0, respectivamente. Larvas recém eclodidas (peso inicial ~
28,3 ug) foram coletadas, contadas e aclimatadas nos tanques de larvicultura em uma
densidade de 80 larvas/L. Os oito tanques utilizados eram de cor preta, cilindricos e de
fundo conico, com volume 1til de 120 L, acoplados a biofiltros e operados em sistema
fechado dindmico (Valenti e Daniels, 2000). O volume do biofiltro correspondia a 25%
do volume total do tanque de larvicultura. Utilizou-se cascalho de conchas de moluscos
como substrato para bactérias nos biofiltros. O fotoperiodo utilizado foi 13/11
(claro/escuro). As seguintes varidveis da 4gua foram monitoradas diariamente:
temperatura (°C), pH, salinidade (%o) e condutividade (LS/cm). Para a medi¢do destas
variaveis foi usado a sonda multipardmetro (YSI — Modelo 63). A taxa de recirculagdo
da 4gua do tanque de larvicultura pelo biofiltro (%/dia), também foi monitorada
diariamente. A alcalinidade (mg/L) foi medida uma vez por semana, segundo a
metodologia da APHA (2005). A amdnia (NH3-N) e o nitrito (NO,-N) foram
monitorados quatro vezes por semana, usando testes colorimétricos da MERCK®™. Os
valores médios em todos os tratamentos foram: temperatura 30,3 = 0,4°C, pH 7,85 +
0,15, salinidade 12,07 £ 0,10 %o, condutividade 20,35 + 0,16 uS/cm, alcalinidade 87,9 +
12,8 mg/L, amoénia 11,2 &+ 3,2 ug/L, nitrito 41,0 = 12,8 ug/L e taxa de recirculagdo da
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agua de 18,8 + 3,4 %/dia. Estes valores foram mantidos dentro das faixas recomendadas

por Valenti e Daniels (2000) para M. rosenbergii.
2.2. Alimentacdo das larvas e dietas experimentais

A partir das 48 horas apos a eclosdo e até o final do ciclo de larvicultura (26° dia),
as larvas de dos diferentes tratamentos foram alimentadas diariamente ao entardecer
(18:30h), com quantidades crescentes de nauplios de Artemia recém eclodidos (Tabela
1). Do 11° dia (Zoea VII) ao 25° dia foi feita a co-alimentacdo com dieta inerte. Foram
utilizadas quatro dietas inertes com ~ 64% de umidade, contendo quatro niveis de
lipideos (12, 16, 20 e 24%). Todas as dietas formuladas foram: isoprotéicas (44,5 + 0,6
% de proteina bruta) e isocaldricas (5.111 + 108 kcal/kg de Energia Bruta). Para manter
todas as dietas isocaloricas foi utilizado como fonte de energia o amido de milho, em
propor¢des decrescentes na medida em que aumentavam os niveis de lipideo. Para
variar as porcentagens de lipideo nas dietas foram utilizadas duas fontes: o dleo de peixe
(OP) e o 6leo de milho (OM), que mantiveram uma relacio OP:OM de 0,5:1. A
somatoria destas fontes variou na porcentagem de inclusdo das dietas inertes assim:

2,5%, 3,7%, 4,9% e 6%, para os niveis de 12, 16, 20 e 24% de lipideo, respectivamente.

Tabela 1. Tabela de alimentacdo usada durante a larvicultura de M.
rosenbergii. Quantidades médias de cistos de Artemia utilizados para
cada uma das quatro dietas experimentais.

Dias de cultivo Estagios Nauplios de Cistos de
dominantes Artemia/mL Artemia (g/dia)
Povoamento I 0,0 0
2 I-11 4,5 3,03
3 II-11T 5,0 3,37
4 111 55 3,70
5 I-1v 5,5 3,70
6-7 V-V 6,0 4,04
8 \Y 6,0 4,04
9-10 V-VI 6,0 4,04
11-12 VI-VII 7,0 4,71
13-14 VI-VII-VIII 8,0 5,38
15-18 VII-VIII-IX 9,0 6,06
19-21 VIII-IX 10,0 6,73
22-24 IX-X-XI 11,0 7,40
25-28 XI-PL 12,0 8,08

A taxa de eclosdo média foi de 178.300 nauplios de Artemia/g de cistos
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As dietas foram suplementadas com 1% de fosforo na forma de Fosfato de Sdédio
(NaH,PO,), seguindo a recomendacdo de Guerrero-Alvarado e Valenti (2009, dados néo
publicados). Também foram suplementadas fontes de potdssio (KCI) e de magnésio
(MgS04.7H20), em porcentagem fixa de 1,10 e 0,18%, respectivamente, em cada um
dos tratamentos. A formulagdo e composi¢do proximal das dietas experimentais e dos

nauplios de Artemia sdo apresentados na Tabela 2.

Os ingredientes das dietas foram pesados individualmente e moidos em micro-
moinho (IKA modelo A1l Basic) e posteriormente combinados com os ingredientes
umidos em um liquidificador. A pasta homogénea resultante foi transferida para uma
forma de aluminio e cozida em banho-maria por aproximadamente 30 minutos a uma
temperatura maxima de 55°C. Apos resfriamento, as dietas foram divididas em por¢des
suficientes para um dia de alimentagdo. Essas por¢cdes foram armazenadas em sacos
plasticos a — 20°C (Valenti et al., 1998). A quantidade diaria fornecida ao longo da
larvicultura variou da seguinte forma: do 11° ao 12° dia (41,75 mg/L), do 13° ao 18° dia
(50,0 mg/L), do 19° ao 21° dia (60 mg/L) e do 22° ao 25° dia (70 mg/L). Estas
quantidades foram divididas em trés refeicdes ao longo do dia e ofertadas as 8h, 13h e
18h. Antes do fornecimento, as dietas passavam por peneiras de malha de 250 um (11°
e 12° dias), 425 um (13° ao 21° dia) e 710 pum (22° ao 25° dia). Posteriormente, eram
distribuidas manualmente nos tanques correspondentes aos respectivos tratamentos. A
cada dois dias era realizada a sifonagem dos tanques para retirada de residuos de

alimento, fezes e larvas mortas.

2.3. Composi¢do quimica

A composi¢do quimica centesimal das dietas experimentais e dos nduplios de
Artemia foi determinada conforme a metodologia descrita pela AOAC (1998). O teor de
matéria seca (MS) foi determinado, submetendo-se as amostras a secagem em estufa a
105°C por 16 horas. O teor de proteina bruta (PB) foi calculado pelo conteudo de
nitrogénio total, determinado pelo método de Kjeldahl e multiplicado pelo fator 6,25. O
extrato etéreo (EE) foi analisado apds extracdo em Soxhlet, tendo como solvente o éter
de petroleo (ponto de ebuli¢do 30 — 60°C), com refluxo continuo através da amostra,

durante 5 horas.
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Tabela 2. Formulagdo e composi¢do proximal das dietas experimentais e dos nduplios de Artemia utilizados na
larvicultura de M. rosenbergii.

Ingredientes (% base umida) Nivels de fipideo (%) 1?142;1;1:;1125
12 16 20 24

Clara de ovo de galinha 45,29 45,29 45,29 45,29

Lula 23,39 23,39 23,39 23,39

Filé de tilapia 17,42 17,42 17,42 17,42

Amido de milho® 4,98 3,43 2,03 1,34

Oleo de milho" 1,64 2,48 3,24 3,98

Oleo de peixe* 0,82 1,24 1,62 1,99

Leite em po* 1,29 1,29 1,29 1,29

Gema de ovo de galinha 1,19 1,19 1,19 1,19

Farinha de trigo® 0,55 0,55 0,55 0,55

Suplemento vitaminico-mineral’ 1,00 1,00 1,00 1,00

Vitamina C® 0,15 0,15 0,15 0,15

Fésforo (NaH,PO,)" 1,00 1,00 1,00 1,00

KCI' 1,10 1,10 1,10 1,10

MgSO,.7H,0’ 0,18 0,18 0,18 0,18

Si0;" 0,00 0,28 0,56 0,13

TOTAL 100 100 100 100

(%) de umidade 61,37 64,22 65,00 66,81 90,33
Composi¢do analisada (100% MS)

Proteina bruta (PB) 43,5+0,1 44,6 £0,1 449+0,1 448+0,1 573+0,3
Extrato etéreo (EE) 11,8 £ 0,1 16,2 £ 0,1 20,3 +0,1 23,8+0,1 16,1 +£0,1
Fibra bruta (FB) 0,5+0,1 0,5+0,1 0,5+0,1 0,5+0,1 2,7+0,2
Matéria mineral (MM) 12,5+0,2 13,4 +£0,2 14,3+£0,2 129+0,2 10,4+0,3
Extrativo ndo nitrogenado (ENN) 31,7+£0,5 25,3+0,5 20,0£0,5 18,0+£0,5 13,5+0,9
Energia bruta (EB) (kcal/kg) 4.962,3 5.098,8 5.184,8 5.197,1 4.805,5
Relagfo energia:proteina (kg/g) 11,4:1,0 11,4:1,0 11,5:1,0 11,6:1,0 8,4:1,0

Maizena® composi¢io em (100 g): carboidratos 85 g. °Liza® composicio em (100 g): 4cido linoléico 47,50 g, acido oléico 35,37 g, 4cido palmitico
12,42 g, 4cido estearico 1,92 g, 4cido linolénico 1,66, outros 1,11 g; Vitamina E 16,6 mg; “Magrylife® composi¢io em (100 g): EPA 55 g, DHA 36,4 g,
colesterol 0,6 g, outros 8 g; “Nestle®: composigdo em (100g): K 1,26g; Ca 0,97g; P 0,72g; Na 0,33g; Mg 0,08g; 4cido pantoténico 2,77mg; riboflavina
1,38 mg; cobalamina 2,62ug. °Nita™: composigdo em (100g): Ca 18mg; Ferro 1,2 mg. ‘Premix vitaminico-mineral Fri-Ribe (mg/100 g): vitamina B 3,0;
vitamina B, 2,5; vitamina By 3,5; vitamina By, 4,0; vitamina C 15,0; vitamina E 15,0; vitamina K 0,3; vitamina A 1000,0 IU, vitamina D 300,0 UlI,
acido fdlico 0,4; acido pantoténico 5,0; Colina 40,0; Biotina 0,1; Niacina 10,0; Zn 15,0; Cu 5,0; Mn 4,0; Fe 2,0; 1 0,15; Cr 0,06; Co 0,03; Se 0,03;
antioxidante 10,0. 8Vit. C (4cido L-ascorbico-2-polifostato). "NaH,PO, (Synth). 'KC1 (JT Baker). 'MgS0,.7H,0 (Mallinckrodt, Chemicals). “Celite®.
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O conteudo de fibra bruta (FB) foi obtido a partir das amostras secas e
desengorduradas, submetidas a digestdo acida (H,SO4 — 1,25%) e bésica (NaOH —
1,25%) durante 30 minutos por digestdo, e posterior queima do residuo em mufla, a 500
°C. A concentragdo de matéria mineral (MM) foi determinada carbonizando-se as
amostras em mufla a 600°C por 3 horas. O teor de extrativo ndo nitrogenado (ENN) foi
obtido subtraindo de cem por cento da matéria seca o total de nutrientes analisados. A
determinagdo da energia bruta (EB) foi realizada em bomba calorimétrica de Parr
(modelo 1281). Todas as analises foram realizadas em triplicata, com excecdo da

energia bruta (EB), a qual foi determinada em uma unica analise.

2.3.1 Analises de lipideo total e de acidos graxos

A quantificacdo dos lipideos totais (LT) foi realizada seguindo a metodologia de
extracdo de Bligh e Dyer (1959). Os acidos graxos foram determinados por meio de
cromatografico a gas (CG-14B Shimadzu), equipado com coluna capilar de silica
fundida (30 m, 0,25 mm e 0,25 um) (n°. cat. 24136-Supelco) e detector de ionizagdo em
chama. A razdo de divisdo (split) da amostra foi de 1/100. A coluna operou sob as
seguintes condicdes: injetor e detector, respectivamente, a 250 e 280°C e programa de
temperatura de 50°C por 2 minutos, elevando-se a temperatura para 220°C a uma taxa de
4°C min™. O volume injetado foi de 1pL para cada mostra com duas repeti¢des. A
identificacdo foi realizada mediante comparagdo dos tempos de reteng¢do de padrdes de
¢steres metilicos de acidos graxos (Sigma no. cat. 189-19). A identificagdo dos acidos
graxos foi realizada pela comparacdo do tempo de retencdo dos acidos graxos das
amostras com o de padrdes conhecidos. O teor de cada acido graxo nas amostras foi

calculado como segue:

AGi= (A x L xF)/100 em que:

AGi = teor do acido graxo na amostra (g 100g™);

A = porcentagem de area de cada um dos picos obtidos nos cromatogramas;

L = teor de gordura da amostra (g 100g™);

F = 0,910, fator que corrige o teor de gordura para componentes lipidicos que ndo sdo acidos
graxos (Holland et al., 1994).

Os perfis de acidos graxos das dietas experimentais e dos nauplios de Artemia

utilizados na alimentacdo das larvas sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Composi¢cdo de acidos graxos (g/100 g) das dietas experimentais ¢ dos

nauplios de Artemia.

o Nivel de lipideo (%) “Nauplios de
Acido graxo (AG) 12 16 20 24 Artemia

8:0 (Caprilico) 0,01 0,01 0,01 0,01 nd
10:0 (Caprico) 0,02 0,02 0,02 0,02 nd
12:0 (Laurico) 0,03 0,03 0,03 0,03 nd
14:0 (Miristico) 0,19 0,18 0,18 0,17 0,09
14:1 (Miristoleico) 0,01 0,01 0,01 0,01 nd
15:0 (Pentadecanoico) 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
16:0 (Palmitico) 2,10 2,39 2,89 3,38 1,83
16:1 n-7 (Palmitoléico) 0,12 0,11 0,11 0,11 0,26
17:0 (Heptadecanoico) 0,02 0,02 0,02 0,02 0,07
18:0 (Estearico) 0,55 0,57 0,62 0,69 0,78
18:1 n-9 (Oléico) 3,72 4,80 6,08 7,34 3,98
18:2 n-6 (Linoléico) 3,90 5,56 7,35 9,01 1,10
18:3 n-6 (y-Linolénico) nd nd nd nd 0,13
18:3 n-3 (0-Linolénico) 0,16 0,18 0,21 0,24 5,78
20:1 n-9 (Eicosenoico) 0,06 0,06 0,09 0,10 0,11
20:2 (Eicosadienoico) nd nd nd nd 0,04
20:3 n-3 (Eicosatrienoico) nd nd nd nd 0,04
20:4 n-6 (Araquidonico) nd nd nd nd 0,21
20:5 n-3 (bEPA) 0,15 0,13 0,13 0,14 0,25
22:6 n-3 (‘DHA) 0,35 0,31 0,30 0,32 nd
Naio identificado nd nd nd nd 0,75
Y Acidos graxos - AG (%) 11,42 14,40 18,10 21,61 15,41
Lipideos que nédo sd@o AG (%) 1,13 1,43 1,79 2,14 1,53
dLipideo total (%) 12,55 15,83 19,89 23,75 16,94
Y. Saturados 2,94 3,24 3,80 435 2,78
Y. Insaturados 8,48 11,16 14,30 17,26 12,63
Insaturados/saturados 2,88 3,45 3,76 3,97 4,54
Y monoinsaturados 391 4,98 6,29 7,55 5,09
Y Saturados e monoinsaturados 6,85 8,22 10,10 11,90 7,88
Y. Poliinsaturados 4,57 6,18 8,00 9,71 7,53
¥ n-6 ‘PUFA 3,90 5,56 7,35 9,01 1,43
¥ n-3 'THUFA 0,22 0,23 0,25 0,28 5,81
DHA/EPA 2,30 2,32 2,26 2,31 -
HUFA/PUFA 0,06 0,04 0,03 0,03 4,06

"Grupo INVE, Bélgica. Acido eicosapentaendico. ‘Acido docosahexaendico. “Metodologia de
extragio de Bligh e Dyer (1959). Acido graxo poliinsaturado. °Acido graxo altamente
poliinsaturado. nd: nio detectado. Os acidos graxos que aumentaram com o acréscimo no nivel
de lipideo das dietas estdo indicados em negrito.
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2.4. Variaveis de producao na larvicultura

O final da larvicultura ocorreu no 26° dia, quando aproximadamente 90% das larvas
dos melhores tratamentos metamorfosearam-se em pds-larvas (PL). Os tanques de
larvicultura foram esvaziados e as larvas e pds-larvas (PL) coletadas e contadas
individualmente. Foram determinadas as seguintes variaveis de produgdo: porcentagem de
sobrevivéncia total, porcentagem de larvas e pos-larvas (PL), peso seco final, biomassa de
PL e produtividade (PL L™). Para determinar o peso seco final, 50 PL de cada tanque de
larvicultura foram lavadas em dgua destilada, secas em papel de filtro e transferidas para
cartuchos de papel aluminio pré-pesados (5 PL/cartucho). Os cartuchos foram levados a
estufa com sistema de circulagdo (Nova Etica) mantendo a temperatura em 55°C, por 48 h.
Logo apods, os cartuchos foram transferidos para um dessecador e, depois de duas horas,
foram pesados em balanga analitica (Mettler Toledo AT21, precisdo de 1 pg). A biomassa

em PL foi calculada usando a seguinte férmula:

Biomassa em PL (g) = (n° de PL final x peso seco final médio (mg)) / 100

2.4.1. Indice de estagio larval (IEL)

Para a avaliagdo do efeito dos niveis de lipideo no desenvolvimento larval,
amostras de 10 larvas de cada tanque de cultivo foram examinadas a cada trés dias sob
microscopio invertido (Olympus CKX41) para observagdo do estdgio larval. O indice de
estagio larval (IEL) foi determinado de acordo com o método da média ponderada de

Manzi et al. (1977), indicado pela formula:

Zni.E

n

IEL =

Sendo:

ni = n° de larvas no estagio E;
E = estagio de desenvolvimento, variando de I a XII;

n = n° de unidades da amostra.
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Os XII estagios larvais foram identificados segundo as descri¢des de Uno e
Kwon (1969). As pds-larvas recém metamorfoseadas (estdgio XII), ndo foram

consideradas para os célculos do indice de estagio larval.
2.4.2. Indice de condi¢do larval (ICL)

O indice de condi¢do larval foi verificado seguindo a planilha desenvolvida por
Tayamen e Brown (1998) para M. rosenbergii. Os itens analisados foram: condi¢des do
intestino, condigdes do hepatopancreas, estado dos cromatéforos, coloragdo do corpo,
estado do rostro e cerdas, propor¢do da musculatura em relacdo ao intestino, aparéncia
do musculo do abdome, melanizacdo e presenga de organismos infestantes. O indice de

condicdo larval (ICL) foi determinado de acordo com a férmula:

Ic=Xp
10mn

Sendo P = total de pontos; n = n° da amostra.

2.5. Delineamento experimental e analise dos dados

Utilizou-se um delineamento experimental em blocos casualizados temporais,
com quatro tratamentos (12, 16 20 e 24% de lipideo na dieta) e quatro repeti¢des. Os

valores expressos em porcentagens foram previamente transformados em arco seno

A x/100. As seguintes variaveis de producdo foram submetidas a Analise de Variancia:
% de sobrevivéncia total, % de larvas, % de pos-larvas, peso seco final (mg), biomassa
em pos-larvas (g), produtividade (PL L") e os indices de estagio larval e condigdo larval
que foram avaliados no dia anterior a despesca.

Os dados foram submetidos a andlise da normalidade pelo teste Kolmogorov-
Smirnov e de homocedasticidade pelo teste Brown-Forsythe. Quando encontradas
diferencas significativas nas variaveis de producdo (P<0,05), as médias dos tratamentos
foram comparadas com o teste de Tukey ou de Duncan, tendo-se em conta o coeficiente
de variacdo encontrado. Consideraram-se médias diferentes quando P<0,05. As andlises
estatisticas foram realizadas no “Statistical Analysis System” (SAS Institute Inc.,

version 9.0).
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3. RESULTADOS

As respostas no crescimento das larvas de M. rosenbergii alimentadas por 15
dias com dieta inerte contendo diferentes niveis de lipideo sdo apresentadas na Tabela 4.
No parametro sobrevivéncia ndo foi observada diferenca significativas entre os
tratamentos (P>0,05). As larvas alimentadas com 16% de lipideo na dieta tiveram
porcentagens de larvas significativamente menores quando comparadas com o
tratamento de 12% de lipideo. No entanto, larvas alimentadas com nivel de 16% de
lipideo tiveram porcentagens de pds-larvas estatisticamente maiores (P<0,05) quando
comparadas com o nivel de 12%. Niveis de 16% de lipideo na dieta aumentaram

significativamente a produtividade (PL L) (Tabela 4).

Tabela 4. Efeito de diferentes niveis de lipideo sobre a sobrevivéncia, a porcentagem de larvas e
pos-larvas (PL), a produtividade, o peso seco, a biomassa de PL, o indice de estagio larval (IEL)
e a porcentagem de lipideo na carcaca das pds-larvas de M. rosenbergii.

Pardmetro de Nivel de lipideo (%)

crescimento 12 16 20 24
Sobrevivéncia (%) 62,00 £ 6,26" 70,10 + 4,58 67,36 £ 6,42° 62,41 £ 6,65
Larvas (%) 16,65 + 6,14° 2,55+2.40° 9,09 + 5,73 7,79 +3,61%
PL (%) 4535+ 10,19" 67,55+ 4,71 58,27 + 6,06™ 54,62 +9,62%
Produtividade (PLL") 36,28 + 8,15° 54,04 +3,77° 46,62 + 4,85° 43,69 £ 7,69°
Peso seco (mg) 1,35+ 0,24¢ 1,35 +0,22% 1,51 +0,34° 1,46 £ 0,26™
Biomassa PL (g) 5,74 +1,08° 8,72 + 1,10 8,48 +2,22° 7,55+1,36°
IEL 9.4 +0,4° 11,7 +0,2° 10,9 + 0,3 11,1 +0,2°
ICL 1,8+0,1° 1,9 +0,0° 1,9 + 0,0 1,8+0,1°
Lipideo carcaga (%) 6,52 + 0,03° 7,28 £0,01° 7,38 0,03 7,59 +0,03°

Valores médios (+ desvio padrio) para quatro determinagdes. Médias seguidas na mesma linha por letras

distintas sdo estatisticamente diferentes (P<0,05).

Larvas alimentadas com niveis de lipideo de 12 e 16% apresentaram valores de

peso seco estadisticamente menores quando comparadas com as pds-larvas alimentadas

com 20% de lipideo (P<0,05). As maiores biomassas de pds-larvas foram encontradas
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nos tratamentos com 16 e 20% de lipideo, diferindo estatisticamente (P<0,05) dos

demais.

O maior indice de estdgio larval foi encontrado no tratamento com nivel de
inclusdo de 16% de lipideo, diferindo estatisticamente (P<0,05) dos demais. O indice de
condi¢do larval foi significativamente menor nos tratamentos com niveis de 12 e 24%
de lipideo. De um modo geral, ocorreu aumento na deposi¢do de lipideos na carcaca
(exoesqueleto) das pos-larvas com aumento do teor de lipideos na dieta. No entanto, ndo
foram observadas diferencas significativas para a deposicdo de lipideo na carcacga das
pos-larvas entre os tratamentos com 16 e 20% de lipideo, contudo estes deferiram

significativamente dos tratamentos com 12 e 24%, como se observa na Tabela 4.

Os acidos graxos mais abundantes na carcaca das pos-larvas foram o oléico, o
palmitico e o estedrico. No tratamento com 24% de lipideo foram encontradas as
maiores quantidades do 4cido oléico e palmitico, quando comparado com o0s outros
tratamentos (Tabela 5). A composi¢cdo em 4cido estedrico e EPA ndo variaram
estatisticamente entre os tratamentos. Por outro lado, houve diferenca significativa (P <
0,05) na composi¢do de DHA no tratamento com 16% de lipideo, que apresentou o
valor mais elevado, quando comparado com os demais tratamentos. A relagdo

DHA/EPA ndo apresentou diferenga entre tratamentos.

Na carcaca das PLs de M. rosembergii os é&cidos graxos que aumentaram
proporcionalmente ao incremento do nivel de lipideos na dieta foram: 4cido palmitico
(16:0), acido estearico (18:0), acido oléico (18:1 n-9) e acido linoléico (18:2 n-6). O
acido miristico (14:0), o acido pentadecanoico (15:0), o acido palmitoléico (16:1 n-7), o
acido heptadecanoico (17:0), o d4cido araquidonico (20:4 n-6) e o 4acido
eicosapentaendico - EPA (20:5 n-3), ndo apresentaram aumentos porcentuais na carcacga

das PLs em nenhuma das dietas testadas.
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Tabela 5. Composicdo de acidos graxos (mg/100 mg) na carcaca de pods-larvas de M. rosenbergii
alimentadas com diferentes niveis de lipideo.

o Nivel de lipideo (%)
Acidos graxos (AG) B 16 20 24
8:0 (Caprilico) nd nd nd nd
10:0 (Caprico) nd nd nd nd
12:0 (Laurico) nd nd nd nd
14:0 (Miristico) 0,10 = 0,00a 0,10 = 0,00a 0,09 + 0,00a 0,10 £ 0,00a
14:1 (Miristoleico) nd nd nd nd
15:0 (Pentadecanoico) 0,02 £ 0,00a 0,02 £0,00a 0,02 £0,00a 0,02 £ 0,00a
16:0 (Palmitico) 1,39 £ 0,03¢ 1,57 £ 0,05b 1,58 + 0,04b 1,67 £ 0,04a
16:1 n-7 (Palmitoléico) 0,04 + 0,00a 0,04 + 0,00a 0,04 + 0,00a 0,04 £ 0,00a
17:0 (Heptadecanoico) 0,07 £0,00a 0,07 £0,00a 0,07 £0,00a 0,06 £ 0,00a
18:0 (Estearico) 0,80 + 0,03a 0,80 + 0,03a 0,86 + 0,03a 0,83 £ 0,02a
18:1 n-9 (Oléico) 1,46 £ 0,04d 1,73 £ 0,05b 1,67 £ 0,05¢ 1,77 £ 0,05a
18:2 n-6 (Linoléico) 0,52+0,03¢c  0,62+0,02bc 0,71 £0,02ab 0,80 £ 0,03a
18:3 n-6 (y-Linolénico) nd nd nd nd
18:3 n-3 (a-Linolénico) 0,59 +£0,02b 0,62 +0,02ab 0,70 £0,02a 0,61 £0,01b
20:1 n-9 (Eicosenoico) 0,02 £ 0,00a nd 0,02 £ 0,00a nd
20:2 (Eicosadienoico) 0,03 £0,00ab 0,03 +0,00b 0,04 £0,00a 0,03 £0,00ab
20:3 n-3 (Eicosatrienoico) 0,08 +£0,01c 0,11+£0,00b 0,10+0,00bc 0,14 +0,00a
20:4 n-6 (Araquidonico) 0,07+0,01a 0,07 = 0,00a 0,07 £0,00a 0,06 + 0,00a
20:5 n-3 ("EPA) 0,51 £0,03a 0,61 +0,03a 0,55+ 0,03a 0,57 +£0,03a
22:6 n-3 ("DHA) 0,22 +0,01b 0,23 +0,01a 0,20 +£0,01d 0,21 £0,01c
> Acidos graxos - AG (%) 5,93¢ 6,62b 6,72b 6,91a
Lipideos que ndo sdo AG (%) 0,59 0,66 0,66 0,68
‘Lipideo total (%) 6,52¢ 7,28b 7,38b 7,59a
¥ Saturados 2,37+ 0,06¢c 2,55+0,08b 2,63+0,03ab 2,68 £0,06a
Y. Insaturados 3,56 +0,06¢ 4,07 £ 0,08b 4,09 +£0,03b 4,23 +£0,06a
Insaturados/saturados 1,50+ 0,07a 1,59 +£ 0,08a 1,56 £ 0,03a 1,58 £ 0,06a
Y monoinsaturados 1,52 +£0,04d 1,78 £ 0,05b 1,73 £ 0,05¢ 1,81 +£0,05a
Y. Saturados e monoinsaturados 3,89 +0,02¢ 4,33 +£0,03b 4,35 +£0,02b 4,49 £0,01a
Y Poliinsaturados 2,05 +£0,02¢ 229+0,03b 2,37+0,02ab 2,42 +0,01a
¥ n-6 ‘PUFA 0,60 +0,04c  0,69+0,02bc 0,79 +£0,02ab 0,86 £ 0,02a
¥ n-3 ‘HUFA 0,78+0,01b  0,87+0,03ab 0,90+0,02a 0,86 + 0,02ab
DHA/EPA 0,45+0,01a 0,38 = 0,03a 0,36 + 0,03a 0,36 = 0,03a
HUFA/PUFA 1,30+ 0,07a 1,26 +0,07ab 1,14 +0,01ab 1,00 + 0,05b

Valores médios (+ desvio padrio) para duas determinagdes. Médias seguidas na mesma linha por diferentes
letras sdo estatisticamente diferentes (P<0,05). *Acido eicosapentaendico. "Acido docosahexaendico.
“Metodologia de extragdo de Bligh e Dyer (1959). “Acido graxo poliinsaturado. “Acido graxo altamente
poliinsaturado. nd: ndo detectado. Os 4cidos graxos mais abundantes no corpo das pds-larvas estéo indicados
em negrito.
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4. DISCUSSAO

A produtividade (PL L™), a biomassa de PL ¢ o indice de estagio larval (IEL)
foram maiores nas larvas de Macrobrachium rosenbergii alimentadas com dietas
contendo um nivel de inclusdo de 16% de lipideo. A dieta com um nivel de 12% de
lipideo apresentou o menor indice de estagio larval (IEL), indicando que esta retardou
as mudas e a metamorfose em pos-larva, aumentando a porcentagem de larvas e
diminuindo a produtividade (PL L") ao final da larvicultura. As dietas suplementadas
com 16 e 20% de lipideo tiveram maiores indices de condi¢do larval (ICL), o que
possivelmente mostrou que ndo houve efeitos destes niveis sobre os parametros

avaliados por este indice.

Por outro lado, Kamarudin e Roustaian (2002), trabalhando com larvas de M.
rosenberggi, relataram bons desempenhos produtivos utilizando um nivel de inclusdo de
lipideo na dieta de ~ 12,0%. Uma revisdo recente sobre niveis dietéticos de lipideo para

larvas de crustaceos foi realizada por Holme et al (2009) (Tabela 6).

Tabela 6. Niveis lipidicos dietdrios usados em estudos nutricionais prévios em
larvas de crustaceos.

Espécies Lipidio Dietético  Referencia

Penaeus monodon 8% Paibulkichakul et al. (1998)
P. monodon 18,2% Kurmaly et al. (19897

P. monodon 4,3% Kurmaly et al. (1989)

P. japonicus 8-16,6% Kanazawa et al. (1985)

P. japonicus 5,5% Kanazawa et al. (1990)

P. japonicus 8,7% Moe et al. (2004)

P. indicus 8,3-13,3% Immanuel et al. (2003)

P. vannamei 11,5% Pedroza-Islas et al. (2004)
Macrobrachium rosenbergii 37,4% Kovalenko et al. (2002)

M. rosenbergii 12,3-12,6% Kamarudin e Roustaian (2002)
Homarus americanus 12-19% Fiore e Tlusty (2005)

Sylla serrata (megalopa) 6% Genodepa et al. (2004)

Adaptado de Holme et al. (2009)

O baixo desempenho produtivo das larvas que foram alimentadas com dieta inerte
suplementada com 12% de lipideo no nosso estudo, provavelmente possa ser explicado
pelas maiores perdas na agua, devidas a uma menor estabilidade das particulas da dieta,
quicé explicada pelo maior nivel de inclusdo de amido de milho nesta formulacéo, o que

diminuiu a ingestdo das larvas.
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As anélises de composi¢ao de acidos graxos dos nauplios de Artemia mostraram que
estes sdo uma boa fonte de acido a-linolénico (18:3n-3), contrario ao encontrado nas
dietas teste, que apresentam baixa concentracdo. Por outro lado, as dietas testes
mostraram ser boas fontes do 4cido docosahexaenodico (DHA), o qual foi adicionado nas
dietas na forma de 6leo de peixe, e que ndo foi detectado nos néauplios de Artemia.
Outros 4acidos, como o eicosadiendico (20:2), o eicosatriendico (20:3n-3) e o
araquidonico (20:4n-6), foram detectados nos nauplios de Artemia, mas nio nas dietas
teste, sendo que estes apareceram na carcaca das pds-larvas, o que mostra sua
importancia nutricional. Isto mostra a importancia da co-alimentacdo ou alimentagdo
conjunta, neste caso (dieta inerte + nauplios de Artemia), ja que estes alimentos

apresentam aporte diferenciado de nutrientes em termos de perfil lipidico.

Tem-se sugerido que altos niveis de lipideo na dieta apresentam efeitos adversos
no crescimento e sobrevivéncia de camardes (Briggs et al., 1994). Neste estudo, as pds-
larvas alimentadas com niveis mais elevados de lipideo ndo apresentaram diferencas nas
taxas de sobrevivéncia, mas um decréscimo na produtividade, havendo maior
porcentagem de larvas que ndo conseguiram atingir a metamorfose. Portanto, niveis de
lipideos acima de 16% devem aumentar o tempo de desenvolvimento larval. Outros
estudos indicaram que niveis superiores a 10% de lipideo na dieta ndo afetaram a
sobrevivéncia nem o crescimento em juvenis de M. rosenbergii (Sheen e D’ Abramo,
1991), Penaeus schmitti (Galindo et al., 1992), Penaeus mododon (Sheen et al., 1994) e
Penaeus indicus (Shivaram e Raj, 1997). Nesta pesquisa, a dieta teste contendo um
nivel de inclusdo de lipideo de 15,83%, sendo 5,56% e 0,23% na forma PUFA e HUFA,
respectivamente, mostrou as melhores respostas no desempenho produtivo. Neste
mesmo nivel de inclusdo, os valores das somatdrias (X) de 4cidos graxos saturados e
insaturados (3,24 e 11,16%, respectivamente), foram menores do que nas dietas
formuladas com 19,89 e 23,75% de lipideo (3,80 e 14,30%, e, 4,35 ¢ 17,26%,
respectivamente) indicando possivelmente que o excesso de acidos graxos poderia ter
diminuido o desempenho produtivo das larvas M. rosenbergii alimentadas com estas

dietas.

Por outro lado, Roustaian et al. (1999) avaliaram as mudangas na composi¢ao
corporal de acidos graxos durante o desenvolvimento larval de M. rosenbergii, e
encontraram diminui¢@o de 55,3 e 47,1% na composi¢do do acido linoléico (18:2n-6) e

do 4cido docosahexaendico (22:6n-3) (DHA), respectivamente, entres as fases de zoea I
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e zoea VIII/IX. Esta diminui¢do no conteudo desses acidos graxos na carcaga ao longo
do desenvolvimento larval também tem sido documentada em Penaeus japonicus
(Teshima e Kanazawa, 1982) e em larvas de outros crustaceos (Barnes, 1965). Esse fato
pode ser explicado pela aproximacdo da metamorfose (larva—pds-larva) e posterior
adaptagdo a vida bentOnica, ja que geralmente os individuos durante a fase larval
planctonica apresentam maiores € mais variaveis conteiidos caldricos no corpo do que

quando mudam para uma vida bentdnica mais estavel (Griffiths, 1977).

Poucos estudos avaliaram as exigéncias de d4cidos graxos em larvas de
crustaceos. No entanto, existem alguns trabalhos determinando exigéncias de acidos
graxos poliinsaturados (PUFA), acidos graxos altamente poliinsaturados (HUFA), acido
eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA). Takeuchi et al. (1999)
determinaram para larvas do caranguejo Portunus trituberculatus uma exigéncia de 0,9-
1,7% de HUFA. Kobayashi et al. (2000) determinaram uma exigéncia de 1,3-2,5% de
EPA e 0,5% DHA, em larvas do caranguejo Scylla paramamosain. Em estudos mais
recentes, também com caranguejos do género Scylla, Suprayudi et al., (2002)
determinaram em larvas de S. serrata uma exigéncia de 0,8% de n-3HUFA e de 0,7-

0,9% de EPA e 0,5-0,7% de DHA (Suprayudi et al., 2004).

Analisando o melhor tratamento (16% de lipideo na dieta) no que diz respeito a
composi¢do corporal de acidos graxos essenciais das PLs de M. rosenbergii,
determinara-se a exigéncia de 0,7% de n-3PUFA, 0,9% de n-3HUFA, 0,6% de EPA e
0,2% de DHA. Analisando outras informacdes dos &cidos graxos essenciais presentes na
carcaga das PLs no M. rosenberggi, pode-se determinar que as porcentagens de acido
linoléico (LA, 18:2n-6), 4acido o-linolénico (LNA, 18:3n-3) e EPA (20:5n-3) foram
todas de 0,6%. No entanto, o DHA (22:6n-3) e o 4acido araquidonico (AA, 20:4n-6)
apresentaram porcentagens menores, de 0,2 e 0,07%, respectivamente, indicando a
seguinte relacdo (LA=LNA=EPA>DHA>AA). Esta ultima relag¢do ¢ diferente daquela
proposta por Gonzélez-Bar¢6 e Pollero (1998) em exemplares adultos de M. Borelli, que

observaram LNA>EPA e AA>DHA.

Analisando a composicdo em acidos graxos dos nauplios de Artemia, da dieta
inerte suplementada com 16% de lipideo e da carcaca das pds-larvas suplementadas
com a combinacgdo destas fontes de alimento vivo e inerte, pode-se estabelecer que o

acido graxo mais abundante na carcaca das PLs foi o 4cido oléico (26,1%); a Artemia
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apresentou uma composicao similar (25,8%), mas a dieta inerte mostrou valores mais
altos deste 4cido (33,3%). Por outro lado, o acido palmitico e o EPA, tanto na Artemia
quanto na dieta, apresentaram valores inferiores (11,9 e 1,6%; 16,6 e 0,9%,
respectivamente) que na carcaca das pos-larvas (23,7 e 9,2%, respectivamente)
mostrando que as duas fontes de alimento sdo deficientes como fontes destes acidos.
Quanto ao DHA (22:6 n-3), as pos-larvas apresentaram uma porcentagem na carcaga de
3,5%, sendo que na Artemia este dcido ndo foi detectado; ja na dieta suplementada com
16% de lipideo, foi determinada uma porcentagem de 2,2%, o que de fato mostra ainda

uma baixa porcentagem quando comparada com o conteudo da carcaga das PLs.

O sucesso obtido com a combinagdo dos nauplios de Artemia e o creme de ovos
devem-se provavelmente ao cardter complementar desses alimentos. Os nduplios de
Artemia sdo deficientes em acido docosahexaenoico (22:6 n-3) que ¢ suprido pela dieta
inerte. Por outro lado, esta é pobre nos acidos graxos: estearico (18:0), o-linolénico
(18:3n-3) e araquiddnico (20:4n-6), que sdo supridos pelos nauplios de Artemia. Isso
explica as baixas sobrevivéncias e produtividades observadas em cultivos realizados
somente com nduplios de Artemia ou com dieta inerte. Considerando a composi¢do da
carcaga das PL, as duas fontes de alimento s3o deficientes no d4cido graxo

eicosapentaendico (20:5 n-3), nutriente que precisariam ser adicionados na dieta inerte.

Comparando os valores encontrados de lipideo total e porcentagem de 4cidos
graxos na composi¢do corporal das pods-larvas de M. rosenbergii, fica evidente neste
estudo que as dietas inertes formuladas ainda estdo longe de atender as exigéncias
lipidicas desta espécie. Na realidade é que, mais importante do que a quantidade e
variedade do lipideo em termos de acidos graxos essenciais ¢ a porcentagem de inclusdo
deste nas dietas. Isto pode ser explicado pela co-alimentagdo com dieta inerte e nduplios
de Artemia, j4 que juntos aportaram separadamente um perfil de &cidos graxos

essenciais mais adequado ao desenvolvimento durante a fase larval.

Analisando os valores encontrados de lipideo e perfil de acidos graxos (AG) na
composi¢do corporal das pos-larvas de M. rosembergii, fica evidente que as dietas
inertes normalmente usadas na larvicultura de M. rosenbergii, (que foram usadas como
referéncia para a defini¢do das dietas testadas nesse trabalho), ndo atendem as
exigeéncias lipidicas ou ao perfil de AG para esta espécie. Embora os resultados

indiquem que um nivel de 16% de lipidio na dieta durante a larvicultura de M.
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rosenbergii foi o nivel mais adequado para aumentar a produtividade, valores mais
baixos podem ser testados (8, 10, 12 e 14% de lipideo) o que poderia ser suficiente se o
perfil de acidos graxos for mais adequado. Novos estudos precisam ser realizados para
testar essas hipodteses. Por outro lado, futuros estudos devem ser desenvolvidos, para
refinar os resultados desta pesquisa, pois precisam ainda ser definidas outras exigéncias,
por exemplo, de fosfolipidios, entre eles principalmente a fosfatidilcolina (PC) e o
fosfatidilinositol (PI), colesterol e o B-caroteno (precursor da vitamina A), os quais tém

mostrado sua importancia na area de nutri¢do de crustaceos.
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RESUMO

A formulacdo de uma dieta inerte balanceada que atenda as exigéncias de proteina nas
larvas de Macrobrachium rosenbergii, ¢ importante para garantir melhor produtividade
na larvicultura. Avaliou-se o efeito de diferentes niveis de proteina na dieta inerte sobre
as principais variaveis de produg¢do durante a larvicultura de Macrobrachium
rosenbergii. Além disso, determinou-se o perfil de aminoacidos na carcaga dos animais,
nos nauplios de Artemia e nas diferentes dietas. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, com quatro tratamentos, correspondentes a quatro niveis de
proteina bruta (35, 40, 45 e 50%, em base seca) e quatro repeticdes. Dois dias apds a
eclosdo, as larvas de todos os tratamentos foram alimentadas com quantidades
crescentes de nauplios de Artemia. A partir do 11° dia (zoea VII), iniciou-se a co-
alimentacdo, fornecendo-se as dietas-teste juntamente com os nduplios de Artemia até o
final do cultivo. No 26° dia de cultivo, quando aproximadamente 90% das larvas
metamorfosearam-se em poés-larvas (PL), realizou-se a despesca. Nao houve diferenca
significativa na sobrevivéncia entre os tratamentos (P>0,05). Niveis de 45 e 50% de
proteina bruta (PB) na dieta diminuiram a porcentagem de larvas ao final da larvicultura
(P <0,05). A produtividade (PL L") foi significativamente maior no nivel de 50% de
PB. As maiores biomassas de PL produzidas foram encontradas nos tratamentos com
35, 45 e 50% e a menor no tratamento com 40% de PB. Os dados indicaram que 50% de
PB na dieta durante a larvicultura apresenta-se como o nivel mais adequado para a
criacdo desta espécie. No entanto, niveis maiores ndo foram testados e poderiam
condicionar resultados melhores, enquanto que niveis menores poderiam ser usados se o

perfil de aminoacidos fosse otimizado.

Palavras-chave: camardo-da-malasia, larvicultura, proteina dietética, perfil de

aminoacidos
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ABSTRACT

The effect of different levels of crude protein (CP) in the inert diet on the principal
production variables was evaluated during Macrobrachium rosenbergii hatchery. In
addition, the amino acid profile of carcass, Arfemia nauplii and diets were determined.
A randomized block experimental design with four treatments (35, 40, 45, 50% of crude
protein, wet basis) and four replicates was used. Two days after hatching, the larvae

were feed by increasing quantities of Artemia nauplii. From the 1"

day on (zoea VII),
co-feeding started, when diet-tests plus Artemia nauplii were supplied until the end of
the rearing cycle. On the 26™ day, when approximately 90% of the larvae turned into
post larvae (PL), harvest was done. No significant differences (P>0.05) were observed
in the survival rates among treatments. Levels of 45 and 50% of CP in the inert diet
significantly decreased the percentage of larvae at the end of the culture (P<0.05). The
productivity (PL L) was significantly higher at 50 % of CP. The higher final biomass
of PL was found in the levels of 35, 45 and 50 % and the lower at 40% of CP Although
50 % of CP in the inert diet during hatchery was the most suitable level to reared this

specie, higher levels was not tested and might be better. However, lower levels may be

used if the amino acids profile was optimized.

Keywords: Giant River Prawn, Larviculture, Protein, Amino acid Profile
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RESUMEN

La formulacién de una dieta balanceada que atienda las exigencias de proteina en las larvas de Macrobrachium
rosenbergii, es importante para garantizar mejor productividad al final de la larvicultura. Se evalué el efecto de
diferentes niveles de proteina en la dieta sobre las principales variables de produccion durante la larvicultura de
Macrobrachium rosenbergii. Ademas, se determind el perfil de aminoacidos en el cuerpo de las postlarvas, nauplios
de Artemia y en las diferentes dietas. El diseflo experimental fue en bloques al azar, con cuatro tratamientos,
correspondientes a cuatro niveles de proteina bruta (35, 40, 45 y 50%, em base seca) y cuatro repeticiones. Dos dias
después de la eclosion las larvas pasaron a ser alimentadas con cantidades crecientes de nauplios de Artemia. A partir
del 11° dia (zoea VII), se inici6 la alimentacién conjunta, ofreciendo las dietas-teste acompafiadas por los nauplios de
Artemia hasta el final del ciclo de larvicultura. El 26° dia de cultivo, cuando aproximadamente el 90% de las larvas se
metamorfosearon en postlarvas (PL), se realizo la cosecha. No hubo diferencia significativa en la sobrevivencia entre
los tratamientos (P>0,05). Niveles de 45 y 50% de proteina bruta (PB) en la dieta disminuyeron el porcentaje de
larvas al final de la larvicultura (P < 0,05). La productividad (PL L) fue significativamente mayor con el nivel de
50% de PB. Las mayores biomasas de PL producidas fueron encontradas en los tratamientos con 35, 45 y 50% y la
menor en el tratamiento con 40% de PB. Los datos indicaron que 50% de PB en la dieta durante la larvicultura se
presenta como el nivel mas adecuado para la cria de esta especie. Sin embargo, niveles mayores no fueron probados y
podrian llevar a mejores resultados, mientras que niveles menores podrian ser usados si el perfil de aminoacidos fuese
optimizado.

Palabras clave: Camarén Gigante de Malasia, larvicultura, perfil de aminoacidos, proteina dietética

DES NIVEAUX DIETETIQUES DE PROTEINE POUR LA LARVECULTURE DE Macrobrachium
rosenbergii.

Camilo Ernesto Guerrero Alvarado', Wagner Cotroni Valenti?

'UNESP - Universidade Estadual Paulista/ CAUNESP — Centro de Aqiicultura, Jaboticabal, SP, Brasil.
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuéria, FCAV, Centro de Aqiiicultura da UNESP, Jaboticabal, SP,
Brasil.

RESUME

La formulation d’un régime alimentaire équilibré que puisse répondre aux besoins de protéine des larves de
Macrobrachium rosenbergii est trés important pour assurer des meilleures productivités a la fin de la larveculture.
L’effet de différents niveaux de protéine sur la diéte inerte a été evalué sur les principaux variables de production
tout au long de la larveculture de Macrobrachium rosenbergii. Des blocs aléatoires ont été choisis pour
I’experimentation, avec quatre traitements qui correspondent a quatre niveaux de protéine brute (35, 40, 45 et 50%) et
quatre répétitions. Deux jours apres 1’éclosion toutes les larves ont été nourries avec des quantités croissantes de
nauplii d’Artemia. A partir du onzieme jour (zoea VII), la coalimentation a été introduite en fournissant les dictes-
teste en plus des nauplii d’ Artemia jusqu’a la fin du cycle de larveculture. Au 26¢me jour du cycle ou 90% des
larves, a peu pres, se sont déja méthamorphosées en pos-larves (PL), la récolte de fin d’élevage a été faite. [l n’y a pas
eu de diffeérence significatif sur la survie entre les traitements (P>0,05). Des niveaux de 45 et 50% de proteine brute
(PB) dans la dicte ont fait baisser le pourcentage de larves a la fin de la larveculture ( P<0,05). La productivité (PL) a
été beaucoup plus grande au niveau de 50% de PB. Les plus grandes biomasses de PL qu’ont été produites étaient
dans les traitements avec 35, 45 et 50% et la moins grande dans le traitement avec 40% de PB. Les donnés indiquent
que 50% de PB dans la di¢te au long de la larveculture est le niveau le meilleur pour 1’élevage de cette espece. Par
ailleurs, des niveaux plus grands n’ont pas été testés, et peut-étre qu’ils en donneraient des meilleurs réultats tandis
que des niveaux plus bas en pourraient aussi étre utilisés si le profil de aminoacides étaient optime.

Mots clés: Crevette géant d'¢au douce; larviculture, protéine diététique, profil de aminoacides
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1. INTRODUCAO

Os sistemas de larvicultura do camardo-da-maldsia Macrobrachium rosenbergii
tém tido sucesso e melhorado nas trés ultimas décadas. No entanto, pesquisas sobre
exigéncias nutricionais das larvas desta espécie ainda sdo escassas. A larvicultura
comercial depende do uso de alimento vivo, basicamente nauplios de Artemia. Nao
obstante, o custo de produgdo e aquisicdo desses nauplios ¢ muito alto (Cahu e
Zambonino-Infante, 2001; Hung et al., 2002) e inconsistente nutricionalmente
(Sorgeloss e Leger, 1992) fazendo-se necessaria a alimentagdo conjunta com dieta
artificial e nduplios de Artemia durante o processo de larvicultura. Daniels et al. (1992),
Valenti et al. (1998) e Pitipornchai (1998) afirmaram que os nauplios de Artemia nao
contemplam as exigéncias nutricionais de M. rosenbergii nos ultimos estagios larvais.
Portanto, a disponibilidade de dieta artificial balanceada ¢ necesséria para melhorar os
parametros produtivos durante o processo de criacdo e reduzir os custos operacionais

(Kamarudin e Roustaian, 2002).

A dieta artificial atualmente utilizada durante a larvicultura de M. rosenbergii é
um creme de ovo, conhecido como pudim, composto basicamente pela mistura de: ovo
de galinha, molusco, peixe, leite em po, farinha de trigo, 6leo de soja e de peixe e um
suplemento vitaminico-mineral. Esta dieta contém aproximadamente 45% de proteina,
variando em diferentes paises ou regides, dependendo dos ingredientes e proporgdes
utilizadas no preparo. Por exemplo, na Indonésia e Tailandia a porcentagem de proteina
na dieta das larvas varia ao redor de 23% e 44%, respectivamente (Lavens et al., 2000).
O conhecimento das exigéncias protéicas e do perfil de aminoacidos em larvas de M.
rosenbergii durante a fase de zoea VII at¢ o momento da metamorfose em pos-larva
(PL) ¢ importante para balancear a dieta. Com esta espécie de camardo de agua doce,
ndo existem trabalhos que avaliassem os possiveis efeitos de diferentes niveis de
proteina na dieta sobre o desempenho produtivo. Por conseguinte, o objetivo da presente
pesquisa foi determinar o nivel mais adequado de proteina na dieta inerte, considerando
como base o creme de ovos usado regularmente nas larviculturas, bem como a
proporcdo dos principais aminoacidos essenciais encontrados na carcaca das pos-larvas

de M. rosenbergii.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Origem dos animais e condi¢des experimentais

As larvas de Macrobrachium rosenbergii foram obtidas de fémeas ovigeras
capturadas nos viveiros do Setor de Carcinicultura do Centro de Aqiiicultura da UNESP
(Jaboticabal, SP, Brasil). As fémeas, com peso médio de 39,0 + 2,6 gramas, foram
desinfetadas em solu¢do de formaldeido 25 ppm, por vinte minutos e, em seguida,
transferidas para um tanque de eclosdo com temperatura e salinidade da agua variando
de 29,9 a 30,6°C ¢ 6,2 a 6,3%o, respectivamente. Larvas recém eclodidas (peso inicial ~
27,4 ung) foram coletadas, contadas e aclimatadas nos tanques de larvicultura em
densidade de 80 larvas/L. Os oito tanques utilizados eram de cor preta, cilindricos e de
fundo conico, com volume 1til de 120 L, acoplados a biofiltros e operados em sistema
fechado dindmico (Valenti e Daniels, 2000). O volume do biofiltro correspondia a 25%
do volume total do tanque de larvicultura. Utilizou-se cascalho de conchas de moluscos
como substrato para as bactérias nos biofiltros. O fotoperiodo utilizado foi 13/11
(claro/escuro). As seguintes varidveis da 4gua foram monitoradas diariamente:
temperatura (°C), pH, salinidade (%o), condutividade (uS/cm). Para a determinagdo
destas varidveis foi usado uma sonda multipardmetro (YSI — Modelo 63). A taxa de
recirculacdo da agua do tanque de larvicultura pelo biofiltro (%/dia) também foi
monitorada diariamente. A alcalinidade foi medida uma vez por semana, segundo a
metodologia da APHA (2005). A amdnia (NH3-N) e o nitrito (NO,-N) foram
monitorados quatro vezes por semana, usando testes colorimétricos da MERCK™. Os
valores médios das varidveis de qualidade da dgua em todos os tratamentos foram:
temperatura 30,2 + 0,4°C, pH 8,02 + 0,14, salinidade 12,09 + 0,09 %o, condutividade
20,38 + 0,15 uS/cm, alcalinidade 90,4 + 11,7 mg/L, amoénia 15,8 + 4,7 ug/L, nitrito
45,0 =+ 15,1 pg/L e taxa de recirculacido da agua de 21,7 + 3,8 %/dia. Estes valores
foram mantidos dentro das faixas recomendadas por Valenti e Daniels (2000) para M.

rosenbergii.

2.2. Alimentacdo das larvas e dietas experimentais

A partir das 48 horas apds a eclosdo e até o final da larvicultura (26 ° dia) as larvas

dos diferentes tratamentos foram alimentadas diariamente ao entardecer (18h 30min)
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com quantidades crescentes de nauplios de Artemia recém eclodidos (Tabela 1). Do dia

11° (Zoea VII) ao 25° dia foi feita a co-alimentag¢do com dieta inerte.

Tabela 1. Tabela de alimentagdo usada durante a larvicultura de M.
rosenbergii. Quantidades médias de cistos de Artemia utilizados para
cada uma das quatro dietas experimentais.

Dias de cultivo Estagios Nauplios de Cistos de
dominantes Artemia/mL Artemia (g/dia)
Povoamento I 0,0 0
2 I-11 4,5 2,85
3 II-111 5,0 3,17
4 111 5,5 3,49
5 III-1v 5,5 3,49
6-7 IvV-v 6,0 3,80
8 \Y 6,0 3,80
9-10 V-VI 6,0 3,80
11-12 VI-VII 7,0 4,44
13-14 VI-VII-VIII 8,0 5,07
15-18 VII-VIII-IX 9,0 5,71
19-21 VIII-IX 10,0 6,34
22-24 IX-X-XI 11,0 6,97
25-28 XI-PL 12,0 7,61

A taxa de eclosdo média foi de 189.300 nauplios de Artemia/g de cistos

Foram utilizadas quatro dietas inertes com ~ 54% de umidade, contendo quatro
diferentes niveis de proteina (35, 40, 45 e 50%). As dietas foram suplementadas com
1% de fosforo na forma de Fosfato de Sodio (NaH,POy,), seguindo-se a recomendagio
de Guerrero-Alvarado e Valenti (2009, dados ndo publicados). Também foram
suplementadas fontes de potassio (KCI) e de magnésio (MgS0O4.7H20), em
porcentagem fixa de 1,10 e 0,18%, respectivamente, em cada um dos tratamentos.
Todas as dietas formuladas foram isocaldricas (4.620 + 68 kcal/kg de energia bruta) e
isolipidicas (15,9 = 0,1 % de extrato etéreo). O nivel de 16% lipideos foi suplementado
seguindo-se a recomendacdo de Guerrero-Alvarado e Valenti (2009, dados ndo
publicados). Foram utilizadas duas fontes de lipideo nas dietas: o 6leo de peixe (OP) e o
6leo de milho (OM), mantendo-se uma relacio OP:OM de 2:1. Para manter todas as
dietas isocaldricas foi utilizado como fonte de energia o amido de milho, em propor¢des
decrescentes na medida em que aumentavam-se os niveis de proteina. Para variar as
porcentagens de proteina nas dietas foi utilizado concentrado protéico de soja
(Soycomil®). A formulagdo e composicio proximal das dietas experimentais e dos

nauplios de Artemia sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Ingredientes e composi¢do quimica das dietas experimentais utilizadas durante a

larvicultura de M. rosenbergii.

Ingredientes (% base umida)

Niveis de proteina bruta (%)

35 40 45 50
Clara de ovo de galinha 34,07 34,07 34,07 34,07
Filé de tilapia 19,14 19,14 19,14 19,14
Lula 16,27 16,27 16,27 16,27
Concentrado protéico de soja” 2,62 5,70 8,90 11,49
Gema de ovo de galinha 7,85 7,85 7,85 7,85
Leite em p(’)b 3,41 3,41 3,41 3,41
Farinha de trigo® 1,69 1,69 1,69 1,69
Amido de milho* 8,86 5,78 2,58 0,00
Oleo de peixe® 1,78 1,78 1,78 1,78
Oleo de milho" 0,89 0,89 0,89 0,89
Suplemento vitaminico-mineral® 1,00 1,00 1,00 1,00
Vitamina C" 0,15 0,15 0,15 0,15
KCI 1,10 1,10 1,10 1,10
NaH,PO,/ 1,00 1,00 1,00 1,00
MgSO4.7H20k 0,18 0,18 0,18 0,18
TOTAL 100 100 100 100
(%) de umidade 52,61 53,73 54,89 55,00
Composi¢do analisada (100% MS)
Proteina bruta (PB) 34,9+ 0,1 40,1 = 0,1 45,3+ 0,1 49,6 = 0,1
Extrato etéreo (EE) 15,8+0,1 159+0,1 159+0,1 16,0+ 0,1
Fibra bruta (FB) 0,7+0,1 0,9+0,1 1,3+0,1 1,5+0,1
Matéria mineral (MM) 9,3+0,2 9,8 +£0,2 10,2 +0,2 10,6 £ 0,2
Extrativo ndo nitrogenado (ENN) 39.3+0,5 33,3+0,5 273+0,5 22,3+0,5
Carboidratos (CHO)' 40,0 + 0,4 34,2 + 0,4 28,6 + 0,4 23,0 £ 0,4
Energia bruta (EB) (kcal/kg) 4.539,9 4.601,4 4.638,8 4.701,7
Relagdo energia:proteina (kcal/g) 13,0:1,0 11,5:1,0 10,2:1,0 9,5:1,0

*Soycomil® K. "Nestle®: composicdo em (100g): K 1,26g; Ca 0,97g; P 0,72g; Na 0,33g; Mg 0,08g; acido pantoténico 2,77mg; riboflavina 1,38
mg; cobalamina 2,62ug. “Nita®: composicdo em (100g): Ca 18mg; Ferro 1,2 mg. “Maizena® composi¢io em (100 g): carboidratos 85 g.
*Herbarium® composi¢do em (1 g): EPA 0,2 g, DHA 0,1 g. "Liza® composi¢io em (100 g): acido linoléico 47,50 g, acido oléico 35,37 g, acido
palmitico 12,42 g, acido estearico 1,92 g, acido linolénico 1,66, outros 1,11 g; Vitamina E 16,6 mg. *Premix vitaminico-mineral Fri-Ribe
(mg/100 g): vitamina B, 3,0; vitamina B, 2,5; vitamina B 3,5; vitamina By, 4,0; vitamina C 15,0; vitamina E 15,0; vitamina K 0,3; vitamina A
1000,0 IU, vitamina D 300,0 UL é4cido folico 0,4; 4cido pantoténico 5,0; Colina 40,0; Biotina 0,1; Niacina 10,0; Zn 15,0; Cu 5,0; Mn 4,0; Fe
2,0; 1 0,15; Cr 0,06; Co 0,03; Se 0,03; antioxidante 10,0. "Vit. C (acido L-ascorbico-2-polifostato). KCl (JT Baker). 'NaH,PO, (Synth).
“MgS0,.7H,0 (Mallinckrodt, Chemicals), 'Carboidrato = extrativo nio nitrogenado (ENN) + fibra bruta (FB).
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Os ingredientes das dietas foram pesados individualmente e moidos em micro-
moinho (IKA modelo A1l Basic) e posteriormente combinados com os ingredientes
umidos em liquidificador. A pasta homogénea resultante foi transferida para uma forma
de aluminio e cozida em banho-maria fervente por aproximadamente 30 minutos a uma
temperatura maxima de 55°C. Apds resfriamento, as dietas foram divididas em porgdes
suficientes para um dia de alimentag@o. Essas por¢cdes foram armazenadas em sacos
plasticos a — 20°C (Valenti et al., 1998). A quantidade diaria fornecida ao longo da
larvicultura variou da seguinte forma: 41,75 mg/L do 11° ao 12° dia, 50,0 mg/L do 13°
ao 18° dia, 60 mg/L do 19° ao 21° dia e 70 mg/L do 22° ao 25° dia (Valenti et al., 1998).
Estas quantidades foram divididas em trés refei¢des ao longo do dia e ofertadas as 08h,
13h e 18h. Antes do fornecimento, as dietas passavam por peneiras de 250 um (11° e
12° dias), 425 pm (13° ao 21° dia) e 710 wm (22° ao 25° dia). Posteriormente eram
distribuidas manualmente em seus respectivos tratamentos. A cada dois dias era
realizada a sifonagem dos tanques para retirada de residuos de alimento, fezes e larvas

mortas.

2.3. Composicdo quimica

A composicdo dos ingredientes das quatro dietas foi analisada conforme a
metodologia descrita pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1998). O
teor de matéria seca (MS) foi determinado submetendo-se as amostras a secagem em
estufa a 105°C por 16 horas. O teor de proteina bruta (PB) foi calculado pelo contetido
de nitrogénio total, determinado pelo método de Kjeldahl e multiplicado pelo fator 6,25.
O extrato etéreo (EE) foi analisado apos extracdo em Soxhlet, tendo como solvente o
éter de petroleo (p.e. 30 — 60°C), com refluxo continuo através da amostra, durante 5
horas. O contetido de fibra bruta (FB) foi obtido a partir das amostras secas e
desengorduradas, submetidas a digestdo acida (H,SO4 — 1,25%) e bésica (NaOH —
1,25%) durante 30 minutos por digestdo, e posterior queima do residuo em mufla, a 500
°C. A concentragdo de matéria mineral (MM) foi determinada carbonizando-se as
amostras em mufla a 600°C por 4 horas. O teor de extrativo ndo nitrogenado (ENN) foi
obtido subtraindo da matéria seca o total de nutrientes analisados. A determinacio da

energia bruta (EB) foi realizada em bomba calorimétrica de Parr (modelo 1281). Todas
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as analises foram realizadas em triplicata, com exce¢do da energia bruta (EB), a qual foi

determinada em uma Unica analise.

2.3.1 Andlises de aminodcidos livres e totais

Amostras secas de ragdo, nauplios de Artemia, larvas (zoea VII) e pos-larvas
inteiras com peso médio de 8,9 = 1,2 mg, foram colocadas em tubos Eppendorf e
homogeneizadas com p6d de vidro e 100 pL de agua destilada por ~ 5 min. Os
homogeneizados foram centrifugados a 3.300 rpm (Fanem Excelsa II, Modelo 206R)
por 30 min, sedimentando os restos celulares e o pd de vidro. O sobrenadante foi
retirado com pipeta automatica e rapidamente transferido para outro tubo Eppendorf, e
seu volume completado com agua destilada para 100 pL. Os homogeneizados foram
conservados em freezer a -25°C para posterior analise.

Os aminoéacidos livres e os ligados a proteinas das amostras homogeneizadas de
dieta artificial, nauplios de Artemia, carcaca das larvas e pos-larvas foram derivados
com fenilisotiocianato (PITC) (Bidlingmeyer et al., 1987) e separados por cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC). Nesse sistema, os aminoacidos das amostras
reagem com o fenilisotiocianato (PITC) na presenca de uma base organica (trietilamina,
TEA) produzindo aminodcidos feniltiocarbamila-derivados no seu grupo amino. Estes
sdo separados pela HPLC operada em fase-reversa, e detectados e quantificados em 254
nm. Para a andlise dos aminodcidos livres as proteinas das amostras foram extraidas
com etanol 80% e 4cido a-aminobutirico

Para a andlise dos aminoécidos ligados a proteinas (aminoacidos totais) as
amostras foram hidrolisadas com vapor de 4acido cloridrico 6N e fenol 0,1% a
temperatura de 110°C por 22 horas. A injegdo das amostras e a integragdo dos picos
correspondentes as concentragdes de aminoacidos foram feitas automaticamente. Esse
sistema permite a identificacdo e quantificagdo de todos os aminodcidos comuns com
excecdo da asparagina que elui proxima a serina, sendo quantificada como tal;
glutamina que se comporta como glicina; e triptofano que ndo pode ser quantificado
pois coelui com produtos de degradacdo. Os dados sdo expressos em nanomoles de
aminoacido por miligrama de peso seco ou como porcentagem de aminodcidos por
grama de proteina. Os perfis de aminodcidos livres, ligados a proteinas e totais das
dietas experimentais e dos nduplios de Arfemia utilizados na alimentacdo das larvas sdo

apresentado na Tabela 3.
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2.3.2 Ensaio das enzimas digestivas

Os ensaios enzimaticos nas pos-larvas foram realizados em triplicata para cada
nivel de proteina testado. As pds-larvas foram agrupadas em pools e homogeneizadas
em tampao fosfato 20 mm, pH 7,0 com 50% de glicerol (tampdo de homogeneizagao)
com trés “strokes” de 20 seg., sob banho de gelo. Apos a homogeneizacdo, o material
foi centrifugado por 5 mim a 10.000 x g e o sobrenadante foi utilizado como fonte de
enzima. As atividades enzimaticas foram expressas como atividade total em unidades

internacionais (UT) pés-larva™ e/ou UI mg™” de proteina, sendo 1,0 UI equivalente a 1.0

mmol de substrato consumidos por minuto.
2.3.2.1 Amilase

A atividade amilohidrolitica foi avaliada segundo o método proposto por
Bernfeld (1955) modificado. Na mistura de reagcdo contendo 1,0 mL de solug¢do de
amido 5% em tampao Citrato/Fosfato 0,2M (pH 7,0) e 0,5 mL de solugdo de NaCl 0,5%
como cofator enzimdtico, foi adicionado um volume adequado de homogeneizado
celular. A reagdo foi incubada a 25°C por 30 minutos e interrompida com 1,0 mL de
solucdo 5% ZnSO4 : Ba(OH), 0,3 N. Posteriormente, a mistura de reagdo foi
centrifugada a 11.000 xg por 3 minutos. A atividade especifica foi expressa como

umoles de actcares redutores totais por minuto (U) por mg de proteina (UI).

2.3.2.2 Tripsina

A atividade de tripsina foi avaliada seguindo a metodologia de Hummel (1959)
modificado. Utilizou-se como substrato 1,04 mM de TAME (o-p-Toluenesulphonyl-L-
arginine methyl ester hydrochloride) em solugdo tampao 0,01 M CaCl,.H,0/0,2 M
Tris/HCL, pH 8,1. Uma aliquota ajustada de homogeneizado celular foi utilizada como
fonte enzimdtica. A temperatura de reacdo era de 25°C e a densidade Optica foi
registrada em 247 nm apos 20 segundos de reagdo. A atividade especifica da enzima foi

expressa em umol de arginina por minuto (U) por mg de proteina (U/mg proteina):

2.3.2.3 Protease inespecifica

Para os ensaios da atividade proteolitica inespecifica foi utilizado o método de

hidrélise da caseina, adaptado de Walter (1984). Os valores adequados de pH para as
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determinagdes em cada amostra foram previamente determinados. A mistura de reagdo
era composta por tampdo em pH adequado (500 pL), caseina 1% (500uL) como
substrato e aliquota previamente ajustada do homogeneizado como fonte de enzima.
Apos 60 minutos de incubagdo a 25°C, a reagdo era paralisada com 500 uL. de TCA
15% (4cido tricloroacético), mantida em gelo fundente por ~ 30 minutos e o precipitado
removido por centrifugacdo a 14.400 x g por 3 minutos para leitura do sobrenadante em
280 nm. Todas as amostras foram realizadas em triplicata e, paralelamente, dois
brancos, um de enzima (onde a quantidade de enzima era substituida por agua destilada)
e outro de substrato (onde o substrato era substituido por agua destilada), passando
pelos mesmos procedimentos dos tubos de reacdo. Tirosina foi utilizada como padrdo e
uma unidade de atividade enzimadtica especifica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para formar 1ug de tirosina, por minuto (U), expressa por miligrama

de proteina (U/mg de proteina).

2.4. Variaveis de producdo na larvicultura

O final da larvicultura ocorreu no 26° dia, quando aproximadamente 90% das
larvas dos melhores tratamentos metamorfosearam-se em pods-larvas (PL). Os tanques
de larvicultura foram esvaziados e as larvas e pos-larvas (PL) coletadas e contadas
individualmente. Foram determinadas as seguintes variaveis de producdo:
porcentagem de sobrevivéncia total, porcentagem de larvas e pos-larvas (%PL), peso
seco final, biomassa de PL e a produtividade (PL L™). Para determinar o peso seco
final, 50 PL de cada tanque foram lavadas em agua destilada, secas em papel de filtro
e transferidas para cartuchos de papel aluminio previamente pesados (5 PL/cartucho).
Os cartuchos foram levados a estufa com sistema de circulagio (Nova Etica) mantendo
a temperatura em 55°C, por 48 h. Logo ap0s, os cartuchos foram transferidos para um
dessecador e, apds duas horas, pesados em balanga analitica (Mettler Toledo AT21,

precisdo de 1 pg). A biomassa em PL foi calculada utilizando a seguinte férmula:

Biomassa em PL (g) = (n° de PL final x peso seco final médio (mg)) / 1000
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2.4.1. Indice de estagio larval (IEL)

Para a avaliacdo do efeito dos niveis de proteina bruta no decorrer do
desenvolvimento larval, amostras de 10 larvas de cada tanque de cultivo foram
examinadas a cada trés dias sob microscopio invertido (Olympus CKX41) para
observacao do estagio larval. O indice de estagio larval (IEL) foi determinado de acordo

com o0 método da média ponderada de Manzi et al. (1977) segundo a féormula:

IEL — Z ni.E
n

Sendo:

ni = n° de larvas no estagio E;

E = estagio de desenvolvimento, variando de I a XI;
n =n° de unidades da amostra.

Os doze estagios larvais foram identificados segundo as descrigdes de Uno e
Kwon (1969). As pds-larvas recém metamorfoseadas (Zoea XII) ndo foram

consideradas para os calculos de indice de estagio larval.

2.4.2. Indice de condi¢do larval (ICL)

O indice de condig¢ao larval (ICL) foi verificado segundo a planilha desenvolvida
por Tayamen & Brown (1998) para M. rosenbergii. Os itens analisados foram:
condi¢des do intestino, condigdes do hepatopancreas, estado dos cromatdforos,
coloragd@o do corpo, estado do rostro e cerdas, propor¢do da musculatura em relagcdo ao
intestino, aparéncia do musculo do abdome, melanizacdo e presenca de organismos

infestantes. O indice de condi¢do larval (ICL) foi determinado de acordo com a féormula:

IC=2P
10m

Sendo P = total de pontos; n = n® da amostra.
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2.5. Delineamento experimental e analise dos dados

Utilizou-se um delineamento experimental em blocos casualizados temporais,
com quatro tratamentos (35, 40, 45 e 50% de proteina na dieta) e quatro repeti¢des. Os

valores expressos em porcentagens foram previamente transformados em arco seno

v x/100. As seguintes variaveis de producdo foram submetidas a Analise de Variancia:
% de sobrevivéncia total, % de larvas, % de pos-larvas, peso seco final (mg), biomassa
em pos-larvas (g), produtividade (PL L") e os indices de estagio larval e condigdo larval
que foram avaliados no dia anterior a despesca. Os dados foram submetidos a analise
da normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov e de homocedasticidade pelo teste
Brown-Forsythe. Quando encontradas diferengas significativas nas varidveis de
producado (P<0,05), as médias dos tratamentos foram comparadas com o teste de Tukey
ou de Duncan, tendo-se em conta o coeficiente de variacdo encontrado. Consideraram-
se médias diferentes quando P<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas no

“Statistical Analysis System” (SAS Institute Inc., version 9.0).

3. RESULTADOS

As respostas de crescimento das larvas de M. rosenbergii alimentadas por 15
dias com dieta inerte contendo diferentes niveis de proteina bruta (PB) sdo apresentadas
na Tabela 4. A sobrevivéncia ndo diferiu significativamente entre os tratamentos
(P>0,05). As larvas alimentadas com 45 e 50% de proteina na dieta tiveram
porcentagens de larvas significativamente menores quando comparadas com as dietas de
35 e 40% de proteina. Niveis de 50% de proteina na dieta aumentaram
significativamente a produtividade (PL L") (Tabela 4). Os individuos alimentados com
nivel 35% de proteina apresentaram valores de peso seco, estatisticamente maiores
quando comparadas com as pos-larvas dos outros tratamentos (P<0,05). As maiores
biomassas de pds-larvas foram encontradas nos tratamentos com 35, 45 e 50% de
proteina, diferindo significativamente (P<0,05) do tratamento com 40% de proteina. Os
maiores indices de estagio larval (IEL) foram encontrados nos tratamentos com niveis
de 40, 45 e 50% de inclusdo de proteina, diferindo estatisticamente (P<0,05) do
tratamento com 35%. O indice de condigado larval (ICL) foi menor no tratamento com
nivel de 35% de proteina. A maior deposi¢do de proteina na carcaca das pos-larvas foi

observada nos individuos alimentados com niveis de 40 e 45% de proteina, diferindo
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significativamente dos tratamentos suplementados com niveis de 35 e 50% de proteina,

como se observa na Tabela 4 ¢ 6.

O aumento no nivel de proteina nas dietas inertes testadas resultou em
diminuicdo na porcentagem do extrativo ndo nitrogenado (ENN), dos carboidratos
(CHO) e também da relacdo energia/proteina (EB/PB). Assim, as dietas com 35, 40, 45
e 50% de proteina bruta tiveram 39,3; 33,3; 27,3 ¢ 22,3% de ENN e 40,0; 34,2; 28,6 ¢
23,0% de CHO, respectivamente (Tabela 2). A relacio EB/PB também diminuiu com o
aumento nos niveis de proteina (13,0:1,0; 11,5:1,0; 10,2:1,0 e 9,5:1,0).

A maior atividade aminolitica foi encontrada na dieta com nivel de 40% de
proteina, diferindo significativamente (P<0,05) das demais dietas (Tabela 5). A maior
atividade de tripsina foi encontrada no tratamento suplementado com nivel de 50% de
proteina, diferindo significativamente (P<0,05) dos outros tratamentos. Na dieta inerte
com nivel de 45% de proteina bruta foi determinada a maior atividade de protease

inespecifica, e esta diferiu estatisticamente (P<0,05) dos outros niveis.

Tabela 4. Efeito de diferentes niveis de proteina bruta nos pardmetros de crescimento
de M. rosenbergii, sobre a sobrevivéncia, a porcentagem de larvas, a produtividade, o
peso seco, a biomassa de PL, o indice de estdgio larval, o indice de condicdo larval e a
deposi¢do de proteina na carcaca das pds-larvas.

Nivel de proteina bruta (%)

Parametro de

crescimento 33

40 45 50
Sobrevivéncia (%) 63,75£595"  65,59+728  6437+221° 71,63+2,18"
Larvas (%) 10,69 +£3,72°  6,83+222"  226+1,50°  124+0,75°
Produtividade (PL L") 42,45+ 426° 47,01 £565™ 49,69+279" 5631 +2,34°
Peso seco (mg) 2,32 +0,33* 1,73 + 0,40° 1,93+0,42°  1,75+0,53™
Biomassa PL (g) 11,72+ 1,40 9,67+2,27°  11,86+3,16° 11,68+327
IEL 10,8 +£0,2° 11,2+0,1° 11,6 £0,1%° 11,8 £0,1°

ICL 1,8+0,0° 1,9 +0,0° 1,9 +0,0° 1,9 +0,0°

Proteina carcaga (%) 66,10+ 0,05°  68,40+0,06°  68,01+0,04° 66,31 +0,03

Dados médios (+ desvio padrdo) para quatro determina¢des. Médias seguidas na mesma
linha por diferentes letras sdo diferentes (P<0,05).
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Tabela 5. Atividade das enzimas digestivas amilase, tripsina e protease das pds-larvas
de M. rosenbergii, alimentadas com diferentes niveis de proteina na dieta.

Nivel de proteina bruta (%)
Enzimas digestivas

35 40 45 50

Atividade amilolitica

: ) 3,48 +1,02° 5,85+0,12° 2,49 £ 0,67° 3,26 +0,43°
(Lg/min/mg/proteina)

Atividade de tripsina

b b (¢ a
(13U/mg/proteina) 0,03 +£ 0,00 0,03 +£ 0,00 0,00 + 0,00 0,05+ 0,00

Atividade proteolitica
inespecifica 0,00005+ 0,0 0,00009 +0,0° 0,00014 +0,0°  0,00003 + 0,0°¢
(U/mg/proteina)

Dados médios (+ desvio padrio) para trés determina¢des. Médias seguidas na mesma linha por
diferentes letras s2o diferentes (P<0,05).

Os aminoécidos livres essenciais mais abundantes na carcaca das pods-larvas
foram: a lisina, a arginina, a leucina, a valina e a treonina (Tabela 6), ja nas larvas zoea
VII os que estiveram em maiores concentragdes foram: a lisina, leucina, arginina e
isoleucina. Nos tratamentos com 40, 45 e 50% de proteina bruta foram encontradas
concentragdes significativamente menores de arginina (P<0,05), quando comparados
com o tratamento de 35% PB. Os tratamentos com 45 e 50% de PB apresentaram
concentracdes estatisticamente menores de leucina e valina, quando comparado com
outros tratamentos. As concentragdes de lisina foram significativamente menores no
nivel de 50% quando comparado com 40%. Os aminoacidos livres ndo essenciais mais
abundantes na carcaga das pds-larvas foram glicina, alanina, prolina e taurina (Tabela
6). Os aminoacidos essenciais totais mais abundantes no corpo das pds-larvas foram a
lisina, leucina, valina e treonina (Tabela 6). Os tratamentos com 35 ¢ 45% de PB
apresentaram concentra¢des menores (P<0,05) de leucina e lisina, quando comparado
com outros tratamentos. As concentragdes de valina foram maiores (P<0,05) no nivel de
40% quando comparado com niveis de 35, 45 e 50% de PB. Nos tratamentos com 40 e
50% de proteina bruta foram encontradas concentragdes maiores de leucina (P<0,05),
quando comparados com os tratamentos de 35 e 45% de PB. As concentracdes de
treonina foram maiores (P<0,05) no nivel de 50% de PB, quando comparado com o
nivel de 35% de PB. Os aminodcidos essenciais totais: arginina, histidina, leucina,
lisina, metionina e treonina das larvas zoea VII foram significativamente iguais aos

encontrados no tratamento suplementado com 50% de PB (Tabela 6).

BU= pg/min/mg
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4, DISCUSSAO

A produtividade (PL L) foi maior nas larvas de M. rosenbergii que foram
alimentadas com dietas contendo um nivel de inclusdo de 50% de proteina. Dietas
contendo niveis de 35 e 40% de proteina resultaram em as maiores porcentagens de
larvas ao final da larvicultura, mostrando que estes niveis retardaram as mudas e,
portanto a metamorfose final em pods-larva. Os menores indices de estagio larval e
condi¢do larval foram obtidos na dieta suplementada com 35% de proteina, que,
portanto, ndo deve ser usada em produ¢des comerciais porque prolongaria o tempo de
larvicultura. A biomassa de PL ndo variou para os niveis de 35, 45 e 50%, mas estes
valores foram diferentes para a dieta suplementada com 40% de proteina. Roustaian e
Kamarudin (2001) avaliaram as mudangas na composi¢do protéica corporal durante o
desenvolvimento larval de M. rosenbergii, e encontraram aumento de 37% entre as
fases de zoea I e zoea VIII/IX. Niveis dietéticos otimos de proteina para larvas de
crustaceos variam entre 23 e 57% (Takeuchi e Murakami, 2007). Holme et al., 2009
relatam variagdes entre 30 e 79,4% (Tabela 7). Em larvas de camardes marinhos como o
Penaeus monodon a exigéncia de proteina bruta (PB) varia entre 30 e 56% (Khannapa,
1979; Kurmaly et al., 1989), e no Penaeus japonicus entre 44 e 55% de PB (Besbes,
1987; Kanazawa, 1990). Kamarudin e Roustaian (2002), trabalhando com larvas de M.
rosenberggi, relataram bons desempenhos produtivos, utilizando um nivel de inclusdo
de proteina na dieta de ~ 57%. Neste estudo, as larvas alimentadas com diferentes niveis
de proteina ndo apresentaram diferencas nas taxas de sobrevivéncia, mas um nivel de
35% de PB mostrou decréscimo na produtividade, havendo maior porcentagem de
larvas que ndo conseguiram atingir a metamorfose. Portanto, niveis de proteina acima

de 45% devem acelerar o desenvolvimento larval.

Segundo Cuzon e Guillaume (1997), o nivel de energia digestivel das racdes
para juvenis e adultos de crustaceos varia entre 3.100 e 4.060 kcal’kg. O excesso de
energia limita os resultados zootécnicos, uma vez que o animal pode saciar-se
energeticamente sem que sejam atendidas suas exigéncias para os demais nutrientes,
fundamentais ao seu desenvolvimento e saude (Pezzato, 2002). Pesquisas sobre a
relag@o energia:proteina com peneideos foram desenvolvidas por Shiau e Chou (1991) e
Shiau e Peng (1992). Cousin et al. (1993) propdem que a relagdo E:P seja de 11,9:1,0

para diferentes espécies de peneideos (P. vannamei, P. monodon e P. setteferos), € que
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se essa relagdo fosse maior, poderia dar prejuizos ao desempenho produtivo dessas

espécies.

Tabela 7. Niveis protéicos dietéticos tipicamente usados em dietas formuladas
para larvas de crustaceos.

Espécies Proteina Dietética Referencia

Penaeus monodon 30% Khannapa (1979)

P. monodon 44% Kurmaly et al. (1989%)

P. monodon 48-52% Kurmaly et al. (1989

P. monodon 55% Paibulkichakul et al. (1998)
P. japonicus 50% Kanazawa et al. (1985)

P. japonicus 44% Besbes (1987)

P. japonicus 45-55% Kanazawa et al. (1990)

P. japonicus 56% Moe et al. (2004)

P. indicus 40-40,8% Immanuel et al. (2003)

P. vannamei 52,7% Pedroza-Islas et al. (2004)
P. setiferus 52,7% Gallardo et al. (2002)
Macrobrachium rosenbergii 46,1% Kovalenko et al. (2002)

M. rosenbergii 56,9-57,6% Kamarudin e Roustaian (2002)
Homarus americanus 57% Fiore e Tlusty (2005)

Sylla serrata (megalopa) 79,4% Genodepa et al. (2004)

S. serrata (megalopa) 55% Holme et al. (2006)

Adaptado de Holme et al. (2009)

Pezzato et al. (2003) determinaram altas taxas de sobrevivéncia em pds-larvas de
Macrobrachium amazonicum, que foram alimentadas com dietas que continham 30% de
proteina e 3.600 kcal de energia bruta (correspondendo a relagdo E:P de 12,0:1,0). Estes
resultados discordam de Bautista (1986) e de Sumerlin (1988), que realizaram estudos
com juvenis de M. rosenbergii e propuseram, respectivamente, a relacdo E:P entre 5,7 e
8,3 e de 6,3 e 7,7. Neste estudo, larvas de M. rosenbergii alimentadas com dietas que
continham 50% de proteina e 4.700 kcal de energia bruta (correspondendo a relagdo E:P

de 9,5:1,0), mostraram as maiores produtividades.

O baixo desempenho produtivo das larvas que foram alimentadas com dieta
inerte suplementada com 35% de proteina, provavelmente possa ser explicado pelas
menores quantidades de aminodcidos essenciais totais encontrados nesta dieta,
especialmente de leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina e valina. No entanto,
em termos de aminodcidos essenciais livres, ocorreu o contrario, pois nas dietas com 35
e 40% de PB foram determinadas as maiores concentragdes destes aminodcidos quando
comparadas com os outros niveis. As analises de composi¢cdo de aminoacidos essenciais
totais dos nauplios de Artemia mostraram que estes sdo uma boa fonte de isoleucina,

lisina, treonina e valina, contrario ao encontrado nas dietas teste, nas quais estes
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aminoacidos essenciais totais foram menos abundantes. Assim, por exemplo, as dietas
testes mostraram ser boas fontes de aminoacidos essenciais totais, como a arginina € a
metionina, 0s quais se encontraram em menores porcentagens nos nauplios de Artemia.
Por outro lado, as andlises de composi¢do de aminoacidos ndo essenciais totais dos
nauplios de Artemia mostraram que eles sdo uma boa fonte de serina, prolina, alanina e
tirosina, oposto ao encontrado nas dietas teste, nas quais estes aminoacidos ndo
essenciais totais foram menos abundantes. A dieta inerte com nivel de inclusdo de 50%
de proteina mostrou o melhor desempenho produtivo e apresentou niveis mais elevados
de aminoacidos ndo essenciais totais tais como o aspartico € o glutdmico, os quais se
encontraram em menores porcentagens nos nauplios de Artemia. Essas diferencas
descritas acima poderiam explicar o sucesso da co-alimentagdo, que consiste no
fornecimento conjunto da dieta inerte e os nauplios de Artemia, utilizada nas
larviculturas de todo o mundo, ja que estes alimentos apresentam aporte diferenciado de

nutrientes em termos de perfil protéico.

Na composic¢do da carcaca das PLs de M. rosenbergii os aminoéacidos essenciais
e ndo essenciais totais ndo apresentaram aumento proporcional ao incremento do nivel
de proteina nas dietas. Os resultados do melhor tratamento (50% de proteina na dieta)
no que diz respeito a composicao corporal de aminoacidos essenciais totais das PLs de
M. rosenbergii, indicam que a relacdo ideal aminoacidos essenciais (AE) e aminoacidos
ndo essenciais (ANE) pode ser 0,81:1. Além disso, os aminoacidos essenciais totais
desta dieta em ordem decrescente de importancia sdo

Lys>Leu>Val>Thr>Met>Phe=Ile>Arg>His.

Analisando detalhadamente a composi¢do em aminoacidos essenciais totais dos
nauplios de Artemia, da dieta inerte suplementada com 50% de lipideos e da carcaga das
pos-larvas alimentadas com a combinag¢do de alimento vivo e inerte, podem-se
estabelecer algumas relagdes interessantes. O aminodcido essencial mais abundante na
carcaga das PLs foi a lisina (11,2%), similarmente aos nauplios de Arfemia e a dieta
inerte (12,6 e 9,9%, respectivamente). Os aminoacidos essenciais arginina e metionina
ocorrem em valores inferiores nos nauplios de Artemia (1,9 e 2,4%, respectivamente)
quando comparados com a carcaga das PLs e com a dieta inerte de 50% de PB (3,1 e
3,1% e 3,4 e 4,2%, respectivamente) mostrando que a dieta inerte ¢ uma boa fonte
destes aminoacidos. Por outro lado, o aminoacido ndo essencial mais abundante na

carcaga das PLs foi a glicina (15,0%), que ocorreu em propor¢do menor nos nauplios de
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Artemia e na dieta inerte (10,7 e 9,4%, respectivamente), indicando que ambos nio sdo

uma boa fonte deste aminoacido.

A associagdo entre os niveis de atividade enzimatica e os niveis de proteinas e
carboidratos na dieta ndo mostraram nenhuma relacdo clara. Assim, ndo podemos
afirmar que a quantidade de substrato induza a producdo de enzimas especificas para a
sua digestdo. As respostas na producdo das enzimas poderiam ser mascaradas pela
ingestdo conjunta dos nauplios de Artemia. Outros estudos precisam ser realizados para

elucidar esse assunto.

Analisando os valores encontrados de proteina e porcentagem de aminoacidos
(AA) na composi¢do corporal das pods-larvas de M. rosenbergii, fica evidente que as
dietas inertes normalmente usadas na larvicultura de M. rosenbergii, (que foram usadas
como referéncia para a defini¢do das dietas testadas nesse trabalho), ndo atendem as
exigéncias protéicas ou ao perfil de AA para esta espécie. Embora os resultados
indiquem que o nivel de 50% de proteina na dieta e uma relagdo energia:proteina de
9,5:1 durante a larvicultura de M. rosenbergii foi mais adequado para aumentar a
produtividade, valores mais altos (que ndo foram testados) poderiam ser melhores. Por
outro lado, valores menores poderiam ser suficientes se o perfil de aminoéacidos for mais

adequado. Novos estudos precisam ser realizados para testar essas hipoteses.
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CONSIDERACOES FINAIS

A estratégia alimentar mundialmente usada na larvicultura de M. rosenbergii é
baseada na combinacdo de nauplios de Artemia recém-eclodidos e dieta inerte umida
composta pela mistura de ovos de galinha, peixe, molusco, leite de vaca em pd, farinha
de trigo e o6leo de peixe, o que gera um creme ou pudim. Embora tanto os nauplios de
Artemia como a dieta inerte apresentem variagdes nutricionais importantes, conforme o
local de cultivo, essa combinacdo tem dado bons resultados, viabilizando a produgdo de
PL em diferentes regides do planeta. Isso indica que deve haver um padrdo bésico nos
componentes nutritivos dessa dieta que se repetem e, grosso modo, suprem as
necessidades basicas das larvas de M. rosenbergii. As variagdes em produtividade
média observadas entre diferentes larviculturas podem ser, em parte, devidas a
variagdes na composi¢cdo do alimento. Assim sendo, o lote de nduplios de Artemia que
trabalhamos e a dieta inerte (creme de ovos) usada no CAUNESP podem ser

considerados como uma amostra dos alimentos usados mundialmente.

O sucesso obtido com a combinagdo dos nauplios de Artemia € o creme de ovos
devem-se, provavelmente ao carater complementar desses alimentos (Anexo 1 e 2). Os
nauplios de Artemia sdo deficientes em calcio (Tabela 2, Capitulo 2) e no acido
docosahexaenodico (DHA) que sdo supridos pela dieta inerte. Por outro lado, esta ¢
pobre em fdsforo e deficiente nos acidos graxos: estedrico (18:0), a-linolénico (18:3n-3)
e araquidonico (20:4n-6). Também apresenta baixo teor protéico (<50%) e deficiéncia
dos aminoacidos essenciais totais: histidina, lisina, treonina e valina, que s@o supridos
pelos nauplios de Arfemia. Isso explica as baixas sobrevivéncias e produtividades
observadas em cultivos realizados somente com nauplios de Artemia ou com dieta
inerte. Considerando a composicdo da carcaca das PL, as duas fontes de alimento sdo
deficientes no acido graxo eicosapentaenodico (20:5 n-3), nos aminoacidos essenciais:
arginina, metionina e fenilalanina, nutrientes que precisariam ser adicionados na dieta

inerte.

Os resultados desse trabalho mostraram que dietas suplementadas com 1% de
fosforo e mistura de ingredientes de tal modo a obter-se um teor de lipideos e proteinas
de aproximadamente 16 e 50%, respectivamente, melhoram sensivelmente a
produtividade (PL L), aproximando-se ao perfil de 4acidos graxos e aminoacidos

essenciais encontrados na carcaga das pods-larvas (Anexo 3). Aparentemente, a mistura
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dos 6leos de peixe e milho ndo seja adequada para suprir as exigéncias dos acidos
graxos: araquidonico, EPA e DHA. Talvez, o uso de apenas 6leo de peixe melhore as
quantidades destes acidos. Fontes de oleos ricos em Omega 3 tais como o 6leo de
linhaga e o 6leo de canola poderiam ser testados nas dietas. Outras fontes desses acidos
também deveriam ser incluidas nas dietas (filé de peixes marinhos como a sardinha, o
arenque, o salmio e o atum) e algumas microalgas marinhas de aguas frias, produtoras
primarias de EPA e DHA com teores de 5 a 10% da matéria seca, que permitiriam que a
dieta inerte se tornasse mais proéxima a composi¢ao da carcaca das PL. Possivelmente, a
produtividade aumente com a complementagdo da dieta com esses nutrientes. Futuros
estudos devem ser desenvolvidos, para afinar os resultados desta pesquisa, pois
precisam ainda ser definidas outras exigéncias, por exemplo, de fosfolipidios, entre eles
principalmente a fosfatidilcolina (PC), o fosfatidilinositol (PI), o colesterol e o B-
caroteno (precursor da vitamina A), os quais t€ém mostrado sua importancia na area de
nutricdo de crustdceos. Como a quantidade usada € pequena, ndo se descarta também a
possibilidade de suplementagdo com aminoacidos sintéticos. Analises econdmicas
devem ser realizadas para avaliar se o aumento em produtividade compensa o aumento

no custo da alimentacdo com a adi¢@o desses ingredientes.

As larvas de M. rosenbergii ingerem muito bem a dieta inerte a partir do estagio
VII (Barros e Valenti, 2003). Portanto, a formula¢do de uma dieta balanceada, que
atenda suas exigéncias nutricionais poderia dispensar ou reduzir o uso dos nduplios de
Artemia a partir dessa fase, que corresponde a mais da metade do periodo de cultivo. Os
resultados desta pesquisa mostraram a necessidade e a importancia da continuidade de
estudos que investiguem o adequado balanceamento de acidos graxos e aminoacidos.
Estes iriam contribuir ao entendimento dos processos bioquimicos do metabolismo
nutricional das larvas de M. rosenbergii, fornecendo informagdes para a formulagdo de
uma dieta inerte melhor balanceada de modo a aumentar a produtividade e substituir

parcialmente o uso de alimento vivo, reduzindo os custos de produgao.
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Anexo 2. Composi¢ao de aminoacidos totais (g/100 g) da dieta experimental com 50% de proteina, dos nauplios
de Artemia, da carcaca das larvas Zoea VII e das pds-larvas (PL) alimentadas com 50% de proteina.

Aminoacidos totais ~ Pudim com 50% de Nauplios de Carcaga Larvas ~ Carcaga PL alimentadas
(g/100g) proteina Artemia Zoea VII com 50% de proteina
Arginina 1,69 1,09 2,13 2,22
Histidina 1,09 1,20 1,38 1,21

Isoleucina 1,98 2,69 2,64 2,38
Leucina 3,37 3,90 4,72 4,58
Lisina 4,86 7,16 7,82 7,66
Metionina 2,08 1,38 1,91 1,73
Fenilalanina 1,98 1,95 2,44 2,08
Treonina 2,23 3,04 2,67 2,56
Valina 2,88 3,90 3,81 3,30

2 AAE® 22,17 26,30 29.53 27,71
Acido aspartico 4,66 3,90 5,42 4,54
Serina 2,88 3,32 2,69 2,71
Acido glutamico 7,79 6,70 7,83 7,54
Prolina 1,64 2,58 1,86 2,25
Glicina 5,31 5,44 9,14 10,50
Alanina 3,82 6,76 7,78 7,50
Cistina 0,20 0,29 0,41 0,31
Tirosina 0,79 1,32 1,63 1,40
Taurina 0,35 0,69 1,22 1,83

> AANE" 2743 31,00 37,97 38.60
TOTAL 49,60 57,30 67,50 66,31

Relagdo AAE/AANE 0,81:1 0,85:1 0,78:1 0,72:1

2 Aminodcidos essenciais. >Aminodcidos nfo essenciais.



Anexo 3. Recomendagdes de niveis de nutrientes para a dieta “ideal” de larvas do

género Macrobrachium.

Nutriente Gramas por 100 g de dieta seca
Minimo Maximo
Proteinas 50,0 57,60
Aminoéacidos livres 0,13
Aminoéacidos ligados a proteinas 49,87
Lipidios 12,32 16,00
Fosfolipidios (lecitina de soja) 1,0
18:3 n-3 (o-linoléico) 0,16
20:5 n-3 (EPA) 0,13
22:6 n-3 (DHA) 0,31
DHA/EPA 2,30:1
2HUFASs n-3 0,23
Carboidratos 23,0 28,6
Fibra 0,8 1,5
Vitaminas 1,0
Minerais 10,9 13,4
Fésforo (NaH,PO,) 1,50 (1,15 P disponivel)
Calcio (CaCl,.2H,0) *%0,35
Acido ascorbico 0,15 0,5

“Guerrero-Alvarado e Valenti (2009)
SKamarudin e Roustaian (2002)
'Kamarudin e Roustaian (2002)
"Guerrero-Alvarado e Valenti (2009)
'8Kamarudin e Roustaian (2002)
YGuerrero-Alvarado e Valenti (2009)
®Guerrero-Alvarado e Valenti (2009)
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