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Resumo

O cultivo do camardo-rosa Farfantepenaeus pauensis pode ser viabilizado
com alimentos de boa digestibilidade proteica, por melhorar o rendimento e reduzir a
liberac® de residuos no meio ambiente. Um método in vitro que utiliza o titulador pH-
stat e ezimas digestivas da espécie estudada para avaliar a digestibilidade proteica,
obteve resultados comparaveis aos alcangcados pelo cultivo de salmonideos e camardes
(Litopenaeus vannamel). No presente trabalho de supate nutricional a0 camaréo
autoctone F. pauensis, analisou-se aperformance de aultivo dessa espécie em relagéo a
trés ragdes comerciais, verificou-se a previsibilidade do méodo in vitro de
digestibilidade proteica e omplementou-se os conhecimentos metodologicos dessa
témica. Nos resultados, a performance de ailtivo diferiu conforme aragé® empregada e
houve rrelago (R?=0,55) entre os dados in vivo e in vitro de digestibilidade proteica
para duas ragdes, sendo uma tercdra rac® excluida da andlise devido as slas
propriedades fisicas, que possivelmente detaram apenas a digestibilidade proteica in
vivo. Os resultados obtidos com as enzimas empregadas no método in vitro diferiram
pouco conforme aontogénese, fonte alimentar e estado nutricional dos camardes. Os
presentes resultados indicam que o método in vitro ainda ndo substitui o cultivo

experimental, mas pode auxiliar na buscapor alimentos adequados.

Palavras-chave: camardo-rosa; Farfantepenaeus pauensis; digestibilidade; método in

Vitro; proteing; ragdes; enzimas digestivas; cultivo experimental



Abstract

Culture of pink shrimp Farfantepenaeus pauensis can be ahieved by
digestible feeds that may result in higher yields and reduced residual nutrient release
into the eavironment. An in vitro method to assess protein digestibility in a pH-stat
readion involving enzyme extrads of the target spedes was previously found to
preview in vivo apparent protein digestibility in salmonids and shrimp Litopenaeus
vannamel. The present survey explored culture performance of F. pauenss fed three
commercial shrimp feeds and cheded the potential of the pH-stat method to preview
apparent protein digestibility. Moreover, the suitability of using hepatopancreas enzyme
extrads was assessed in terms of shrimp ontogenesis, nutritional status (fed/unfed) and
diet history. Culture performance differed among feeds and a @rrelation (R?=0.55) was
found between in vivo and in vitro protein digestibility in two of the tested feeds. The
remaining feed was excluded from analysis due to tedhnica constraints that possbly
affeded apparent in vivo protein digestibility and culture performance Shrimp
hepatopancreas enzyme extrads employed for in vitro assays were not affeded by
ontogenesis, nutritional status and diet history. Though the in vitro method still cannot
replace experimental reaing trials it can further assist in the seach for adequate

fealstuffs for shrimp reaing.

Key-words: pink-shrimp; Farfantepenaeus pauenss; digestibility; in vitro method;

protein; feeds; digestive enzymes, experimental culture



1. Introducao

1.1. Situagéo atual da carcinicultura marinha brasileira

Embora o Brasil tenha se destacalo como um dos maiores produtores mundiais
de amarbes marinhos cultivados, com cerca de 75904 toneladas despescadas e
produtividade de 4,573 ton/ha em 2005 (Ibama, 2005, essa posicéo foi alcancada
graca ao cultivo disseminado da espécie exotica Litopenaeus vannamei, o camardo-
branco-do-Padfico. Seu suces® dependeu ndo sO de caacteristicas como rgpido
crescimento e rusticidade para ailtivo, como também da disponibilidade de alimentos
comerciais que dendesem seus requerimentos nutricionais (Lemos et al., 2000. O
nivel de mnhecimento gerado em relagé ao L. vannamei contrasta com a situacé® em
gue se excontram as espécies autdctones brasileiras. Apesar de vérias delas terem
grande importancia ammercial e serem consideradas potencialmente alltivaveis (Seiffert
et a., 1997, seus volumes < limitam a pesca extrativa, sendo que dgumas, como os
camardes rosa Farfantepenaeus pauensis e F. braslienss, ja demonstram sinais de
comprometimento do estoque de adultos, devido a super exploracd® do reaurso
(Valentini et al., 1991, 2001). A espécie F. pauenss, encontrada nas regides sl e
sudeste do pais (Iwai, 1978, vinha sendo cultivada principalmente nas décalas de 80 e
90. Porém, seu cultivo deteve-se principalmente por questfes témicas, incluindo a falta
de um alimento comercial adequado para manter uma producéo lucrativa etornando as
tentativas de ailtivo uma prética de risco sujeita a baixos resultados (Lemos et al.,
2000.

A posi¢éo alcancada pela cacinicultura brasileira € um exemplo do que os
investimentos iniciais feitos em torno de uma espécie foram capazes de resultar:

aprimoramento de témicas de ailtivo e manejo, desenvolvimento de temologias



aplicadas no ciclo produtivo (laboratérios de larvicultura, engorda e processamento do
camardo despescado) e a @uisicdo de conhecimentos bre ese modo ce producéo. A
mesma ditude poderia ser aplicada na aiacd de espécies naturais do territorio
nacional, como Farfantepenaeus pauenss, cuja anpliacd® de informagdes témico-
cientificas permitiria orientar os produtores sobre como administrar a producdo desses
camardes, inclusive no campo nutricional. Apesar da inexisténcia aual de formulagdes
espécie-especificas para F. padensis, 0 mercado de ragbes ampliou-se muito nos
ultimos anos, com melhoras inclusive na teaqologia de producéo (Waldige & Caseiro,

2003.

1.2. Ingredientes, nutrientes e processamento industrial das ragoes

Estima-se que aracga represente cecade 50 ou 60% do custo gperadonal de
producéo de camarfes (Tan & Dominy, 1997 Shiau, 1998, devendo apresentar uma
boa qualidade para que o desempenho no cultivo seja mmpensador. Na composicéo de
ragdes para austaceos, a proteina €0 nutriente mais caro e o principal fator limitante
para o crescimento (Smith et a., 1985, sendo necess&rio em maiores proporgoes
guando comparada a caboidratos e lipideos. H4 uma grande quantidade de matérias
primas que podem ser utilizadas nas formulagdes, resultando em uma cnsideravel
variagd® na @mposicép das ragdes (Cuzon et a., 1994. Entre os ingredientes
utilizados, a farinha de peixe parece ser a alternativa de qualidade nutricional mais
completa, embora a diminuicd na oferta tenha elevado seus custos, limitando sua
inclusdo na formulacd® (Guzman, 1996 Watanabe, 2002. Por is®, a utilizac® e
procura por fontes alternativas de proteina, tais como rejeitos, subprodutos da pesca e
peaséria e ingredientes de origem vegetal, vem aumentando, embora esses Ultimos

possam ainda gresentar fatores antinutricionais (como inibidores enzimaticos e



antivitaminicos) e deficiéncia de aminoécidos essnciais (Longas,1996.

Mesmo com idénticas formulagdes e fontes de ingredientes, ndo ha garantia de
gue & dietas tenham o mesmo valor nutricional. Além da qualidade dos ingredientes
poderem variar conforme adisponibil idade das fontes e da oferta de mercado (Nates &
Tamn, 2005, vérios fatores desde 0 preparo, processamento, armazenamento dos
ingredientes e do aimento ja pronto, podem afetar a quaidade dos nutrientes

(D’ Abramo & Castell, 1997 e o grau de digestéo do produto.

1.3. Avaliando aqualidade dos ingredientes das ragoes

Diante dos quadros anteriormente gresentados, torna-se indispensavel o
controle de qualidade dos ingredientes presentes nas formulacdes. Neste quesito, a
digestibilidade éum indice @nsiderado adequado em estudos nutricionais (Smith et al.,
1985 Akiyama d al., 1989 Sudaryono et al., 1996 Lee & Lawrence 1997 e et&
relacionada & caacidade dos nutrientes de um alimento serem absorvidos e
direcionados ao crescimento e metabolismo dos animais cultivados (Lemos, 2003. Um
alimento formulado pode oferece uma excelente fonte de nutrientes e mesmo assim
resultar em uma performance de ailtivo inadequada, caso seus nutrientes ndo sejam
digeridos e incorporados (Sudaryono et al., 1996. Um alimento ideal deve goresentar
ata diciéncia de utilizac®, evitando sobretudo, a poluicd ambiental devido a
sobrecaga desnecessiria de nutrientes (Tacon, 2002. As excretas produzidas pelos
componentes ndo digeriveis do alimento, assim como a parcela de ra¢d® ndo assimilada
pelos animais, implica diretamente no volume de residuos liberados pelos sistemas de
cultivo, podendo provoca eutrofizacdo, diminuicdo do oxigénio dissolvido na &gua e
desequilibrio na biota local, além da questdo do desperdicio de racé e o custo que isso
significa as produtores (Lemos, 2003. Estudos da digestibilidade de alimentos podem

ser realizados através do cultivo de animais (método in vivo), que € um processo



10

custoso, por exigir tempo (Dimes et al., 19948) e mao-de-obra, ou por métodos in vitro,
isto & smulados em laboratério por meio de rea@es bioquimicas.

As proteinas 50 s nutrientes mais avaliados, devido a sua importancia direta
para o crescimento dos animais (Guillaume, 1997). Utilizando-se uma témicain vitro
de avaliac® da digestibilidade proteica na qual se emprega um aparelho titulador (pH-
stat), Dimes & Haad (1994 e Dimes et a (1994a,b) desenvolveram protocolos para
salmonideos com o0 uso de ezimas digestivas retiradas das proprias espécies avaliadas e
verificaram que os resultados, fornecidos em grau de hidrolise de proteinas (DH%),
correlacionavam em grande parte com os dados de alltivo desses animais, em relac@®
a0 crescimento e a digestibilidade in vivo de proteinas. A constatacé incentivou 0s
primeiros testes deste tipo com peneideos, onde Ezquerra et al. (1997, 1999 utilizaram
enzimas do hepatopancress (glandula digestiva) de Litopenaeus vannamei e obtiveram
resultados também favoraveis ao uso do método.

A importancia desse fato, além da questdo prética por se tratar de um teste in
vitro com bons resultados, € a possibilidade de utilizar as enzimas provenientes das
préprias espécies experimentais, mais representativas do que a enzimas comerciais
disponiveis para estudos de digestibilidade (Dimes & Haad, 1994 Dimes et al.,
1994a,b; Ezquerra et al., 1997, 1998 Lemos et al., 2004. Com base nos estudos de
digestibilidade, pode-se investigar alimentos que segjam adequados a epécie F.
pauenss, dentro de um padréo de qualidade ambiental.

O presente trabalho tem como objetivo principal contribuir com estudos
nutricionais de suporte ao cultivo da espécie nativa Farfantepenaeus pauensis através

dos sguintes topicos.
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1°) Andlise da possivel diferenca entre & ragBes nos parametros avaliados
(como digestibilidade in vivo de proteinas, crescimento e quantidade de material ndo

digerido liberado na forma de fezes e nitrogénio fecd);

2°) Veificagdo da caacidade do teste pH-dat, na previsdo da digestibilidade

proteicaem ragies;

3% Andlise de fatores fisiologicos dos camarGes que possam dterar as

respostas das enzimas no ensaio in vitro de digestibilidade de proteinas.

2. Material e M é&odos

2.1. Animais experimentais e infra-estrutura pré-experimental

Os camarfes-rosa utilizados no estudo foram obtidos durante afase pos-larval
(PL1o1s), junto a “Estac@® Marinha de Aquaaultura” da Fundag@ Universidade Federal
do Rio Grande (FURG) e transportados até a Base Norte do Instituto Oceanografico da
Universidade de S&o Paulo, localizada em Ubatuba. Atualmente h& cinco geragBes de
camardes endo cultivados em tanques circulares de 12.000 litros desde 2001 Témicos
realizam o manejo alimentar nos tanques de altivo com fornecimento di&rio de rac®
comercial ad libitum, além da manutencdo da qualidade da &ua, pela trocade 50% do
volume de gua marinha a caa 2 das e limpezaperiddica das paredes dos tanques. O
suprimento de &ua marinha filtrada é efetuado por meio de bombas e a aea¢c® nos
tanques € gerada por um compressor radial elétrico. O cultivo é mantido sob fatores

naturais de iluminagéo, temperatura e salinidade (34-35%q). Os camardes utili zados no



12

presente trabalho foram cultivados b essas condi¢des até o momento de coleta gou

transferéncia para tanques ou aquérios experimentais.

2.2. Substratos proteicos utilizados nas analises in vitro e @racterizagdo
guanto ao teor de proteina bruta, granulometria e energia

Tanto ingredientes (caseina efarinha de peixe LT94) como ragdes comerciais
foram utilizados como substratos na determinacd da digestibilidade in vitro de
proteinas. Nessa andlise, cada uma das ragdes empregadas foi previamente triturada
com o auxilio de um noedor manual elétrico (Proctor Silex®). A seguir, as amostras
moidas tiveram sua composi¢cdo granulométrica determinada por meio de um jogo de
peneiras graduadas (com malhas em diferentes tamanhos), empilhadas e aopladas a
uma base de aitac® (Bertel®). Como as ragdes empregadas devem apresentar
padronizac® quanto ao contelido de proteina bruta, o teor de nitrogénio total de cala
produto foi medido através de um auto-analisador C, N, H (Central Analitica —
IQ/USP. A seguir, a porcentagem de proteina bruta presente nas ragdes foi obtida
multipli cando-se o teor de nitrogénio total por 6,25 (A.O.A.C, 1984). N&o foi necessirio
determinar os teores proteicos dos substratos caseina efarinha de peixe LT94 pelo fato
dessas informagdes srem previamente conhecidas.

Além do contetdo proteico, também foi quantificado o teor de energia contida
em cada racd aravés do método da combustdo Umida (Lemos, 2000, que consiste an
determinar a quantidade de oxigénio consumida na queima de uma amostra contendo
matéria organica Para a &eaucdo do procedimento, foram adicionados K103 (5% p/v) e
&cido sulfurico em cada amostra de 8-12mg de racé. A seguir, a solucéo foi colocada
paraferver em um sistema de baldes de vidro acoplados a um condensador e sistema de

resfriamento. Apds 1h de combustdo, os baldes foram resfriados e os conteldos,
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diluidos com &gua destilada elevemente ajuecidos, de modo a eliminar o iodo livre da
solucdo. Para acéerar 0 proces9, foi colocada uma fonte de borbulhamento de ar. Apos
realizar um novo resfriamento, foi adicionado Kl (10% p/v) nas olugdes e a& amostras
foram tituladas com tiosaulfato de sbdio 0,1N. Posteriormente, o volume de oxigénio
gasto na queima foi convertido por equivalentes energéticos para obtencdo da

guantidade de energia presente en cada amostra.

2.3. Determinagdo in vitro do grau de hidrolise enzimética da proteina
alimentar

Ao final de cala experimento realizado, os camarfes-rosa foram saaificados e
seus hepatopéancress, dissecalos e amazenados em nitrogénio liquido (-18C°C) para
posterior prepara¢do dos extratos enzimaticos a serem utilizados na determinac® da
atividade enzimatica (item 2.3.1) e na andlise da digestibilidade in vitro de proteinas de

ragdes e ingredientes (item 2.3.2).

2.3.1. Enzimas experimentais e quantificacdo da atividade enzimética

Os hepatopancress de F. pauens's previamente amazenados foram utilizados
para a preparacgdo dos extratos enziméticos apds 0s <weguintes procedimentos:
descongelamento das amostras mantidas em nitrogénio liquido, homogeneiza¢&® (1:3
p/v) em &gua destilada egjuste do pH (~8,0) conforme leitura em um aparelho medidor
de pH (744 pHmeter, Metronm®). Nos casos em que se utilizou hepatopéancreas
individuais, o pH das amostras previamente homogeneizadas foi medido através de um
eletrodo especifico (Biotrode, Metrohm®) para pequenos volumes de amostra. A seguir,
as amostras de hepatopéancress foram centrifugadas (centrifuga 5417, Eppendorf®)
sob refrigerac@® de 4°C a 10.000 x g por 30 minutos e o sobrenadante formado pelo

extrato enzimético foi separado cuidadosamente g0s descartes da fracé@ lipidica
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superficial e do material depositado no fundo.

A atividade proteolitica total foi medida pela taxa de hidrélise do extrato
enzimético em 1,0% p/v do substrato de azocaseina em 50mM de tampdo Tris em pH
7,5 (Garcia-Carrefio, 1992. Triplicaas de 10ul do extrato enzimético foram misturadas
com 0,5 ml de solugéo de azcaseina a25°C. A reac® enzimética para cala triplicata
controle foi suspensa pela ali¢céo imediata de 0,5 ml de 20% de &ido tricloroacéico
(TCA). O mesmo foi feito para cada triplicaa experimental, apés um periodo de
incubacgdo de 10 minutos. O material foi mantido sob refrigeracd a 0°C por 10 minutos
e catrifugado durante 5 minutos a 10.000x g. A leitura de eésorbancia do sobrenadante
foi feita em espedrofotdmetro (6300 Jenway®) na faixa de 440rm (Lemos et al., 2004).
A atividade do extrato enzimético foi medida em unidades de @sorbancia (U) = A
abs/min, sendo determinada pelo valor obtido pela diferenca eitre & médias das
tripli catas experimentais e @ntroles.

Para os experimentos de determinacé de grau de hidrélise, foi padronizado o
volume de extrato enzimético equivalente a4U (U=unidades de aividade enzimatica).
A quantidade disponivel de extrato enzimético correspondente ajuela dividade
enzimética padrdo adotada foi o fator que posshilitou ou ndo a redizacd de mais de

uma réplica para o ensaio do grau de hidrolise.

2.3.2. Protocolo pH-stat com utilizacdo de extrato enzimético de camardes
eamostras de alimentos

Nos ensaios de determinacdo do grau de hidrélise in vitro, a quantidade de
proteina bruta foi padronizada em 80mg. Durante cecade 1h, a anostra foi disolvida
em agua destilada, auxiliada por um agitador magnético. Por ess periodo, o pH foi

mantido em aproximadamente 8,0 pela alicd de volumes de NaOH de diferentes
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normalidades. A quantidade de base alicionada foi considerada, de modo que o volume
de solucéo protéica, mais o0 extrato enzimatico (4U) e o volume aicional de &ua, caso
necessario, apresentase o volume final de 10ml.

A reac®d pH-stat de hidrélise de proteinas mediada pelo titulador 718 STAT
Titrino (Metronm®) teve inicio pela alicdo do extrato enzimédtico (item 2.3.1) no
recipiente de reac® contendo a amostra solubilizada previamente preparada. Durante
uma hora (tempo de reac® padronizado), o aparelho monitora o pH no decorrer de uma
reac® enzimética eo mantém estavel em uma faixa especificada (~8,0). Quando ocorre
hidrélise das ligagdes peptidicas de uma proteina pela ac@® de ewzimas digestivas, ha
diminuicd no pH dareac® (Adler-Nisen, 1986. O aparelho detecta esta alterac® e
corrige o pH pela aicéd de um pequeno volume (ul) de base (NaOH). No final da
reacd®, a quantidade de base gasta € proporcional ao grau de hidrolise (DH%) ou a
digetibilidade in vitro da proteina de um alimento (Pedersen & Egum, 1983.

Durante areac®, 0 gas nitrogénio é borbulhado no redpiente de hidrélise para
evitar alterac® do pH devido ao contato da solugcdo com o CO, presente no ar. A
temperatura é mantida mnstante (25 + 0,2 °C) através da imersdo da cubeta de reac®
em uma jaqueta, onde a @ua recircula, aimentada por um banho térmico na
temperatura desegjada. O volume de NaOH 0,1N gasto para manter o pH constante
durante areago é registrado automaticamente eo DH% é cdculado pelo aparelho por

meio da seguinte formula (Adler-Nissen, 1986:
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DH% = (B*Ny* a™** [P%*100+8])*100;

onde: B = volume (ml) de base NaOH gasta durante areaca®,;
N = normalidade do titulante (no caso, utili zou-se 0,1N);
P% = contelido proteico nareac®, expres em %;
a™'= fator de cdibrac® (tabelado conforme atemperatura dareac#®. Nos

experimentos, foi utilizado o™ = 1,5 para 25°C).

Dese modo, quanto maior o valor de DH%, maior o nimero de ligagdes
peptidicas hidrolisadas e, portanto, melhor a eficiéncia de encurtamento da proteina

alimentar pelas enzimas do animal.

2.4. Experimentosin vivo ein vitro

Foram realizados quatro experimentos. Trés deles destinaram-se a aclarece se
h& influéncia de determinados fatores do cultivo sobre 0 desempenho das enzimas nos
testes in vitro (mais precisamente, em relac@® a idade, alimento fornecido e estado de
nutricdo dos animais). O quarto experimento, principal e também de maiores
proporgdes, foi proposto em busca de uma melhor compreensdo sobre a dimentac® e
nutricdo dos camarbes-rosa alltivados, assim como para verifica a cgacidade de

previsdo da digestibilidade de proteina pelo método pH-gtat.

2.4.1. Digestibilidade de proteina em funcdo da ontogénese
Ha indicios de que adigestibilidade de alimentos pode variar de a®rdo com a
idade do camardo (Lee & Lawrence, 1997). Se o méodo pH-stat puder servir como

indicador da qualidade da proteina alimentar, é necessé&rio verificar se & respostas in
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vitro podem variar em fungd da idade dos camardes de onde se obtém os extratos
enziméticos. Com esse proposito, durante determinada fase da ontogénese de F.
paudenss, foram coletados individuos de 1, 3, 8 e 12 meses de idade para amostragem
de hepatopancress, provenientes dos estoques descritos no item 2.1. Os pesos
aproximados apresentados pelos animais, conforme aidade, foram de: 0,2g (1 més);
1,69 (3 meses); 5,49 (8 meses) e 11,79 (12 meses). Os camardes foram rapidamente
sacaificados e os 0rgdos, removidos e amazenados imediatamente em nitrogénio
liquido. O grau de hidrdlise de proteinas (item 2.3.2) foi verificado com a utili zagc&® dos
extratos enziméaticos (item 2.3.1) preparados a partir dos hepatopancreas coletados.
Como substratos para a reac® (item 2.3.2), foram escolhidas a caeina (Tednicd -
from bovine milk, Sigmall) e afarinha de peixe LT94 (Fiskeriforskning, Noruega), de
qualidade padronizada, pelo objetivo de testar um ingrediente prético da fabricac® de

ragdes aqua.

2.4.2. Digestibilidade in vitro de proteina em funcédo do estado nutricional

Como o protocolo de digestibilidade in vitro de proteinas com a utilizac® de
enzimas digestivas das proprias espécies aqglicolas estudadas foi desenvolvido
recatemente, a importancia do estado nutricional dos camarfes para a @licacd do
método citado anteriormente dnda ndo havia sido investigada. Para avaliar este fator, 30
individuos de 12 meses de idade epeso Umido de 10-12gforam coletados e transferidos
para aquarios individuais de 15 litros. Durante 17 das, o tratamento dos animais incluiu
3 aimentagdes diérias ad libitum com rac@® comercial para amardes (35% de proteina
bruta), troca didria de 50% do volume de &ua, retirada das fezs e dos restos
alimentares. As condicbes ambientais do laboratério foram mantidas com ar

condicionado para guste de temperatura (25°C), fotoperiodo ce 12h claro : 12h escuro e
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filtros do tipo cuno (1um) para o tratamento da &ua marinha. Apds este periodo,
metade dos camardes foram mantidos com o regime de alimentac@® e o redante,
submetidos ao jejum durante 1, 6, 24 ou 48, com 3 réplicas por tratamento. Apds cada
periodo ce jejum, os animais foram saaificados e tiveram os hepatopancreas extraidos e
armazenados em nitrogénio liquido para posterior andlise da digestibilidade in vitro de
proteinas (item 2.3.2). Para cala anostra de hepatopancreas de individuo mantido em
jejum, uma amostra proveniente de individuo alimentado foi também coletada. O grau
de hidrélise na reac® pH-stat foi determinado utilizando caseina wmo substrato,

preparada conforme o item 2.3.2.

2.4.3. Digestibilidade in vitro de proteina em fungdo da fonte nutricional

Em um trabalho recente, foi mencionada a possibilidade do grau de hidrélise
proteicain vitro diferir conforme aorigem do hepatopancreas utilizado, supostamente
em deaorréncia do tratamento alimentar fornecido aos animais. Segundo Divakaran et
al. (2009, o método in vitro seria recomendavel apenas ® fosse utilizado como
substrato proteico o mesmo alimento ministrado no cultivo dos individuos (os quais,
mais tarde, teriam seus hepatopancreas disecados para a preparacd® dos extratos
enziméticos).

Com o propésito de se testar esta afirmaca, foram cultivados camardes com 3
ragdes comerciais diferentes. Era desgjavel o conhedmento prévio dos graus de
hidrdlise proteico de cala rac@® a ser empregada nos experimentos, de modo que fosse
possivel identificar ragdes com qualidades diferentes. Para isso, entre 4 ragbes
comerciais disponiveis, foram escolhidas as 3 que gresentaram graus de hidrélise de
proteina distintos entre si. Todas as ragdes testadas declaravam na embalagem conter

35% de proteina bruta, que é a porcentagem indicada para afase de aescimento em que
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se encontravam 0s juvenis utilizados nos experimentos. A partir dos valores obtidos
pela determinacé do teor de nitrogénio total contido em cada amostra (item 2.2), foi
calculada aquantidade de proteinas totais em cada racd e foram feitas a solubilizacé e
adeterminacd do DH% de proteina das amostras (item 2.3.2).

Cento e vinte @amardes de 6 meses de idade aultivados conforme o item 2.1,
foram selecionados pelo comprimento (8,5 a 9 cm) e transferidos para 3 tanques de
1000litros, com 40 individuos em cada um. Em cada tanque foi fornecida uma das 3
marcas de ra¢cd escolhidas (rac@ A, B ou C), afim de alaptar os camardes ao alimento
(fase de arragpamento). O aimento foi fornecido duas vezes a0 dia, durante 12 das. O
periodo foi adequado, pois a recmendacd para o condicionamento de dietas € de, pelo

menos, uma semana (D’ Abramo & Castell, 1997).

Dos 120 animais inicialmente estocados, metade foram escolhidos para
participarem de um experimento de cultivo (item 2.4.4). Os camardes restantes (20 por
tanque) continuaram sendo arragoados por mais 2 meses. Apos ese periodo, 0s animais
foram saaificados, os hepatopancreas retirados e amazenados em tubos identificados
conforme o tratamento alimentar receébido. A seguir, os tubos foram mantidos em
nitrogénio liquido para posterior determinac® da digestibilidade in vitro de proteinas.
No procedimento do méodo in vitro (item 2.3.2), foram utilizados os extratos
enziméticos de cala um dos grupos de aniimais alimentados com as ragdes A, B e C.
Como substrato proteico da reac® de hidrélise, foram empregadas essas mesmas
ragdes, uma por vez O nimero maximo possivel de mmbinagdes entre os tipos de
extratos enziméticos e substratos proteicos empregados foi de 3 x 3 = 9 possibilidades
diferentes. Os extratos enzimaéticos foram divididos em duas ou trés aliquotas, onde o
namero de réplicas exeautadas dependeu do volume disponivel de extrato enzimético,

preparado conforme o item 2.3.1.
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2.4.4. Cultivo experimental com racgbes comerciais e mrrelacdo entre
digestibilidadein vitro (DH%) ein vivo (DAP%)

Este experimento consistiu em uma eapa para o cultivo, outrapara a adlise in
vitro e a correlag@® entre ambas. A primeira dapa foi proposta para verifica a
importancia do tratamento alimentar empregado na performance de ailtivo, mais
especificamente em relacé a digestibilidade goarente de proteinas. No entanto, outros
fatores assciados também foram analisados, como: sobrevivéncia, nimero de mudas,
ingestdo de racd®, crescimento, digestibilidade de matéria seca eliberagbes de fezes e
nitrogénio fecal, além da possivel interac® entre eses parametros analisados. A
segunda dapateve mmo propdsito determinar 0 grau de hidrdlise proteicain vitro, com
a utilizacd® de extratos enziméticos dos hepatopancreas dagqueles mesmos individuos
experimentais cultivados. Em seguida, foi avaliado o potencial de previsdo do método in
vitro de digestibilidade de proteinas, em relac@® aos dados obtidos durante o cultivo dos
camardes. Como substratos da reac® in vitro foram empregadas as respedivas ragdes

forneddas para aalimentacé dos animais.

2.4.4.1. Etapa in vivo: selecdo de organismos e fase de adaptacao

Apbs o0 periodo inicial de 12 dias de arragpamento, conforme descrito no
experimento anterior (2.4.3), foram selecionados 20 animais de cala tratamento
alimentar (60 individuos no total) conforme o peso (5,0 a5,9g e média de 5,45 + 0,269).
A seguir, os camardes foram transferidos para o laboratorio. Cada individuo foi sem
cuidadosamente cm um pano macio, pesado em uma balanca analitica (Sartorius®) de
precisdo de 0,0001ge transferido para um aguério plastico transparente (15 L), com
tampa para prevenir a possibilidade do animal saltar para fora. Durante a redizacé de

testes prévios, houve mortaidade em cerca de metade dos camarbes submetidos a
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pesagem, em decorréncia do estrese muscular. Por isso, desta vez, no momento em que
os animais foram soltos nos aquérios, foi testado o aumento da intensidade de aeac®
como forma de tentar reanimar 0s animais que pudesem estar injuriados. Embora no
inicio alguns individuos tenham ficado totalmente inertes e com o corpo virado de lado,
apos 30 minutos de exposicéo a forte aeacdo, 0s animais ® reauperaram e ndo houve
mortalidade nesse periodo.

Durante afase de aaptacé@® dos individuos ao ambiente de laboratério e as
aquarios, arotina de manejo consistiu natrocadi&ria de gua (cercade 50% do volume)
e duas ®ses de alimentacd (total de 0,4g ce racd® por dia por individuo), com os
juvenis expostos ao alimento por 1h em cada sessto (das 8:00 as 9:00h e das 15:00 as
16:00h). Para cala individuo foi mantido o mesmo tratamento alimentar (ra¢go A, B ou
C) da fase de arragpamento. O periodo experimental teve inicio apés 27 das de
adaptacé a rotina laboratorial. O esquema de aultivo dos organismos consistiu em 60
aquarios numerados (contendo animais), com 20 individuos por tratamento e 6 aquarios

controles (sem animais, para estimar as perdas de rag& por lixiviagéo).

2.4.4.2. Rotina experimental
A rotinadiéria de alltivo dos camardes exeautada no periodo experimental

encontra-se em detalhes na Fig. 1:
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PRODUCAO DE FEZES (9h)

““““““““““ SRD/TR SF D/TF LF
NN
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 horério (h)

|

ALIMENTACAO (2h)

LIMPEZA E TROCA DE 50% DO VOLUME DE AGUA (2h)

SR — SIFONAGEM DE RAGAO (1h) SF — SIFONAGEM DE FEZES (1h)

D/TF — DECANTACAO E TRANSFERENCIA

D/TR -  DECANTAGAO E DAS FEZES PARA POTES (1h)
TRANSFERENCIA DAS SOBRAS DE LF — LAVAGEM DAS FEZES COM AGUA
RAGAO PARA POTES (1h) DESTILADA E SECAGEM EM ESTUFA (1,5h)

Fig. 1: Cronograma diario das rotinas de coleta de sobras de racéo e fezes dos camarfes-rosa
Farfantepenaeus paulensis cultivados ao longo de 30 dias, a partir de um nimero amostral de
60 individuos, submetidos aos tratamentos alimentares A, B e C, respectivamente (20 animais
por tratamento). As condi¢Bes experimentais de temperatura e salinidade foram de 23°C (+2°C)

e 35%eo.

Durante o periodo experimental foram mantidos os sguintes procedimentos:

- Fotoperiodo de 12h claro : 12h escuro;

- Temperatura de 23°C (£2 °C);

- Fornecimento damesmaraca utili zada na fase de arragpamento;

- Fornecimento de 2g de ragdo por animal a cala 5 dias (aproximadamente 0,49
deracd ao diapor individuo) e disponibilidade de 2h diérias para alimentac®;

- Troca de &ua dos aquarios a cala 2 dias (50 a 60% do volume) e limpeza

prévia de detritos dos aquarios em que eam realizadas as coletas do da;
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- Coletas redlizadas a cala 48h devido a0 revezamento dos aquarios
manejados. em cerca de metade (33) dos aguérios eram feitas coletas em um dia e a
outra metade (33), no dia seguinte. Ou segja, para cala individuo, houve coleta de
materiais em dias alternados (dia sim, dia ndo), para que foss possivel a exeaugdo da
tarefa, considerando-se agrande quantidade de ajuérios experimentais e o dispéndio de
méo-de-obra;

- Obtencéo das amostras individuais de sobras de rac®, feitas em duas etapas:
remlhimento do material depositado no fundo de cala ajuério com a utilizac® de um
siféo (tubo de vidro amplado a uma mangueira) e transferéncia para um recipiente
plastico (~0,5L) para decaitacé do material depositado no fundo. A seguir, os Sdlidos
foram transferidos com o auxilio de um tubo de vidro (de calibre fino) para outro
recipiente pléstico de menor volume (~20ml), devidamente identificado segundo o
nimero do animal. Ese procedimento foi necessario para diminuir o volume das
amostras a serem estocadas no freeze;

- Coleta das fezes de cala individuo com o auxilio de um tubo de vidro e
lavagem suave eligeira mm &gua destilada para retirar o sal marinho aderido. As fezes,
por estarem envolvidas pela membrana peritrofica que € produzida pelo organismo do
camardo, estdo menos ajeitas a lixiviagdo do que a ragdo, sendo possivel separéa-las da
&gua destilada am a gjuda de uma pipeta do tipo pasteur. Apos o procedimento, o
material foi guardado em potes (identificados com o nimero de cala animal) e
armazenado no freezer;

- Descarte das ®bras de alimento e fezes provenientes de animais que se
encontravam sob estagio de muda, devido a0 comportamento dos camardes de se

alimentarem pouco quando se encontram nesse estado, conforme foi observado.

Ap6s o término do periodo ce ailtivo experimental, os animais foram
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enxugados cuidadosamente, pesados e identificados quanto ao sexo. Os hepatopéancreas
foram dissecalos, dispostos individualmente em tubos identificados pelo nimero de
cada animal e amazenados em nitrogénio liquido (-180°C). Para & determinagdes
individuais de ingestéo de raggo e producéo fecl, foram descongelados os materiais
armazenados no freeze (fezes previamente lavadas de modo suave e sobras de racé®).
As fezes correspondentes a cala individuo foram agrupadas por periodo de coleta. O
mesmo foi feito em relac® as bras de rac@®. Por terem sido armazenadas ainda com
&gua marinha, pogeriormente @ agrupamento as bras de raggo foram lavadas
suavemente mm &gua destilada para retirada do sal e em seguida, filtradas por uma
bomba de filtrac® a vaaio. Para a retencd do material, foram utilizados filtros
descartaveis (codigo de referéncia AP4004700 filtro de microfibra de vidro sem resina,
47mm de diametro, Milliporell) pré-pesados. O agrupamento de materiais de cala
individuo é remmendado para minimizar possiveis imprecisdes na pesagem (Lee &
Lawrence 1997, devido a quantidade relativamente pequena de alimento que é
ingerida diariamente por cada aiimal e pela pequena quantidade de fezes resultantes
(Smith & Tabrett, 2004). Os materiais (fezes e & bras de racd) foram sews em
estufa (60-65°C) até aobtencd de peso constante (peso sem). As fezes scaas foram
armazenadas em freeze (-20°C) para posterior determinagéo do contelido de nitrogénio

total (A.O.A.C, 1984).

2.4.4.3. Célculos

Devido ao periodo relativamente longo de ailtivo experimental (27 dias de
aclimatac® e 30 dias de mleta de materiais), foi necessrio rediza o guste das
estimativas individuais de incremento de peso, taxa de ingest&o de rac&® e producdes de
fezes e nitrogénio fecal, de a®rdo com o peso adqurido por cada canaréo durante cala

periodo e coleta (total de 3 seqiéncias sucesdvas, com 10 dias cadd). Para evitar
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mortali dade ou estresse alicional aos animais, optou-se por pesa-los apenas duas vezs,
antes do periodo de adimatac® e ao final do experimento, apds terem sido saaificados.
Dess modo, 0 peso de cala juvenil no inicio de cala periodo ce coleta teve que ser
estimado através de equagdes lineares individuais (total de 60 equagdes do tipo y = ax
+b; onde 0,0022<a<0,0418 ¢ 4,9869 <b <5,8670), calculadas com base nessas duas
pesagens realizadas. Cada uma das equagdes (uma por individuo) permitiu estimar o
peso apresentado por cada animal em fung& do tempo. Foi considerada apremissa de
gue ataxa de aescimento se gresentou constante durante todo o periodo experimental
(57 das no total). Os resultados dispostos nas tabelas estdo express em médias e
desvios padrdes para cala um dos pardmetros avaliados, onde 0 nimero amostral (n)
correspondeu ao total dos valores obtidos nas trés coletas juntas (ou sgja, cada individuo
gerou um dado por coleta eportanto, 60 individuos geraram, no méximo, n = 180 ddos
nas trés coletas). JA os resultados dispostos ©b a forma de graficos correspondem as
médias apresentadas por cada individuo durante astrés coletas. O nimero amostral total
foi de n = 60 dados, no maximo (cada animal gerou um dado a partir da média dos

valores obtidos nas trés coletas).

indicede lixiviagdo das ragbes

O indice de lixiviagd das ragdes nos aquarios controle (sem animais) foi
calculado para estimar as perdas ocorridas durante quase todo o proces de obtencéo
das ©bras de rac® (exceto pelo periodo de secagem em estufa), que incluem: o tempo
em que o dimento permaneceu ha gua marinha wm agacd (2h, 0 mesmo periodo
conferido para a adimentac@® dos camarfes); a retirada de rac® do aquério por
sifonagem; a lavagem suave mm &gua destilada e areaperac® aravés do uso de

filtros para aretencéo dos solidos. Este indice éimportante, pois contabiliza amargem
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de ero que pode ocorrer durante etimativas de digestibilidade obtidas por métodos

gravimétricos. Os célculos foram obtidos a partir da seguinte formula:

indice de lixiviagdo das ragBes (%) = 100 * [Peso sew total de racio (g)
oferedda —Peso se total de racdo (g) reauperada no aquéo controle] * [Peso sem

total deracdo (g) oferedda] *

Célculo da taxa de ingestdo dimentar, com ajuste devdo @ indice de
lixiviagao

Uma das formas de minimizar os agravantes proporcionados pela lixiviagé foi
estimando a quantidade de rac&® submersa disponivel aos animais, ou segja, a parte que
ndo sofreu dissolugd apos o contato com a gua. Foram utilizados 2 tanques controle
(isto €, sem animais) para cala uma das ragdes utilizadas, com sincronizacdo do tempo
em que o aimento permaneceu submerso nos agquarios controles e experimentais (com
animais). Considerando-se que a quantidade total de racd@® fornecida nos aguarios
experimentais e ontroles foi igual (cerca de 0,4g déaria de rac®) e que todos 0s
aquarios foram submetidos aos mesmos procedimentos (tempo de imersdo do alimento,
lavagem de sal das bras de ragé, exposicéo a mesma temperatura e aeagio), assime-
se que aquantidade de racd® submersa que eteve disponivel ao animal durante o
periodo e dimentacé foi equivalente a peso médio de racé reauperada nos aquarios
controles (sem animais). As formulas descritas a seguir, aplicadas bre os dados
provenientes de cala individuo experimental, ja estdo com ajustes devido aos indices de
lixiviag& das ragdes.

A partir de um total de 2g ce racgo Umida fornecida em 5 dias de ®leta, foi

calculada ataxa média de ingestdo daria de matéria secade rac@® (g) a longo do
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periodo ce cala coleta, através da férmula:

Taxameédia de ingestdo daria de matéria sec (g de peso sem de racad dia)
= [Peso se total da racéo (g) reauperada no aquéo controle — Peso se total das
sobras de rac&o (g) reauperadas no aqudio experimental] * (N° de dias de mleta) ™:;

onde aunidade da Taxa média de ingestdo diaria de matéria seca corresponde

a g de peso se deracdo . dia’t

A formula anterior foi reescrita cwnsiderando o peso Umido do camardo no

inicio do periodo ¢k cala coleta (taxa de ingestdo peso-especifica):

Taxa média de ingestdo déaria de matéria sec, em peso espedfico = (Taxa
média de ingestdo dimentar, em peso se) * (Peso docamardo noinicio do periodo e
coleta) ™*;

onde aunidade da Taxa média de ingestdo diaria de matéria sec, em peso

espedfico corresponde a g de peso sem deracgo . g de canardo™ . dia™*

As férmulas guintes, das taxas de ingestdo déaria de ra¢é, em peso Umido e
peso Umido-especifico (g de racd® Umida ingerida por g de camaréo) foram obtidas a
partir das férmulas anteriores, porém com conversdo de valores de peso sem, para peso
Uumido de racdo, que consiste no peso “real” de rac@® conforme a embalagem dos
produtos. A conversdo foi realizada a partir da determinac@® da propor¢do de matéria
seca presente nas ragdes (peso Umido). Ese procedimento foi efetuado através da
pesagem de porgdes de 2g de raggo em peso Umido (recém tirado da enbalagem), com 3

réplicas para cala marca de racé® utilizada. Cada por¢éo de racdo foi seca en estufa a



28

65°C até aobtencéo de peso constante. Assim, as taxas médias de ingestdo daria de

racd em peso Umido e peso Umido-especifico foram obtidas de forma indireta:

Taxa média de ingestdo déaria de racdo, em peso umido = Taxa média de
ingestdo daria de racdo, em peso se@ * Proparcdo ce matéria seca contida naporgao
inicial deracéo™

= Taxa média de ingestdo déria de ragdo, em peso se® * (Peso sew da

porcio deracdo pé emgem/Peso tmido da pocio deracio pré-secagem)™

Ao observar as unidades de medida orrespondentes a formula anterior,
verificase a aisténcia de valores em g de ragcd® em peso sem, tanto no numerador
como no denominador. Portanto, o resultado € obtido na unidade desejada, que é a

ingestdo em g de rac® Umida, por dia:

= (g-derac®d-empeso-se® .dia') * (gderagi-empeso-sem) / (g deraci®d em

peso imido) = g deracd em peso Umido . dia™

O mesmo foi feito em relagdo a taxa de ingestdo daria de racd® em peso

umido-especifico:

Taxa média de ingestdo daria de racdo, em peso Umido-espedfico = Taxa
média de ingestdo daria de racdo, em peso sem * Proparcdo ke matéria sea contida

na pacdoinicial deracdo” * Peso docamardo noinicio do periodo ce coleta™;



29

onde aunidade da Taxa média de ingestdo diaria de racdo, em peso Umido-

espedfico equivale a g de racgo em peso Umido . g de canardo em peso Umido™.dia*

Célculo da dgestibili dade aparente de matéria seca (DAM S%) das racoes
A porcentagem de matéria secade rac® assimilada pelos animais durante cala

periodo ce coletafoi calculada pela seguinte formula:

DAMS % = 100 * (peso se total de racdo ingerida —peso se total de fezes

produzidas) * (peso sew total de racdoingerida)

Céalculo da dgestibili dade aparente de proteina (DAP%) das racdes

Amostras das ragdes utilizadas e grande parte das amostras de fezes
armazenadas ao longo do periodo experimental foram analisadas quanto ao contelido de
nitrogénio total para o célculo do teor proteico (A.O.A.C, 1984). A gquantidade de
proteina presente na rac® ingerida enas fezes liberadas e adigestibilidade gparente de
proteina (DAP%) em cada periodo de mleta foram entdo cdculadas (modificado de

Smith & Tabrett, 2004):

Peso seco de proteina kruta fecal (g) = peso sew total de fezes por periodo

coleta * Porcentagem de proteina kruta presente nas fezes (%)

Peso seco de proteina ingerida (g) = peso sew total de racdo ingerida pa

periodo ce mleta * Porcentagem de proteina bruta presente naracéo (%)
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DAP (%) = 100* [Peso se@ de proteina kruta ingerida (g) — Peso sem de

proteinafecl (g)] * [Peso se (g) de proteina kruta ingerida] ~*;

Calculo doincremento de peso dos camardes

O incremento de peso (%) apresentado por cada individuo (aaéscimo de peso
em relacdo ao inicio do periodo ce coleta) foi calculado pela formula:

Incremento de peso (%) = 100 * [peso inicial — peso final do camaréo (g)] *

peso inicial (g) do camar&o ™

Determinacdo dadigestibilidade in vitro da poteina de trés marcas de
racoes utili zando extratos enzimaticos de camardes cultivados

Os hepatopéncreas dos camardes cultivados foram empregados na preparacé®
dos extratos enzimaticos (item 2.3.1) e & ragdes, utilizadas como substratos, foram
preparadas conforme o item (item 2.3.2). O extrato enzimético do hepatopéancress de
cada individuo foi utilizado para determinar o DH% de proteinas da mesma rac®
fornedda durante o cultivo experimental. O nimero de réplicas possiveis de serem
executadas para cala extrato individual variou de 1 a 4, conforme adisponibilidade de

volume de extrato enzimético. No total, foram realizados 88 ensaios.

2.5. Analises estatisticas e graficos

Ao final do periodo ce ailtivo experimental, 6 individuos ndo apresentaram
ganho de peso, entre os quais 3 pertenciam ao tratamento aimentar B, 2 eram do
tratamento A e 1 do C. Os dados provenientes desses individuos foram desconsiderados
em todas andlises redlizadas, inclusive nas estatisticas. Os dados apresentados no
presente trabalho foram analisados com o uso dos programas estatisticos SigmaStat 2.0

e Statistica 7.0. Nos casos em que os dados apresentaram um padréo de distribuicéo
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normal e de homogeneidade (dados paramétricos), foi aplicada a aalise de variancia de
umavia (one-way ANOV A; p<0,05), seguida do teste de Tukey para discriminag&o das
diferengas. Quando algum desses dois pré-requesitos ndo foram atendidos (dados néo
paramétricos), foi utilizado oteste de Kruskal-Wallis (p<0,05) e depois o teste de Dunn
para discriminacéd das diferencas. Nas andlises de regressso foram calculados os
coeficientes de determinacé® (R?) e de correlac® linear (R de Peason). Os gréficos
foram construidos por meio do programa para planilhas de dados, Excel (Microsoft

Office 97).

3. Resultados

3.1. Caracteristicas dasragdes e substratos empregados

Os teores de proteina bruta (%) dos substratos (ragdes e ingredientes) utili zados
nos experimentos de digestibilidade in vitro de proteinas e o contelido de energia (%)
dasragdes A, B e C estdp descritos na Tabela 1. Quanto ao teor de proteina bruta, astrés
ragdes apresentaram valores bastante semelhantes, em torno de 35%. Ja os ingredientes
continham praticamente o dobro ou mais que o dobro da porcentagem de proteina bruta
presente nas ragdes. A caseina, por ser uma proteina praticamente purificada, apresenta
alto teor proteico, 90% e a farinha de peixe, 70%. Em relacédo a0 contelido energético
das ragdes, os resultados obtidos para os trés produtos foram similares, entre 15,6 a 16,6

kJ.g™.
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Tabela 1: Teores de proteina bruta presentes nos substratos empregados na hidrdlise proteica
in vitro e o conteddo energético das ra¢cbes A, B e C.

Substrato proteico Proteina Bruta (%) Energia (kJ.g™)
A 352 156

B 357 166

C 354 159
Caseina 90,0 -
Farinha de peixe LT94 700 -

As fragdes granulométricas resultantes do proces de moagem das ragdes
(substratos) nos experimentos de determinagé da digestibilidade in vitro de proteinas
constam na Tabela 2. As trés ragdes apresentaram distribuicdes granulométricas
semelhantes, com maior quantidade de particulas de 250 pm de tamanho e
predominancia de particulas na faixa de tamanho entre 355 a 180 um, representadas por

82,3%; 90,2% e 85,2% da fracd granulométricadas ragdes A, B e C, respectivamente.

Tabela 2: FragbBes granulométricas (%) das racdes moidas A, B e C, empregadas como
substratos nas determinagdes in vitro de hidrélise de proteinas

Granulometria (Lm) Proporgéo na amostra de ragéo (%)

A B C
710 23 04 14
500 89 24 1,6
355 326 169 124
250 365 394 488
180 132 339 240

125 65 6,9 116
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3.2. Digestibilidade de proteina em funcéo da ontogénese

A andlise estatistica dos valores de DH% de proteinas da farinha de peixe
LT94 ndo indicou diferencas significativas ao longo do crescimento dos camardes (Fig.
2). Tanto o valor de DH% como a anplitude desses valores foram relativamente baixos
(DH% de 2 a 3%). Por outro lado, a caeina gresentou maior quantidade de proteinas
hidrolisaveis, maior amplitude de valores (DH% de 10 a 13%) e consequientemente,
maior refinamento para a percepcéo da variagd® desses valores, conforme 0 extrato
enzimético testado.

Entre a amplitude de valores obtidos, foi possivel verificar uma variagdo
significaiva (p<0,05) na caacidade de digestdo das proteinas da caeina, apenas
guando se cmparou os valores de DH% obtidos pelas enzimas de juvenis de 3 meses
(DH% = 12,97 + 1,03%) em relagéo aos valores gerados pelas enzimas dos individuos
de 8 meses de idade (DH% = 10,17 + 1,35). Animais mais novos, de 1 més de idade, ou
mais velhos, de 12 meses de idade, ndo apresentaram diferencas significaivas nos
valores de DH% de proteinas (11,01 + 1,19% e 11,84 + 0,85%, respedivamente), em
relac® as demais idades. A farinha de peixe LT94 exibiu 0 mesmo padrdo de oscilacé
nos valores de DH% conforme aontogénese (Fig.2), embora ndo significativos. 3,06 +
0,93%; 3,20 = 0,96% e 2,34 + 0,64%, para animais de 1, 3 e 8 meses de idade,

respedivamente.



34

15 - E Caseina
a
Farinha de peixe
ab
b

S
o 10
2
°
S
<
3 5
>
s
o 7%

O |

1 3 8 12
Idade (meses)

Fig. 2: Grau de hidrdlise, em porcentagem (DH%) de proteinas da caseina e da farinha de
peixe LT94, durante a ontogénese do camardo-rosa (Farfantepenaeus paulensis). Os
histogramas correspondem as médias e as barras, aos desvios padrdes de n = 3 a 15 réplicas
para cada idade avaliada. As letras (a e b) acima das barras, quando distintas, correspondem a

diferencas significativas (p<0,05).

3.3. Digestibilidade de proteina em funcéo do estado nutricional

Houve ligeira tendéncia de aimento nos valores médios de grau de hidrélise
(DH%) de proteinas da caeina @m 0 usO0 de etratos enziméticos de aiimais
submetidos a periodos de jejum (Fig. 3). No entanto, em nenhum caso houve diferenca
significativa (p>0,05) nos resultados derrente do estado nutricional (de alimentacé®

ou jejum) dos camardes.
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Fig. 3: Grau de hidrélise, em porcentagem (DH%) de proteinas da caseina em funcao do
estado nutricional do camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis, alimentados ou submetidos a
diferentes periodos de jejum. Os histogramas correspondem as médias e as barras, aos
desvios padrées de n = 3 réplicas para cada condicdo avaliada. A andlise estatistica ndo

indicou diferenca significativa entre os tratamentos avaliados (p>0,05).

3.4. Digestibilidade de proteina em funcéo da fonte nutricional

N&o houve diferencas significativas (p>0,05) nos valores de DH% proteico,
segundo a adlise de variancia (ANOVA). Os dados foram comparados quanto a
utilizac® de extratos enzimaticos provenientes de animais cultivados com diferentes
tratamentos alimentares (vide linhas - Tabela 3).

Diferencas significaivas (p<0,05) entre os valores de DH% de proteina foram
verificadas apenas em funcéd da qualidade das ragdes A, B e C empregadas (vide

colunas — Tabela 3), independentemente do extrato enzimatico utilizado.
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Tabela 3: Grau de hidrélise (DH%) proteica das racdes A, B e C (substratos). Nos ensaios
foram utilizados extratos enzimaticos de Farfantepenaeus paulensis cultivados com cada uma
das racdes anteriormente citadas. Letras em sobrescrito quando distintas, indicam diferencas
significativas (p<0,05) nos resultados, expressos em média, desvio padréo (entre parénteses) e

namero amostral (entre colchetes).

Extrato Enzimatico* A B C

A’ 2,662(0,35) [4] 1,23°(0,10) [4] 1,38°(0,18) [4]
B’ 2,762 (0,50) [5] 1,39° (0,54) [6] 1,80°(0,23) [4]
C 2,13%(0,39) [5] 1,07° (0,33) [5] 1,54°(0,39) [7]

*Obtidos a partir de hepatopancreas de camardes cultivados com as respedivas ragdes

A BeC

3.5. Cultivo experimental com ragbes comerciais e @rrelacdo entre a

digestibilidadein vitro (DH%) e parametrosin vivo

3.5.1. Caracteristicas das races quanto ao teor de umidade e taxa de
lixiviagdo

Algumas das caraderisticas das ragdes que posauem relacd® com o cdculo da
ingestdo alimentar sdo: ataxa de lixiviagdo e o teor de umidade (Tabela 4). Para astrés
ragdes analisadas, as taxas de lixiviagédo foram bastante similares (17,5 a 18%). JA a
porcentagem de umidade foi semelhante para & ragdes A e C, ambas com cerca de 9%.
A rac® B apresentou teor de umidade de 6,6%, que mnsiste em um valor

aproximadamente 40% menor que & demais ragies.
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Tabela 4: Caracteristicas das racées A, B e C quanto as porcentagens de umidade e de
lixiviacdo apds procedimento de imersdo em agua marinha por 2h (23 + 2°C; 35%0), breve
lavagem com agua destilada, filtragdo e secagem em estufa (65°C). Os resultados foram

expressos em média, desvio padrao (entre parénteses) e nimero amostral (entre colchetes).

A B C
Teor de umidade (%); [3] 9,0 (0,3) 6,6 (0,1) 9,2 (0,8)
Lixiviagao (%): [6] 17,5 (1,7) 18,0 (3,6) 17,8 (3,3)

3.5.2. Sobrevivéncia

Durante todo periodo experimental ndo houve mortaidade asciada @
tratamento alimentar oferecido aos camardes. No entanto, durante o 2° periodo e coleta
ocorreu a morte addental de dois individuos pertencentes ao tratamento “B”, por

saltarem para fora dos aquarios no momento datrocade &gua.

3.5.3. Taxadeingestao dimentar diéria

Foram analisados os dados de ingestdo diaria de rac® (peso Umido e peso
Se@, em gramas) por peso vivo de canardo (g), em cada um dos 3 periodos de coleta
(total de 30 das). As diferencas encontradas (p<0,05) (Tabela 5) indicaram meior taxa
de ingestéo por unidade de peso (g) de canardo para aracggo C, seguida pelaracd A e
por ultimo, pela racd® B (com os respedivos valores de 0,020, 0,0182 e 0,0146 em
peso Umido de racdo e de 0,0182 0,0166 e 0,0136 em peso sem de ragd). Ao se
comparar os valores de ingestdo das ragdes A e B, em peso Umido-especifico, € possivel
verificar que adiferenca gresentada entre anbas é o dobro da encontrada entre A e C.
Apesar das diferencas entre os resultados srem significativas, o fato anteriormente
mencionado indicaque & taxas de ingestdo das ragdes A e C, em peso Umido, s8o mais

proximas entre s do que en relacéo araggo B. O mesmo se glica & taxas de ingestdo
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em peso se@ de ragd. Os resultados encontrados para & ragoes A e C estdo mais
proximos de 0,029 (de peso se de racd por g de canardo) do que aracd B, que

apresenta um valor mais proximo de 0,01g e peso seco de raggo por g de canardo.

Tabela 5: Ingestéo diaria das ragfes A, B e C, em pesos umido e seco (g), por peso umido (g)
de camardo rosa Farfantepenaeus paulensis, expostos ao alimento durante 2h por dia. Letras
em sobrescrito quando distintas, indicam diferencas significativas (p<0,05) nos resultados,
expressos em média, desvio padrao (entre parénteses) e nimero amostral (entre colchetes).

As condic¢des experimentais de temperatura e salinidade foram de 23°C (£2°C) e 35%o.

A B C

Peso tmido  0,0182%(0,0039 [54]  0,0146°(0,0034 [51]  0,0200' (0,0029) [53]

Peso sem 0,0165%(0,0034 [54]  0,0136°(0,0032 [51]  0,0182" (0,0026) [53

NaFig. 4 é possvel observar as tendéncias de mnsumo de racé (em g de peso
Umido) conforme o tratamento aimentar. Para a construcdo do géfico, foram
considerados os dados de mnsumo médio de ra¢d® Umida por individuo, durante 30
dias. A fregiéncia de valores comparativamente elevados de consumo (superior a 21mg
por g de camardo) é maior (49,1%) entre os individuos que recéberam a racd C. Por
outro lado, a rac@® B apresentou a menor taxa de ingestdo, onde a maior parte dos
camardes (58,8%) ingeriram menos que 15mg por grama rpdrea Por fim, arac® A
foi a que teve mnsumo intermediério entre & duas ragdes, com maior frequéncia de

valores entre 16 a20mg (51,9%).
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Fig. 4: Ingestdo diaria de racdo em peso Umido (mg), por peso Umido de camardo
Farfantepenaeus paulensis (g). Os histogramas correspondem a frequéncia (%) de racao
ingerida ao longo de 30 dias, a partir de um nimero amostral (n) de 18, 17 e 19 individuos,
submetidos aos tratamentos alimentares A, B e C, respectivamente. As condi¢cdes

experimentais de temperatura e salinidade foram de 23°C (£2°C) e 35%o.

3.5.4. Producéo feal

As diferencas entre & médias de producéo fecal peso-especifica (mg de peso
sem de fezes produzidaslg de camardo) foram significativas (p<0,05) para os 3
tratamentos alimentares, com maior (3,20), média (2,17) e menor (1,23) producéo fecal
para os camardes que recéoeram aracd C, A e B, respedivamente (Tabela 6). Através
dos resultados é possivel notar que & diferencas obtidas entre @ trés ragbes foram
bastante acetuadas, aumentando em 65% o valor (de mg de fezes produzidas/g de
camardo) daragdo B para aA, em 50% daracd® A para aC e em 1476, a0 se comparar
os valores da rac@® B em relac@® a C. Se forem considerados os valores de producéo
fea em termos de peso absoluto, as diferengas encontradas entre os resultados

adquirem propor¢do ainda maior.
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Tabela 6: Producdo diaria peso-especifica de fezes de Farfantepenaeus paulensis, em peso
seco (mg fezes/g camar&o) por animais alimentados com as ragbes A, B e C, ao longo de 30
dias. Letras em sobrescrito quando distintas, indicam diferencas significativas (p<0,05) nos
resultados, expressos em média, desvio padrdo (entre parénteses) e nimero amostral (entre
colchetes). As condi¢bes experimentais de temperatura e salinidade foram de 23°C (£2°C) e

35%o.

A B C

mg fezes/g camardo  2,30(0,90) g[36]  1,39(0,62 h[34  3,44(142)i[34]

Ao andlisar o desempenho das ragdes em relacdo a quantidade de fezes
produzidas pelos camarfes, verificase que 82% dos individuos alimentados com a
racd® B se enquadraram na menor classe de valores de producdo fecal peso-especifica
fato oposto ao apresentado pelos animais do tratamento alimentar C, em que 0s maiores
indices de produgéo fecd foram atribuidos a 47% dos individuos, representando a
freqiéncia mais alta dese grupo (as demais freqiéncias foram de 35% e 18%,
correspondentes a amardes que produziram niveis médio e baixo de producéo fecl,
respedivamente) (Fig. 5). O tratamento A foi 0 que gresentou maior proporcéo de

individuos (50%) que atingiram niveis médios de producéo fecl.



41

90 - Producéo fecal diaria
_ (mg fezes/g camarao)

75 7 005a2,0
S 60 - m21a35
o m36a5,0
2 45 -
@
Ho ]
o
2 30 -
(I

0 L |
A B C

Tratamento alimentar (rag&o)

Fig. 5: Producéo fecal diaria (mg de peso seco) por peso Umido de camardo Farfantepenaeus
paulensis (g). Os histogramas correspondem as freqiiéncias (%) das quantidades de fezes
produzidas ao longo de 30 dias, a partir de um ndmero amostral (n) de 18, 17 e 19 individuos,
submetidos aos tratamentos alimentares A, B e C, respectivamente. As condi¢cdes

experimentais de temperatura e salinidade foram de 23°C (£2°C) e 35%o.

3.5.5. Producéo de nitrogénio fecl

A andlise da quantidade de nitrogénio feca liberada diariamente (mg N fecl/g
camardo) pelos camardes conforme o tratamento alimentar mostrou a racd® C como
asociada as maiores valores (p<0,05), com aproximadamente o dobro da quantidade
de nitrogénio fecal liberada pelos animais do tratamento A e quase o triplo de B (Tabela
7). N&o foi encontrada diferencasignificativa (p>0,05) no desempenho dos tratamentos

alimentares A e B.
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Tabela 7: Liberacdo diaria de nitrogénio fecal por camarbes Farfantepenaeus paulensis
alimentados com as ragcbes A, B e C. Letras em sobrescrito quando distintas, indicam
diferengas significativas (p<0,05) nos resultados, expressos em média, desvio padrdo (entre
parénteses) e nimero amostral (entre colchetes). As condi¢gfes experimentais de temperatura e

salinidade foram de 23°C (£2°C) e 35%o.

A B C

mg N fecal/g camaréo 0,0446' (0,0180) [17] 0,0304' (0,0167) [19] 0,0887%(0,02%) [19]

As tendéncias nos valores de liberacé@ daria de nitrogénio (N) fecal conforme
os tratamentos alimentares encontram-se na Fig. 6. O padréo representado pelos
histogramas € bastante semelhante etre & ragdes A e B, que apresentam alta freqiéncia
(83% e 92%, respedivamente) de niveis baixos de N fecal liberado, baixa propor¢éo de
valores intermedi&rios (17% para a racgo A e 8% para a B) e nenhuma ocorréncia de
liberac@ de niveis altos dess elemento. Por outro lado, o histograma representado pelo
tratamento aimentar C mostra um padrédo de distribuicdo na freqiéncia de valores
bastante diferente dos observados anteriormente. A rag@ C alcangou a maior freqiéncia
(54%) de indices intermediarios de liberac@® de N fecal, obteve amenor proporcéo de
valores baixos de N feal liberado e foi a Unica a aingir valores superiores a 100ug de

nitrogénio por g de camar&o, com uma freqiéncia de 38% dos casos apresentados.
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Fig. 6: Niveis de nitrogénio fecal (ug N) produzidos por peso Umido de Farfantepenaeus
paulensis (g). Os histogramas correspondem as freqiiéncias (%) das quantidades de fezes
produzidas ao longo de 30 dias, a partir de um ndmero amostral (n) de 18, 17 e 19 individuos,
submetidos aos tratamentos alimentares A, B e C, respectivamente. As condi¢bes

experimentais de temperatura e salinidade foram de 23°C (£2°C) e 35%o.

3.5.6. Digestibilidade aparente de matéria seca das racoes

Houve diferencas significativas em relagdo aos valores de digestibilidade de
matéria secadas ragdes (Tabela 8), sendo as ragdes A e B superiores a C (p<0,05). A
menor diferenca de genas 3% (ndo significativa) foi encontrada ettre & médias das

ragdes A e B e amaior diferenca de 8,6%, foi obtida entre as médiasde B e C.
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Tabela 8: Digestibilidade aparente de matéria seca (DAMS%) das ragbes A, B e C pelo
camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis. Letras em sobrescrito quando distintas, indicam
diferengas significativas (p<0,05) nos resultados, expressos em média, desvio padrdo (entre
parénteses) e nimero amostral (entre colchetes). As condi¢gfes experimentais de temperatura e

salinidade foram de 23°C (£2°C) e 35%o.

A B C

DAMS (%) 86,639 (4,09 [36] 89559 (5,25)[33 80,94 " (7,59) [34]

3.5.7. Digestibilidade aparente de proteina bruta (DAP%) das racdes

As médias de digestibilidade garente de proteina bruta gresentaram
diferencas significativas (p<0,05) apenas em relacd a raggo C, que poswi menor
DAP% em relac® as ragdes A e B (Tabela 9). As diferencas encontradas entre &
médias de DAP% foram comparativamente menores do que no caso da digestibilidade
de matéria seca A menor diferenca de genas 0,73% (ndo significativa), ocorreu entre
as médias de A e B e amaior, foi entre & médias de B e C, com uma diferenca de

5,05%.

Tabela 9: Digestibilidade aparente de proteina (DAP%) das racbes A, B e C pelo camarédo-rosa
Farfantepenaeus paulensis. Letras em sobrescrito quando distintas, indicam diferencas
significativas (p < 0,05) nos resultados, expressos em média, desvio padrao (entre parénteses)
e numero amostral (entre colchetes). As condi¢cdes experimentais de temperatura e salinidade

foram de 23°C (+2°C) e 35%o.

A B C

DAP (%) 9551' (1,53) [16] 96,24' (1,85) [19] 91,19’ (2,97) [19]
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3.5.8. Correlagdo entre nitrogénio fecal e digestibilidade aparente de
proteina bruta

Segundo as formulas para o cdculo de digestibilidade, a proporcéo de nutriente
assimilado a partir da ingest&o de certa quantidade de alimento posaui relag@® oposta ao
volume de nutriente presente nas fezes. Com base nesse @nceito foi construido o
gréfico para verificar a wrrelacd® entre adigestibilidade garente de proteina bruta eo
nitrogénio fecal (ou de proteina fecal, se multiplicado por 6,25) (Fig. 7). Foram obtidas

correlagies altas e significativas (p<0,05), com R?=0,93 e R de Peason = -0,96.

100 ~

98 - y = -0,089x + 99,138
(&) 2

] R =0,93
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Fig. 7: Correlacéo entre as médias de digestibilidade aparente (in vivo) de proteina bruta (%) e
de producdo diaria de nitrogénio fecal (ug N fecal) por peso Umido (g) de camardo
Farfantepenaeus paulensis ao longo de 30 dias, a partir do nUmero amostral (n) de 12, 12 e 13
individuos, submetidos aos tratamentos alimentares A, B e C, respectivamente. As condi¢fes

experimentais de temperatura e salinidade foram de 23°C (£2°C) e 35%o.
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3.5.9. Incremento de peso (%)

O incremento de peso dos camardes, em porcentagem, foi obtido em relac@® ao
peso estimado de cala individuo no inicio do periodo experimental (duracéd® de 30
dias). N&o se detectou influéncia de fatores como sexo ou nimero de mudas bre o
incremento de peso dos animais. Foram encontradas diferencas significaivas (p<0,05)
no crescimento de camardes alimentados com as ragdes C e B, que goresentaram maior
(8,5%) e menor (5,7%), incremento de peso, respectivamente (Tabela 10). A raca A foi
responsavel por um incremento de peso intermediario (6,7%), embora sem diferencas

significativas em relac® as duas outras ragdes (p>0,05).

Tabela 10: Incremento de peso (%) do camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis cultivado com
as racOes A, B e C. Letras em sobrescrito quando distintas, indicam diferencgas significativas (p
< 0,05) nos resultados, expressos em média, desvio padrdo (entre parénteses) e numero
amostral (entre colchetes). As condicBes experimentais de temperatura e salinidade foram de

23°C (2°C) e 35%o.

A B C

Incremento cepesd () 71y (4.3): (18] 57'(29);117 85’ (27); [17]

Observando-se no gréfico as freqiéncias de cala dasse de valores de incremento
de peso, nota-se que amaior parte dos individuos do tratamento B (59%) obtiveram um
incremento de peso moderado ao longo de 30 das, de 1 a 5%; 29% dos individuos
apresentaram incremento de 6 a 10% do peso e goenas 12% dos animais apresentaram
incremento de peso maior que 10% (Fig. 8). Os animais do tratamento A exibiram um
padréo de histograma semelhante ab tratamento B, embora com freqiéncias mais altas

nas classes onde o incremento de peso foi maior: 17% dos individuos ® enquadraram
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na classe de valores onde o incremento de peso foi maior que 10%, 3% atingiram
incremento de peso de 6-10% e 44% dos animais obtiveram incremento de peso de 1-
5%. No padréo de histograma exibido por animais do tratamento C, a maior parte dos
individuos (53%) obtiveram incremento de 6-10% do peso, 29% apresentaram
incremento de mais de 10% do peso (correspondendo a maior freqiéncia alcancada

nessa faixa de valores) e genas 18% dos animais tiveram incremento de peso de 1-5%.

Incremento
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Fig. 8: Incremento de peso de Farfantepenaeus paulensis, em porcentagem (%). Os
histogramas correspondem as frequéncias (%) de cada classe de valores de incremento de
peso, ao longo de 30 dias, a partir de um numero amostral (n) de 18, 17 e 17 individuos,
submetidos aos tratamentos alimentares A, B e C, respectivamente. As condi¢cdes

experimentais de temperatura e salinidade foram de 23°C (£2°C) e 35%o.
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3.5.10. Correlagao entre a digestibilidade proteica in vivo ein vitro

A previsibilidade do método in vitro (medido pelo grau de hidrdlise proteica
das ragbes) foi verificada por meio de uma andlise de regressio, em que se mmparou 0s
dados (in vivo) de digestibilidade goarente das proteinas (DAP%) das ragdes com o grau
de hidrdlise (in vitro) das proteinas desses mesmos alimentos fornecidos. No entanto,
provavelmente & caaderisticas da rac® B interferiram de modo diferencial na
alimentacd® dos camardes e possivelmente detaram os resultados de DAP%, o que
motivou sua exclusdo na andlise, apesar dos pontos ainda estarem presentes no grafico
(Fig. 9). Considerando-se genas as ragdes A e C para a adlise, foi obtida crrelacé®

significaiva (p<0,05) com R?* = 0,55 e R de Peason = 0,74 para 0S parametros

analisados.
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Fig. 9: Correlacdo entre a digestibilidade aparente (in vivo) de proteina bruta e o grau de
hidrdlise in vitro das proteinas das racdes com extratos de hepatopancreas de F. paulensis. A
racdo B foi excluida da analise de regresséo devido as suas caracteristicas, que provavelmente
afetaram os resultados de digestibilidade aparente de proteina bruta. As condi¢des

experimentais de temperatura e salinidade foram de 23°C (£2°C) e 35%o.
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4. Discussio

4.1. Digestibilidade de proteina em funcdo da ontogénese

Em relac® aos resultados obtidos quanto ao tipo de substrato empregado, o0s
valores de DH% proteico da caeina foram semelhantes aos apresentados por Lemos et
a. (2009, que testaram 0 DH% proteico de ragdes e ingredientes para es|a mesma
espécie. Os valores de DH% de proteina da farinha de peixe LT94 obtidos no presente
trabalho se enquadraram na média dingida por outras demais farinhas de peixe testadas
por eses mesmos autores. As farinhas de peixe LT (low temperature) sdo assim
designadas devido a0 modo e processamento, redizado sob hbaeixas temperaturas
(Anderson et a., 1997). Embora esss farinhas de peixe sgjam ingredientes
considerados frescos e de boa qualidade, seu DH% proteico foi relativamente baixo,
com valores de 2 a 3%, compardveis aos apresentados por algumas das farinhas
empregadas no trabalho realizado por Lemos et a. (2004). Apesar da caeina ndo ser
considerada uma proteina alequada para promover o crescimento em periodos
superiores a 1 més (Cuzon et a., 1994, ainda éum dos sibstratos mais utili zados em
testes enzimologicos e de determinacéd de DH% (Dimes & Haad, 1994 Ezquerra et
a., 1997 Garcia-Carrefio e al., 1996. De modo geral, os ingredientes purificados
como a caeina sdo mais digeriveis do que ingredientes de dietas préticas (Akiyama
al., 1989 Lee& Lawrence 1997, como foi confirmado pelos presentes resultados.

Dos resultados de DH% da caeina obtidos com 0 uso dos extratos enzimaticos
de F. padensis de 1, 3, 8 e 12 meses de idade, houve diferenca significativa genas
quando se mparou os resultados provenientes dos animais de 3 e 8 meses.
Considerando-se que 0 padrdo de DH% obtido no decorrer de 12 meses foi oscil atorio,

isto é de aumento seguido por queda nos valores, inicialmente seria dificil de encontrar
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uma hipétese que explicasse algum padréo ontogenético da espécie estudada. Neste
sentido, estudos adicionais 80 necessarios. Em um trabalho realizado com peneideos
(Smith et al., 1985, foi avaliado o efeito da fonte e dos niveis de proteina de ragdes
experimentais ©bre adigestibilidade goarente (ou digestibilidade in vivo) em camardes
da espécie Litopenaeus vannamei de trés tamanhos: pegquenos (4,0 £ 0,9g), médios (9,8
+ 1,89) e grandes (20,8 = 1,0¢). Através da adlise dos resultados, os autores
concluiram que adigestibilidade de proteina variou independentemente do tamanho dos
camardes (e onsequentemente, daidade) ou da dieta testada, fato semelhante a obtido
pelo método in vitro no presente estudo.

Em relac® a pesquisa nutricional aplicada apeixes, Dimes & Haad (1994
investigaram o efeito da idade sobre adigestibilidade proteica e @licaram o método
pH-stat para verificar a possbilidade de haver diferencas nos resultados de DH% de
proteinas quando se empregavam enzimas do ce® pilérico de trutas de tamanhos
(idades) diferentes. As enzimas provenientes de aimais de 509 resultaram em baixo
valor de DH% (17,5 + 0,5%) de caeina, quando comparado as enzimas provenientes de
animais de 500g (DH% de 19,5 + 0,5%). No entanto, em um outro experimento desse
mesmo trabalho, os autores questionaram se haveria alteracd nos valores de DH% das
proteinas da caeina durante o crescimento de animais de 9g, em um periodo de 15
meses. Foi verificado que em relacd ao valor de DH% apresentado no inicio do
experimento (17,8%), a utilizagdo de enzimas digestivas provenientes de animais mais
crescidos resultaram em valores de DH% maiores (17,9 a 22,1%). No entanto, 0s
resultados de DH% reportados nem sempre gresentaram uma relacé@® de incremento de
valor conforme o0 passr do tempo e sm, uma seqiéncia de oscilagdes (aumentos
seguidos de diminuicdes) nos valores de DH% a partir do momento em que 0S peixes

atingiam o 6° més de experimento. Infelizmente, nese segundo experimento ndo ha
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informag@o a respeito das posdveis diferencas estatisticas dos resultados de DH% no
deaorrer do tempo experimental.

No trabalho de revisdo sobre digestibilidade de nutrientes para qustacens, Lee
& Lawrence (1997 aaeditam que possam haver diferencas na digestibilidade relativas
aidade, onde os camardes mais novos apresentariam nmaior digestibilidade alimentar do
gue animais mais velhos. No entanto, pelos fatos anteriormente goresentados, percebe-
se que arelagédo entre o tamanho ou idade dos animais para a determinagcd® da
digestibilidade in vitro de proteina ainda ndo € muito evidente, em parte porque essa
relac® parecendo ter sido ainda esclarecida mesmo em experimentos de digestibilidade
in vivo.

Quanto aos resultados aqui obtidos para F. pauenss, € ceato o fato de que a
caseina @ntribuiu para a percepcdo da diminuicéo significativa no valor de DH%,
gquando se cmparou os resultados obtidos com o uso de ezimas de animaisde 3 e 8
meses de idade. Embora dnda sejam necessarios maiores estudos quanto arelacd entre
a idade dos juvenis e 0 DH% de proteinas, do ponto de vista préico essa questdo
possivelmente ndo comprometeria os resultados de avaliagéo da qualidade de alimentos
(ingredientes préticos ou formulagdes). 1s foi observado no caso das andlises de DH%
da farinha de peixe LT94 que resultou em amplitudes de DH% bastante inferiores que
os da ca&eina, insuficiente para gerar diferencas significativas que pudesem ser
detectéveis, independentemente do estagio ontogenético dos camardes. Para que se
obtenha uma melhor defini¢cdo, ao menos para F. pauensis, seria recomendavel que em
experimentos futuros % verificasse se ha diferencas significaivas no DH% obtido com
0 Uso de enzimas digestivas de animais com idades intermedidrias a 3 e 8 meses (devido
a0 que se @nstatou nos resultados) e também em idades superiores a 12 meses, com o

emprego de caeina ede um outro ingrediente ou ragd como substrato.
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4.2. Digestibilidade de proteina em fun¢do do estado nutricional

O fato do gau de hidrélise proteica independer do estado nutricional dos
camardes-rosa, como se verificou nos resultados obtidos, simplifica aaplicagcéo desse
método in vitro, pois minimiza 0s requisitos necessarios para a acolha de
hepatopancreas que sejam adequados para apreparagdo dos extratos enzimaticos. Em
relac® a literatura @nsultada, embora existam trabalhos que a&<ociem a fonte
nutricional com a dividade enzimética (Ezquerra d a., 1997h Pedrozaldas et al.,
2004 ou modulac® na dividade enzimatica em resposta a0 tipo de dieta (Le Vay et.
al., 2001, ndo € muito facil encontrar uma situagdo em que se avalia adigestibilidade
proteicain vitro de um animal submetido a jejum, pois os resultados apresentados nesse
trabalho foram possiveis de serem exeautados apenas b condi¢Bes laboratoriais.
Durante & determinagdes de dividade enziméticados extratos de hepatopancress para a
posterior utilizagdo nas andlises in vitro de digestibilidade proteica também ndo se
congtatou ateracé significaiva na dividade enzimatica associada @ estado de jejum.
Pelos fatos observados nesse experimento, pode-se dizer que, sob um ponto de vista
inicial, ndo houve influéncia no uso do hepatopancreas para adeterminagdo in vitro do

grau de hidrdlise de proteinas.

4.3. Digestibilidade de proteina em funcédo da fonte nutricional

Ness experimento, os resultados demonstraram que o grau de hidrélise de
proteinas independeu da utilizagcdo de enzimas digestivas provenientes de aiimais
alimentados com dietas diferentes (no caso, ragbes comerciais). O que motivou a
realizacdo dese experimento foi justamente o fato do método in vitro de avaliacéo de
proteinas com uso de extrato de hepatopancreas ter sido questionado por alguns autores

(Divakaran et d., 2004, no que diziarespeito alimitacé de seu uso. Foi sugerido que o
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método deveria ser aplicado somente em casos em que se Uutilizam extratos de
hepatopancreas de animais que se alimentaram dos mesmos substratos proteicos
empregados na andlise in vitro. No entanto, o artigo ndo especifica qual foi a
padronizac® da aividade enzimética utilizada, dificultando a andlise das consideragdes
feitas.

Em um dos trabalhos pioneiros (Ezquerra et al., 1997) que aglicou o método
de pH-stat com uso de enzimas retiradas da propria espécie sob estudo (Litopenaeus
vannamel) para avaliar a qualidade da proteina de vérios alimentos, também se verificou
que o gau de hidrélise proteica in vitro ndo diferia quando se utilizavam enzimas
digestivas de individuos que se alimentaram de diferentes dietas. No entanto, um outro
estudo envolvendo a epécie L. vannamnei demonstrou que pode haver influéncia da
fonte nutricional quando os camarfes 0 alimentados com suplementos contendo
hidrolisados proteicos. A hidrélise parcial de algumas matérias primas por acé®
enzimética éempregada para que ocorra aimento da digestibilidade proteica O uso de
enzimas digestivas de camardes alimentados com tais suplementos alimentares resultou,
de modo geral, em um valor maior de DH% de proteinas do que com o0 uso de enzimas
digestivas de amardes do grupo controle, que foram alimentados ®m suplemento
(Cérdova-Murueta & Garcia-Carrefio, 2002). O emprego de amostras contendo
proteinas hidrolisadas pode interferir na avaliagd da digestibilidade in vitro pelo
método do pH-gtat (Dimes et d.,19948), uma vez que es* méodo contabiliza
justamente aquantidade de ligagdes peptidicas hidrolisaveis (Shipton & Britz, 20(2),
podendo ndo ser adequado para analisar amostras que tenham sido submetidas a este
tipo de processamento. Também a presenca de aminoécidos livres podem diminuir o
substrato disponivel para a acé de ezimas, espedalmente se os sitios especificos de

ligac® das enzimas na caleia de proteina forem previamente hidrolisados (Cérdova
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Murueta & Garcia-Carrefio, 2002.

Em relac®d a témica @licada a peixes, Dimes & Haad (1994 também
verificaram se afonte alimentar recédida pelos animais poderia afetar a cgacidade
hidrolitica das enzimas digestivas, utilizando caseina cmo substrato. Com excecd® de
duas das trés dietas que mntinham adi¢cdo de 0,1% de enzima, as demais quatro dietas
testadas ndo apresentaram diferenca etatistica quanto a0 DH%. Provavelmente, a
adicédo de enzima nas dietas pode ter interferido no sistema de regulacé® de enzimas
proteoliticas dos animais, surtindo o mesmo efeito dos suplementos de proteinas
hidrolisadas que foi descrito naquele trabalho apresentado por Cordova-Murueta &
Garcia-Carrefio (2002. Além de provocar dteragdes na cgacidade de avaliagédo da
gualidade de proteinas pelo método pH-dat, é posdvel que autilizac® de proteinas
parcialmente hidroli sadas possa ocasionar algum tipo de guste no sistema de regulagéo
enzimética dos animais, maximizando a cgaddade proteolitica para melhor utilizar e
absorver essas moléaulas mais digeriveis. Essa hipotese poderia explica a alterac®
(aumento) na caacidade de hidroli se proteica das enzimas digestivas em decorréncia da
ingestéo de dimentos parcialmente hidroli sados.

Em vista aos fatos apresentados, pode-se dirmar que, desde que os animais néo
sejam alimentados com produtos pré-hidrolisados ou que contenham suplementac@®
enzimética, a fonte nutricional parece ndo interferir nos resultados de DH% das

proteinas.
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4.4. Cultivo experimental com ragbes comerciais e @rrelacdo entre a

digestibilidade in vivo (DAP%) ein vitro (DH%)

4.4.1. Taxa delixiviagao das ragoes

A lixiviagdo é um aspedo importante a ser abordado em estudos nutricionais,
por poder prejudicar a qualidade da &ua utili zada no cultivo, devido a desintegracd® do
alimento. Além do desperdicio de nutrientes, alixiviagdo pode gerar aumento nos custos
com alimentacd e detar a produtividade de ailtivo, a salide dos animais (Obaldo et al.,
2002 e o meio ambiente. A taxa de lixiviag&® encontrada para & trés ragdes, em torno
de 17,5-18% foi relativamente elevada, embora o longo procedimento realizado para
sua determinacd, como: imersdo em agua marinha por 2h (23 + 2°C; 35%o), coleta de
material através de sifonagcdo, duas transferéncias para recipientes diferentes, lavagem
com &gua destilada, congelamento e descongelamento do material armazenado,
remocéo de sais e filtragem dos lidos filtracé e secayem em estufa (65°C), contribuiu
para aobtencéo desses altos indices.

A lixiviagdo do adimento também pode levar a aros sgnificaivos na
determinac@® de valores de digestibilidade (Sudaryono et al., 1996 Lee & Lawrence,
1997 devido, por exemplo, a superestimaca dos valores de ingestédo em derréncia da
dissolugéo do alimento na &ua e devido a0 process envolvidos na obtencdo das
sobras de rac®, em que podem ocorrer perda de materiais, ocasionando menor
guantidade de sobras a serem reauperadas e @nferindo a falsa impressio de que o
alimento foi ingerido pelo individuo experimental. No entanto, como um dos objetivos
do trabalho foi a andlise da possivel diferenca entre os tratamentos alimentares e pelo
fato dos indices de lixiviac® das trés raghes terem sido bastante semelhantes,

provavelmente os resultados de ingestdo, digestibilidade de matéria seca e



56

digestibilidade gparente de proteinas também foram afetados pelas mesmas condicdes
metodoldgicas, sem uma alteracd quditativa que pudesse mwmprometer a comparacé
do desempenho dos tratamentos alimentares no cultivo experimental. De qualquer
modo, a utilizagéo de indices de lixiviagd como forma de @rrecd® nos cdculos de
ingestdo de rac@® e conseqlentemente, nas determinagdes de digestibilidade, podem ter
contribuido para minimizar, a medida do possivel, possiveis desvios nas estimativas

realizadas, que podem ocorrer em estudos nutricionais envolvendo espécies aquéticas.

4.4.2. Sobrevivéncia

A sobrevivéncia éum indice @mumente empregado em estudos nutricionais
(D’Abramo & Cagtell, 1997. No entanto, ha agumentos de que a qualidade do
alimento raramente possa caisar algum mal a salide do camardo (Cuzon e a.,1994). De
fato, em relagéo ao presente trabalho, ndo houve nenhuma morte de animal asciada a
qualquer uma das trés ragdes utilizadas, mesmo entre ajueles individuos que ndo
apresentaram ganho de peso no periodo experimental decorrido (57 das). Entretanto,
em um cultivo a longo prazo, possivelmente a sobrevivéncia pudesse ser um fator

indicaivo da qualidade ou deficiéncia nutricional dos alimentos testados.

4.4.3. Taxa deingestao dimentar

Devido a potencial fonte de ero em determinacfes de digestibilidade, que
provém da quantidade relativamente pequena de alimento que éconsumido diariamente
por cada individuo (Smith & Tabrett, 2004) e pelas dificuldades metodoldgicas, a
determinac® do consumo de alimento ainda é onsiderado um problema que
compromete avalidade de experimentos (Cuzon & Aquamp, 1998. Para aredizac®

de um dos principais objetivos do trabalho, que foi o estudo da digestibilidade goarente
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de proteinas, foi feita a opcéo pelo médodo gravimétrico (ou de coleta tota), que
consiste no recolhimento de todas as ®bras de dimento ndo ingerido e das fezes
resultantes e na pesagem total (gravimétrica) de cala um deses materiais.
Teoricamente, ese método seria 0 mais apropriado, embora manter separadamente &
sobras alimentares e & fezes torna-se 0 principal desafio para sua exeaugédo (Lee &
Lawrence 1997). Por este motivo, o pequeno periodo de 2h didrias destinadas a
alimentac® dos animais foi necessé&rio, devido a0 comportamento aimentar do
camardo, que fragmenta e manipula o alimento, agravando ainda mais a lixiviagcéo
(Cruz-Suarez, 1996 D’ Abramo & Castell, 1997) e por essa necessidade de se manter o
alimento e & fezes sparados, que torna impraticavel 0 aces irrestrito ao aimento.
Também para minimizar mudancas na composicdo do aimento devido a lixiviacé@®
antes do consumo no tanque, foi necessrio faze com que o camardo se dimentasse
logo que arac® fose ministrada, 0 gque ocorre genas £ o0 individuo estiver
relativamente faminto (Smith & Tabrett, 2004).

Quanto a0 manejo alimentar, apesar do “Protocolo para determinagcéd® da
digestibilidade de nutrientes e ingredientes para dietas’ (D’ Abramo & Castell, 1997)
sugerir duas alimentagdes didrias, cada uma cm periodo inferior a 1h, a recomendacé®
ndo foi possivel de ser seguida pelo fato dos animais demorarem nmuito tempo para
eliminarem completamente & fezes. A quantidade de alimento dario fornecido (8% do
peso corpdreo) aos juvenis durante todo o periodo de alltivo (57 das) foi em exces,
pois empre se verificou a presenca de sobras de rac® ao final do periodo de
alimentac® (2h dirias). Em virtude do pequeno tempo di&io dispendido para a
alimentac®, a taxa de cnsumo foi relativamente baixa, 0 que tornaria mwmplicada a
comparac@® deses resultados com os de trabalhos cujos objetivos fosseem o de testar

dietas e ingredientes que pudessem proporcionar um bom desempenho de ailtivo.
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Assim, foram comparados os presentes resultados de ingestdo com os de um trabalho
destinado a0 estudo do balango energético de F. pauensis (Lemos et d., 2003. Apesar
dos dados de ingestédo terem sido fornecidos por individuo e ndo em relac® a0 peso
corpéreo de aiimal, a onversdo aproximada do consumo de dimento por peso
corporeo foi estimada em 0,016g & peso Umido de racd/g de canardo/dia, para
animais de 6,91 a 11,009 (peso médio de 8,82¢). Es< valor foi intermediério ao obtido
no presente estudo: 0,0182 0,0146 e 0,020g ¢ peso Umido de rac@®/g de camardo/dia,
para asragesA, B e C, respedivamente.

Quanto a andlise dos resultados obtidos para cala tratamento aimentar, a taxa
de ingestdo daracé C foi ligeiramente maior do que aracé A, porém suficiente para
gerar uma diferenca significaiva (p<0,05). Considerando-se que todos os individuos
estiveram sujeitos as mesmas condi¢fes ambientais e de manejo, um dos motivos que
explicaria tal fato seria apropria caaderistica do produto C, que supostamente teria
despertado maior interese por parte dos animais, motivando a ingestdo de uma
guantidade maior dessa rac@® do que em relagd® aos demais tratamentos alimentares.
Es fato poderia etar vinculado a palatabilidade do produto. Esta propriedade € um
dos fatores nutricionais menos estudados, mas que também influi na taxa de mnsumo
alimentar, pois uma vez que aingestdo precale a digestéo, a palatabilidade (sabor,
textura, tamanho e forma) de um aimento estabelece quais nutrientes estaréo
disponiveis para digestédo (Lee & Lawrence 1997, sendo um fator critico em
determinagdes que ewvolvem o consumo alimentar (Cruz-Suéarez, 199%).

Os provaveis motivos que justificariam a baixa ingestdo do produto B
poderiam ser atribuidos as proprias caraderisticas desse alimento, como uma textura
notavelmente dura e compada. Ao final do periodo de aimentac@® foram observadas

guantidades maiores de sobras intadas de racd® (apenas levemente hidratadas) nos
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aquarios de aiimais que receéberam esse tratamento aimentar, diferentemente dos
demais grupos, onde parte nsideravel das bras eram compostas por migalhas
(decorrente da manipulac@® pelo animal) ou por material apresentando fragmentacé
(devido a expansdo das particulas alimentares, ocasionada pela hidratac&®). Em um
outro estudo também se @nstatou que esses propriedades fisicas alimentares, como
texturae caacidade de hidrata¢&, influenciam no consumo de rac&, pois os alimentos
gque gresentaram maior cgpacidade de hidratacd® e menor durezaforam também as
mais consumidas, com obtencéo de correlagdes altas entre consumo e hidratacé® da
racé® (R?= 0,95) e atre consumo e durezada racé® (R* = -0,95) (Cerece-Cota et al.,
2005. Com base nos fatos anteriores, supde-se que o alimento B talvez necesstasse de
um tempo maior de hidratac® para que pudese ofereceé maior fadlidade de
fragmentac® e ingestdo pelos individuos. Além de sua textura relativamente mais dura,
0 produto B também apresentou um teor de umidade 40% menor do que as demais
ragdes (Tabela 4). Porém, como houve anecessdade de oferece as mesmas condigdes
de alimentac@® para os camarfes nos trés tratamentos alimentares testados, ndo foi
possivel verificar se um aumento no periodo dce imersdo da racgdo B resultaria em uma
maior taxa de wnsumo dese alimento pelos individuos. Em outros trabalhos, também
relatou-se a diminuicdo no consumo de cetas dietas, dependendo da forma de
processamento, provavelmente por dterar as propriedades fisicas do alimento (Booth et

al., 200Q Cruz-Suérezet a., 2001, Venou et a., 2003.
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4.4.4. Relagdo entre a taxa de ingestdo e a digestibilidade aparente de
proteina

Através da andlise dos resultados desses dois pardmetros, pode-se observar que
ambos apresentaram uma relacd oposta. A taxa de consumo alimentar apresentada
pelos animais sibmetidos aos trés tratamentos alimentares resultou na seguinte
seqiéncia deaescente de valores: rac@® C > A > B. No entanto, o ranking para a
digestibilidade proteica mostrou uma seqiéncia mntréaria acitada anteriormente: rac®
B > A > C. A relac® observada pode ser dewrrente de dois fatores: além da morfo-
fisiologia do trato digestivo, que pode detar a disponibili dade dos nutrientes, também as
condi¢gBes ambientais do cultivo e & caacterigticas fisicas e nutricionais do alimento
podem afetar a digestibilidade (Lee& Lawrence, 1997). A palatabilidade éuma dessas
propriedades que pode interferir nos indices de digestibilidade, por afetar diretamente &
taxas de ingestd0. Uma alta taxa de consumo implica em um rapido transito alimentar
pelo sistema digestério e menor tempo relativo para que os nutrientes possam ser
absorvidos, diminuindo a diciéncia de digestéo (Kureshy & Davis, 2002). Esss fatores
justificariam os motivos pelos quais a racé® B obteve o maior indice de DAP% e a
menor taxa de cmnsumo alimentar; arag¢é C, o menor indice de DAP% e amaior taxa
de mnsumo alimentar e por fim, a rac® A, indice de DAP% e taxa de consumo
intermedi&rias entre @& demais ragdes.

Além da palatabilidade, outro fator reladonado a digestibilidade pode ser
atribuido a0 modo e processamento pelo qual o produto é submetido durante a
fabricac®, por determinar as propriedades fisicas e nutricionais do alimento. O cdor ea
pressio, por exemplo, sdo condi¢cdes que gudam na inativagd de substancias inibidoras
de proteases e melhoram a biodisponibilidade dos nutrientes (Watanabe, 2002 e a

digestibilidade de proteinas (Hardy & Gatlin, 2002).
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4.45. Digestibilidade aparente de matéria seca e digestibilidade de
proteinas

Pode-se observar que @ médias dos resultados de digestibilidade gparente de
matéria secapara & trés ragcbes (DAMS, = 86,63%; DAMSg = 89,55%; DAMS: =
80,94%) foram bem menores do e & de digestibilidade garente de proteina (DAPA=
95,51%; DAPg= 96,24%; DAPc= 91,19%), provavelmente devido a importancia que &
proteinas representam para 0s crustacens peneideos (Shiau, 1998, em comparagd® com
os baixos requerimentos de caboidratos e lipideos (Dall et a., 1990. Assim, o
aproveitamento da proteina ingerida deve ser maximizado em relagd% aos demais
nutrientes disponiveis no alimento. Embora os resultados de digestibilidade das ragdes
A e B ndo tenham apresentado diferencas significativas entre s (p>0,05), os indices de
DAMS% mantiveram a mesma seqiiéncia de valores de média em relacd® a DAP%

(indices das ragdes apresentaram valoresde B > A > C).

4.4.6. Relacao entre incremento de peso e digestibilidades (aparente de
proteinas e de matéria seca)

A forma pela qual os crustaceos crescem, de modo descontinuo, isto € com
répido ganho de peso devido a asor¢do de agua gpds o momento de muda, seguido por
um periodo longo com pouco incremento teddual, torna mais dificil a ammparagé entre
tratamentos alimentares (D’ Abramo & Castell, 1997). No entanto, o periodo em que 0s
animais estiveram expostos aos tratamentos alimentares foi relativamente longo (57 das
no total, entre o tempo de alaptacdo e o periodo experimental) e, portanto, suficiente
para que todos 0s animais passasem por 2 a 4 periodos de mudas e inter-mudas. Por
este motivo, pode-se considerar que os dados obtidos mantiveram homogeneidade entre

as coletas em grande parte, pois foram resultantes das mesmas interferéncias
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metodoldgicas.

Comparando-se os tratamentos alimentares, aracd A obteve uma relacéd mais
equilibrada em relac® ao crescimento e digestibilidade de matéria seca ede proteinas.
Seu aproveitamento quanto a dsorcdo de nutrientes foi relativamente dto e ndo
apresentou diferencas significativas (p>0,05) em relac® aracd® B. Ao mesmo tempo, o
incremento de peso atingido pelos animais foi comparavel ndo sb a racd B, mas
também em relac® a racd® C (p>0,05). A digestibilidade por s s, ndo pode ser
relacionada a crescimento. Outros fatores como balanco de aninoaddos e
palatabilidade podem afetar o resultado geral (Forster et a., 2003. E mesmo que um
alimento apresente baixa digestibilidade, o crescimento pode ser compensado por meio
de uma maior taxa de cmnsumo (Smith et al., 1985, o que provavelmente ocorreu com
os animais do tratamento C do presente estudo.

Em relac® ao tratamento alimentar C, pode-se dirmar que o alto crescimento
dos camarbes foi acangado as custas de um consumo maior, embora @m
aproveitamento menor (desperdicio de insumo e perda dese material para 0 meio
ambiente). De um nodo gera isto pode ndo ser recmendavel, ja que em longo prazo,
0S gastos gerados no cultivo com esse tipo de alimento podem superar os beneficios,
devido aosriscos de cmmprometer a produtividade e asalide do animal (Hardy & Gatlin,
2002 Tamn, 2002, aém da qualidade dos efluentes gerados, que podem impadar a

biotalocal, caso corpos d’ agua sejam atingidos (Figueiredo et al., 20095.

4.4.7. Correlagdo entre nitrogénio fecal e digestibilidade aparente de
proteina bruta

A partir dos resultados obtidos pela @rrelac@® entre os dados de nitrogénio
fecl e digestibilidade goarente de proteina bruta dos trés tratamentos alimentares, pode-

se dizer que a adlise do teor de N ou de proteina bruta presente nas fezes posaui
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potencial de diagndstico da quaidade proteica das ragdes, pois os dados foram
representativos quanto a digestibilidade garente de proteina bruta. Outros autores
também afirmaram que a andlise da proteina feca pode ser um indicaivo da
produtividade dos animais cultivados, pois os individuos que eliminaram niveis altos de
proteina foram também os que gresentaram menor produtividade (Nates & Tawn,
2005. Estas constatagdes foram importantes, a medida em que podem gjudar a diminuir
a neaessidade de se aimprir experimentos prolongados e trabalhosos de ailtivo com
coleta total de materiais (sobras alimentares e fezes) e possivelmente simplificar a
operagio a ser redizada, através da mleta parcial de material feca produzido pelos

animais.

4.4.8. Producéofeal e de nitrogénio fecal

Uma vez que amaior parte da origem da descarga de nutrientes na aua de
cultivo origina-se no alimento que é oferecido, os esforcos para a mitigacd® desses
impados devem ser concentrados no foco nutricional (Cho & Bureau, 2001 Hardy &
Gatlin, 20®; Tamn & Forster, 2003). Atuamente, vem aumentando 0 nimero de
trabalhos com enfoque em diagnésticos e alternativas de mitigacd® dos impados
provocados pela aquicultura (Burford & Williams, 200% Cho & Bureau, 2001, Tacon,
2002 Jadkson et a., 2003 Figueiredo et a., 2005, com vistas inclusive, a sustentacé
da propria aividade emndémica Um dos principais meios para diminuir esses residuos,
minimizando também a perda de nutrientes e o desperdicio de alimento, € aravés da
escolha de alimentos que goresentem alta digestibilidade (Hardy & Gatlin, 2002 Tacn,
2002, como as ragdes testadas A e B, que resultaram nos melhores indices de
digetibilidade de matéria seca ede proteinas, decrrente do aumento na quantidade de

materials assmilados resultantes da digestdo. Como conseqiéncia, apresentaram
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reducéo no volume de fezes e nitrogénio fecal. Assm como nos demais parametros,
novamente & caraderisticas da rac® B podem ter interferido nos resultados de uma
menor taxa de liberacd® de fezs e de material nitrogenado. Algumas formas de
processamento de alimentos que implicam no aumento da digestibilidade sdo estratégias
adotadas para aproducdo de dimentos aquéticos que possam gerar menor volume de
descarga de nutrientes nos sistemas hidricos (Hardy & Gatlin, 2002. Em relag® ao
tratamento C, embora 0s animais que receberam esse alimento terem crescido as custas
de uma alta taxa de ingestdo, foram também os que mais eliminaram material fecd.

Os dados obtidos foram comparaveis aos apresentados por Lemos et a. (2003,
gue verificacam que ataxa de producéo feal de F. pauensis foi de 0,0142g @& peso
Umido diario de rac@® por camardo, mas considerando-se que 0s juvenis do trabalho
dagueles autores tinham entre 6,91 a 11g (peso médio de 8,82g), estima-se que ataxa
especifica de liberac® fecal didria seja de 0,0016g @& peso sea de fezesg de amardo,
valor dentro da faixa encontrada nos resultados do presente trabalho: 0,0023 = 0,0009g
0,0014 + 0,0006g e 0,0034 + 0,0003) de peso sew de fezesdg de @mardo; para &

ragdes A, B e C, respedivamente.

4.4.9. Corr elagdo da digestibilidade proteicain vivo ein vitro

Embora uma das metas iniciais desse estudo fose ade testar a capacidade de
previsdo da qualidade das ragdes pelo método in vitro, certamente acorrelacé de R?=
0,55 ndo foi mais alta devido a mmplexidade de fatores que detam um cultivo
experimental, como foi 0 caso das caraderisticas fisicas das ragdes (Lee & Lawrence,
1997). Ao contr&rio dos métodos in vitro, a atratividade, palatabilidade, estabilidade e
textura mnsideradas ideais para o despertar do consumo, sd podem ser avaliadas pelos

proprios animais estudados. E dese mnjunto de caaderisticas depende a aeitacéd do
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aimento e aingestdo (Lee & Meyers, 1997, cujo valor € glicado no cdculo de
digetibilidade in vivo. A exclusdo da racgo B na andlise de mrrelacd® acabou sendo
motivada por seus provaveis efeitos obre a dimentacé® dos camardes. Embora essa
rac@® tenha sido escolhida justamente para a comparac@® da performance de alltivo
com as demais ragdes, além da baixa ingestdo verificada, suas propriedades fisicas
possivelmente acé&aram por afetar também a fisiologia da digestdo, resultando em uma
digestibilidade in vivo de proteinas (DAP%) superior a prevista pelo método in vitro.
Apesar da @rrelac® de R? = 0,55 obtida pela mwmparac® entre os dados de
digestibilidade proteicain vivo e in vitro, ha aitores que testaram esta mesma témicain
vitro com enzimas provenientes das espécies estudadas e obtiveram valores mais altos
como R?= 0,82 (Dimes & Haad, 1994 e R*= 0,87 (Dimes et a., 19943), no caso de
salmonideos e R? = 0,77 (Ezquerra et a., 1997a 1998, no caso do peneideo
Litopenaeus vannamei. No entanto, atémicain vivo empregada por estes autores foi a
do marcador (6xido crémico) misturado a ragé, que tem sido a metodologia mais
comum em estudos de digestibilidade, por ndo necesdtar a ®leta total de fezes. Neste
cas0, 0s resultados de digestibilidade garente de proteinas foram calculados pela
diferenca entre & concentragBes iniciais (na racd) e finais do Gxido crémico (nas
fezs). Talvez aobtenc®d de um R? favordvel com o uso de marcadores esteja
relacionada as provaveis menores susceptibilidades de lixiviacdo, manipulac® das fezes
pelos camardes e coprofagia, pois 0 método necessita de menor quantidade de material
feal para ser coletada e que pode ser remlhida logo que for liberada. No entanto,
considera-se que 0 método gravimétrico adotado nos experimentos redizados possa ser
uma opgéd melhor que o 6xido crémico, embora anbos 0s métodos apresentem erros
potenciais para a avaliac® de dimentos para aqustdcos (Leavitt, 1985 Lee &

Lawrence 1997). Como um dos objetivos do presente trabalho era testar o método pH-
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stat com enzimas da propria espécie para verificar a qualidade da proteina de ragdes
comerciais, 0 método gravimétrico se tornou a Unica alternativa possivel. O uso de
marcador implicaria na @nfeccdo de ragdes experimentais com pouca dance de
reproduzirem as condigdes alimentares dos produtos comerciais. Outro aspedo
levantado refere-se anecessidade do marcador estar distribuido de forma homogéneano
aimento, para que a concentracd® final da substancia nas fezes possa indicar
adequadamente a propor¢éo de material absorvido no organismo do camardo. Nesse
caso, 0 uso de marcadores como o0 &ido crémico nem sempre pode ser adequado, por
apresentar densidade especifica bem maior que os demais componentes da rac,
tendendo a awmular-se na amada inferior do aimento moido (Divakaran, 20095.
Embora parte significativa dos experimentos envolvendo o método do pH-stat
tenha gerado bons resultados, houve caos em que foram obtidas baixas correlacoes,
provavelmente por interferéncias na andlise in vitro. Dimes et al. (1994, obtiveram a
baixa orrelaci® de R? = 0,26 para truta aco-iris, que foi atribuida provavelmente a
protedlise ocorrida durante a preparacd® das amostras. Anderson et a. (1997 que
pesquisaram a qualidade de farinhas de peixe para salméo, ndo obtiveram correlacdo
para adigestibilidade in vivo (R? = 0,14; n = 16; p = 0,16) e 0 méodo pH-stat, embora
esses autores tenham utili zado enzimas comerciais para a adlise in vitro. Com relagcéo a
camarfes marinhos, os presentes resultados corroboram os principais experimentos
realizados até o0 momento com matérias-primas e dietas desde que Ezquerra € a. (1997
encontraram correlac@® significativa com diferentes tipos de farinha de peixe. Mais
recetemente, a correlacd® entre o grau de hidrélise in vitro de proteinas e o
desempenho (crescimento, producéo e conversdo alimentar) de Litopenaeus vannamel
cultivado experimentalmente foi também verificada (R?*= 0,70-0,88) (Lemos et a.,

2008.
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4.4.10. Vantagens e precaucgoes na aplicacdo do pH-stat

Entre os fatores que devem ser considerados quanto a sua glicac® esta a
possibilidade de ocorrer interferéncias nos resultados quando ha utilizac@® de anostras
gue ontenham proteinas hidrolisadas (Dimes et a., 1994n), pois essas ubstancias
podem interferir na reac® de hidrélise afetando os resultados de DH%, que podem
exibir uma arrelagéo inversa cm os dados in vivo de digestibilidade de proteina bruta
(Cérdova-Murueta & Garcia-Carrefio, 202). Como 0 método se baseia na mudanca de
pH durante o proces de hidrélise das amostras, também ha a possibilidade de haver
liberacd® de &idos graxos durante 0 proceso de digestdo in vitro, o que poderia
resultar em alteragdes no resultado (Grabrer, 1985. Além disso, o pH-stat opera genas
em uma faixa de pH alcalino (> que 7,5) por depender dos valores de pK dos grupos
amino e caboxila (Adler-Niessen, 1986. Outra possibilidade € ade que os produtos da
hidrdli se de proteinas possam interferir na aividade das enzimas digestivas empregadas
(Bassompierre d al.,1997).

Em relacd® aos métodos in vitro existentes, algumas das vantagens atribuidas
a0 pH-stat tém sido: a possibilidade de utilizar as enzimas da espécie sob estudo, ao
invés de enzimas comerciais, proporcionando maior representatividade na obtencéo de
resultados (Dimes & Haad, 1994 Dimes et al., 1994a,b; Ezquerra ¢ al., 19973, 1998
Lemos et al., 2004); a manutencéo de um pH estével durante o proces de digestdo que
evita adesnaturacd enzimética (Garcia-Carrefio et a., 1996 e dispensa autilizaca® de
altas concentragdes de tamplOes e a possibilidade de quantificar a presenca de
aminoécidos livres nas amostras antes da alicdo de enzimas digestivas (Basompierre ¢
al.,1997. Outro aspedo importante refere-se aobtencéo dos resultados de modo rapido
através da aurva de titulacd (Grabner, 1985, o que poderia viabilizar a glicacéo dessa

témica in vitro em escala wmercial, desde que seus resultados sjam validados por
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meio de testes de cultivo.

5. Concluséo

Devido a grande necessidade de se avaliar rapidamente aqualidade nutricional
dos aimentos para organismos aquéticos, esforcos para a disponibilizacd® de métodos
in vitro de avaliacdd da digestibilidade de nutrientes vem sido recomendada (Tan,
2002. A témica in vitro de digestdo enzimatica foi considerado um dos mais
interessantes métodos analiticos propostos para a avaliacd da digestibilidade de
alimentos aquéticos (Lee& Lawrence, 1997), incluindo o método pH-stat com 0 uso de
enzimas das préprias espécies (Nates & Taoon, 2005.

De modo geral, pode-se dizer que anecessidade de grimoramento do método
deve ser um proces continuo, com questdes a serem levantadas e eclarecidas. E
importante que também se estude essa témica in vitro sob a Optica da espécie sob
estudo, devido as variagdes nos padrdes enzimolégicos (Lemos et al., 2000 ou
fisiologicos que podem existir entre diferentes espécies de peneideos e que poderiam
ocasionar respostas diferentes em relac® a um mesmo fator sob investigac®. Parte
dessas questdes comecaram a ser examinadas no presente estudo e requerem
prosseguimento. Em relacéo a0 camardo rosa F. pauensis, pode-se dizer que, nas
condi¢bes estudadas, ndo houve maiores restricdes em relacéo a utilizacd® de suas
enzimas digestivas para & determinagdes in vitro das ragdes comerciais testadas para
esta espécie.

Considerando-se que o0 estudo nutricional é bastante complexo, pois envolve
ndo sO a paatabilidade, digestibilidade e dsorcéo, quando se considera 0 organismo;
mas também o balango de aminoéacidos e abiodisponibilidade, quando se considera &

propriedades do alimento (Garcia-Carrefio et a., 1997, é importante ressaltar que
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nenhum método in vitro deverd ser cgpaz de substituir os testes de aultivo para a
avaliacdo da digestibilidade de proteinas (Lee& Lawrence, 1997), pois a avaliagdo final
dos itens anteriormente mencionados $ podem ser realizadas pelos préprios animais
estudados. Mas £m duvida éum avanco notavel, a julgar pelos resultados satisfatérios
obtidos em parte consideravel dos experimentos ja realizados com o uso do método
desde seu desenvolvimento (Pedersen & Eggum, 1983 Dimes & Haad, 1994 Ezquerra
et al., 1997a; 1998 Shipton & Britz, 2002. A possbilidade do método contribuir na
reducéo do tempo e dos custos dispendidos nos experimentos de alltivo (Pedersen &
Eggum, 1983 Shipton & Britz, 2002 pode otimizar a busca por ingredientes, matérias-
primas e alimentos (GarciaCarrefio e al., 1997 Lemos et a., 2004 que sgjam
adequados para o cultivo de espécies autdctones como 0 camardo-rosa, que pode ser
uma alternativa de diversificacd® comercial e de bons resultados devido a sua natural

adaptacé fisiologica eevolucdo as condigbes ambientais locais (Lemos et al., 2000.
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