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RESUMO

COELHO, Rafael Tsuyoshi Inoe. Desenvolvendo a aquicultura de espécies de peixes e
camardes marinhos no Brasil: alguns aspectos praticos e mais urgentes da alimentacao
e nutricdo durante a engorda do camarao-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei) e
da garoupa-verdadeira (Epinephelus marginatus). 2021. 154f. Tese (Doutorado)
Instituto Oceanografico, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Os objetivos desta tese foram a avaliacao de aspectos de alimentacdo, manejo de cultivo
e nutricdo de peixes e camardes marinhos tropicais cultivados no Brasil, em temas
relevantes a aplicagdo na aquicultura nacional. Foram conduzidos trés experimentos de
alimenta¢do com juvenis do camardao branco do Pacifico Litopenaeus vannamei: (1)
experimento realizado com dietas pobres em fdésforo suplementadas com trés
diferentes formas de fosfatos inorganicos, o bicalcico (DCP), monocdlcico (MCP) e o
monoamonico (MAP), o resultado em todos os pardmetros testados foram superiores
para os tratamentos MCP e MAP, com melhor desempenho, digestibilidade e retencao
de nutrientes quando comparado a um controle negativo ou ao tratamento DCP. A
adicdo DCP ndo produziu efeitos positivos no desempenho e disponibilidade do fésforo
quando comparado ao controle pobre em fésforo. Os dois experimentos seguintes (2),
(3) com o L. vannamei abordaram a suplementac¢do de enzimas exégenas em dietas com
restricdo de fésforo, resultados obtidos em ambos os experimentos demostraram um
efeito positivo da adicdo de fitase a racdo, com melhora em desempenho,
digestibilidade e retencdo de nutrientes em relacdo ao controle sem suplementacao,
embora ndo tenham atingido o mesmo desempenho dos tratamentos com fosfatos
inorganicos (MCP). Foi testada ainda a adigao da enzima protease as dietas, porém nao
foram observados ganhos significativos ao utilizar essa enzima para juvenis de L.
vannamei. Além disso, foram conduzidos dois experimentos com juvenis de garoupa-
verdadeira Epinephelus marginatus em sistemas de recirculacdo de agua salgada: (1)
experimento realizado para verificar a influéncia de diferentes manejos, sendo testados
trés diferentes frequéncias alimentares (1x ao dia, 2x ao dia e alimentacdo continua) e
duas densidades de estocagem (40 e 95 peixes/m3). A frequéncia alimentar ndo
produziu efeito significativo sobre o desempenho, enquanto a densidade de estocagem
mais elevada foi responsdvel por ganhos no crescimento, produtividade,
aproveitamento de racdo, entre outros. No experimento seguinte (2) foram testadas
quatro dietas prdticas na alimentacdo da garoupa (dieta seca com sem adicdo de
taurina, preparado semiumido e peixe fresco), com resultados superiores no uso de
dietas secas suplementadas de taurina em detrimento ao uso de peixe fresco. A partir
dos resultados obtidos a taurina foi considerada um aminodcido condicionalmente
essencial para juvenis da espécie, e indica-se a suplementacdo desse aditivo para
satisfazer niveis proximos de 1,0% de taurina nas dietas. Foram estimados ainda as
exigéncias de aminoacidos essenciais para juvenis de E. marginatus a partir do método
da composicdo corporal da carcaga, os quais foram considerados razodveis quando
contrapostos a literatura existente para espécies proximas, e podem ser recomendados
como ponto de partida para formulacdes de racdes para a espécie.
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ABSTRACT

COELHO, Rafael Tsuyoshi Inoe. Developing aquaculture of fish and marine shrimp
species in Brazil: some practical and more urgent aspects of feeding and nutrition during
grow-out of whiteleg shrimp (Litopenaeus vannamei) and dusky grouper (Epinephelus
marginatus). 2021. 154 f. Tese (Doutorado) Instituto Oceanogréfico, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2021.

The objectives of this thesis were to evaluate aspects of feeding, management and
nutrition of tropical marine fish and shrimp farmed in Brazil on topics relevant to the
application to national aquaculture. Three feeding trials were conducted with juveniles
of white shrimp Litopenaeus vannamei: (1) experiment carried out with low phosphorus
diets supplemented with three different forms of inorganic phosphates, dicalcium
(DCP), monocalcium (MCP) and monoammonium (MAP), the results in all tested
parameters were superior for the MCP and MAP treatments, with better performance,
nutrient digestibility and retention when compared to a negative control or to the DCP
treatment. The DCP addition did not produce positive effects on phosphorus and growth
performance when compared to the low phosphorus control. The following two
experiments (2), (3) with L. vannamei addressed the supplementation of exogenous
enzymes in low phosphorus diets, the results showed a positive effect of the addition of
phytase to the diet, with improvement in performance, digestibility and retention of
nutrients compared to control without supplementation, although they did not achieve
the same performance as treatments with inorganic phosphates (MCP). The addition of
protease into the diets was also tested, but no significant gains were observed when
using this enzyme for juvenile L. vannamei. Furthermore, two experiments were
conducted with juvenile dusky grouper Epinephelus marginatus in indoor water-
recirculated tanks: (1) experiment carried out to verify the influence of different
managements, testing three different feeding frequencies (once daily, twice daily and
continuous feeding) and two stocking densities (40 and 95 fish/m3), feeding frequency
did not have a significant effect on performance, while the higher stocking density was
responsible for gains in growth, productivity, feed use, among others. In the other
experiment (2), practical diets were tested for feeding grouper, with superior results in
the use of in-house prepared diets supplemented with taurine in detriment to the use
of fresh fish. Taurine was considered a conditionally essential amino acid for juveniles
of the species, and this additive should be supplemented to satisfy the minimum level
of 1.0% of taurine in the diets. The essential amino acid requirements for juveniles of E.
marginatus were also estimated from the method of whole-body composition, which
were considered very reasonable when compared to the existing literature for closely
related species, and can be recommended as a guide for feed formulations for dusky
grouper.

Keywords: Shrimp. Phosphates. Enzymes. Phytase. Grouper. Taurine. Amino acids.
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INTRODUCAO GERAL

Ha anos a aquicultura é o setor de producdo de alimentos que mais cresce no
mundo e seu papel é considerado indispensavel para a alimentagdao humana, como
fonte de proteina animal de alta qualidade. Sua contribuicdo para a alimentacdo
humana se igualou a produgdo por meio da pesca no ano de 2014 (FAO, 2016). O setor
de producdo de pescado (pesca mais aquicultura) vem crescendo continuamente, assim
como a demanda mundial por proteina do pescado também se eleva a cada ano, seja
pelo simples incremento da populacdo mundial, seja pela exigéncia cada vez maior do
consumidor por alimentos saudaveis (BRABO et al., 2016). A produtividade de pescado
por meio da pesca extrativa esta praticamente estagnada ha pelo menos duas décadas
(PAULY; ZELLER, 2016), em decorréncia da diminuicdo e deplecdo dos estoques
pesqueiros mundiais (FROESE; ZELLER; KLEISNER, 2012), devido a esses e outros fatores,
o0 aumento na producdo de pescado nas ultimas décadas deve-se quase que totalmente
ao também aumento da produc¢do por meio da aquicultura (FAO, 2016). Dados da FAO
(2020) indicam que o consumo do pescado mais que dobrou nos ultimos 50 anos, um
salto de 9,0 kg para 20,3 kg por habitante em 2017. Esse aumento é justificado por
diversos fatores, podendo se destacar o aumento de renda e urbanizacdo, canais
logisticos de distribuicdo e técnicas de armazenamento mais eficientes, e
principalmente pelo significativo aumento de producdo pela aquicultura (FAO, 2020).
Dados mais recentes indicam uma producdo global de pescados (excluidos mamiferos
aquaticos, crocodilos, jacarés, algas marinhas e plantas aquaticas) préximo a 180
milhdes de toneladas, dos quais, 82 milhdes de toneladas sdo supridos pela aquicultura,
sendo essa producdo anual avaliada em mais de 250 bilhdes de ddlares (FAO, 2020,

Figura 01).
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Figura 01 — Evolugdo da produgdo mundial de pescados* por meio da captura pela pesca e cultivo na
aquicultura, de 1950 a 2018 (FAO, 2020).
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Fonte: Adaptado de FAO (2020). *Dados ndo incluem mamiferos aquatico, crocodilos, jacarés, plantas
aquaticas e algas marinhas.

No Brasil, o panorama se repete, com a aquicultura crescendo de forma continua
nos ultimos anos, os indicadores apontam para um grande salto na producdo nos
proximos anos. A FAO (2016) considera o Brasil como o pais de maior potencial de
crescimento na atividade para os préximos anos, muito disso devido as suas condi¢des
singulares, com grandes areas propicias ao cultivo, tanto em ambientes continentais,
tanques, lagos, reservatérios e rios, como em ambientes de transicdo e marinhos como
estudrios, baias, ilhas e regides de mar aberto. Além disso, o pais possui também
condicBes climaticas adequadas a criacbes de uma grande gama de espécies com
potencial para o cultivo, um grande setor agropecuario produtor de grdos e insumos
necessarios as racodes, assim como também possui um grande leque de espécies

marinhas e de dgua doce aptas a serem utilizadas na aquicultura (BRASIL, 2014).

Os primdrdios da aquicultura no Brasil datam do século 17, mas sua
profissionalizacdo tardou a acontecer, apenas na década de 1970. Isso denota a
jovialidade da aquicultura comercial no pais, com cerca de meio século de existéncia,
mas, de grandes avangos nesse periodo (VALENTI et al., 2021). Apesar disso, 0 consumo
per capita brasileiro é ainda muito inferior a média mundial, sendo préximo a 10 kg/ano,
metade do consumo per capita global (PEIXE BR, 2020). Uma avaliacdo recente do

cenario brasileiro mostrou que a producdo de pesca em 2009 era de aproximadamente
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800 mil toneladas anuais, enquanto a produgdo de aquicultura de 400 mil toneladas, em
2018, menos de 10 anos depois, a produ¢ao de aquicultura dobrou, e atingiu valores
préximos a 800 mil toneladas anuais, atingindo a mesma producdo da pesca, que se
manteve no mesmo valor, com uma producgao total de pescado nacional préximo a 1,6

milhGes de toneladas anuais (SEAFOOD BRASIL, 2019)

No Brasil a producdo comercial é dominada por espécies de agua doce como a
tildpia e os chamados peixes redondos, tambaqui, pacu e seus hibridos (VALENTI et al.,
2021). Na produgdao marinha, atualmente se destacam principalmente o camarao
Litopenaeus vannamei, e o cultivo de moluscos bivalves (mexilhGes, ostras), sendo o
cultivo de peixes marinhos uma grande aposta para o futuro, e a garoupa-verdadeira,
Epinephelus marginatus uma candidata de forte potencial (CAVALLI; HAMILTON, 2007;
SANCHES; OLIVEIRA; SERRALHEIRO, 2009; VALENTI et al., 2021). Para que as
expectativas se concretizem, e o potencial brasileiro para aquicultura seja finalmente
alcancado, é necessdrio cada vez mais estudos na area, que hoje se concentram
principalmente em espécies de dgua doce, e nos camardes marinhos, enquanto a
producdo e a pesquisa de espécies de peixes marinhos sao limitadas a poucos criadores
e centros de pesquisas no Brasil, o que estd aquém de todo o potencial a ser explorado

nessa area.

Em meio ao crescimento da aquicultura, o cultivo de espécies de alto valor
agregado como camardes e peixes marinhos, é ainda hoje altamente dependente da
captura por pesca, que fornece o abastecimento de sua principal e mais importante
fonte de proteinas e gordura nas racdes, a farinha e o 6leo de peixe. E crucial que as
iniciativas de pesquisa busquem encontrar solu¢des para substuicao desses ingredientes
(TACON; HASAN; METIAN, 2011), que, além de consideradas pouco sustentdveis, o seu
uso gera competicdo com a alimentagcdo humana por essa fonte de proteina (TACON;
METIAN, 2009). Visando a sustentabilidade do setor e o aumento do desempenho dos
animais, o uso de ingredientes alternativos deve ser estudado e maximizado (TACON;
HASAN; METIAN, 2011). Entretanto, a adicdo de ingredientes alternativos, em especial
os de origem vegetal, nem sempre sdo totalmente aceitos ou completos
nutricionalmente para as espécies cultivadas, e uma solugdo a esses problemas tem sido

a utilizacdo de suplementacdes, que podem ter natureza mineral, enzimatica, de
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aminodcidos, vitaminas, entre outros, visando a manutencdo do desempenho dos
animais. Além disso, é fundamental para o desenvolvimento da aquicultura o
conhecimento do correto manejo e também das necessidades nutricionais de cada
espécie cultivada, uma vez que a maior parte dos gastos do setor envolvem custos com
a alimentacdo dos animais (LOVELL, 1998; TACON et al.,, 2002), sendo de extrema
importancia a correta aplicagdo do conhecimento para maximizar o desempenho e os

lucros com a atividade.

Portanto, os objetivos principais desta tese foram avaliar a alimentacao, nutricdo
e manejo de peixes e camardes marinhos, visando sobretudo a sua aplicabilidade na
aquicultura de espécies de interesse comercial do pais. Mais especificamente, no
Capitulo 1, é abordado a suplementacdo de aditivos em dietas pobres em fésforo
disponivel, livres de farinha de peixe, e baseadas em ingredientes vegetais, para
alimentacdo de juvenis do camarao marinho Litopenaeus vannamei. Para isto, foram
utilizados como suplementos, aditivos de origem mineral na forma de fosfatos
inorganicos, e de origem enzimaticas, a fitase e protease. A eficiéncia dessas
suplementacgdes foi atestada pelo desempenho, digestibilidade, composi¢ao corporal,
retencdo de nutrientes entre outros parametros sobre o desenvolvimento do camarao.
No Capitulo 2 foram desenvolvidos experimentos para avaliacdo da aceitacdo de juvenis
de garoupa-verdadeira, Epinephelus marginatus, em sistema recirculante de agua
salgada, bem como a aceitagao a alimentacao artificial. Foram desenvolvidos e testados
protocolos de manejo alimentar e densidade de estocagem mais vidveis a essa fase de
cultivo, baseado no desempenho e bem estar do animal. Além disso, em um segundo
experimento foi analisado o desempenho da garoupa com 4 dietas praticas; analisando
a composicao centesimal e de aminodcidos dos animais; influéncia da adicdo da taurina
em dietas secas sobre o desempenho zootécnico da espécie; além da estimativa de

exigéncia de aminoacidos essenciais em dietas para juvenis de garoupa.

Esta tese foi realizada com o apoio financeiro do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), sob orientacdo do professor Dr.
Daniel Lemos. A tese foi redigida seguindo as diretrizes para teses e dissertacdes da

Universidade de Sdo Paulo, baseadas nas Normas Brasileiras (ABNT, 2006) descritas em:
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“Diretrizes para apresentacdo de dissertacdes e teses da USP; documento eletrénico ou

impresso — Parte | (ABNT — Associa¢do Brasileira de Normas Técnicas)”.

O estudo com a garoupa-verdadeira foi realizado em concordancia com a Comissdo de
Etica no Uso de Animais do Instituto Oceanogréfico da Universidade de S3o Paulo, sob

o numero 001Pesq2018.
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CAPITULO 1

Desempenho de juvenis de camarao marinho, Litopenaeus vannamei
alimentados com dietas baseadas em ingredientes vegetais, pobres em
fosforo disponivel: avaliagao da suplementagao de dietas com diferentes

formas de fosfatos inorganicos e enzimas exogenas
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Resumo

Foram conduzidos trés experimentos de alimentacao, crescimento e digestibilidade com
juvenis de camarado-branco Litopenaeus vannamei, em sistema de recirculagdo de agua
salgada, abordando a suplementacdo de dietas deficientes em fésforo por meio de
fontes de fosfatos inorganicos, e enzimas exdgenas (fitase e protease). O primeiro
experimento com duracdo de 52 dias (peso individual de 5,5 a 16-20 g) realizado com
dietas pobres em fdsforo, suplementadas com trés diferentes formas de fosfatos
inorganicos, o bicalcico (DCP), monocdélcico (MCP) e o monoamonico (MAP), além de
uma dieta controle, deficiente em fdésforo. Os resultados em todos os pardametros
testados foram superiores nos tratamentos MCP e MAP, com melhor desempenho,
digestibilidade e retencdo de nutrientes quando comparado a um controle negativo ou
ao tratamento DCP. A adi¢cdo de DCP ndo produziu efeitos positivos no desempenho e
disponibilidade do fésforo quando comparado ao controle, sendo esse fosfato pouco ou
nada disponivel ao camarao. Entre os tratamentos MCP e MAP houve poucas diferencas,
sendo ambos considerados muito satisfatdrios para utilizacdo como fonte suplementar
de fosforo para os camardes. O fosfato MAP produziu um valor reduzido de fésforo nas
fezes (P<0,05), sendo este um ponto em que foi superior a dieta MCP. Nos dois
experimentos seguintes, foram abordadas suplementacdes de dietas com enzimas
exogenas fitase e protease (experimento 2), e niveis progressivos de inclusdo de fitase
(experimento 3). Os resultados demonstraram efeitos positivos da adicdo de fitase
(P<0,05) a partir de niveis de 4000 FYT/kg sobre o desempenho, digestibilidade e
retencdo de nutrientes, sendo que ao nivel de 6000 FYT/kg os ganhos de performance
foram ainda mais superiores, e apds esse nivel o efeito da enzima parece se estabilizar.
A adicdo de protease as dietas ndo produziu efeitos significativos sobre o desempenho
dos camardes nas condicdes testadas. A partir dos resultados obtidos nesse estudo,
podem ser recomendados os fosfatos inorganicos MCP e MAP como fontes de fésforo
para juvenis de camarao, enquanto a utilizacdo de DCP ndo é indicada. S3o indicadas
também suplementacdes de fitase em dietas ricas em ingredientes vegetais em niveis

entre 4000 e 6000 FYT/kg para a melhora do aproveitamento dos nutrientes dietéticos.
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INTRODUCAO

No Brasil, a carcinicultura marinha teve o seu inicio em meados da década de
1970, a partir de tecnologias importadas que permitiram a definicdo de um pacote
proprio, adequado a realidade nacional (MOLES; BUNGE, 2002). Nos primeiros anos da
atividade no Brasil, a espécie Marsupenaeus japonicus foi a principal aposta, devido ao
conhecimento mais avancado sobre as técnicas reprodutivas e de cultivo importadas, ja
com alguma producdo de pds-larvas em laboratério nacional (ABCC, 2011). Porém,
passado algum tempo, o cultivo da espécie foi praticamente abandonado, devido as
dificuldades na aceitacdo da espécie as condicdes nacionais, além da falta de
conhecimento e tecnologia para a continuidade da producdo da espécie em solo
nacional (MOLES; BUNGE, 2002). Na década seguinte, foi introduzido no Brasil os
primeiros exemplares do camardo-branco-do-pacifico, ou simplesmente, camarao-
branco (Litopenaeus vannamei), e que depois demonstraria grande adaptacdo ao clima
e condig¢des naturais do pais, aliando resisténcia e desempenho (AMARAL; ROCHA; LIRA
JR., 2003; ORMOND et al., 2004), ja indicando que poderia ser uma espécie promissora
para o cultivo.

No inicio, as criagbes de camardes no Brasil foram baseadas em cultivos
extensivos de baixa densidade, com alimentacdao natural produzida nos préprios
viveiros, a partir de fertilizacGes organicas e inorganicas (AMARAL; ROCHA; LIRA JR.,
2003). Ainda na década de 1980, a tentativa de introducdo de racbes artificiais se
mostrou um fracasso, devido entre outros fatores, ao baixo desempenho e aos altos
custos, o que impossibilitou a sua adocdo efetiva (AMARAL; ROCHA; LIRA JR., 2003). Ja
na década de 1990 os laboratérios nacionais adquiriram a expertise e o dominio das
tecnologias e metodologias relacionadas a reproducdo e producdo de pds-larvas do L.
vannamei. Aliado aos avancgos da larvicultura do camardo, o avango e evolugdo das
racOes balanceadas permitiram ganhos de produtividade, em paralelo a melhores taxas
de conversao alimentar (CARVALHO, 2011). A producdo da espécie no Brasil se manteve
em crescimento constante na década de 1990, com um salto substancial no periodo de
1998, quando eram produzidas cerca de 7 mil toneladas, para mais de 90 mil toneladas
5 anos depois, em 2003 (ORMOND et al., 2004), com uma produtividade média de 6,728

ton/ha/ano. Entretanto, diferente das expectativas do setor, o volume produzido
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comecou a decair nos anos seguintes, devido a fatores extra cultivo como adversidades
climdticas, flutuagdes no cambio do délar, queda de valor de mercado, aumento da
competitividade no mercado externo, e principalmente pelas instalacdes de doencas
infecciosas devastadoras, como a mionecrose infecciosa (IMNV); mancha branca (WSSV)
e a sindrome da mortalidade precoce (EMS) (SUSSEL; VIEGAS; PARISI, 2010; ROCHA;
2008; ROCHA, 2011). Apds o pico de producdo em 2003, os valores foram decaindo até
chegar ao menor valor da série, no ano de 2007 com cerca de 60 mil toneladas
produzidas (ROCHA, 2011). Nos anos seguintes a producdo se manteve estdvel, com
volumes de producdo dentro desse patamar de 60 a 70 mil toneladas por ano (ROCHA,
2020). Depois de um grande vazio de crescimento, a Associa¢do Brasileira de Camardes
(ABCC) divulgou em seus niumeros mais recentes, a retomada ao patamar de 90 mil
toneladas anuais de camardes produzidos (ROCHA, 2020), no ano de 2019, e projeta um
aumento para mais de 200 mil toneladas ja no ano de 2022 (Figura 1.1, nimeros pré-

pandemia Covid-19).

Figura 1.1 — Declinio, evolugao e proje¢do da produgdo de camardao marinho cultivado no Brasil:
panorama de 2003 a 2022 (ROCHA, 2020).
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Fonte: Adaptado de ROCHA, 2020.

No Brasil, a carcinicultura se concentra principalmente nos estados da regido
Nordeste, com destaque para o Rio Grande do Norte e Ceard, e foi responsavel pela
produgdo de 8% do volume total de pescados da aquicultura nacional em 2018, porém,
com um valor de mercado correspondente a cerca de 25% do setor, e uma receita anual
de mais de 1,1 bilhdo de reais (SEAFOOD BRASIL, 2020). No mercado da carcinicultura

nacional o L. vannamei é de longe a principal espécie cultivada, seguido do camarao-da-
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Malasia (Macrobrachium rosenbergii), com nimeros bem mais modestos, que beiram
volumes de 150 toneladas anuais (VALENTI et al., 2021). Globalmente a produgdo do L.
vannamei é responsavel por 53% do volume total de crustdceos produzidos na
aquicultura, o que corresponde a 70% de toda a produgao de camardes, com uma
producdo de quase 5 milhdes de toneladas no ano de 2018 (FAO, 2020). Os numeros
deixam claro a importancia do cultivo da espécie no Brasil e no mundo, e estes justificam
os estudos que buscam o aumento da eficiéncia e da sustentabilidade das dietas
utilizadas.

Devido aos riscos bioldgicos que ja afetaram e com os quais a cadeia do camarao
atualmente convive, as criagdes tendem a migrar para cultivos intensivos e
superintensivos com troca de agua limitada ou zero, visando a biosseguranca dos
mesmos (BROWDY et al., 2009; RAY et al., 2010). A mudanca para sistemas intensivos
torna ainda mais importante a utilizacao de ragdes artificiais, sendo o desempenho e a
correta gestao destas fundamentais, uma vez que representam a maior parte dos custos
(LOVELL, 1998; TACON et al., 2002; CUZON et al., 2004), além de serem responsaveis

ainda por grande parte do aporte de poluentes nos cultivos (AKIYAMA, 1992).

Ao mesmo tempo que cresce a importancia da alimentacao artificial, as dietas
sem farinha de peixe estdo se tornando uma realidade necessaria na industria do
camardo (CARVALHO et al., 2016), o que era antes um ingrediente de alta inclusdo por
seu perfil nutricional adequado as espécies marinhas (WILSON, 1989; CARVALHO, 2011),
vem rapidamente sendo substituido por subprodutos animais e ingredientes vegetais.
Entretanto, todas as demais fontes de proteina possuem algum fator que as torna
inferiores nutricionalmente em comparacdo a farinha de peixe, seja pela falta,
indisponibilidade ou desbalanceamento de nutrientes e minerais (HARDY, 2006), sendo
necessarias algumas precaucgdes quando utilizadas. No Brasil, os ingredientes vegetais
ja tém o seu uso consolidado na aquicultura, podendo porventura substituir totalmente
o uso da farinha de peixe nas ragcGes. Esses ingredientes por sua vez, comumente
apresentam menor digestibilidade, sdo deficientes em minerais, aminodcidos como,
lisina, metionina, e principalmente, apresentam fatores antinutricionais que podem
afetar a digestao, palatabilidade e a disponibilidade de nutrientes e minerais, devido a

compostos como fitatos (acido fitico), gossipol e outros (CYRINO et al., 2010). Logo, a



25

inclusdo de elevados niveis de ingredientes vegetais necessita de algumas solucbes para
evitar a perda de desempenho nas criagdes, algumas dessas solugdes passam pela
suplementacdo com aditivos, para suprir os déficits com aminoacidos e minerais, ou
mesmo com suplementos que potencializem a disponibilidade e a digestibilidade dos

nutrientes ja presentes nas dietas (CROMWELL, 1991) como a adicdo de enzimas.

Suplementacao de dietas

Além da diversificacdo do uso de ingredientes nas dietas, a reducdo da descarga
de fosforo na dgua pelos cultivos é um ponto chave para a manutencao das criacdes e
da sustentabilidade do setor, sendo esse objetivo perseguido pela industrias de ragdes
aquicolas (MORALES et al., 2018). Por muitos anos, os valores de eficiéncia de retencao
do fosforo dietéticos foram baixissimos, alinhado ao uso de dietas ricas em farinha de
peixe, principal fonte de proteina para aquicultura e rico em minerais (YE et al., 2011).
Devido ao uso de ingredientes ricos em minerais, comumente os niveis desses
nutrientes sao supridos, entre eles o fésforo, que muitas vezes estd presente em niveis
acima do necessario para suprir as necessidades das espécies cultivadas, resultando em
dietas com niveis de fésforo que extrapolam o exigido, e invariavelmente se perdem na

agua de cultivo.

A substituicdo da farinha de peixe é um dos temas mais abordados e pesquisado
na aquicultura (HUA et al.,, 2019). Industrias buscam e muitas ja se utilizam de
formulagGes com uso dessa farinha restringido ou totalmente substituido, no caminho
de um setor mais sustentdvel (BARUAH et al., 2004). Ragcdes com ingredientes vegetais
como principal fonte de proteinas ja sdo uma realidade, no entanto, o uso desses
ingredientes que frequentemente apresentam teores de fésforo reduzidos, e em sua
maior parte indisponivel na forma de fitatos, pode resultar em dietas deficientes nesse
mineral, que é um nutriente dietético essencial aos camardes (DAVIS; LAWRENCE 1997;
NRC, 2011). A deficiéncia do fosforo nas dietas animais pode ser minimizada a partir da
adicdo de suplementos, como as fitases, enzimas exdgenas que ndao ocorrem
naturalmente em animais monogdastricos como o camardo, e que atuam auxiliando

parcialmente sobre a biodisponibilidade de fésforo das dietas. Outra estratégia é a
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adicdo de formas de fésforos digeriveis as dietas, como os fosfatos inorganicos, essas
adicOes, porém, devem ser realizadas a niveis adequados e calculados para cada espécie,
a fim de evitar a volta ao problema inicial, que seria o descarte indesejavel de fésforo

nas aguas de cultivo (XIE; YU; REM, 2004; NRC, 2011).

Visto isso, o presente estudo buscou se aprofundar sobre o tema de dietas
baseadas prioritariamente em ingredientes vegetais, livres de farinha de peixe, e por sua
vez, deficientes em fdsforo para o camardo marinho Litopenaeus vannamei, a partir de
duas abordagens distintas: a suplementacdo de fosfatos inorganicos, nas formas de
fosfato bicalcico (DCP), fosfato monocalcico (MCP) e fosfato monoamonico (MAP); e a
suplementacdo de dietas deficientes em fésforo disponivel com enzimas exdgenas, com
enfoque principal sobre a fitase, e a verificacdo do aumento da biodisponibilidade desse
mineral. Para verificacdo da eficacia das abordagens foram utilizados parametros de
cultivo dos animais, que envolvem o desempenho de crescimento e alimentar,

digestibilidade aparente, composicdo corporal, e retencao de nutrientes.

OBJETIVOS DETALHADOS

Realizacdo de trés experimentos distintos com juvenis de camardao-branco,
utilizando diferentes aditivos e abordagens nas formulagdes, visando suprir a deficiéncia

do fosforo nas dietas.

1 — Experimento 1: Fosfatos inorganicos - Comparar a eficiéncia de trés diferentes
formas de fosfatos inorganicos: fosfato bicalcico (DCP), fosfato monocadlcico (MCP) e

monoamonico fosfato (MAP), suplementados em dietas a base de plantas.

2 — Experimento 2: Enzimas exdgenas, fitase e protease - Avaliar a eficiéncia de baixas
inclusGes de enzimas exdgenas (fitase e protease) em dietas baseadas em proteina

vegetal sobre o desempenho de camardes.

3 — Experimento 3 — Niveis de fitase - Avaliar niveis progressivos de inclusdo de fitase

em dietas baseadas em proteina vegetal sobre o desempenho de camardes.
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MATERIAIS E METODOS

Animais experimentais, sistema de cultivo, metodologias de andlises, cdlculos de
desempenho, digestibilidade, entre outros, sdo andlogos para os trés experimentos
realizados com camardes marinhos, portanto, cada um desses tépicos sera descrito uma

Unica vez neste capitulo.

Animais experimentais

Pés-larvas do camardao marinho Litopenaeus vannamei (PL 15, linhagem
Speedline) foram obtidas de um produtor comercial do Nordeste do Brasil (via aérea,
Aquatec Aquacultura Ltda, Barra do Cunhau, Brasil) e mantidos em caixa d'agua (1000L)
com limpeza didria e renovacgao parcial da dgua até atingir cerca de 1 g (cerca de 25 dias),
nesse periodo foram alimentados com ragao comercial farelada (FlashShrimp, Polinutri,
Brasil) em periodo integral, utilizando-se de alimentadores automaticos de correia (24
horas Pentair, Brookfield, EUA). Agua do mar (34 ppt) foi diariamente bombeada da
enseada em frente ao laboratério, passando por filtros de cartucho de 25 um e 5 um,
em trocas didrias de 70% do volume total. Apds o periodo inicial, camarées com 1 g
foram estocados em tanque de 7,500 L em sistema heterotréfico (bioflocos, troca zero
de 3agua, Figura 1.2) e alimentados com racao comercial (Policamardo, Polinutri, Brasil)
até atingir tamanho de estocagem em sistema experimental de testes, com tamanho ja
acima de 3 g. Os parametros de qualidade da agua foram controlados no sistema de
bioflocos: oxigénio dissolvido (> 70% de saturacdo), amodnia-N total (<0,05 mg/L), nitrito

(<0,1 mg/L), pH (7,5-8,2), e alcalinidade (> 120 mg CaCOs /L).

Todo o processo de cultivo, desde a fase de pds-larvas, até atingir o peso de
estocagem em sistema experimental, foi realizado em trés diferentes lotes de camardes,

para utilizacdo em cada um dos trés experimentos propostos no presente trabalho.
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Figura 1.2 — Sistema de cultivo em meio heterotréfico (bioflocos) para manutengdo e crescimento dos
camardes até atingir tamanho experimental (>3,0 g).

Fonte: Reproducdo acervo pessoal
Sistema experimental de cultivo

O sistema experimental recirculante (RAS) de dgua marinha (agua clara, Figura
1.3) foi composto por 28 tanques semicOnicos de 500 L (volume util de
aproximadamente 400 L). O sistema estava conectado em recirculacdo, a tanques que
incluiam processos de filtracdo mecanica, bioldgica (Sweetwater Bead Filter, Pentair,
Brookfield, EUA) e também por meio de luz UV-C (150 W). O volume total do sistema,
incluindo os reservatdrios de tratamento e estoque possuiu cerca de 17000 L de agua
marinha, bombeada da enseada em frente ao laboratério, filtrada por filtros de cartucho
com 25 e 5 um e previamente desinfectadas por luz UV-C, o sistema funcionou sem
grandes trocas de dgua (< 5% ao dia), com adi¢des apenas para reposicdo de perdas

devido a evaporacao, limpeza e de coletas de amostras.

Todo o sistema foi aquecido por meio de aquecedor de fluxo (10 kW, Globalmar,
Sdo Paulo, Brasil), o que proporcionava um ambiente ideal para o maximo desempenho
da espécie, com temperatura média de 30 °C. Os tanques possuiam tampa com pequena
abertura teladas que permitia a alimentacdo e observacdo dos animais, e garantiam
ainda a minimizacao do estresse, a dosagem da entrada de luz do ambiente, além de

evitar perdas de animais experimentais (saltos).
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Figura 1.3 — Sistema experimental de cultivo recirculante de dgua marinha, adaptado para experimentos

de desempenho e digestibilidade.

Fonte — Reprodugdo acervo pessoal

Os tanques eram dotados de colunas de decantacdo individuais para coleta de
fezes e remocgao de sdlidos. Esse sistema de coleta era composto por um tubo tipo
Falcon, translucido, encaixado ao final da coluna de decantacdo, que acumulava todos
os sélidos do tanque, além disso, o design do fundo dos tanques, com caimento em
direcdo ao centro, auxiliava nesse processo de captura de sélidos pela coluna de
decantacdo. Por meio desses tubos era possivel realizar a coleta de fezes para
amostragem, verificacdo de mudas e também de possiveis sobras de racdo (Figura 1.4).
Cada tanque continha ainda um sistema de aeracdo, capaz de sustentar bons niveis de
oxigenac¢do, promovido por pequenas pedras porosas localizadas a 30 cm do fundo,
essas ligadas a um sistema central de ar, provido por compressor de ar radial externo ao
galpdo de experimentos. A renovacdao de dgua dos tanques era promovida por
“esguichos” a um fluxo de 4 L/min para cada tanque, que promovia a formac¢do de um

vortice, que também auxiliava na concentracao de sélidos para o sistema de decantacgao.
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Figura 1.4 — Vista inferior dos tanques de cultivo de camardes marinhos, com tubos do sistema de
decantacdo utilizados nos experimentos de digestibilidade nas laterais da imagem.

Fonte: Reprodugdo acervo pessoal

O sistema foi desenvolvido e controlado durante os experimentos de modo a
minimizar o estresse dos animais, promover a manutencao da qualidade da dgua a niveis
compativeis com a melhor performance da espécie, bem como, otimizar o desempenho

dos animais e a coleta de amostras representativas.

Protocolo de preparagao das dietas experimentais

Ingredientes

Para a escolha dos ingredientes utilizados nas dietas experimentais (Tabela 1.1),
foi adotado o critério de que os mesmos devessem estar disponiveis no mercado
nacional, e serem comumente empregados na fabricacdo de racdes para camardes
marinhos no Brasil, sendo estes obtidos a partir de fornecedores locais. Foram utilizados
no preparo das dietas, ingredientes em sua maioria de origem vegetal, sendo eles:
farinha de trigo, farelo de soja, gluten de trigo, concentrado protéico de soja, levedura
seca e lecitina de soja. Além dos ingredientes vegetais, foram utilizados alguns

ingredientes marinhos, principalmente pelo teor palatabilizante e balanceamento de
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aminodacidos dos mesmos, que foram a farinha de lula, hidrolisado de peixe e o dleo de
peixe, além disso foram utilizadas duas farinhas de subprodutos da industria animal, a
farinha de penas e a farinha de sangue. Além desses ingredientes foram utilizados na
composi¢cao das dietas a inclusdao de aminoacidos purificados para o balanceamento e
atendimento das exigéncias da espécie, preparado vitaminico e mineral préprio para
camardes (Premix), oxido de cromo Ill (Cr.03) como marcador inerte para estudo de
digestibilidade, e também os suplementos testados, que foram os fosfatos inorganicos,
fosfato bicalcico (DCP, Aliphos, Holanda), fosfato monocalcico (MCP, Aliphos, Holanda)
e fosfato monoamodnico (MAP, Aliphos, Holanda), e as enzimas exdgenas, fitase
(RONOZYME® HiPhos, DSM, Brasil) e protease (RONOZYME® ProAct, DSM, Brasil). Antes
da preparacdo das dietas, os ingredientes foram previamente moidos até tamanho de
particula inferior a 250 um em moinho de martelo (MCS 350 Moinhos Vieira, Tatui, SP-
Brasil), tamanho de particula indicada para a preparacdo de dietas para camardes. Os
ingredientes apresentados foram utilizados para os 3 experimentos realizados com

juvenis de L. vannamei.



Tabela 1.1 — Composig¢do centesimal e mineral (% em matéria Umida, analisado) dos ingredientes
utilizados nas fabricagdes de dietas experimentais para o camardo branco, Litopenaeus vannamei.
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Ingredientes

Proteina

Matéria

(%) Umidade bruta Gordura mineral Ca P Mg

ff;;'glha de 13,1 12,6 1,40 0,78 0,04 0,18 0,05
Farelo de soja? 12,1 45,0 1,86 6,03 0,29 0,55 0,28
Glaten de trigo® 7,43 76,3 0,94 1,19 0,07 0,22 0,04
Farinha de lula® 5,02 84,4 3,21 3,17 1,45 1,28 0,17
;'é?;g!'sado de 65,6 10,8 5,50 6,07 0,96 1,76 0,11
Farinh

s:;'g”u:ade 7,92 88,8 0,90 1,78 0,03 0,08 0,01
Concentrado

protéico de 8,98 59,2 0,44 6,20 0,34 0,75 0,35
soja’

Farinh

pz:;sf de 5,74 82,2 7,16 1,84 0,26 0,28 0,04
Levedura seca’ 4,68 30,4 0,05 7,74 0,11 0,67 0,14
Oleo de peixe? 0,16 0,01 99,3 0,06 0,02 0,01 0,004
Lecitina de soja? 1,02 0,85 90,8 9,27 0,14 1,83 0,21

! Coamo, Campo Mour3o, PR - Brasil

2Guabi, Campinas, SP - Brasil

3Syral, Aaslt, Bélgica

4Polinutri, Osasco, SP - Brasil

SAquativ, Elven, Franca

®A&R, Maringd, PR - Brasil

’CJ Selecta, Araguari, MG - Brasil

Preparo das dietas

O laboratdrio de aquicultura (LAM) do Instituto Oceanografico da USP em sua

base na cidade de Ubatuba (SP), é dotado de uma minifabrica de racdes experimentais.

O laboratério é equipado com uma batedeira industrial (Modelo ES-600, Hobart, Ohio,

EUA) utilizada na mistura dos ingredientes e também no processo de fabricacdo de

péletes, cabine de secagem de dietas, com capacidade de secagem para 25 kg

simultaneos, freezeres e geladeiras para estocagem das dietas prontas.

Para o preparo das dietas, os ingredientes foram pesados individualmente em

balanca semianalitica, sendo primeiro misturados os ingredientes de menor inclusdo



33

(<5%), juntamente a uma pequena porg¢ao de farinha de trigo, para homogeneizagao dos
mesmos. Em seguida foram adicionados os ingredientes de maior inclusdao (>5%)
juntamente aos demais ingredientes secos na batedeira industrial, onde foram
misturados por 10 minutos. Apds a completa mistura, foram adicionados os ingredientes
liguidos (6leo e hidrolisado de peixe e lecitina de soja), e apds foi adicionado agua
destilada (aproximadamente 20% do peso total da dieta), misturado por mais 10
minutos e retirado para verificacdo. Constatado a homogeneidade da mistura e o
“ponto” para peletizacdo, a dieta foi prensada a frio (45 °C) utilizando matriz da
peletizadora de 2,0 mm, produzindo péletes de 2,0 mm de diametro (2,0 a 4,0 mm de
comprimento, Figura 1.5), estes foram secos na cabine de secagem por uma noite
(temperatura de 35 a 45 °C, por 18h).

Apds a secagem os péletes foram retirados da cabine de secagem, e ao atingir
temperatura ambiente foram embalados em sacos herméticos para freezer, tipo “zip”,

e armazenados congelados a -15 °C até o seu uso.

Figura 1.5 — Amostra de dieta experimental fabricadas no Laboratdrio de Aquicultura (LAM) do Instituto
Oceanografico da USP, com tamanho de pélete de 2,0 a 4,0 mm, e didmetro de 2,0 mm.

Fonte — Reprodugdo acervo pessoal
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Experimento 1 — Fosfatos inorganicos

As dietas foram preparadas conforme anteriormente descrito. Para esse
experimento foram utilizadas trés diferentes dietas, de formulacdes semelhantes,
diferenciando-se pela suplementac¢do de diferentes fosfatos inorganicos, além de uma
dieta controle, sem a suplementa¢ao mineral.

Para o experimento, foi formulada uma dieta base para camardo marinho com
baixa inclusdao de ingredientes animais, sendo teoricamente deficiente no teor de
fésforo para a espécie. Foram utilizados o fosfato bicalcico, fosfato monocalcico e o
fosfato monoaménico, como forma de fésforo suplementar nas dietas. A formulagao e
composicao centesimal das dietas sdo apresentadas na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 — Formulagdo, composi¢cdo centesimal e mineral das dietas experimentais (matéria imida)
utilizadas em teste de suplementagdo com diferentes formas de fosfatos inorganicos, para verificagdo
de desempenho e digestibilidade do camardo marinho L. vannamei. Dados expressos em média para

composicdo centesimal (n=3) e teor mineral (n=2). DCP fosfato bicélcico, MCP fosfato monocalcico e
MAP fosfato monoamonico.

Ingredientes (%) Ctrl - DCP MCP MAP
Farinha de trigo 37,15 35,80 36,08 36,23
Farinha de soja 18,00 18,00 18,00 18,00
Farinha de sangue 3,50 3,50 3,50 3,50
Glaten de trigo 10,00 10,00 10,00 10,00
Farinha de lula 7,50 7,50 7,50 7,50
Concentrado protéico de soja 4,00 4,00 4,00 4,00
Farinha de penas 4,00 4,00 4,00 4,00
Levedura seca 3,00 3,00 3,00 3,00
Oleo de peixe 4,10 4,10 4,10 4,10
Hidrolisado de peixe 5,00 5,00 5,00 5,00
Lecitina de soja 1,00 1,00 1,00 1,00
Premix! 1,00 1,00 1,00 1,00
Oxido de cromo? 0,50 0,50 0,50 0,50
Metionina3 0,45 0,45 0,45 0,45
Lisina* 0,80 0,80 0,80 0,80
DCP? - 1,35 - -
mMcp? - - 1,07 -
MAP> - - - 0,925
Composi¢do centesimal

Umidade (%) 5,36 (0,14) 4,70 (0,17) 4,51 (0,25 5,29 (0,38)
Proteina bruta (%) 39,7 (0,40) 39,8 (0,09) 39,8 (0,05 40,1 (0,10)
Gordura bruta (%) 7,25 (0,03) 6,63 (0,01) 7,09 (0,06 7,39 (0,02)

(0,25) (

(0,05) (

(0,06) (
Matéria mineral (%) 4,03 (0,11) 5,03 (0,01) 4,66 (0,10) 4,14 (0,13)
Cr203 (%) 0,47 (0,02) 0,49 (0,01) 0,40 (0,02) 0,39 (0,01)
Fosforo (g/kg) 5,07 (0,61) 7,41 (0,52) 7,90 (0,51) 8,03 (0,05)
Magnésio (g/kg 1,19 (0,11) 1,26 (0,06) 1,28 (0,11) 1,28 (0,03)
Calcio (g/kg) 2,52 (0,07) 6,68 (0,01) 4,62 (0,08) 2,55 (0,40)
Potassio (g/kg) 6,58 (0,84) 6,78 (0,40) 6,69 (0,65) 6,75 (0,38)
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Ca/P 0,50 0,90 0,58 0,32

1IDSM, Mairinque, Sdo Paulo
2Dinamica, Indaiatuba, Brasil
3Evonik Industries, Hanau, Alemanha
4Evonik-Degussa, Castro, Brasil
5Aliphos, Roterdam, Holanda

Experimento 2 — Suplementag¢ao de enzimas exdégenas

No segundo experimento foram testadas sete diferentes dietas, todas de
formulagdo similar, focadas na substituicao de ingredientes marinhos e animais por
ingredientes vegetais (Tabela 1.3). Para o teste foi fabricada uma dieta denominada
controle positivo (Ctrl +) que recebeu a suplementacdo com fosfato inorganico (MCP),
visando atingir as necessidades de fésforo exigidas para a espécie, um controle negativo
(Ctrl -), deficiente neste mineral. As demais dietas, de mesma formulacdo receberam
adicOes de fitase a niveis de 2000 e 4000 FYT/kg (Phy2000 e Phy4000), outras duas com
adicdo de fitase nos mesmos niveis além da adicdo de protease a 400 ppm por dieta
(Phy2000+Prot e Phy4000+Prot), além de uma dieta que recebeu a protease e o fosfato
inorganico (MCP+Prot), totalizando sete dietas teste. As dietas foram preparadas como
descrito anteriormente e foram testadas com 4 réplicas/tanques por tratamento,

durante o periodo de 50 dias.
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Tabela 1.3 — Formulagdo, composicdo centesimal e mineral das dietas experimentais (matéria Umida)
utilizadas em teste de suplementagdo com protease e dois niveis diferentes de fitase, para verificagdo
de desempenho e digestibilidade do camardo marinho L. vannamei. Dados expressos em média para

composi¢do centesimal (n=3) e teor mineral (n=2).

Ingredientes (%)

Ctrl (+)

Ctrl (-)

Phy2000

Phy4000

MCP+Prot

Phy2000 + Phy4000 +

Prot Prot
Farinha de trigo 34,90 35,95 35,95 35,95 34,90 3,95 35,95
Farelo de soja 26,70 26,70 26,70 26,70 26,70 26,70 26,70
Farinha de sangue 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Gluten de trigo 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Farinha de lula 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Concentrado protéico de soja 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Farinha de penas 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Levedura seca 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Oleo de peixe 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Hidrolisado de peixe 4,30 4,30 4,30 4,30 4,30 4,30 4,30
Lecitina de soja 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Premix? 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Oxido de cromo? 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Metionina3 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55
Lisina* 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
MCP® 1,05 - - - 1,05 - -
Phytase! FYT/kg - - 2000 4000 - 2000 4000
Protease! (ppm) - - - - 400 400 400
Composi¢ao centesimal
Umidade (%) 5.51(0.07) 5.15(0.44) 5.58(0.44) 5.27(0.12) 5.46(0.38) 5.52(0.31) 5.38(0.09)
Proteina bruta (%) 39.0(0.51) 39.8(0.06) 40.3(0.59) 40.0(0.85) 40.2(0.22) 40.6(0.27) 40.6(0.10)
Gordura bruta (%) 7.23(0.08) 7.41(0.06) 7.34(0.08) 7.48(0.13) 7.54(0.03) 7.78(0.33) 7.66 (0.05)
Matéria mineral (%) 5.10(0.13) 4.51(0.14) 4.31(0.19) 4.92(0.21) 5.22(0.12) 4.65(0.06) 4.70 (0.15)
Cr203 (%) 0.39(0.01) 0.43(0.01) 0.42(0.01) 0.39(0.02) 0.40(0.01) 0.42(0.01) 0.42(0.2)
Fosforo (g/kg) 8,13 5,83 5,84 6,15 8,55 5,99 6,36
Magnésio (g/kg 1,86 1,81 1,72 1,83 1,91 1,85 1,83
Potassio (g/kg) 9,28 9,61 9,13 9,78 9,77 9,9 10,1

DSM, Mairinque, S3o Paulo
’Dinamica, Indaiatuba, Brasil
3Evonik Industries, Hanau, Alemanha
“Evonik-Degussa, Castro, Brasil
SAliphos, Roterdam, Holanda
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Experimento 3 — Niveis de inclusdo de fitase

No terceiro teste com o camardo L. vannamei, foram testadas sete dietas
experimentais com duracdo de 42 dias, seguindo o mesmo foco de todo o trabalho com
a espécie, a baixa disponibilidade de fdésforo nas dietas, fruto da utilizagdo de
ingredientes em sua maioria vegetais e subprodutos da industria animal. A formulagado
das dietas, bem como sua composicdo centesimal e mineral sdo apresentados na Tabela
1.4. A fabricagdo das dietas e armazenamento se deu como descrito anteriormente.
Assim como nos experimentos anteriores, foram utilizados em sua maioria ingrediente
de origem vegetal para a formulacdo das dietas, porém mais restritiva em termos de
fésforo total e maior concentracdo de fésforo fitico (fitato, indisponivel para camardes
e demais animais monogdastricos em geral). Nesse experimento foram utilizados um
controle positivo (Ctrl +) com a adicdo do fosfato monocdlcico, um controle negativo
(Ctrl -) sem a adicdo de suplementacdo, e cinco niveis progressivos de adicao de fitase,

2000, 4000, 6000, 8000 e 16000 FYT/kg.
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Tabela 1.4 — Formulagdo, composicdo centesimal e mineral das dietas experimentais (matéria imida)
utilizadas em teste de suplementagdo com diferentes niveis de fitase, para verificagdo de desempenho e
digestibilidade do camarao marinho L. vannamei. Dados expressos em média para composi¢ao centesimal

(n=3) e teor mineral (n=2).

Ingredientes (%) Ctrl+ Ctrl- Phy2000 Phy4000  Phy 6000  Phy 8000 Phy 16000
Farinha de trigo 35,00 36,20 36,20 36,20 36,20 36,20 36,20
Farelo de soja 26,70 26,70 26,70 26,70 26,70 26,70 26,70
Farinha de sangue 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Glaten de trigo 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Farinha de lula 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Concentrado protéico de soja 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
Farinha de penas 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Levedura seca 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Oleo de peixe 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Hidrolisado de peixe 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Lecitina de soja 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Premix! 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Cr203 (%)? 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Metionina3 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Lisina* 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
MCP> 1,20 - - - - -
Phytase® FYT/kg - - 2000,00 4000,00 6000,00 8000,00 16000,00
Composi¢ao centesimal

Umidade (%) 5,34 (0,32) 5,40(0,65) 4,98 (0,44) 6,09 (0,09) 5,60(0,10) 5,77 (0,07) 5,55 (0,09)
Proteina bruta (%) 39,6(0,59) 39,9(1,1) 39,7(1,1) 39,4(0,45) 38,8(0,74) 39,9(0,78) 38,8(0,17)
Gordura bruta (%) 6,34 (0,05) 6,33(0,07) 6,85(0,16) 6,35(0,11) 6,55(0,15) 6,24 (0,34) 6,33 (0,21)
Matéria mineral (%) 5,24 (0,06) 4,39(0,02) 4,37(0,27) 4,52(0,07) 4,42(0,01) 4,44 (0,06) 4,64 (0,04)
Cr203 (%) 0,35(0,01) 0,41(0,02) 0,41(0,01) 0,41(0,01) 0,36(0,01) 0,35(0,01) 0,36(0,02)
Fosforo (g/kg) 9,16 5,5 5,54 5,8 5,57 5,36 5,96
Magnésio (g/kg 2,11 2,04 1,91 1,95 1,88 1,89 2,02
Potassio (g/kg) 10,8 10,9 10,3 10,2 9,92 10,4 10,8

'DSM, Mairinque, S3o Paulo
’Dinamica, Indaiatuba, Brasil
3Evonik Industries, Hanau, Alemanha
“Evonik-Degussa, Castro, Brasil
SAliphos, Roterdam, Holanda
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Estocagem de camardes e manejo alimentar

Os juvenis de camardes foram pesados individualmente em 34gua do mar
(balanga semianalitica, Sartorius CPA 22025, Goettingen - Alemanha), e estocados ao
numero de 34 individuos por tanque, correspondendo a uma densidade inicial de
estocagem de 85 individuos/m3. Os camardes foram alimentados durante pelo menos
cinco dias com as dietas experimentais, antes do inicio das coletas de fezes para analises
de digestibilidade.

A maior parte da alimentacao foi fornecida por alimentadores automaticos (70 a
80% do peso diario), enquanto o restante foi fornecido de forma manual, em pequenas
porcées durante o intervalo de tempo das 8h00 as 14h00, que correspondia ao periodo
de coleta de amostras fecais. A quantidade inicial de racdo a ser fornecida para os
camarodes foi determinada a partir da biomassa, peso individual e temperatura da agua,
conforme recomendacdes de Forster et al. (2003) para L. vannamei (Tabela 1.5). No
decorrer do experimento as quantidades de racdo foram ajustadas de acordo com o
consumo, a previsdao de incremento de peso nos individuos e observacdo diaria de
possiveis sobras de racdo nos tubos de decantacdo, podendo a quantidade ser

aumentada/diminuida pela auséncia/presenca de desperdicio de ragdo.

Tabela 1.5 — Determinagdo de taxa de arragoamento utilizado para camardes baseados no peso e
temperatura, usado como referéncia nos experimentos.

Porcentagem da biomassa estimada

Peso médio individual (g) 21-24°C 24 -28 °C 28-32°C
1-3 6,0 7,0 8,0
3-5 5,0 6,0 7,0
5-7 4,5 5,5 6,5
7-9 4,0 5,0 6,0
9-11 3,5 4,5 5,5
11-13 3,0 4,0 5,0
13-15 2,5 3,5 4,5
15-17 2,5 3,0 4,0
17 -30 2,0 2,5 3,0

Adaptado, Forster et al. (2003).
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Coleta de amostras de fezes e analises de digestibilidade

Nos trés experimentos foram realizadas coletas de fezes para analises de
digestibilidade aparente de nutrientes, seguindo a mesma metodologia descrita a
seguir. Para essas analises foi adicionado o éxido de cromo Ill (Cr,03) a todas as dietas
experimentais, sendo considerado um marcador inerte, e que permite calcular o

coeficiente de digestibilidade ou a taxa de desaparecimento dos nutrientes.

A coleta e amostragem de fezes foram iniciadas apds o periodo de 5 dias de
alimentagdao com as dietas experimentais. Amostras foram coletadas individualmente
para cada tanque, seis vezes ao dia, cinco dias por semana, durante o periodo da manha
e tarde. A rotina de coleta era iniciada pela limpeza e troca do tubo falcon com material
decantado no periodo da noite, o qual era totalmente descartado. Apds 1 hora dessa
limpeza eram coletadas as primeiras amostras, o que era feito posteriormente de hora
em hora até a sexta coleta. Esse material coletado foi filtrado, retirando-se
manualmente possiveis contaminagdes com restos de racdo e mudas de camardo, era
cuidadosamente lavado com agua destilada, retirado o excesso de umidade e sal, e
entdo estocados em freezer (-15 °C) até serem finalmente secas em liofilizador para o

processo de analises.

Os Coeficientes de Digestibilidade Aparente (CDA) para matéria seca e nutrientes

(%) das dietas foram calculados como se segue:
CDA (matéria seca, %) = 100-100(%Cr203 na dieta/% Cr,0s3 nas fezes)
CDA (nutrientes, %) = 100-100[(%Cr,03 na dieta/ Cr,03 nas fezes) * (N fezes/N dietas)

Onde N corresponde ao nutriente estudado. Foram calculados os coeficientes de
digestibilidade aparente para a proteina total, matéria mineral, cédlcio, magnésio,

potassio e fosforo.
Finalizacao dos experimentos, amostragem de animais e calculos de desempenho

Apds a finalizacdo do periodo experimental os animais foram eutanasiados,
sendo imersos em dgua com gelo (0 °C), onde acontecia a imediata imobilizagcdo dos
mesmos. Foram entdo pesados individualmente, para a amostragem de desempenho

dos animais. Dez animais por tanque foram congelados para as andlises da composicao
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centesimal e mineral da carcaca, de mesmo modo, foram retirados exoesqueletos de 10

camardes por tanque, para a composi¢ao desse material.

O desempenho alimentar e de crescimento de juvenis L. vannamei foram

calculados utilizando as seguintes equagoes:
Ganho de peso (%) = (peso final — peso inicial) /peso inicial * 100.
Taxa de crescimento especifico (TCE) (% dia™) = (In peso final — In peso inicial) /dias *100

Sobrevivéncia (%) = 100* (nimero de camardes final /nimero de camardes inicial)
Crescimento (g/semana) = (peso total final — peso total inicial) /nimero de semanas
Fator de conversdo alimentar (FCA) = Consumo total de ragcdo/ (peso final total-peso

inicial total).

O FCA é uma medida de produtividade animal, calculado pela razdo entre o
volume consumido de alimento e a biomassa produzida, quanto menor for o valor dessa

razao, maior é a eficiéncia alimentar.
Taxa de eficiéncia protéica (TEP) =

(peso total final — peso total inicial) / total de proteina consumida

Analises quimicas

Amostras de ingredientes, dietas, carcaca e fezes, a serem utilizadas para
analises, foram coletadas antes e durante o experimento e estocadas em freezer (-15
°C). Para a realizacdo de andlise, amostras de ingredientes, dietas, e carcagas passaram
por processo de preparagdo, que envolveu a moagem para homogeneizagao, seguido
de secagem em estufa (103 °C) até atingir peso constante; amostras de fezes foram
liofilizadas e depois secas até peso constante também em estufa (103 °C). Esse processo
forneceu os valores do teor de umidade das amostras, pela diferenca de peso antes e
apos secagem. Apds a secagem uma nova moagem foi realizada, e por fim as amostras
foram acondicionadas em embalagens herméticas no freezer, até a realizacdo das

demais analises.
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As andlises de composicdo centesimal de ingredientes, dietas, fezes, carcaca e
exoesqueleto foram realizados no proprio Laboratério de Aquicultura (LAM), sendo
utilizadas metodologias padrdes, descritas em AOAC (2005). O teor das cinzas e matéria
mineral foi analisada pelo método gravimétrico, calculado pela diferenca do peso antes
e apos a queima em mufla (600 °C por 4 horas), sendo as amostras retiradas do forno e
resfriados a temperatura ambiente em dessecador para a apuragao do teor mineral.

O teor de proteina bruta foi obtido a partir da analise do nitrogénio total nas
amostras, de acordo com o método Kjeldahl, utilizando digestao acida (H.S04) em bloco
digestor (Kjeltec 8200, Foss, Dinamarca) a 420 °C e catalisado pela inclusdo de sulfato
de cobre no processo, seguido pela destilacao (Kjeltec 8200, Foss) com agua destilada,
hidréoxido de sddio (40 % p:v), acido bérico (30%), e a presenca de indicadores (verde de
bromecrasol e vermelho de metila). Apds a recuperacdo do nitrogénio no processo de
destilacdo, o volume obtido foi titulado com &cido cloridrico padronizado (0,1 N) até
atingir o “ponto de viragem”. Para chegar ao valor de proteina bruta das amostras, o
valor obtido de nitrogénio na amostra foi multiplicado pelo fator empirico de 6,25
(AOAC- 0976.05).

O teor de gordura foi obtido a partir da extracdo de lipideos em equipamento
especifico (ST255, Soxtec, FOSS), utilizando como solvente o éter de petrdleo a
temperatura de 235 °C, e medido a partir do peso recuperado de gordura das amostras.
As analises do marcador inerte cromo na racdo e nas fezes foi feita pelo método
espectrofotométrico ajustado da 1,5 difenilcarbazida (BREMER-NETO et al., 2005),
com leitura em cubeta de quartzo de 1 cm de trajeto 6ptico a 550 nm.

Andlises de composicdo mineral para cdlcio, magnésio, potdssio e fosforo foram
realizados em laboratério externo (Merieux Nutrisciences Brasil, Sdo Paulo, Brasil), por
meio de espectrometria de emissdo atébmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES) (EPA, 2014). Para o segundo e terceiro experimentos, as analises de teor de fésforo
da carcaca e do exoesqueleto foram realizadas a partir do método de complexacdo mista
de molibdato/fosfato em presenca do ion vanadato e quantificagdo colorimétrica por

espectrofotometria a 420 nm (Brasil, 2011).
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Composicdo centesimal e mineral, retengdo de nutrientes

A composi¢do centesimal e mineral corporal dos camardes foram analisadas ao
inicio e ao final dos 3 experimentos realizados. Com esses dados foram calculados os
incrementos na composicdo dos animais conforme as diferentes dietas e

suplementagdes a que foram submetidos.

A partir dos valores de composi¢ao corporal inicial e final foram calculados o
percentual de eficiéncia de retencdo de nutrientes (ERN) para cada um dos tratamentos,

segundo os cdlculos a seguir (adaptado, STOREBAKKEN; SHEARER; ROEM, 1998).
ERN (%) = 100*[(Pf*Nf) — (Pi*Ni) /(Cdieta*Ndieta)

Onde Pf corresponde ao peso final dos animais, Pi ao peso inicial, Nf ao conteido
final do nutriente na carcaga, Ni ao conteudo inicial na carcaga, Cdieta ao consumo de
racao durante o periodo de experimento e Ndieta ao teor do nutriente estudado na
dieta. Todos os valores utilizados para os cdlculos sao feitos a partir do teor de nutriente
obtido com base na matéria seca do composto analisado. Foram calculados a retencao
de matéria seca, proteina bruta, gordura, matéria mineral e fésforo para os trés

experimentos realizados.

Estabilidade do pélete na agua

No primeiro experimento, foram utilizadas dietas suplementadas com fosfatos
inorganicos, e estes possuem notadamente diferentes solubilidades em agua, podendo
afetar a sua disponibilidade nas ra¢cGes, bem como aumentar a dispersdo para a dgua
por meio da lixiviacdo. Sabido isso, foram realizados testes para verificacdo da perda
potencial de minerais nas dietas pela lixiviacdo. Essa perda foi estimada a partir de
experimento simulando os parametros do ambiente de cultivo.

O teste de lixiviacdo baseado em Obaldo, Divakaran e Tacon (2002) foi realizado
em triplicatas. Para isso eram pesadas amostras de 2,0 g das dietas e inseridas em
frascos Elenmeyer com volume de 250 ml contendo dgua marinha (35 ppt). Esses frascos
eram imersos em banho-maria com temperatura (30 °C) e agitacdo controlada (100

ciclos por minuto), de modo a reproduzir o ambiente e a agitacdo dos tanques de cultivo,
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utilizando aparelho adequado (Figura 1.6, A e B) (Lindberg/Blue M RSWB 3222 A-2,
ThermoFisher Scientific Inc.,MA, EUA).

Figura 1.6 -Aparato de equipamentos e processo de andlise de amostras: pesagem das amostras de
ragdo e estabilizagdo de temperatura do equipamento (A), imersdo das amostras em agua salgada em
banho maria com agitacdo, simulando condi¢Ges de cultivo (B), amostra apds 30 minutos imersa em
agua, pré filtragem (C), amostras de racdo apos filtragens prontas para serem secas em estufa e
analisados os teores de nutrientes apds processo de lixiviagdo (D).

Fonte — Reprodugdo acervo pessoal

As amostras foram colocadas em intervalos de tempo, de modo a serem
retiradas gradativamente, todas apds 30 minutos de imersao e agitacao (Figura 1.6, C).
Apds esse periodo o conteddo dos frascos foi filtrado a vdcuo com auxilio de dgua
destilada para retirar o excesso de sal (Figura 1.6, D), esse procedimento foi realizado
com filtros previamente secos e pesados (0,7 um fibra de vidro, AP4004700, Millipore).
As particulas de péletes, juntamente aos filtros foram secos em estufa a 105 °C até peso
constante. Foram realizadas andlises de minerais e as possiveis perdas de fosforo, calcio,
magnésio e potassio foram contabilizadas a partir da proporcdo de nutrientes

recuperados apods a lixiviagdo em comparagado ao conteudo original das dietas.

Controle de parametros e qualidade da agua

Anterior ao inicio dos experimentos foi realizado durante 2 semanas a
“maturacdo” e estabilizacdo dos sistemas de filtragens. Durante esse periodo foi

também verificado a estabilidade da temperatura da dgua com medi¢ées em diferentes
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horérios e periodos do dia, bem como o teor de oxigénio dissolvido e a salinidade foram
monitorados, de modo a padronizar e garantir a homogeneidade da qualidade da agua.

Apds o inicio dos experimentos, diariamente foram monitorados a temperatura,
salinidade e teor de oxigénio dissolvido, utilizando sonda multiparametros YSI 85® meter
(YSI Inc., Yellow Springs, OH, EUA), e, quando necessdrio, eram feitos ajustes na
temperatura por meio de pequenas alteragées nos aquecedores e adi¢gdes de dgua doce
para correcao de salinidade (quando acima de 35 ppt). A amonia total, nitrito, nitrato,
pH e alcalinidade da 4dgua foram monitorados semanalmente com a utilizagao de kit
comercial colorimétrico para dgua salgada (Alfakit, Florianopolis, SC, Brasil), sendo que
pequenos ajustes da alcalinidade total eram feitos pela adi¢cdo de bicarbonato de sédio

(NaHCO:s).

Analises estatisticas

Nos trés experimentos com o camarao foram utilizados o delineamento
inteiramente casualizado. Cada tanque foi considerado como uma unidade
experimental, e o valor médio das quadriplicatas para cada tratamento foi utilizado para
as analises estatisticas. Todos os resultados obtidos foram submetidos a testes de
normalidade de Shapiro-Wilk e para homogeneidade das variancias foi utilizado o teste
de Levene. Satisfeitas as premissas, os dados foram submetidos a andlise estatistica
paramétricas. Para as analises de variancia foram utilizados teste ANOVA de um fator,
e, quando observadas diferengas entre as médias, os dados foram submetidos a andlise
pds-hoc de Tukey, utilizando IBM SPSS Statistics for Windows, versdo 20.0 (IBM Corp.,
Armonk, NT). As diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05 (ZAR,

1984).
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RESULTADOS

Experimento 1 — Fosfatos inorganicos

Os parametros de qualidade de dgua monitorados durante 52 dias de periodo
experimental sdo apresentados na Tabela 1.6, as medi¢cdes mostraram que as variacdes
foram baixas, com os pardmetros sempre dentro das faixas esperadas, indicando um
bom ajuste no sistema.

Tabela 1.6 — Qualidade da d4gua monitorado durante 52 dias de experimento com juvenis de L. vannamei
em sistema de recirculagdo de dgua salgada. Valores expressos como média (DP).

Temperatura oD oD Salinidade Amonia Nitrito pH Alcalinidade
(°C) (%) (mg/L) (ppm) (mg/L) (mg/L) (mg CaCOs/L)

30,1 (0,22) 91,5(4,80) 6,68(0,92) 34,4(0,52) 0,48(0,37) 0,15(0,11) 7,69(0,26) 108,8 (16,4)

O desempenho zootécnico do camardo L. vannamei alimentado com dietas
suplementadas de fosfatos inorganicos é apresentado na Tabela 1.7. A sobrevivéncia foi
alta para todos os tratamentos e variou de 87,9% a 95,5%, e nao foi significativamente
afetada pelas dietas (P>0,05). O desempenho como um todo pode ser considerado bom
durante o experimento. Os camardes apresentaram peso final médio entre 3 e 4 vezes
maior em relacdo ao peso inicial. Esses valores apresentaram diferencas significativas
entre os tratamentos, sendo superiores para MCP e MAP em relacdo aos tratamentos
CTRL- e DCP. O ganho de peso semanal esteve sempre acima de 1,4 g/semana, sendo
gue para os melhores tratamentos, MCP e MAP, o crescimento semanal obteve
resultados expressivos, com valores de 2,01 e 2,10 g/semana, respectivamente,
estatisticamente superiores aos tratamentos CTRL- e DCP. Do mesmo modo, o ganho de
peso percentual apresentou diferencas significativas entre os tratamentos, também
superior para MCP e MAP em detrimento aos tratamentos CTRL- e DCP que
apresentaram valores finais inferiores, e semelhantes entre si. Em resumo, as dietas
CTRL- e DCP acarretaram em restricoes de pelo menos 30% no crescimento dos juvenis
de camarao, quando comparado com os animais alimentados com as dietas MCP e MAP.
Os valores de conversdao alimentar obtidos apds 52 dias de experimento foram
condizentes para essa fase de crescimento do camardo e variaram de 1,59 e 2,28,
apresentando diferencas estatisticas entre os tratamentos CTRL-, DCP que foram mais
elevados e, portanto, piores em relacdo aos tratamentos MCP e MAP. Assim como o

FCA, o consumo de ragdo também variou significativamente, e apresentou diferencas
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entre todas as dietas, sendo menor significativamente na seguinte ordem CTRL-
<DCP<MCP<MAP. Simultaneamente a isso, foi observado frequentemente durante o
periodo experimental o consumo de exulvia pelos camardes nos tratamentos CTRL- e
DCP, e esporadicamente no tratamento MCP, enquanto no tratamento MAP esse
comportamento nao foi constatado. No mesmo caminho dos outros apontadores de
desempenho, a taxa de crescimento especifico e a taxa de aproveitamento de proteinas
foram superiores estatisticamente nos tratamentos MCP e MAP, quando comparados

aos demais tratamentos.

Tabela 1.7— Desempenho de juvenis de camardo (L. vannamei) apds 52 dias de experimento. Valores
expressos em média (DP) (n=4). Médias na mesma linha com diferentes letras sobrescritas indicam
diferencas significativas (P < 0,05; ANOVA seguido de teste de Tukey).

CTRL- DCP MCP MAP
Peso inicial (g) 5,49 (0,85) 5,44 (0,82) 5,49 (0,78) 5,42 (0,92)
Peso final (g) 16,3%(2,15) 16,07 (2,17) 20,7° (2,46) 21,3 (2,74)
Ganho de peso (%) 196,9% (12,7) 194,9% (14,9) 277,2°(19,2) 292,9°(9,3)
Crescimento (g/semana) 1,432(0,10) 1,407 (0,12) 2,01° (0,13) 2,10° (0,06)
FCA! 2,28°(0,17) 2,24% (0,16) 1,66° (0,11) 1,59 (0,07)
Sobrevivéncia (%) 87,9 (8,21) 93,2 (6,25) 90,9 (2,47) 95,5 (1,75)
Consumo total de ragdo 659,82 (6,99) 697,8° (9,84) 729,2°(16,6) 782,19 (1,98)
(g/tanque)
TCE? 2,05% (0,08) 2,04? (0,09) 2,50 (0,10) 2,58 (0,04)
TEP3 1,172 (0,09) 1,182 (0,09) 1,59°(0,11) 1,66° (0,08)

L Fator de convers3o alimentar (FCA)= Consumo total de racdo/(peso final total-peso inicial total).
2Taxa de crescimento especifico (TCE) (% dia™) = (In peso final — In peso inicial)/dias *100
3Taxa de eficiéncia protéica (TEP) (peso total final — peso total inicial)/ total de proteina consumida

O cdlculo dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) apontaram
diferencas significativas entre os tratamentos testados (P<0,05) (Tabela 1.8). O CDA para
a matéria seca e proteina bruta dividiu claramente o experimento em dois grupos, dietas
CTRL- e DCP com valores inferiores, e dietas MCP e MAP com valores superiores. Os
resultados de calcio e magnésio foram negativos para todos os tratamentos, o que

sugere uma absorcao significativa desses minerais a partir de outras fontes, que ndo as
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dietas, por exemplo, da agua de cultivo. Por outro lado, os valores de CDA para o
potassio foram altos, com valores variando de 80 a 87%, com as dietas CTRL- e DCP
novamente significativamente inferiores as dietas MCP e MAP. A digestibilidade
aparente do fosforo apresentou grandes diferengas entre os tratamentos, com valores
inferiores para as dietas DCP (4,88%) e CTRL- (19,6%) sem diferencas significativas entre
eles. O tratamento MCP foi significativamente mais eficiente para o CDA do fésforo que
as dietas anteriores, com valor médio de 37,9%, porém, foi inferior a dieta MAP, que
atingiu o valor médio de 54,5% para a digestibilidade desse mineral. De modo
semelhante aos valores obtidos para digestibilidade do calcio e magnésio, os valores
encontrados para matéria mineral também foram negativos, ndo apresentando
diferencas significativas entre os tratamentos, e denotando novamente a absorgdo de
minerais a partir da agua de cultivo. Considerando o teor de fésforo total das dietas e a
digestibilidade aparente, o fésforo digestivel médio foi mais baixo para o tratamento
DCP (0,036), seguido pelo Ctrl- (0,099), MCP (0,299) e MAP (0,437), este ultimo
significativamente superior aos primeiros. Em uma outra abordagem, considerando
apenas a absorcdo relativa da fonte de fésforo testada, foram encontradas novamente
diferencas significativas entre as dietas suplementadas, sendo que a dieta DCP
apresentou valores negativos (-27,7%), seguido pela dieta MCP (71,5%) e o mais alto

indice alcangado pela dieta MAP (114,0%).
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Tabela 1.8 — Digestibilidade aparente das dietas (%), por fontes de fosfatos e fésforo digestivel nas
dietas teste. Valores expressos em médias (DP) (n=4). Médias na mesma coluna com diferentes letras
indicam diferencas significativas (P < 0,05; ANOVA seguido de teste de Tukey)

CTRL- DCP MCP MAP
Dieta
Matéria seca 60,7%(1,52) 60,5%(2,58) 66,8°(4,80) 70,5°(2,21)
Proteina bruta 68,9%(2,54) 68,4°(2,86) 73,8°(3,28) 76,4°(1,26)
Calcio -117,2%¢(22,6) -36,4°(12,7) -66,1*(36,1) -151,1°(36,3)
Magnésio -126,3 (14,8) -115,4 (16,1) -96,8(32,7) -79,4(22,7)
Potdssio 82,1°(1,07) 80,9%(1,75) 85,8(2,61) 87,2°(1,13)
Fosforo 19,6%(5,76) 4,88%(1,80) 37,9°(10,7) 54,4¢(4,67)
Matéria mineral -78,7 (5,81) -70,9 (6,45) -54,5 (21,7) -59,3 (17,7)
Fosforo digestivel 0,099 0,036 0,299 0,437
Digestibilidade da fonte de fosforo
P -27,7% (5,79) 71,5°(30,5) 114,0°(12,7)

Na Figura 1.7 sdo apresentados dados de quatro diferentes parametros
referentes as dietas e as formas de fosforo utilizados: a % de perda da matéria seca, %
de perda de fésforo, a solubilidade de DCP, MCP e MAP em agua e a digestibilidade
segundo a fonte de fésforo utilizada nas dietas.

Figura 1.7 — Gréfico comparativo de perda de matéria seca e fésforo nas dietas experimentais
submetidos a 30 minutos de processo de lixiviagdo; valores de solubilidade dos fosfatos inorganicos, e
digestibilidade encontrada de acordo com a fonte inorganica do fdsforo.
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Fonte — Figura produzida a partir de dados obtidos no presente estudo.
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Os valores de perda de matéria seca variaram de 4,16 a 5,38% entre as dietas,
sendo menor para o tratamento DCP e a maior perda no tratamento MAP. A perda de
fésforo apds 30 minutos de exposicdo a agua refletiu a solubilidade da fonte de fésforo
utilizado, sendo que a maior perda ocorreu para a dieta MAP (-22,5%) seguido pela dieta
MCP (-7,5%) sendo que as fontes de fosforo inorganico utilizado nessas dietas possuem
uma solubilidade de 98 e 75% respectivamente. De mesmo modo, o fésforo inorganico
DCP que possui baixa solubilidade (5%), apresentou baixo potencial de perda apds a
exposicdo em agua, tendo inclusive ganho matéria, provavelmente do fésforo presente
na agua. Por outro lado, a solubilidade menor também foi acompanhada de menores
valores de digestibilidade (Pfonte), sendo que o DCP de menor solubilidade apresentou
valores negativos para digestibilidade desse fosforo, enquanto o fédsforo mais soluvel
(MAP) apresentou valores superiores a 100%.

Os valores obtidos com a composicdo de fezes também apresentaram diferencas
significativas em alguns dos nutrientes analisados (P <0,05) (Tabela 1.9). A porcentagem
de proteina bruta e potassio nas fezes nao diferiu entre os 4 tratamentos, com valores
bem préximos entre eles. Para os valores de Ca e matéria mineral a dieta CTRL- possuiu
valores mais baixos (P<0,05) quando comparado as 3 dietas suplementadas de fosfatos
inorganicos. O menor valor de P foi encontrado também na dieta CTRL-, seguido pela
dieta MAP e MCP, sendo o maior valor apresentado pela dieta DCP. Por outro lado, a
dieta MAP apresentou o maior valor de magnésio na composicdo das fezes, sendo que

as 3 dietas restantes ndo diferiram entre si. (P>0,05).

Tabela 1.9 - Composi¢do de matéria fecal de camardes (matéria seca). Valores expressos em médias (DP) (n=4).
Médias na mesma linha com diferentes letras indicam diferencas significativas (P < 0,05; ANOVA seguido de
teste de Tukey).

CTRL - DCP MCP MAP
Proteina bruta (%) 33,1(1,32) 33,4 (0,91) 33,1(0,69) 34,0 (0,81)
Ca (mg/kg) 14.700 ? (1.000) 24.225%(1.375) 24.050°(1.300) 22.850 " (1.800)
Mg (mg/ke) 7.232°(317) 7.215° (140) 7.935% (257) 8.192°(382)
K (mg/kg) 2.482 (78) 2.507 (57) 2.497 (107) 2.350 (30)

P (mg/kg) 10.4852 (665) 18.075° (575) 15.450 © (375) 13.100¢ (500)

Matéria mineral (g/100g) 19,42 (0,68) 22,9%(0,51) 22,7°(0,42) 23,6 °(1,05)
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A composicdo corporal (Tabela 1.10) analisada a partir de exemplares inteiros de
camardo e do exoesqueleto apresentou variagao significativa em certos nutrientes, de
acordo com os tratamentos e o nutriente estudado. O teor corporal inicial dos camardes
apresentou maiores valores para umidade, matéria mineral (P<0,05), Ca e K, enquanto
foi muito inferior para o teor de gordura (50% menor) em comparacdo aos animais ao
final do experimento. Para a proteina bruta ndo foram encontradas diferencas
significativas entre o camarao inicial e os tratamentos testados. Entre os tratamentos,
na grande maioria dos parametros analisados (umidade, gordura, matéria mineral, Ca,
Mg e K) ndo foram encontradas diferencas significativas, tanto para a andlise do tecido
corporal, como para a andlise do exoesqueleto. Entretanto, a fonte de fdésforo se
mostrou influente sobre o teor final desse mineral na composicdo dos camardes e
exoesqueleto, com valores mais elevados para as dietas MCP e MAP, e menores para as

dietas CTRL- e DCP.

Tabela 1.10 - Composi¢do corporal e do exoesqueleto de juvenis de camarGes (matéria seca, exceto para
umidade); ao inicio e apds 52 dias de experimento. Valores expressos em médias (DP) (n=4). Médias na mesma
linha com diferentes letras indicam diferencas significativas (P < 0,05; ANOVA seguido de teste de Tukey).

Inicial CTRL- DCP MCP MAP
Carcaga
Umidade (%) 77,22 (0,13) 75,1° (0,797) 74,9" (0,442) 74,5 (0,431) 74,4° (0,706)
Proteina bruta (%) 72,1(0,64) 71,3 (0,665) 71,3 (0,743) 71,8 (0,960) 72,3 (0,947)
Gordura bruta (%) 3,372 (0,09) 7,3°(0,955) 8,11° (0,928) 8,00° (0,451) 7,76 (0,867)

Matéria mineral (%)
Calcio (mg/kg)
Fésforo (mg/kg)
Magnésio (mg/kg)
Potassio (mg/kg)

Exoesqueleto

Calcio (mg/kg)

Fosforo (mg/kg)
Magnésio (mg/kg)
Potassio (mg/kg)

15,52 (0,012)
25.900
8.620
2.750
11.100

10,9° (0,328)
20.175 (1.513)
7.253% (588)
1.885 (145)
9.308 (793)

72.650 (8.750)

7.210% (287)
2.785 (538)
2.075 (373)

10,4° (0,674)
20.000 (850)
7.280° (27)
1.975 (105)
9.485 (458)

75.775 (3.475)

7.310° (465)
2.663 (136)
1.985 (255)

10,9° (0,308)
21.575 (525)
8.680° (113)
2.073 (74)
10.328 (423)

75.875 (4.425)

9.883" (544)
2.835 (148)
2.205 (368)

11,3°(0,216)
21.900 (1.300)
9.375" (335)
2.113 (71)
10.393 (308)

76.500 (1.600)

10.085° (1.108)
2.895 (60)
1.805 (250)

(-): ndo analisado.
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A eficiéncia na retencdo de nutrientes (ERN) e de minerais (Tabela 1.11) variou
entre 4 tratamentos experimentais para quase todos os parametros analisados, sendo
somente a ERN para gordura comum a todos os tratamentos. A eficiéncia na retencao
de nutrientes possui grande influéncia da composicdo corporal e das dietas, bem como
da taxa de conversdo alimentar, refletindo esses parametros sobre os seus resultados.
A retengdo de proteina bruta, fosforo, magnésio e potassio foram superiores para as
dietas MCP e MAP em comparacao ao CTRL- e DCP. A dieta MAP foi superior as demais
para as retengdes de calcio e matéria mineral como um todo. A retenc¢ao de cinzas foi
maior para a dieta MAP, em relacdo a todas demais, sendo reflexo também de uma
maior retengao de calcio e fésforo para o tratamento MAP em relagcdo a todas demais
dietas, e retencao de magnésio superior a DCP e CTRL-, com valor igual ao obtido por
MCP. A retengdo de cdlcio para a dieta DCP foi significativamente inferior a todos os
demais tratamentos, fato que pode ser explicado pela elevada concentragao (mais de
200% superior as demais) e baixa digestibilidade desse mineral na dieta DCP. A eficiéncia
de retencdo de P considerando a fonte de fosfato mostrou MCP e MAP também com valores de

eficiéncia muito superiores ao tratamento DCP com valores de 8 a 9,7 vezes maiores

respectivamente.

Tabela 1.11 - Eficiéncia de retengdo de nutrientes (%) para juvenis de camardo (L. vannamei). Valores expressos
em médias (DP) (n=4). Médias na mesma linha com diferentes letras indicam diferencas significativas (P < 0,05;
ANOVA seguido de teste de Tukey).

CTRL- DCP MCP MAP

Dieta

Proteina bruta 20,5 (1,94) 21,12 (1,44) 28,8°(1,71) 30,2°(1,45)
Gordura bruta 15,0 (1,96) 18,8 (3,50) 21,7 (2,07) 20,8 (3,33)
Matéria mineral 24,12 (5,07) 18,6°(2,85) 31,8 (3,46) 40,1°(1,81)
Calcio 78,6 (19,4) 30,3 (3,14) 69,5° (4,54) 135,9¢(15,7)
Fésforo 12,82 (0,81) 10,12 (1,27) 18,3 (1,56) 20,0 (1,61)
Magnésio 28,32 (3,22) 27,72(1,33) 35,1%(1,77) 36,3 (2,52)
Potassio 14,62 (2,69) 15,12 (0,58) 24,0° (1,12) 25,2°(1,93)

Da fonte de fésforo

P 6,647 (6,81) 53,7°(8,37) 64,8" (8,65)
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Experimento 2 — Suplementac¢ao de enzimas exdgenas

Parametros de qualidade de dgua monitorados durante 50 dias de periodo
experimental sdao apresentados na Tabela 1.12. Os valores foram sempre mantidos
dentro da faixa de melhor crescimento para a espécie, com oxigénio dissolvido sempre
acima de 5,3 mg/L, controle dos compostos nitrogenados a partir do bom
funcionamento do filtro bioldgico, e a manutencdo de altos valores para alcalinidade,

com a adi¢do de bicarbonato de sédio sempre que necessario.

Tabela 1.12 — Qualidade da d4gua monitorado durante 50 dias de experimento com juvenis de L. vannamei
em sistema de recirculagdo de dgua salgada. Valores expressos como média (DP).

Temperatura oD oD Salinidade Amonia Nitrito pH Alcalinidade
(°Q) (%) (mg/L) (ppm) (mg/L) (mg/L) (mg CaCOs/L)

30,2(0,34) 87,5(2,92) 6,11(0,26) 34,3(0,25) 0,13 (0,04) 0,21(0,48) 7,77 (0,26)  154,4 (10,1)

O desempenho de crescimento e alimentacdo de juvenis do camardo L.
vannamei alimentado com dietas controle positivo, negativo e suplementadas com
fitase e protease sdao apresentados na Tabela 1.13. A sobrevivéncia foi considerada
elevada para todos os tratamentos, com valores minimos de 84,6% para o Ctrl- e
maximo de 90,4% para Phy2000+Prot, sem diferencas significativas entre todos os
tratamentos. A principio os valores obtidos com o Ctrl+ e Ctrl- demonstram que as dietas
foram bem formuladas, podendo demonstrar o potencial de uma dieta que atenda as
exigéncias (Ctrl+), bem como a deficiéncia de um componente importante na dieta (Ctrl-
) para o camarao, com respectivamente os melhores e piores desempenhos no geral. O
peso final, ganho de peso e o crescimento semanal resultaram em valores de
desempenho semelhantes para as dietas, sendo o Ctrl+ semelhante estatisticamente
apenas ao tratamento MCP+Prot, que também utiliza o fosfato em sua composicao, e
superior a todos os demais tratamentos (P<0,05). Dentre os tratamentos
suplementados, ndo foram observadas grandes diferencas, sendo notavel apenas o bom
desempenho da dieta Phy4000, que obteve indices préximos ao da dieta MCP+Prot.

No geral pode se considerar que mesmo estando em um patamar abaixo do Ctrl+, as
dietas obtiveram um bom crescimento semanal, estando todos com ganhos acima de
1,6 g por semana. O fator de conversdo alimentar (FCA) variou de 1,66 (Ctrl+) até 2,34

(Phy2000). Os tratamentos Ctrl+, Phy4000, MCP+Prot e Phy2000+Prot apresentaram os
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melhores valores, e ndo apresentaram diferencas significativas entre si (P>0,05) nesse

parametro.

Tabela 1.13 — Desempenho de juvenis de camarado (L. vannamei) apds 50 dias de experimento. Valores
expressos em média (DP) (n=4). Médias na mesma linha com diferentes letras indicam diferencgas
significativas (P < 0,05; ANOVA seguido de teste de Tukey).

Phy2000 +

Ctrl (+) Ctrl (-) Phy2000 Phy4000 MCP+Prot Prot

Phy4000 + Prot

Peso inicial (g) 4,63(0,08)  4,55(0,10) 4,61(0,07) 4,66(0,10)  4,54(0,52)  4,50(0,12) 4,68 (0,06)

Peso final (g) 20,42(1,00)  16,5°(0,29) 16,3v(0,15) 18,2« (0,44) 19,52¢(0,97) 17,0bc(1,02)  17,2%¢(0,71)

Ganho de peso

%) 340,82 (15,03) 263,00 (6,98) 252,2b(5,99) 290,5¢ (15,6) 329,22(22,2) 276,7%¢(23,0) 266,7b<(17,1)
(]

Crescimento

a bc b cd a bc bc
(&/semana) 2,252(0,13)  1,71b<(0,03) 1,66°(0,23) 1,93¢(0,71)  2,132(0,14)  1,78%c(0,14) 1,78 (0,10)

FCA 1,662 (0,11) 2,27°(0,14)  2,34b(0,28) 11,9920 (0,13) 1,732 (0,06) 1,962 (0,13) 2,130 (0,30)
Sobrevivéncia

%) 88,2(5,88)  84,6(502) 853(588) 89,7(563)  882(6,79)  90,4(7,73) 89,0 (11,10)
0

Consumo total

de racdo 756,82 (9,39) 728,0°(10,7) 731,4°(8,34) 759,52 (11,4) 742,7%(7,46) 720,3°(10,6)  755,1% (15,1)
(s/tanque)

TCE 3,022 (0,07)  2,63b<(0,04) 2,56(0,03) 2,77°(0,08)  2,972(0,10)  2,70b<(0,11) 2,65 (0,09)
TEP 1,542 (0,10)  1,10°(0,07) 1,06b(0,11) 1,30°¢(0,17) 1,432c(0,05)  1,25b¢(0,08) 1,16b (0,15)

L Fator de convers3o alimentar (FCA)= Consumo total de racdo/(peso final total-peso inicial total).
2Taxa de crescimento especifico (TCE) (% dia™) = (In peso final — In peso inicial)/dias *100
3Taxa de eficiéncia protéica (TEP) (peso total final — peso total inicial)/ total de proteina consumida

O consumo de racdo foi ajustado periodicamente pelo apetite do camarao, e
apresentou diferencas significativas entre os tratamentos. Os tratamentos de maior
consumo (Ctrl+, MCP+Prot, Phy4000), sdo também os de melhor fatores de conversao
alimentar (FCA), denotando que esse consumo a mais era realmente aproveitado, bem
como, os tanques com menor consumo foram que obtiveram relativamente os piores
FCAs, justificando o menor apetite e aproveitamento observado. De mesmo modo que
os demais indicadores, a taxa de crescimento especifico e a taxa de aproveitamento de
proteinas foram superiores para o tratamento Ctrl+, com bons valores observados
também para as dietas MCP+Prot e Phy4000.

O cdlculo dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) apontaram
diferencas significativas entre os tratamentos testados(P<0,05) (Tabela 1.14). No geral
os melhores valores de digestibilidade foram obtidos com o tratamento Ctrl+, estando
préximo desses valores também o tratamento MCP+Prot. A inclusdo de fitase no nivel

de 2000FYT (Phy2000) nao pareceu surtir efeito sobre a digestibilidade dos nutrientes
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utilizados, estando sempre significativamente inferior ao Ctrl+, e similar ao Ctrl-. Por
outro lado, o outro nivel de fitase testado, e as inclusdes de fitase e protease trouxeram
os niveis de digestibilidade para um patamar proximo ao Ctrl+, sem diferencas
significativas para os CDAs de proteina, fosforo, magnésio e matéria mineral na grande
maioria dos tratamentos. Diferente dos demais nutrientes analisados, a digestibilidade
do potassio ndo pareceu sofrer influéncia das dietas utilizadas, com valores préximos a

90% para todos os tratamentos, sem diferencas significativas entre eles.

Tabela 1.14 — Digestibilidade aparente nas dietas teste (%). Valores expressos em médias (DP) (n=4).
Médias na mesma coluna com diferentes letras indicam diferencas significativas (P < 0,05; ANOVA
seguido de teste de Tukey).

Diet Matéria seca Proteina bruta P Mg K Matéria mineral
Ctrl+ 67,0°(3,32)  73,2%(3,34) 49,15% (6,17) -48,9% (23,7) 90,9 (1,94) -28,3% (14,7)
Ctrl- 59,4*(1,93) 67,6 (1,03) 41,9 (3,98) 75,22 (14,6) 89,3 (1,51) -56,6" (12,5)
Phy2000 59,5 (2,43)  67,1°(0,94) 40,6 (5,13) -96,0" (13,5) 88,2 (1,19) -57,9° (13,4)
Phy4000 60,2°(1,43)  69,7°°(2,33) 50,35% (5,29) -71,4% (12,9) 89,5 (0,62) -55,5(16,0)
MCP+Prot 65,6%(1,55)  73,7°(1,48) 49,40% (6,19) -52,5% (14,4) 90,9 (0,74) -21,2° (11,8)
Phy2000+Prot  61,1*(0,91)  68,0°(1,21) 46,31% (3,24) -65,4% (11,1) 90,5 (0,77) -32,12%¢ (12,5)
Phy4000+Prot  63,2%*(1,12) 71,4 (1,08) 53,957 (5,13) -67,3%° (22,8) 90,5 (1,42) -43,1% (6,39)

A composi¢ao analisada a partir de exemplares inteiros de camardao e do
exoesqueleto (Tabela 1.15) apresentou variagdo significativa em alguns dos nutrientes
estudados, de acordo com os tratamentos submetidos. Para a composicdo de umidade,
proteina bruta e matéria mineral do exoesqueleto nao foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos. O teor de gordura foi superior para os animais
alimentados com o Ctrl+ quando comparados aos tratamentos suplementados de fitase
e protease, porém entre os demais tratamentos os valores foram semelhantes
estatisticamente. Diferente do esperado, a matéria mineral do Ctrl+ ndo diferiu do Ctrl,
sendo superior estatisticamente para os tratamentos MCP+Prot e Phy4000+Prot
guando comparados ao Ctrl-. Por outro lado, o teor de fdésforo corporal e do
exoesqueleto apresentou clara diferenga entre os Ctrl+ e Ctrl-, sendo superiores os

valores encontrados na dieta referéncia (Ctrl+). E possivel verificar ainda uma timida
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influéncia da suplementacdo de fitase sobre o teor desse mineral nos camardes,

principalmente nas dietas com concentragdo mais elevada dessa enzima.

Tabela 1.15 - Composi¢do corporal e do exoesqueleto de juvenis de camardes (matéria seca, exceto para
umidade); apos 50 dias de experimento. Valores expressos em médias (DP) (n=4). Médias na mesma linha com
diferentes letras indicam diferencas significativas (P < 0,05; ANOVA seguido de teste de Tukey).

Ctrl+ Ctrl- Phy2000 Phy4000 MCP+Prot Phy2000+Prot  Phy4000+Prot
Carcaga
Umidade (%) 73,3 (0,77) 74,9 (1,24) 74,5 (0,50) 73,3 (0,48) 73,5 (0,77) 73,4 (1,00) 74,0 (0,65)
Proteina bruta (%) 70,3 (1,81) 69,2 (1,36) 68,3 (1,80) 68,4 (2,17) 68,1 (1,36) 68,3 (1,03) 68,7 (1,72)
Gordura (%) 9,212 (0,93)  8,64% (0,29) 8,95 (0,15) 8,420 (0,46) 8,740 (0,16) 8,06 (0,22) 8,11°(0,29)
Matéria mineral (%) 10,520 (0,18) 10,42 (0,48) 10,820 (0,30) 10,22(0,21) 11,2% (0,49) 10,32 (0,15) 11,24 (0,87)
P (mg/kg) 10.3172(240) 7.540°(270)  7.689% (150)  8.481¢(580) 9.7672 (240) 7.010b(400)  8.382<¢(130)
Exoesqueleto
Matéria mineral (%) 19,2 (0,58) 18,9 (0,62) 18,7 (0,14) 19,3 (0,71) 19,4 (0,39) 19,2 (0,45) 19,4(0,41)
P (mg/kg) 10.7172(80) 8.020°(180)  8.100°(100)  8.480°(100) 10.150°¢(0,93) 9.233<¢(550)  8.631bc(280)

A eficiéncia na retencdo de nutrientes (ERN, Tabela 1.16) variou entre os
tratamentos experimentais para todos os parametros analisados. Para proteina os
valores de retencdo foram superiores para as dietas Ctrl+ e MCP+Prot. Dentre os demais
tratamentos nao houve diferencga significativa, entretanto é possivel notar uma sensivel
melhora na retencdo para os tratamentos suplementados, com excecdo de Phy2000. A
retengdo de gordura foi também superior para o Ctrl+, seguido pelo tratamento
MCP+Prot, e sem nenhuma influéncia da adicdo das enzimas. Para o fosforo a retencao
foi novamente superior para o Ctrl+, porém, a retencao deste mineral foi claramente
afetada positivamente pela adicdo de enzimas, principalmente para as duas dietas com
nivel mais elevado de fitase (Phy4000 e Phy4000+Prot), com valores que se assemelham
ao obtido com o tratamento MCP+Prot. A retencdo de matéria mineral também
demonstrou ser influenciada pela presenca de enzimas nas dietas, sendo que o
tratamento Phy4000+Prot foi superior ao Ctrl-, e os demais, apesar de nao diferirem
significativamente desse controle negativo, estiveram mais préoximos em valores ao

controle positivo, também sem diferenca estatistica a este.
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Tabela 1.16 - Eficiéncia de retengdo de nutrientes (%) para juvenis de camardo (L. vannamei). Valores expressos
em médias (DP) (n=4). Médias na mesma coluna com diferentes letras indicam diferencas significativas (P < 0,05;
ANOVA seguido de teste de Tukey).

Dieta Proteina Gordura P Matéria mineral
Ctrl+ 31,0 (1,79) 21,9%(1,46) 22,9 (1,54) 30,4 (2,36)
Ctrl- 20,7° (1,84) 13,5° (1,59) 13,7°(1,85) 21,71°(3,13)
Phy2000 21,0 (0,38) 15,1°(0,54) 15,0 (0,62) 25,3 (1,12)
Phy4000 24,8 (1,86) 15,8°(0,66) 19,69 (0,86) 26,5 (1,12)
MCP+Prot 27,5% (2,15) 18,7°(1,11) 19,44 (1,16) 31,6% (2,08)
Phy2000+Prot 24,64 (2,06) 14,1° (1,45) 15,4 (1,75) 27,0°¢(3,13)
Phy4000+Prot 24,2°< (1,80) 14,1° (1,14) 18,0 (1,51) 29,1% (2,6)

Experimento 3 — Niveis de inclusao de fitase

Assim como nos demais experimentos, a qualidade da agua foi diariamente
monitorada durante o periodo de 42 dias (Tabela 1.17). O sistema de recirculacdo de
agua se mostrou constante nesse periodo, com minimas variacbes na temperatura,
salinidade, oxigénio dissolvido e pH, geralmente abaixo de uma unidade de medida para
cada um desses parametros. As concentracées de compostos nitrogenados na agua
foram mantidas baixas durante todo o periodo, bem como valores de pH foi sempre

mantida a niveis adequados para o desenvolvimento da espécie.

Tabela 1.17 — Qualidade da dgua monitorada durante 42 dias de experimento com juvenis de L.
vannamei em sistema de recirculacdo de dgua salgada. Valores expressos como média (DP).

Temperatura oD oD Salinidade Amonia Nitrito pH Alcalinidade
(°C) (%) (mg/L) (ppm) (mg/L) (mg/L) (mg CaCOs/L)
30,0 (0,37) 90,7 (5,32) 6,45(0,54) 34,4(0,23) 0,13 (0,1) 0,30(0,14) 7,66 (0,25) 133,3(25,2)

O desempenho de crescimento e alimentacdo de juvenis do camardao L.
vannamei alimentado com dietas controle positivo, negativo e suplementadas com
fitase e protease s3ao apresentados na Tabela 1.18. Foram utilizados novamente
tratamentos controle positivo e negativo a fim de atestar a capacidade geral da dieta e

do sistema de cultivo (Ctrl+), e também verificar a perda de desempenho causado pela
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retirada/diminuicdo de um nutriente importante, o fosforo no caso (Ctrl-). Os resultados
deixam claro a influéncia do nivel de fésforo nessas dietas, sendo os tratamentos Ctrl+
e Ctrl- o melhor e o pior respectivamente, em todos os quesitos de desempenho
estudados. No geral, o tratamento Ctrl+ foi superior a todos os demais, ndo sendo
estatisticamente superior apenas para o FCA, no qual se assemelhou a dieta Phy16000,
e a sobrevivéncia e o consumo total de ragdo, parametros nos quais se assemelhou a
todas as dietas suplementadas. Ao analisarmos a partir do controle negativo, podemos
notar uma clara melhora nos indicadores de desempenho a partir da suplementagao
com niveis de fitase, principalmente a partir da inclusdo de 6000 FYT/kg ou mais. O peso
final, ganho de peso, crescimento semanal, taxa de crescimento especifico e de
eficiéncia protéica foram significativamente superiores para as dietas Phy6000, Phy8000
e Phy16000 quando comparadas ao Ctrl-. A sobrevivéncia neste teste esteve abaixo do
obtido nos dois experimentos anteriores (exceto Ctrl+ e Phy16000), com valores
préximos a 75%, porém nao abaixo do encontrado usualmente para a espécie.

A sobrevivéncia mais baixa, com algumas mortes ja na parte final do experimento
acabou por afetar também o FCA, que leva em conta o consumo e a biomassa final como
um todo, tendo a perda de alguns individuos de tamanho grande influenciado,
principalmente nos tratamentos suplementados de fitase a niveis de 2000 até 8000
FYT/kg, que obtiveram um consumo equivalente ao Ctrl+ e ao Phy16000, porém com

sobrevivéncia e, consequentemente, biomassa final, inferiores.
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Tabela 1.18 — Desempenho de juvenis de camardo (L. vannamei) apés 42 dias de experimento. Valores
expressos em média (DP) (n=4). Médias na mesma linha com diferentes letras indicam diferencgas

significativas (P < 0,05; ANOVA seguido de teste de Tukey).

Dieta Ctrl+ Ctrl- Phy2000 Phy4000 Phy 6000 Phy 8000 Phy 16000
Peso inicial (g) 4,37 (0,26) 4,41 (0,11) 4,36 (0,09) 4,31(0,13) 4,42 (0,05) 4,31(0,13) 4,33 (0,07)
Peso final (g) 18,07 (0,45) 13,20 (0,29) 14,1b<(0,90)  14,3bcd (0,23) 15,6¢ (0,38) 15,1c% (0,61)  15,4% (0,22)

Ganho de peso

(%)

Crescimento

(g/semana)
FCA

Sobrevivéncia

(%)

Consumo total

de ragdo
(g/tanque)
TCE

TEP

311,6°(8,51)  198,3(4,05)  224,3b(21,2)  232,5¢(15,1) 252,89 (11,7) 249,14 (7,99)  256,8%(1,14)
2,272 (0,07) 1,46b (0,03) 1,63b<(0,15)  1,67< (0,05) 1,86°(0,07)  1,80%(0,08)  1,85% (0,02)
1,452 (0,11) 2,91° (0,50) 2,590 (0,49) 2,425¢(0,30) 2,23 (0,20) 2,43 (0,10) 1,71 (0,70)
91,22 (4,80) 76,5¢ (7,60) 78,7 (6,95)  79,4% (4,15) 78,7 (5,02) 75,0¢ (2,94) 93,12 (3,40)
594,82 (5,77)  546,6°(15,1)  579,0°(12,6)  575,67(6,70) 593,12 (6,07)  577,32(9,77) 587,12 (2,74)

3,36%(0,5) 2,600 (0,34) 2,80 (0,16) 2,86 (0,11) 3,004 (0,08) 2,98 (0,51) 3,034(0,01)
1,742 (0,13) 0,98 (0,05) 1,12bc(0,13)  1,15b<(0,02) 1,30 (0,04) 1,269 (0,09) 1,50 (0,06)

L Fator de convers3o alimentar (FCA)= Consumo total de racdo/(peso final total-peso inicial total).
2Taxa de crescimento especifico (TCE) (% dia™) = (In peso final — In peso inicial)/dias *100
3Taxa de eficiéncia protéica (TEP) (peso total final — peso total inicial)/ total de proteina consumida

Assim como os resultados obtidos com o desempenho, o célculo dos coeficientes
de digestibilidade aparente (CDA) (Tabela 1.19) apontaram resultados
significativamente (P<0,05) melhores para o controle positivo em comparacdo ao
negativo em quase todos os nutrientes analisados se destacando o CDA de matéria seca,
proteina bruta e fésforo. Os valores de digestibilidade para o magnésio e matéria
mineral foram negativos, apontando mais uma vez a absor¢ao desses minerais por
outras fontes que ndo as rac¢des, no caso, diretamente da agua de cultivo. A inclusdo de
fitase nas dietas aponta de maneira clara uma evolugdao na digestibilidade dos
nutrientes, em relacdo ao Ctrl-, principalmente a partir do nivel de inclusdo de 6000
FYT/kg. O fosforo, principal nutriente abordado no estudo, apresenta uma evolugdo no
CDA de 41,7% para dieta Ctrl- chegando a até 52,9% para as dietas Phy6000 e Phy16000,

valores significativamente maiores que o Ctrl-, e semelhantes estatisticamente ao Ctrl+.
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Tabela 1.19 — Digestibilidade aparente das dietas (%). Valores expressos em médias (DP) (n=4). Médias na
mesma linha com diferentes letras indicam diferengas significativas (P < 0,05; ANOVA seguido de teste de
Tukey).

Ctrl+ Ctrl- Phy2000 Phy4000 Phy 6000 Phy 8000 Phy 16000
Matéria a b bcd bc ad ad acd
ceca 67,5%(2,74) 58,1°(2,37)  59,1>¢(3,11)  58,2°(1,83)  64,4*(0,19) 64,0 (2,98) 63,6(1,24)
Protel'na a b bc bc ac c bc
bruta 76,97 (2,20)  68,1°(1,94) 69,9 (1,66) 69,6° (2,06)  72,8%(0,75)  72,4°(2,11) 72,2 (1,24)
P 58,7°(5,28)  41,7°(7,51) 40,2%(4,24) 44,6 (2,22)  52,9°(0,45) 49,0%¢(3,74) 52,9*(5,12)
Mg -39,42 (10,1) -66,3*(16,8) -106,4°(31,3)  -88,6™(4,45) -60,0°°(9,63) -59,6*(15,2) -56,6*(17,6)
K 91,22 (0,77) 89,8 (1,09) 87,6 (2,02) 88,82 (0,72) 90,22 (0,73)  90,7°(0,83)  90,7°(0,65)
m?nt:rrj -40,72 (11,8) -103,3°(16,3) -101,2°(12,0) -94,3(8,60) -48,7°(46,3) -63,9°°°(14,4) -66,5(17,6)

A composicdo quimica e mineral de camardes e exoesqueleto (Tabela 1.20)
apresentou variacdo significativa em alguns dos nutrientes estudados, de acordo com
os tratamentos submetidos. Assim como no segundo experimento a composi¢ao de
umidade, proteina bruta e matéria mineral do exoesqueleto foi similar para todos os
tratamentos, indicando que esses parametros se mantém mais conservativos,
independente dos teores de disponibilidade de fésforo utilizados. A suplementacdo de
fitase, apesar de ter aumentado o teor de fdsforo no corpo dos camardes, nao foi
estatisticamente superior ao grupo Ctrl-, e foi inferior ao Ctrl+. Por outro lado, niveis
mais elevados de fitase foram efetivos no aumento do teor de fésforo no exoesqueleto,
principalmente nos niveis 8000 e 16000, embora que, ainda inferior ao Ctrl+. O conteudo
de gordura corporal também pareceu ter um incremento relativo em funcdo da adicdo

de niveis de fitase, principalmente ao nivel maximo de 16000 FYT/kg.
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Tabela 1.20 - Composi¢do corporal e do exoesqueleto de juvenis de camarbes (matéria seca, exceto para
umidade); ao inicio e apds 42 dias de experimento. Valores expressos em médias (DP) (n=4). Médias na mesma

linha com diferentes letras indicam diferengas significativas (P < 0,05; ANOVA seguido de teste de Tukey).

Ctri+ ctrl- Phy2000 Phy4000 Phy6000 Phy8000 Phy16000
Carcaga
Umidade (%) 75,1 (1,79) 77,1(0,41)  77,6(0,72)  762(2,00)  76,6(1,14  76,7(0,86)  7530,91)
z;)’te'"a bruta 6 4 (1.61) 71,8(2,04)  72,3(1,91)  73,4(167)  72,5(2,02)  733(1,50)  72,4(0,82)

(J

Gordura (%) 6,14 (0,51)  533b(0,22) 555%(0,17) 573 (0,47) 5,66%(0,38) 6,09%(0,24)  6,48¢(0,17)
Matéria 10,4 (0,19) 10,7(0,22)  10,4(0,49)  11,9(1,43)  11,3(0,60)  10,3(0,60)  10,5(0,87)
mineral (%) ’ ’ ’ ’ ’ ’ 7 ) ) ’ ’ ’ ’ ’
P (mg/kg) 9.500° (650)  7.130°(90)  7.520°(390)  7.420°(310)  7.5106(120)  7.800b(140)  8.030b (490)
Exoesqueleto
Matéria 17,7 (1,97) 17,6(220)  17,4(0,91) 19,2 (1,44)  19,7(0,90)  19,1(0,58) 19,8 (1,35)
mineral (%) ’ 7 ’ ’ ’ ’ ’ ) ’ ’ ’ ’ ’ )
P (mg/ke) 10.400°(170)  7.720b(230)  7.860b(130)  7.840b(540) 8.250% (190)  8.940¢(510)  8.770¢(530)

A eficiéncia na retencdo de nutrientes (ERN, Tabela 1.21) variou entre os

tratamentos experimentais para todos os parametros analisados. O tratamento Ctrl+ foi

estatisticamente superior ao Ctrl- para os quatro parametros de retengdo testados, com

um valor médio de 100% a mais de retencdo na dieta Ctrl+ em relagdo ao Ctrl-. De

maneira

semelhante aos

demais

pontos

analisados

nesse experimento, a

suplementacao de fitase pareceu influenciar positivamente o desempenho dos

camardes, com valores de retencdo sendo melhorado com as adi¢cdes dessa enzima,

apesar desta ainda ndo apresentar a mesma eficiéncia trazida pela adicdo do fosfato

inorganico. Entre esses dados, podem se destacar o aumento de mais de 100% de

retencdo para a gordura e o fosforo na dieta Phy16000 em relacdo ao Ctrl-, sendo

estatisticamente superior nos dois parametros.
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Tabela 1.21 - Eficiéncia de retengdo de nutrientes (%) para juvenis de camardo (L. vannamei). Valores expressos
em médias (DP) (n=4). Médias na mesma coluna com diferentes letras indicam diferengas significativas (P < 0,05;

ANOVA seguido de teste de Tukey).

Dieta

Proteina

Gordura

p

Matéria mineral

Ctrl+
Ctrl-
Phy2000
Phy4000
Phy 6000
Phy 8000

Phy 16000

32,42 (5,43)
17,4° (1,30)
19,2° (3,18)
21,9 (1,93)
22,0 (1,18)
23,0°¢(3,22)

28,8 (0,64)

22,9% (3,76)
8,64 (0,70)
9,70" (1,65)
12,8 (1,80)
10,6 (1,00)
15,2¢ (2,00)

21,4 (0,55)

19,4% (3,14)
8,27°(0,73)
11,5 (2,14)
12,5 (1,94)
13,4°(1,30)
15,9 (2,30)

19,32(0,51)

29,82(5,60)
15,5° (1,43)
17,3 (3,60)
25,224 (3,78)
23,724 (2,33)
21,3%(3,46)

27,7°4(0,76)
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DISCUSSAO

Experimento 1 —Fosfatos inorganicos

Camardes alimentados com a dieta controle contendo 4,39 g/kg* de fésforo
total, e também aqueles alimentados com a dieta DCP, apresentaram comportamento
erratico, visualmente mais agitados que camardes dos tratamentos MCP e MAP, sendo
constantemente vistos se alimentando de restos de exuvia no fundo dos tanques, esse
comportamento pode indicar a tentativa de suprir algum nutriente na dieta oferecida.
Moss, Divakaran e Kim (2001) relataram o aumento da enzima quitinase (ligada a
digestdo de exuvia) em camardes mantidos em 3agua clara, esses camardes se
alimentavam desse substrato para suprir parcialmente as deficiéncias dietéticas de

minerais, que ndo podiam obter a partir da dgua.

Sao descritos 15 minerais essenciais para o camardo (DAVIS; LAWRENCE, 1997;
TACON, 2015), dentre esses, os quatro macros minerais que sao analisados mais
detalhadamente no presente trabalho, o fosforo, magnésio, potassio e cdlcio. Além de
possuir a exigéncia de minerais como todos animais de cultivo, os camardes possuem
ainda um requisito extra de minerais, inerente a todos os crustaceos, que estd
relacionado ao processo de mudas e formacdo de novos exoesqueletos (exuvias). Esse
processo é responsavel pelo gasto de aproximadamente 10% da energia metabolizada
em camardes (ZHU et al., 2004; COELHO et al., 2019), além de exigir uma constante
absorcdo de minerais para realizagdo (DALL et al., 1990; CHANG; MYKLES, 2011; LEMOS;
WEISSMAN, 2020). Dentre esses quatro macros minerais, dois deles, o calcio e o
magnésio, podem ser absorvidos diretamente da agua de cultivo, quando em condig¢des
marinhas de alta salinidade, por exemplo (DAVIS; LAWRENCE; GATLIN, 1993; CHENG et
al., 2005). No presente estudo essa condicdo foi confirmada, uma vez que os valores
obtidos para a digestibilidade aparente do calcio e magnésio foram negativos, indicando
uma outra fonte de absor¢do que ndo as dietas oferecidas, no caso a prdpria agua de
cultivo. Por outro lado, as necessidades de potassio e fésforo para camardes devem ser

atendidas através das dietas (CHENG et al., 2006; KOSHIO; DAVIS, 2011).

Estudos atestam que a exigéncia do fésforo nas dietas esta intimamente ligada

também ao teor de calcio nessa dieta, em uma relagdo Ca/P, conforme verificado para
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diversas espécies de camardes, como Penaeus monodon (PENAFLORIDA, 1999),
Fenneropenaeus indicus (AMBASANKAR; ALl, 2002), Marsupenaeus japonicus
(KITABAYASHI et al., 1971), e também para a espécie do presente estudo, o L. vannamei
(DAVIS; LAWRENCE; GATLIN, 1993; CHENG et al., 2006). Devido a essa dependéncia do
nivel de cdlcio dietético, os niveis recomendados de fésforo para juvenis de L. vannamei
possuem uma grande faixa de variagao, que vai de 0,34 a 2,2% de fdésforo total na dieta
(DAVIS; LAWRENCE; GATLIN, 1993; HUANG; WANG, 2004; NIU et al., 2008), aumentando
conforme os niveis de calcio aumentam. Teores de fosforo digerivel de 0,6 a 0,8% tém
sido geralmente utilizados nas formulacGes de dietas praticas para o L. vannamei
(CHENG et al., 2006), valores estes, acima do fosforo total utilizado na dieta controle do
presente trabalho (0,5% P total), formulado propositalmente para fornecer niveis de
fésforo abaixo da necessidade para a espécie. De mesmo modo, o nivel de fésforo
utilizados nos tratamentos testados foram menores do que os valores encontrados
atualmente na literatura para o camarao, inclusive em dietas formuladas com restricdo
desse mineral para a espécie (QIU; DAVIS, 2017; ZHAO et al., 2017), e pode ajudar a
explicar os diferentes valores de digestibilidade aparente encontrados na literatura e no
presente trabalho, uma vez que estes estdao diretamente ligados ao teor das dietas
formuladas e a necessidade real de cada espécie para o nutriente. Dado os bons
resultados com o desempenho dos camardes no presente estudo, os niveis de fosforo
utilizados podem ser definidos como um patamar base para formulacoes de dietas
limitadas nesse mineral, neste caso devem se considerar também baixos niveis de calcio,

para manutencdo da relagdo Ca/P.

No geral, os desempenhos obtidos com os tratamentos, inclusive com o controle
negativo, podem ser considerados muito bons para a espécie, superiores ao encontrado
anteriormente em condi¢des semelhantes de cultivo (CARVALHO et al., 2016; RAGGI
2016). Os dados mostram um otimo desempenho e digestibilidade adequada para os
tratamentos MCP e MAP, indicando que os requisitos de fésforo podem ser satisfeitos
entre 0,3 a 0,4% de P digestivel em L. vannamei, cerca de metade dos valores descritos
na literatura (CHENG et al., 2006), considerando para isso uma razdo Ca/P =0,32 a 0,58
(dietas MAP e MCP respectivamente). Embora inferior significativamente em relacdo as

dietas MCP e MAP, o desempenho dos camardes com a dieta controle e a dieta DCP
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pode ser considerado surpreendente, e pode ser explicado por alguma recuperacado de
fosforo e outros minerais a partir da ingestao de exuvias (MOSS; DIVAKARAN; KIM, 2001)
retratada nesses tratamentos. Por outro lado, o potdssio que é outro macro mineral que
deve ser oferecido aos animais a partir da dieta (ROY et al., 2007), apresentou menos
variacdo entre os tratamentos experimentais (entre 0,54 e 0,58% de K digerivel nas
dietas), sendo compativel com os valores recomendados para espécies de camardo
(KANAZAWA; TESHIMA; SASAKI, 1984; SHIAU; HSIEH, 2001), resultando em uma
digestibilidade aparente similar entre todos os tratamentos testados. Esse resultado
corrobora com o fato que a digestibilidade e exigéncia desse mineral ndo parece estar
ligado aos niveis de calcio e outros minerais presentes nas dietas (TACON, 1987), sendo
as formulagdes, e portando as fontes de K nas dietas as mesmas, esse resultado era

esperado.

A diferenca de desempenho devido a disponibilidade de fésforo dietético foi
detectada no desempenho de juvenis de camardes. Dietas onde este mineral esteve
mais disponivel (MCP E MAP) produziram um ganho de peso final de 4 vezes o inicial,
enquanto para as dietas controle e DCP esse crescimento esteve abaixo de 3 vezes do
tamanho inicial. O aumento do crescimento proporcionado pelas dietas MCP e MAP
foram também acompanhadas de um aumento no consumo de racdao e melhoria na
conversdo alimentar. Nas dietas controle e DCP, apesar de haver um menor consumo
de racdo, estas resultaram em uma conversao inferior de dieta em biomassa (FCA mais
alto), deixando claro que a pior performance no crescimento ndo esteve ligada a falta
de alimento, e sim a redugdo de fésforo total (dieta controle), fésforo digerivel (dieta
DCP) e a conversdo de racdo em biomassa nas duas dietas. Estudos sobre a utilizacdo de
MAP em dietas para camardes sdao ainda muito escassos, porém, estudos com outras
espécies de animais aqudticos cultivados demonstram que esse fosfato pode ser
empregado com sucesso na suplementacdo de dietas (MORALES et al., 2018; MILIAN-
SORRIBES et al., 2021), com melhoras no desempenho e na reducdo de efluentes
minerais. A suplementacdo de MCP também foi testada com resultados positivos em
dietas para peixes, como a truta-arco-iris (HERNANDEZ; SATOH; KIRON, 2005) e a carpa-
comum (KIM et al., 1998) resultando em ganhos significativos sobre o peso final e a

eficiéncia alimentar.
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Em estudo com L. vannamei (peso inicial e final de 0,16 g e 6,33 g), Pan et al.
(2005) suplementaram dietas praticas com niveis crescentes de MCP, indicando o seu
uso a niveis de suplementacdo de 1,3 a 1,7% em dietas, baseado no ganho de peso e
taxas de conversdo alimentar obtidos no estudo. Esses valores de suplementagao
estiveram acima do utilizados no atual experimento para MCP (1,03%), porém, a

comparacao direta é dificil visto as diferentes faixas de peso trabalhadas.

O uso de ingredientes vegetais é cada vez maior e mais necessdrio na industria
de alimentos para animais aquaticos (PEZZATO; BARROS; FURUYA, 2009), porém, esses
ingredientes sdo muitas vezes fontes limitadas de minerais, como o fésforo, e a
necessidade de suplementagao mineral tende a aumentar junto (CUZON; GUILLAUME,
1999; NRC, 2011; LEMOS; TACON, 2017). Para juvenis de L. vannamei o uso de MCP e
MAP, nos niveis de suplementacdo atualmente testados podem ser recomendados para
a espécie, baseados no 6timo desempenho zootécnico e bons resultados com a
digestibilidade. Muito embora, o uso desses suplementos deva ser recomendado com
cautela e baseado nos tipos de criacdo, por exemplo com a presenca ou ndo de alimento
natural (TACON et al.,, 2002). Deve se levar em conta ainda, que esses fosfatos
monobasicos da mesma forma que sdo altamente disponiveis, sdo também
relativamente altamente sollveis em dgua, com alto potencial de lixiviacdo, sugere-se
cultivos onde o alimento fique por um tempo minimo imerso em agua, para se evitar
essa lixiviagdao (OBALDO; DIVAKARAN; TACON, 2002; SMITH; TABRETT, 2004; DIAS et al.,
2009), como o que foi visto no presente trabalho, onde o intervalo de tempo entre a
queda do alimento na dgua e a total ingestdo (desaparecimento) ndo passou de 5

minutos, gragas a alimentagao continua e dosada pelo alimentador automatico.

Como para a maioria dos animais cultivados, o suprimento de nutrientes e em
especial o fésforo nas dietas deve ser ajustado ao minimo exigido, a fim de evitar a
assimilacdo reduzida e a descarga desses nutrientes no ambiente (PIEDAD-PASCUAL,
1989). Apesar da escassez de trabalhos com suplementacao de fosfatos inorganicos para
camardes, podemos fazer algumas comparacdes com base nos poucos estudos
relatados. Davis e Arnold (1994) descreveram a baixa contribuicdo de DCP como fonte
de fésforo disponivel para camarao, fato novamente verificado no presente estudo,

embora essa fonte seja ainda hoje muito empregada na fabricacdo de ragGes comerciais.
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Além disso, o DCP foi responsavel por uma diminuicdo geral do aproveitamento dos
demais nutrientes na dieta, estando provavelmente ligado ao teor de calcio nesse
suplemento, elevando a razdo Ca/P para 0,90, um valor 0,4 mais elevado que a dieta

controle.

A literatura mostra que a suplementa¢dao de fosfatos monobasicos é a mais
adequada em dietas para camardes, baseado no aumento da digestibilidade desses
fosfatos em comparagdao ao DCP (DAVIS; LAWRENCE; GATLIN, 1993; KOSHIO; DAVIS,
2011), e atualmente confirmada com os dois fosfatos monobasicos utilizados, MCP e
MAP. A digestibilidade do fdsforo total nas dietas testadas, indiferente do fosfato
adicionado, é limitada até certo ponto pelos altos niveis de fdsforo fitico, uma forma
indisponivel de P para peixes e camaroes, e que representam muitas vezes mais de 60%
do fdsforo total provenientes de ingredientes vegetais (CAO et al., 2007). Os valores
obtidos com a digestibilidade de fésforo para o tratamento suplementado com MCP
demonstram compatibilidade com resultados obtidos com a mesma espécie em dietas
a base de ingredientes vegetais (QIU; DAVIS, 2017). Os valores de digestibilidade obtidos
com a dieta suplementada de MAP sugerem um beneficio potencial do uso desse fosfato
em relacdo ao MCP, e embora esse beneficio ndo tenha sido traduzido em melhor
desempenho de crescimento, a andlise do conteldo fecal demonstrou que o seu uso

pode ser indicado, visando a diminuicdo da carga de fosfatos no ambiente de cultivo.

O teor de fésforo do corpo inteiro e no exoesqueleto dos camardes possui
grande influéncia segundo a disponibilidade desse mineral presente nas dietas (CHENG
et al., 2006). Os valores obtidos destacaram a maior assimilacdo para os tratamentos
MCP e MAP, quando comparado as dietas controle e DCP. Em contraste, o teor corporal
dos camardes foi semelhante em proteina bruta, superior em gordura, mas inferior em
matéria mineral (44% menos), calcio (50% menos) e fésforo (35 a 50% menos) em
comparacdo a juvenis de L. vannamei alimentados com dietas ricas em farinha de peixe
e com alto teor de minerais (NIU et al., 2008). Por outro lado, o teor de matéria mineral
encontrado no exoesqueleto dos camardes alimentados com MCP e MAP foi mais alto
do que niveis relatados anteriormente em dietas suplementadas com MCP e fosfato
monossodico (DAVIS; LAWRENCE; GATLIN, 1993). Entre os tratamentos utilizados no

presente trabalho, a suplementacdo de MCP e MAP confirmou ainda a sua maior
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eficiéncia sobre a retencdo de proteina bruta, fésforo, magnésio e potdssio, enquanto
que o tratamento MAP se mostrou superior a todos os demais na retengdo de matéria

mineral e calcio.

Considerando os custos e beneficios da adi¢dao desses fosfatos a dietas, fica claro
gue embora mais barato, a utilizacdo de DCP em dietas para camardes promove pouco
ou nenhum beneficio para a espécie, por outro lado, é expressiva a melhora ao adicionar
os fosfatos MCP e MAP com bom custo beneficio atrelado. O MAP apesar de possuir
valores de custos mais elevados, promove algumas pequenas diferencas no aumento na
digestibilidade de nutrientes, além da diminuicdo na descarga de fosforo nas fezes, o
gue em grande escala poderia compensar a diferenca de custo em relacdo ao MCP,
sendo possivel a indicacdo dessas duas fontes para a suplementacgao de dietas a base de

ingredientes vegetais para juvenis de L. vannamei.

Experimentos 2 e 3

Suplementacdo de fitase

A suplementacdo de fitases em dietas para organismos aquaticos esta cada vez
mais difundida, com beneficios atrelados primariamente ao aumento da disponibilidade
do fosforo, mas também com relatos reportados para a melhora no desempenho geral,
aumento na digestibilidade e retencdo de outros nutrientes, além da reducdo da
excrecdo de fésforo no cultivo (KUMAR et al., 2012; LEMOS; TACON, 2017). Camardes e
organismos aqudaticos em geral ndo evoluiram com a necessidade de acessar o fosforo
presente no fitato (mio-inositol hexafosfato), uma vez que essa substancia ndo estava
presente naturalmente em sua alimentacdo. Porém, a partir do momento que sdo
cultivados, novas fontes de nutrientes sdo propostas para essas espécies, e dentre essas
fontes se destacam os ingredientes vegetais, considerados mais sustentdveis e muitas
vezes mais acessiveis, mas que por sua vez carregam alguns fatores antinutricionais
consigo, como é o caso do fitato, presente em alto teor nesses ingredientes (KUMAR et
al., 2012).

As moléculas de fitato correspondem a maior parcela de fésforo presente nos

ingredientes vegetais (SELLE et al., 2010; NRC, 2011; KUMAR et al., 2012), sendo
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naturalmente indisponivel para o camardo e monogastricos em geral (JACKSON; LI;
ROBINSON, 1996; RAMSEYER et al., 1999), pois este s6 é acessivel a partir da quebra
dessa molécula, a partir da enzima fitase. Além disso, o fitato é ainda responsavel por
fatores antinutricionais, podendo reduzir a digestibilidade e assimilagdo de outros
nutrientes, como proteina, gordura, cdlcio, magnésio, dentre muitos outros minerais,
sendo um fator limitante ao uso de ingredientes vegetais em dietas (SUGIURA et al.,
2001; CAO et al.,, 2007; KUMAR et al.,, 2012). A fitase atua como um catalisador
promovendo a hidrélise do fitato (GREINER; KONIETZNY, 2006), liberando fosfato
inorganico disponivel para assimilacdo pelo animal, além disso, a degradacdo completa
do fitato ird liberar ainda o mio-inositol, composto semelhante a uma vitamina, benéfico
ao metabolismo (LAIRD; KUHN; MILLER, 2018; MORAN et al., 2019).

A digestibilidade aparente do fdsforo pode ser considerado o critério mais
sensivel e claro para avaliar o efeito da suplementacdo da fitase nas dietas e sua
utilizacdo no fésforo (QIU; DAVIS, 2017). No presente estudo a adicdo de fitase em dietas
baseadas em ingredientes vegetais afetou de maneira benéfica o desempenho de
juvenis de L. vannamei sobre a digestibilidade aparente do fésforo, atuou positivamente
também sobre a composicao corporal e a retencdo deste mineral. A digestibilidade
aparente do fésforo foi superior a partir do nivel de suplementagdo de 4000 FYT/kg, mas
foi ao nivel de 6000 FYT/kg que incremento foi observado. Apds esse nivel, as melhoras
da adicdo da enzima foram mantidas, porém sem nenhum ganho significativo para os
dois niveis posteriores. Resultados semelhantes foram demonstrados com espécies de
peixes alimentados com dietas baseadas em ingredientes vegetais, como tilapia-do-Nilo
(PORTZ; LIEBERT, 2004; SILVA et al., 2005), bagre-do-canal (EYA; LOVELL, 1997), salmdo-
do-atlantico (SAJJADI; CARTER, 2004). De modo semelhante, Suprayudi, Dini e Dedi
(2012) utilizando dietas com 25% de farinha de peixe na alimentacdo de juvenis de L.
vannamei encontraram efeitos positivos ao suplementar a dietas com niveis de 500
FTU/kg (“equivalente” a 1000 FYT/kg). Em outro estudo também com o L. vannamei, Qiu
e Davis (2017) reportaram efeitos positivos sobre a digestibilidade de nutrientes ao
incluir 2000 Ul/kg (“equivalente” a 4000 FYT/kg) de fitase, em dietas suplementadas
também de fosfatos inorganicos. A partir dos resultados obtidos no presente estudo,
podemos concluir que a adicdo de fitase a partir do nivel de 4000 FYT/kg em dietas

baseadas em ingredientes vegetais melhora a utilizacdo de fésforo em juvenis de L.
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vannamei, sendo essa melhora acentuada ao nivel de 6000 FYT/kg, onde se estabiliza
nas condicdes do presente estudo. E possivel afirmar ainda que o aumento da
disponibilidade do fésforo gerado pela inclusao de fitase, promoveu também o aumento
do teor corporal e retencdo desse mineral para o camardo, fato ja comumente
reportado para espécies de peixes, como salmonideos (STOREBAKKEN; SHEARER;
ROEM, 1998; VIELMA; LALL; KOSKELA, 1998), panga (DEBNATH et al., 2005), robalo-
listrado (HUGHES; SOARES, 1998), robalo-japonés (Al et al., 2007), linguado-japonés
(MASUMOTO; TAMURA; SHIMENO, 2001) dentre outros. Anteriormente, Qiu e Davis
(2017) ja haviam reportado um aumento significativo do teor de fésforo corporal de L.
vannamei em dietas suplementados de fitase, porém, essa influéncia ndo chegou a
afetar a retencdo dietética desse mineral.

Além dos mais conhecidos e estudados efeitos da fitase sobre a disponibilidade
do fésforo, essa enzima ainda é responsavel pelos denominados efeitos extra fosféricos
(WALK et al.,, 2013; LU et al.,, 2019), relacionados a melhora de digestibilidade de
energia, proteinas, aminodcidos e minerais, por meio da dissociacdo de complexos
formados pela molécula do fitato junto a esses componentes (ZANELLA et al., 1999;
SUGIURA et al., 2001; SELLE; RAVINDRAN, 2008). Além disso, o fitato dos ingredientes
vegetais pode se combinar a enzimas digestivas enddgenas dos animais (RAVINDRAN;
BRYDEN; KORNEGAY, 1995), como amilases e proteases, reduzindo a sua atuagdo no
processo digestivo dos animais. Efeitos extra fosféricos da fitase ja foram reportados
para animais monogastricos terrestres como suinos (NORTEY et al., 2007; HILL; SUTTON;
RICHERT, 2009) e frangos de corte (SINGH, 2008; EL-HACK et al., 2018), e também
aquaticos como carpas (BARUAH et al., 2005; ROY et al., 2014) truta-arco-iris (VIELMA;
LALL; KOSKELA, 1998; SUGIURA et al., 2001; VIELMA et al., 2004; WANG et al., 2009),
salmdo (STOREBAKKEN; SHEARER; ROEM, 1998), robalo (OLIVA-TELES et al., 1998),
dentre outras espécies (KUMAR et al., 2012; LEMOS; TACON, 2017). Assim como
observado para essas espécies, no presente estudo a suplementacdo de fitase
proporcionou ganhos além do uso do fésforo para o camardo, sendo observados
principalmente o aumento da digestibilidade aparente e a retencdo de proteina e
matéria mineral, além do incremento no teor de matéria mineral corporal em juvenis

de L. vannamei.
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Autores indicam que os efeitos da adi¢cdo da fitase sdo mais pronunciados em
dietas em que os niveis de fésforo, célcio e outros minerais sdo limitados nas dietas
(ZENG et al., 2014; LAIRD; KUHN; MILLER, 2018). Esse pode ser um dos fatores que
levaram o presente estudo a obtencdao de um maior nimero de efeitos benéficos da
suplementacdo de fitase, em relacdo a outro estudo com a mesma espécie, em que Qiu
e Davis (2017) utilizaram a suplementac¢do de fitase em dietas ja repletas de fésforo
disponivel, acima do exigido para espécie, diferente das dietas limitadas para esses
minerais utilizadas no presente estudo. Por outro lado, Rachamawati e Samidjan (2018)
utilizando suplementacao de fitase em dietas ricas em farinha de peixe (teor de fésforo
nao reportado) para juvenis de L. vannamei obtiveram alguns ganhos extra fosféricos
significativos, principalmente sobre a digestibilidade e retengdo de proteinas, em dietas
gue provavelmente ja supriam as necessidades de minerais para a espécie.

A suplementacgdo de fitase no presente estudo claramente promoveu o aumento
da disponibilidade de nutrientes importantes ao crescimento de juvenis de L. vannamei,
sendo esses aumentos suficientemente benéficos, de modo a sustentar a expressao
dessa melhoria sobre o desempenho geral dos camardes, em pardmetros como o peso
final, crescimento semanal, taxa de eficiéncia protéica entre outros. Estudos de
suplementacdo de fitase em L. vannamei sdo recentes e ainda limitados (SUPRAYUDI;
DINI; DEDI, 2012; QIU; DAVIS, 2017; RACHMAWATI; SAMIDJAN, 2018), e embora todos
relatem pelo menos alguns efeitos benéficos da adicdo dessa enzima em dietas, esses
efeitos se alternam muito, o que pode estar intimamente relacionado as diferentes
abordagens e composicao das dietas testadas em cada um desses estudos.

As melhorias encontradas pela suplementacdo de fitase no presente estudo
foram observadas a partir da suplementacdo ao nivel de 4000 FYT/kg até 6000 FYT/kg,
com pouco ou nenhum efeito adicional ao nivel de 8000 FYT/kg e na superdosagem de
16000 FYT/kg. Cowieson et al. (2017) relataram que os efeitos da adi¢do de fitase podem
seguir uma curva de dose-resposta decrescente, onde a maioria dos efeitos benéficos é
gerado dentro da dose de fitase necessaria para destruir de 30 a 40% do fitato dietético,
com efeitos proporcionalmente menores a partir desse ponto. A partir dos dados
podemos concluir que no presente estudo esse pico de maximo retorno da fitase esteve
entre os de niveis de suplementacdo de 4000 e 6000 FYT/kg utilizados, com uma

tendencia de maxima eficiéncia mais proxima ao nivel de 6000 FYT/kg.
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Suplementagao de protease

No presente estudo, a adigdo solo da protease em dieta suplementada de fésforo
(tratamento MCP+Prot) ndo resultou em efeitos significativos em nenhum dos
parametros de desempenho analisado, bem como seu efeito ndo foi notado sobre a
digestibilidade e retencdo de nutrientes. Assim como a fitase, o uso de proteases ja se
encontra mais bem estabelecido e seus beneficios reportados para monogdstricos
terrestres como aves e suinos (O’DOHERTY; FORDE, 1999; GHAZI et al., 2002; GHAZI;
ROOKE; GALBRAITH, 2003; YU et al., 2007) em comparagao ao uso em animais aquaticos.
Entretanto, estudos realizados nas ultimas décadas indicam a possibilidade de efeitos
positivos dessa enzima quando aplicada na suplementacdo de organismos aquaticos
cultivados, como carpas (LENG et al., 2008; CHENG et al., 2009; SHI et al., 2016),
salmonideos (DREW et al., 2005; ZHANG et al., 2012), e tilapias (DALSGAARD et al., 2012;
Ll et al., 2015). Estudos apontam que a eficiéncia do uso de proteases esta intimamente
ligada a uma diversa gama de fatores, sendo alguns deles, a digestibilidade potencial
dos aminoacidos da dieta ou alimento utilizado, a estrutura da proteina utilizada e suas
caracteristicas, a presenca de fatores antinutricionais nas dietas, processos de
fabricacdo e manuseio das proteases, dentre outros (COWIESON; ROSS, 2016). Drew et
al. (2005) em estudo com a truta arco-iris reportaram ganhos significativos em
crescimento e conversado alimentar com o uso de proteases em dietas formuladas com
farinha de sementes de canola, enquanto dietas semelhantes formuladas com outra
farinha, de sementes de linhacga, ndo resultaram em nenhum efeito positivo para adicao
de proteases exdgenas. De mesmo modo, Shi et al., (2016) obtiveram resultados
positivos e nulos para o uso de proteases apenas alternando o processo de fabricacdo
de dietas de mesma formulagao, com efeitos positivos relatados para dietas peletizadas
(temperatura baixa), e sem nenhum efeito positivo para dietas extrusadas (temperatura
alta), em experimento com carpas. Alguns estudos tém reportado efeitos positivos da
suplementacdo de proteases em dietas para L. vannamei. Li et al. (2015) indicaram que
a adicdo de protease em dietas formuladas com baixa inclusdo de farinha de peixe
resultou em crescimento semelhante ao de camardes alimentados com dietas ricas
nesse ingrediente. Em outro estudo, Yao et al. (2019) utilizou um complexo de proteases

em dietas com substituicao a farinha de peixe para juvenis de L. vannamei, e concluiu
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gue a inclusdo dessas enzimas em dietas com baixos niveis de farinha de peixe resultou

na melhora da performance de crescimento e a utilizagdo de nutrientes para a espécie.

No presente estudo, o processo de fabricacdo das dietas (peletizacdo a frio) ndo
indica ter sido determinante para a falta de efeitos benéficos na adi¢ao solo da protease.
Por outro lado, a formulagdo contou com apenas alguns principais doadores de proteina,
0 que pode ser prejudicial devido as especificidades da protease, além disso, o 6timo
resultado da dieta controle (Ctrl+) pode ter nivelado o desempenho em um patamar
muito alto, ja sem muita margem para a enzima atuar. Em carater comparativo, no
presente estudo, os piores tratamentos obtiveram resultados iguais ou superiores em
crescimento semanal quando comparados aos melhores resultados reportados em
estudos com protease para L. vannamei (LI et al., 2015; YAO et al., 2019), enquanto os
resultados obtidos com o controle positivo e a dieta suplementada com protease foram

cerca de 40% superiores a esses mesmos estudos.

Suplementag¢dao combinada de fitase e protease

Na maioria dos ingredientes vegetais, os fitatos se encontram englobados em
camadas de proteinas, formando complexos inseparaveis e indigestos (CHOW; SCHELL,
1980), a quebra do fitato pela a¢do da fitase libera porcdes de substrato que se tornam
propicios a acdo das proteases, tanto endégenas do animal, como exdgenas,
adicionadas artificialmente as dietas (KEMIGABO et al.,, 2017). Alguns estudos
abordaram a suplementacdo combinada de protease e fitase em dietas para animais
aquaticos, embora com resultados ainda pouco reveladores. Yigit et al. (2018)
suplementou dietas para truta-arco-iris com essas duas enzimas combinadas, e nao
obteve efeitos positivos sobre o crescimento e digestibilidade dos nutrientes, embora
tenha obtido efeitos benéficos ao adiciona-las separadamente. De mesmo modo,
estudos de digestibilidade in vitro com extrato de enzima intestinal de bagre (com dietas
baseadas em ingredientes vegetais suplementadas de fitase e protease nao reportou
efeitos positivos da combinacdo dessas duas enzimas (KEMIGABO et al., 2017), muito
embora efeitos benéficos tenham sido encontrados quando as enzimas foram
adicionadas individualmente as dietas. Além de relatar a falta de sinergismo entre essas

duas enzimas, Novelli et al. (2017) sugeriram ainda a possibilidade que a protease



74

fungica adicionada a dieta poderia ter degradado a fitase, aumentando o efeito negativo
na digestibilidade e os efeitos antinutricionais de ingredientes vegetais. De maneira
semelhante a esses estudos, a combinacdo da protease e fitase no presente trabalho
nao resultaram em efeitos benéficos para o camarao, sendo observado ainda uma ligeira
piora no desempenho ao adicionar a protease no tratamento de 4000 FYT/kg, em
comparagdao ao mesmo tratamento sem protease, embora essa piora nao tenha sido
significativa. Os efeitos da adicdo de combinacdes de enzimas em dietas sdo ainda muito
recentes, sendo que alguns estudos ja detalharam a sinergia dessas duas enzimas ou
combinadas a outras para frangos (COWIESON; ADEOLA, 2005; JUANPERE et al., 2005;
LEITE et al., 2012), enquanto trabalhos com suinos demostraram ndo haver melhoras na
combinacdo da fitase e protease em dietas (LORENA-RESENDE et al., 2012; RAVIDRAN,
2013; PEREZ-PALENCIA; SAMUEL; LEVESQUE, 2021).

CONCLUSOES

As primeiras conclusdes tiradas dos experimentos com juvenis de L. vannamei
cultivados em dgua do mar, sdo que a espécie pode apresentar um 6timo desempenho
de crescimento e de alimentacdo quando alimentadas com dietas baseadas em
ingredientes vegetais, livres de farinha de peixe. Concluimos também que a
suplementacao com diferentes aditivos pode impulsionar ganhos significativos sobre

essa performance, de maneiras singulares para cada um desses aditivos.

A partir dos resultados, fica claro que dados da literatura podem estar
extrapolando os niveis minimos de fésforos exigidos em dietas para camarodes, e que
niveis > 0,3% de P digestivel em dietas de baixa relagdo Ca/P (< 0,6) atendem as
exigéncias da espécie, baseado no desempenho dos animais. Dos quatro macro minerais
exigidos pelo camardo, em condi¢Bes de cultivo de alta salinidade, dois deles ndo sdo
exigidos nas dietas, o calcio e o magnésio, uma vez que podem ser absorvidos
diretamente da agua de cultivo, enquanto o fosforo e potdssio devem estar disponiveis
nas dietas em sistemas de criacdo de agua clara. Camardes alimentados com dietas
deficientes em fésforo podem recuperar parte desse mineral através da ingestdo de
exuvias, mantendo um desempenho satisfatério de crescimento se os demais nutrientes

forem supridos, porém com rendimento significativamente inferior a animais
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alimentados com dietas com niveis adequados de fosforo digerivel. Fosfatos MCP e MAP
sao indicados como fontes suplementares de fésforo para o crescimento do camarao,
proporcionam aumento de digestibilidade e retencdo de nutrientes, o MAP leva
vantagem na digestibilidade de alguns nutrientes, além de gerar menor descarte de
fésforo. Considerando uma escala de custo beneficio de 0 a 5, para os trés fosfatos
analisados, o DCP receberia 0, pois ndo trouxe nenhum ganho em relagao ao controle e
sua adicdo seria apenas um custo adicional, enquanto os fosfatos MCP e MAP poderiam
obter a nota maxima, e se por um lado o fosfato MAP é um pouco mais eficaz, o custo

inferior do MCP compensaria e igualaria essa diferenca.

A abordagem sobre as enzimas demonstrou que a fitase é um aditivo potencial
para o L. vannamei, e sua adi¢do a dietas baseadas em ingredientes vegetais possibilita
o aumento da disponibilidade do fésforo para os camardes, com efeitos positivos sobre
o desempenho de crescimento e alimentar, digestibilidade e retencao dos nutrientes,
além de diminuir a descarga de fésforo nas aguas de cultivo. Os niveis de fitase indicados
na suplementacgdo para o L vannamei ficaram no intervalo de 4000 e 6000 FYT/kg, faixa
de adigdo nos quais foram obtidos os melhores desempenhos, acima desses niveis a
adicdo da enzima ndo é justificada pelo baixo incremento nas melhorias notadas. O
estudo indicou que a suplementagdo de protease nos modelos de dietas formuladas foi
ineficaz sobre o desempenho do camardo, sendo necessdrias novas investigacoes e
enfoques para essa enzima, que se mostra promissora para outras espécies. Apesar das
melhorias claramente trazidas pelas adicGes da enzima fitase ao desempenho dos
camarodes, os seus resultados estiveram ainda um patamar abaixo quando comparado
ao uso de fosfatos inorganicos. Sugere-se entdo uma abordagem nova para futuras
pesquisas, em que ha grande potencial para a espécie, aliando a suplementacdo de

niveis reduzidos de fosfatos inorganicos em paralelo a adi¢des de fitase.
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Producao cientifica realizada e potencial

Parte das informacGes contidas nesse capitulo (Experimento 1 - fosfatos
inorganicos) foram publicadas em revista internacional arbitrada, como segue:
Lemos, D.; Coelho, R.; Zwart, S.; Tacon, A.G.J. Performance and digestibility of inorganic
phosphates in diets for juvenile shrimp (Litopenaeus vannamei): dicalcium phosphate,

monocalcium phosphate, and monoammonium phosphate. Aquaculture
International, v.29, p. 681-695, 2021.

Além de publicacio em revista de carater cientifico/divulgacdo de grande
relevancia no setor, como segue:
ZWART, S; COELHO, R.; LEMOS, D. Formulation of low phosphorus feeds for shrimp.
AQUACULTURE Asia Pacific, v. 15, n.2, p. 35-38, 2019.

Ha ainda o desenvolvimento de um novo manuscrito, abordando o tema de
suplementacdo de enzimas exdgenas para camardes marinhos (Experimentos 2 e 3), em

processo de preparagao para submissao, conforme descrito:

COELHO, R; LEMOS, D. Effects of exogenous enzymes (phytase and protease) in diets on
growth, feed utilization, apparent digestibility and nutrient retention of juvenile white
shrimp Litopenaeus vannamei reared in high performance conditions. Aquaculture

Research. (em preparacdo).
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CAPITULO 2

Desempenho de juvenis de garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus:
protocolos de manejo alimentar e densidade de estocagem, avaliagao de

dietas praticas, e estimativa de exigéncias de aminoacidos
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RESUMO

Foram conduzidos dois experimentos com juvenis de garoupa-verdadeira, Epinephelus
marginatus em sistema de recirculagao de agua salgada: (1) no primeiro experimento
foram verificadas a influéncia de trés diferentes frequéncias alimentares (1x ao dia, 2x
ao dia e alimentacdo continua) e duas diferentes densidades de estocagem (40 e 95
peixes/m3, Baixa Densidade BD, e Alta Densidade, AD, respectivamente), sobre o
desempenho zootécnico e bem estar do animal. O experimento teve duragao de 60 dias,
garoupas (9.66 + 2.50 g) foram distribuidas em 24 tanques em 6 diferentes tratamentos,
definidos a partir das combinagdes de frequéncia alimentar e densidades (1xBD; 2xBD;
24hBD; 1xAD; 2xAD; 24hAD). Ao final do experimento as taxas de sobrevivéncia ndo
apresentaram variacado e estiveram préximas a 100%. Foi constatado que a frequéncia
alimentar ndo produziu efeitos significativos (P>0,05) sobre o desempenho de
crescimento e alimentag¢do dos animais, por outro lado, a densidade de estocagem foi
responsavel por diferencas no desempenho entre os tratamentos. Garoupas estocadas
na densidade de 95 peixes/m?apresentaram resultados superiores para ganho de peso,
produtividade e fator de conversao alimentar, indicando essa densidade de estocagem
para juvenis de garoupa-verdadeira, e a frequéncia de uma alimentac¢do ao dia sem
perder em desempenho. (2) no segundo experimento com duragao de 100 dias, juvenis
de garoupa foram submetidas a quatro tratamentos alimentares diferentes, sendo eles,
peixe fresco (cavalinha, Scomber japonicus), dieta semiimida, composta por uma
mistura 60:40 de dieta seca e peixe fresco, e duas dietas peletizadas a base de farinha
de peixe, com ou sem a inclusdo de taurina suplementar (0,5%). Os quatro tratamentos
promoveram um crescimento satisfatério e aceitacdo dos peixes, porém a dieta seca
sem suplementacado de taurina apresentou um desempenho significativamente inferior
as demais (P<0,05). O crescimento foi superior para peixes alimentadas com a dieta
semiumida e dieta seca com taurina, seguido do tratamento com peixe fresco. A
necessidade de aminoacidos essenciais da garoupa-verdadeira foi estimada, utilizando
técnica de composicao corporal de aminodcidos, os valores estiveram dentro do
estipulado anteriormente para outras espécies de garoupa, com excec¢ado de isoleucina
e triptofano (valor inferior) e fenilalanina (superior). Baseado no crescimento e teor de
retencdo de aminodcidos, a taurina foi considerada um aminodacido condicionalmente
essencial para juvenis da espécie, e indica-se a suplementacdo desse aditivo para
satisfazer o nivel minimo de 1,0 % de taurina nas dietas. Os presentes resultados servem
como ponto de partida para novos estudos nutricionais sobre a garoupa-verdadeira, e
podem servir de base na formulacdo de dietas especificas para a espécie.
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INTRODUCAO

No Brasil, a criagcdo de peixes marinhos ainda nao atingiu um patamar elevado
de importancia econdmica, apesar de ter um reconhecido potencial, sendo considerado
pela FAO como o segundo pais com maior drea adequada para cultivos offshore no
mundo (KAPETSKY; AGUILAR-MANJARREZ; JENNESS, 2013). As atividades de pesquisa e
desenvolvimento com peixes marinhos iniciaram-se ha algum tempo no pais, na década
de 1990, com quatro principais espécies candidatas na época, o robalo (Centropomus
parallelus), a tainha (Mugil spp.) e os pargos (Lutjanus analis e Lutjanus synagris)
(Valenti et al., 2021), porém, os esforcos ndao foram suficientes para consolidar a

atividade.

Mais recentemente, os cultivos de bijupira (Rachycentron canadum) na Asia se
mostraram interessantes e tornaram a espécie alvo de pesquisas e principal aposta de
peixe marinho para o cultivo em muitos paises, inclusive o Brasil (BEZERRA et al., 2016;
RAGGI; TACON; LEMOS, 2019; VALENTI et al., 2021). A primeira desova em laboratério
nacional ocorreu em 2006 (SAMPAIO et al., 2010), e com protocolos de reproducdo e
bercdrio estabelecidos foi possivel tornar a atividade real, e implantar cultivos
economicamente viaveis (DOMINGUES et al., 2014). Apesar disso, a atividade ndo
apresentou evolugao constante ao passar dos anos, sendo considerados os principais
entraves as dificuldades de obtencao de licenciamento ambiental e a disponibilidade de
alimentos especificos e de qualidade para peixes marinhos (CAVALLI; DOMINGUES;
HAMILTON, 2011; VALENTI et al., 2021), mantendo a atividade restrita a poucos

pequenos produtores.

Em um patamar ainda mais inicial de cultivo no pais, porém, ja com engordas
comerciais em andamento, encontra-se a garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus,
gue é considerada atualmente uma das espécies mais promissoras e indicadas para o
cultivo de peixes marinhos no Brasil (RIMMER; GLAMUZINA, 2019; LISBOA et al., 2020;
VALENTI et al., 2021). Assim como o bijupird, a garoupa é uma espécie autdctone no
Brasil, e ja possui seu ciclo reprodutivo e fase de alevinagem bem definidos por produtor
comercial no pais (KERBER et al., 2012, RIMMER; GLAMUZINA, 2019), com capacidade

atual de producdo de 200 mil alevinos por ano e margem para expansao.
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As garoupas pertencem a familia Serranidae, composta por 48 géneros, sao
peixes carnivoros, que habitam regiGes costeiras de agua quentes e temperadas
(HEEMSTRA; RANDALL, 1993; CRAIG; SADOVY; HEEMSTRA, 2011), apresentam
consideravel valor econdmico, especialmente na pesca costeira em regides tropicais e
subtropicais (CHUA; TENG, 1980; HEEMSTRA; RANDALL, 1993; OTTOLENGHI et al., 2004;
LOPEZ; CASTELLO-ORVAY, 2005; PIERRE et al., 2008), sendo que em muitas regides essa
pesca exerce pressado sobre a sustentabilidade e conservacao das espécies (FAO, 2020).
O desenvolvimento da aquicultura de garoupas pode representar um alivio para a
conservacdo e manutencdo das populacdes das espécies (TUPPER; SHERIFF, 2008). O
cultivo de garoupas ja apresenta grande importancia para o setor de pescado em muitos
paises, com destaque para paises do leste e sudeste asiatico, onde sdo cultivadas
principalmente em tanques-rede préximos a costa (RIMMER; GLAMUZINA, 2019).
Nessas regides podem ser destacados o cultivo de 3 paises, com um percentual estimado
em 92% da producdo global de espécies identificadas como garoupas, China, Indonésia
e Taiwan (RIMMER; GLAMUZINA, 2019). A producgao anual de garoupas em 2015 chegou
a 155 mil toneladas, com um valor estimado em 4,5 bilhGes de reais (RIMMER;

GLAMUZINA, 2019).

Na Asia a criacdo de garoupas se destaca entre outras coisas, pela grande
diversidade de espécies cultivadas, principalmente do género Epinephelus (cerca de 36
espécies), Plectropomus, Cephalopholis e ainda uma quantidade relevante de hibridos,
muitos dos quais ja sdo cultivados rotineiramente, com um total de 47 espécies de
garoupas e 15 hibridos (RIMMER; GLAMUZINA, 2019). Nas Américas, o estudo com a
garoupa-de-Nassau, Epinephelus striatus, é o que se encontra mais avancado, com
algum cultivo estabelecido na regido das Bahamas (RIMMER; GLAMUZINA, 2019), além
do destaque a garoupa-verdadeira, Epinephelus marginatus, que é considerada a
espécie mais promissora no Brasil, assim como apresenta maior enfoque também no
mediterraneo (PIERRE et al., 2008; RIMMER; GLAMUZINA, 2019). Apesar de ser uma
industria consolidada em muitos paises, o cultivo de garoupas ainda apresenta baixo
desenvolvimento em termos nutricionais (LUO et al., 2005a; RIMMER; GLAMUZINA,
2019) com grande parte dos criadores utilizando rejeito de pesca como

complementacdo a dietas secas, ou mesmo como Unica fonte de alimento (SIM et al.,
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2006; TUPPER; SHERIFF, 2008; BUNLIPATANON et al., 2014; RIMMER et al., 2016). Além
disso, muitas das espécies cultivadas ndo possuem o seu ciclo totalmente fechado,
sendo capturados individuos jovens no ambiente natural, para serem entao engordados

em cativeiro (SADOVY, 2000; PIERRE et al., 2008; VI et al., 2015).

Garoupa-verdadeira

A garoupa-verdadeira, Epinephelus marginatus, é uma espécie carnivora, de
habitos bentobnicos, e que habita regides costeiras dos dois lados do oceano Atlantico,
desde o Mar mediterraneo até Africa do Sul e Madagascar pelo lado oriental, e desde a
costa norte e nordeste do Brasil até o sul da Argentina no lado ocidental (RICO; ACHA,
2003; PIERRE et al., 2008). E considerada uma espécie de grande interesse no setor
pesqueiro e econOmico, além de possuir um elevado valor comercial (SANCHES;
AZEVEDO; COSTA, 2007), porém, apresenta baixa resiliéncia e alta vulnerabilidade a
exploragdao humana (CUNHA et al., 2013), estando atualmente incluida em listas de

conservacdo devido a sobrepesca (POLLARD et al., 2018).

A garoupa-verdadeira pode chegar a grandes proporg¢des, atingindo até 60 kg ao
longo de sua vida, que pode chegar a 50 anos (HARMELLIN; HARMELLIN-VIVIEN, 1999).
A garoupa possui peculiaridades no processo reprodutivo, € uma espécie hermafrodita
protoginica (ANDRADE et al., 2003), em que a sua primeira maturacdo ocorre com
tamanhos préoximo a 2,5 kg, o que corresponde a aproximadamente 5 anos de vida
(BERTONCINI et al., 2003), e invertem de sexo, ou seja, as fémeas passam a ser machos,
guando os animais ja atingem pesos superiores a 13 kg, e idades entre 9 e 16 anos de
vida. Ainda, por apresentarem um periodo de desova bem definido, isto acaba tornando
a espécie mais vulnerdvel a sobrepesca, neste periodo os individuos formam grandes
agregacOes populacionais para a reproducdo, onde sdo capturados com relativa
facilidade pelos pescadores (WHAYLEN et al., 2004). No Brasil, o periodo de desova da
garoupa se concentra no verdao (ANDRADE et al., 2003), coincidindo com periodos em
gue o litoral esta mais povoado devido a presenca de turistas, o que acaba causando um
aumento na demanda por peixes de qualidade, seguido por um aumento inadequado

no esforco pesqueiro sobre a espécie. Nos ultimos anos esse problema tem sido
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atenuado pelo estabelecimento do periodo de defeso para a espécie (novembro a
mar¢o, PORTARIA INTERMINISTERIAL N° 41, de 27 de julho de 2018), em que ficam
proibida a pesca e o desembarque de exemplares, justamente pelo entendimento que

a espécie se encontra ameacgada na nossa regido.

Dada a importancia e a vulnerabilidade da espécie, a aquicultura é apontada
como um caminho eficiente na reducdo do déficit entre a demanda e a oferta da espécie
para o consumo, reduzindo ainda a pressao sobre os estoques pesqueiros da espécie, ja

em declinio (FOGLIARINI et al., 2021).

Os protocolos de reproducao e larvicultura da garoupa-verdadeira sdo hda alguns
anos bem sucedidos no pais, sendo constantemente aprimorados (SANCHES; OLIVEIRA;
SERRALHEIRO, 2009; KERBER et al., 2012; SILVA; KUHNEN; SANCHES, 2018; RIMMER;
GLAMUZINA, 2019; VALENTI et al., 2021) e gerando alevinos de boa qualidade para
engordas comerciais. Porém, sdo necessarios mais investimentos e estudos sobre o
manejo, alimentacdo, nutricio e tecnologias de cultivo para a espécie (CAVALLI;
HAMILTON, 2009). Pelo fato de ser uma espécie inserida recentemente na aquicultura
nacional e também mundial, existe pouco conteudo disponivel que explore essas areas
de grande importancia, como o manejo e os aspectos nutricionais exigidos pela espécie.
Os trabalhos existentes apresentam maior enfoque a aceitacdo de dietas naturais como
rejeito de pesca, mexilhdes, além de dietas comerciais genéricas (LOPEZ; CASTELLO-
ORVAY, 2003; SANCHES; AZEVEDO; COSTA, 2007; SANCHES et al., 2014; RAMOS et al.,
2018), frequéncia alimentar (SOUSA et al., 2019; SPANDRI et al., 2020), e principalmente
aos protocolos de reproducao, inducdo hormonal e larvicultura (SPEDICATO et al., 1995;
GLAMUZINA et al.,, 1998a; GLAMUZINA et al.,, 1998b; SANCHES; OLIVEIRA;
SERRALHEIRO, 2009; MARINO et al., 2000; KERBER et al., 2012; GARCIA et al., 2013;
SILVA; KUHNEN; SANCHES, 2018; MELLO et al., 2018; RODRIGUES-FILHO et al., 2020).
Visto a escassez de estudos, é aceitavel e necessdrio tomar como ponto de partida
estudos ja realizados com espécies congéneres asiaticas, as quais possuem estudos,
revisdes e um pacote nutricional mais completo (TUCKER, 2005, LUO et al., 2005a; LUO
et al., 2005b, LIAO; LEANO, 2008; PIERRE et al., 2008; CAI-JUAN; RAMLI; RAHMAN, 2016;
RIMMER; GLAMUZINA, 2019), e que podem servir de guia para formulacdo de dietas

especificas para a garoupa-verdadeira (NRC, 2011).
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Estudos de revisGes para garoupas indicam a necessidade de dietas altamente
protéicas, dado os habitos naturalmente carnivoros da espécie, indicando teores de
proteina proximos a 50% para promover o crescimento maximo do animal (LUO et al.,
2005a), por sua vez, este mesmo estudo indica a aceitabilidade de diferentes fontes de
proteina na formulacdo das dietas, sem prejuizos ao desempenho. Ha estudos que
indicam a possibilidade de diminui¢cdo dos teores de proteina total nas dietas, desde que
mantido os niveis energia disponivel (SHIAU; LAN 1996; SHIAU; LIN, 2001). As garoupas
aceitam lipidios como fonte de energia, mais barata quando comparado as proteinas,
além de serem importantes fornecedores de acidos graxos essenciais aos animais, a
inclusdo de lipidios a niveis que variam entre 9 a 10% nas dietas parece satisfazer as
necessidades e promover o maximo desempenho dos animais (LUO et al., 2005a). A
exigéncia de aminoacidos ndo estd totalmente estabelecida para a grande maioria de
espécies de garoupas, mas a principio sdo considerados 10 os aminodcidos essenciais,
como na maioria das espécies de peixes, a arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina (LUO et al., 2005a; MUHAMMADAR
et al., 2011). Além desses aminodcidos, a taurina vem sendo muito estudada e é
considerada um aminodacido condicionalmente essencial para algumas espécies de
peixes (EI-SAYED, 2014), sendo que a suplementacdo de dietas com esse aminodcido ja
se mostrou positivo para espécies de garoupas (KOVEN et al., 2016; LIN; LU, 2020),

indicando o uso potencial na alimentacao da garoupa-verdadeira E. marginatus.

Na Asia os sistemas de criacdo se dividem em tanques-rede, tanto préximos
como afastados da costa, tanques escavados, além de muitos paises que adotam
preferencialmente a utilizagao de cultivos em sistemas de recirculagao de agua (RAS)
(RIMMER; GLAMUZINA, 2019). Os peixes sao estocados com base em densidades finais
variando de 10 a 20 kg/m3 (KONGKEO et al., 2010), em ciclos que duram de 9 a 23 meses
(KONGKEO et al., 2010; PETERSEN et al., 2013), utilizando dietas como o rejeito de pesca
e racOes comerciais (RIMMER; GLAMUZINA, 2019). Atualmente no Brasil a espécie é
cultivada em pequena escala e com grande aceitacdo de mercado, com principalmente
trés sistemas adotados, tanques redes proximos a costa, RAS de agua salgada e o cultivo
em antigos viveiros de camarodes (salinidade > 25 ppt), com alimentacdo sendo realizada

por meio de dietas comerciais algumas vezes complementada por rejeito de pesca.
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OBJETIVOS DETALHADOS

- Avaliar a aceitacdo de juvenis de garoupa-verdadeira ao cultivo em sistema de

recirculacdo de agua salgada;

- Desenvolver e testar protocolos de alimentagdo para garoupa-verdadeira com
diferentes numeros de refeicGes diarias, avaliando possiveis influéncias no desempenho

zootécnico da espécie a esses protocolos;

- Verificar a aceitagdo de juvenis de garoupa a diferentes densidades de estocagem e
guantificar a aceitacdo e o desempenho a partir de pardmetros zootécnicos de

crescimento;

-Avaliar o desempenho de juvenis de garoupa cultivados em sistema de recirculagao de
agua indoor alimentados com quatro diferentes dietas praticas; dieta baseada em peixe
fresco (utilizado por cultivos no Brasil), um preparado semiumido de peixe fresco e dieta
seca; e duas dietas secas formuladas para peixes marinhos com e sem a adicdo de

taurina em sua composigao;

- Analisar e calcular a composi¢ao de aminodcidos de juvenis de garoupa submetidos a
tratamentos alimentares (peixe fresco e dieta seca) e a partir de duas diferentes

metodologias estimar a exigéncia individual de cada aminoacido para a espécie.

- Comparar os valores de exigéncia de aminoacidos estimados no presente estudo com
valores obtidos em literatura outras espécies de peixes marinhos e também do mesmo

género estudado, Epinephelus sp.

- Avaliar o efeito da suplementacdo de taurina sobre a performance zootécnica de

juvenis de garoupa-verdadeira



97

MATERIAIS E METODOS

Contexto

Foram realizados dois experimentos distintos com juvenis de garoupa-
verdadeira (Epinephelus marginatus) com o intuito de aumentar o conhecimento sob
essa espécie tdo pouco explorada, e que possui grande potencial para ser cultivada
comercialmente no Brasil. O primeiro com duragao de 60 dias foi voltado a aprimorar o
manejo da espécie, nimero de alimentacdes didrias, aceitacdo a tanques de cultivo e
também ao adensamento. Ja o segundo experimento, com duragdo de 100 dias, agregou
um pouco do conhecimento adquirido no primeiro trabalho, e se aprofundou sobre a
nutricdo da espécie, sendo testadas diferentes dietas praticas, abordando aspectos de
desempenho e retencdo de nutrientes, além de estimar a exigéncia de aminoacidos

essenciais na dieta para juvenis da espécie.

Animais experimentais

Foram adquiridos aproximadamente 650 alevinos de garoupa-verdadeira,
Epinephelus marginatus (Figura 2.1, A e B), provenientes de matrizes selvagens
cultivadas em cativeiro, com peso inicial médio de 2,0 g de um reprodutor comercial de
peixes marinhos (Redemar Alevinos, llhabela, SP, Brasil). Os animais foram submetidos
a um jejum de 24 horas para o traslado entre o reprodutor comercial e o laboratério de
pesquisas (cerca de 5 horas de viagem), e estocados em caixa d’agua adaptada para

viagem (transfish), com suporte de aera¢do constante durante todo o trajeto.
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Figura 2.1 - Soltura de alevinos de garoupa (peso médio 2,0 g) em tanque bergario (A); transfish utilizado
no traslado de Ilhabela-Ubatuba, com suporte de oxigenagdo constante (B)

Fonte — Reprodugdo acervo pessoal

Esses cuidados, aliados a robustez da espécie, permitiram que todos os animais
chegassem vivos e sadios ao laboratdrio, onde foram estocados em tanque de lona de
9000 L (bercdrio, Figura 2.2), em sistema de fluxo aberto (100% de troca de agua por
dia), com agua bombeada diretamente da enseada localizada a frente do laboratério
(Enseada do Flamengo, Ubatuba - Brasil), mantidos a temperatura ambiente (média de
25 °C, primavera e verao) e alimentados com ra¢do comercial para peixes marinhos, com
a seguinte composicdo declarada: Umidade (max.) 5,0%, proteina bruta (min.) 55,0%,
gordura (min.) 13,0%, cinzas (max.) 13,5% (INVE Aquaculture Nv, Bélgica). Para
manutencdo da qualidade da agua, o bercario era equipado com sistema de circulagdo
de agua e Venturi (oxigena¢do) promovidos por motobomba (Sodramar 3/4 cv,

Diadema, Brasil).
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Figura 2.2 — Sistema de bergdrio para alevinos de garoupa-verdadeira, em tanque circular e volume util
de 9000 L, sistema em fluxo aberto, com troca de agua de 100% ao dia.
- TR, NG q

e - R G

o

Fonte — Reproducdo acervo pessoal

A alimentacao foi realizada quatro vezes ao dia até atingir saciedade aparente,
de modo a prevenir o canibalismo. Uma dieta de manutencdo (AquaMar, Tabela 2.3),
também utilizada nos experimentos, foi fabricada e gradualmente adicionada a
alimentacdo dos peixes junto a dieta comercial, até que fosse possivel fazer a
substituicao completa.

Durante o periodo que precedeu o primeiro experimento, entre a chegada dos
peixes até atingir um tamanho préximo a 10,0 g (cerca de 2 meses) foram medidos
diariamente parametros de qualidade da 4gua com uma sonda multiparametros (YSI 85,
YSI Inc., Yellow Springs, USA), sendo as médias de salinidade, oxigénio dissolvido e
temperatura para esse periodo 34,5 ppt, 5,75 mg.02/L e 25,7 °C respectivamente. Nesse
periodo ndo foi observado mortalidade entre os animais, a aceitacdo a racdo preparada
no laboratdério ocorreu de forma rapida, mantendo a sanidade e o bem-estar das
garoupas até sua utilizagdo nos experimentos.

Apds a realizagdo do primeiro experimento, as garoupas retornaram a este
tanque de manutencdo (bercario), onde foram alimentadas com racdo comercial para

peixes marinhos (umidade (max.) 5,0%, proteina bruta (min.) 40,0%, gordura (min.)
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15,0%, cinzas (max.) 10,5%) e permaneceram nesse sistema durante 6 meses (valores
médios: temperatura 26,8 °C, salinidade 34,6 ppt, oxigénio dissolvido 5,44 mg.0,/L), até

a estocagem para o segundo experimento.

Sistema experimental de cultivo

Os experimentos de manejo e desempenho foram conduzidos no Laboratério de
Aquicultura (LAM) da Universidade de Sdo Paulo (Instituto Oceanografico), localizado na
Enseada do Flamengo, Ubatuba. Para os dois experimentos realizados com a garoupa-
verdadeira foram utilizados um mesmo sistema recirculante de agua salgada, com a

seguinte configuracdo (Figura 2.3):

Figura 2.3 — Sistema recirculante de agua marinha, adaptado para experimentos de desempenho para
peixes marinhos: sistema composto por 32 tanques réplicas (A), com volume util de 400 L (B).

Fonte — Reprodugdo acervo pessoal

O sistema recirculante foi composto por tanques cilindricos auto limpantes de
0,5 m? (volume util de 0,4 m3), cobertos com tampa de protecdo que permitia a
passagem de iluminacdo e também a alimentacdo. Esse sistema foi abastecido com agua
do mar captada por bombeamento da enseada localizada em frente ao laboratério,

sendo previamente filtrada para uso (CUNO 5 e 25 um, e UV-C para desinfec¢do).
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O sistema possui 32 tanques réplicas, porém, estes ndo foram usados em sua
totalidade por questGes experimentais, sendo que no experimento 1 foi utilizada uma
configuracdo com 24 tanques, e no experimento 2 foi utilizada uma configuracdo com
16 tanques, sendo sempre mantidos o nimero de 4 réplicas por tratamento. Além dos
tanques de cultivo, esse sistema foi composto por duas caixas reservatorio (1 m* cada
uma), sendo uma no mesmo nivel do cultivo (recebia a dgua dos tanques apds passagem
pelo tratamento) e outra acima (retorna a agua para o cultivo por gravidade), a 4gua era
reposta na caixa superior por duas motobombas que funcionavam alternadamente
(Sodramar 3/4 cv, Diadema, SP - Brasil). O tratamento foi composto por duas caixas
d’agua (volume 1000 L), equipadas com filtros do tipo manta de perlon (lavado
diariamente) para remocdo de material particulado, dois skimmers para remocdo de
compostos nitrogenados (sistema alimentado por motobomba individual, Sodramar 1/2
cv, Diadema, Brasil), além de filtros bioldgicos, compostos por midias plasticas de alta
superficie de contato (promocdo de bactérias benéficas). Individualmente os tanques de
cultivo possuiam sistema de entrada de 4dgua recirculada (= 4 L/min) e aeragdo, além de
possuirem decantadores que permitiram a retirada de material particulado (sobra de

racdo/fezes) sem o contato direto com os peixes, evitando o estresse pelo manejo.

Durante os dois experimentos realizados, o sistema de cultivo operou sem
grandes volumes de trocas d’dagua (menos que 5% diario), apenas para reposicao de
agua perdida por evaporacdo e limpeza. Os parametros de qualidade de agua, como
temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido foram monitorados diariamente a partir
de sonda multiparametros (9:00 a.m., YSI 85 meter, Yellow Springs, OH). Variaveis como
amonia total, nitrito, nitrato e pH foram monitorados semanalmente por meio de kit

colorimétrico (Alfakit, Floriandpolis, Brasil).

Desenho experimental: experimento 1 -Frequéncia alimentar e densidade de

estocagem juvenis de garoupa

Os peixes utilizados neste experimento foram transferidos do tanque de
manutencdo e mantidos no sistema de cultivo RAS (descrito anteriormente) durante

uma semana, apos esse periodo, peixes com peso médio de 9,6 g foram pesados
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individualmente e estocados randomicamente entre 24 tanques experimentais (6
tratamentos com 4 réplicas cada), para o inicio do experimento.

Neste primeiro experimento foram testados seis diferentes tratamentos,
combinando duas diferentes densidades de estocagem, e trés diferentes frequéncias
alimentares (Tabela 2.1). As densidades foram divididas entre alta e baixa densidade,
sendo denominada alta densidade (AD) os tratamentos com 38 peixes por tanque (95
ind/m?3) e baixa densidade os tratamentos (BD) com 16 peixes por tanque (40 ind/m?3).
Para o regime alimentar foram escolhidos trés diferentes manejos, sendo eles: uma
alimentacdo diaria até saciedade aparente (1x), sempre realizada no periodo da manha
(08:00 a.m.), regime de duas alimentagdes didrias (2x), a primeira pela manha (08:00
a.m.) e a segunda pela tarde (14:00 p.m.), também realizada até atingir saciedade
aparente, e o terceiro regime alimentar fornecido de modo continuo (24h) por meio de
alimentadores automadticos (aproximadamente 22h/dia, Baby belt feeder, Pentair,
Brooksfield, USA), sempre abastecidos pela manh3, tendo seu controle de fornecimento
a partir de ajustes diarios a partir da observacdo de sobras/auséncia de racdo nos

tanques.

Tabela 2.1 - Design experimental, densidade de estocagem inicial, biomassa inicial e frequéncia alimentar
para experimento realizado com juvenis de Epinephelus marginatus.

Densidade de estocagem inicial Regime alimentar
Numero total de Densidade de Biomassa de
peixes estocados por estocagem inicial estocagem inicial
tanque (ind/m3) (kg/m?3) Ndmero de refei¢cdes
AD-1x 38 95 0,91 Uma ao dia
BD-1x 16 40 0,38 Uma ao dia
AD-2x 38 95 0,92 Duas ao dia
BD-2x 16 40 0,38 Duas ao dia
AD-24x 38 95 0,93 Continua 24h
BD -24x 16 40 0,40 Continua 24h

AD - alta densidade
BD — Baixa densidade

A racdo fornecida foi sempre pesada antes e apds a alimentacdo, sendo esta
realizada sempre por um mesmo tratador, sete dias por semana. Os tanques foram
sempre alimentados randomicamente para evitar possiveis vicios do tratador, sendo
feita uma primeira alimentacdo por tanque, seguido por uma segunda rodada para
confirmar a saciedade aparente. A dieta utilizada neste experimento foi comum a todos
os tratamentos, sendo uma dieta seca de alta proteina, baseada em farinha de peixe

(AquaMar, Tabela 2.3), fabricada no préprio laboratdrio de pesquisa, com péletes de
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4mm. O teste teve duracdo de 60 dias de alimentacdo, ao fim desse periodo todos os
animais foram pesados individualmente para cédlculos de desempenho. Parametros de
qualidade da dgua como temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido foram
monitorados duas vezes ao dia (09:00 a.m. e 16:00 p.m.; sonda multiparametros YSI 85
meter) e semanalmente foram monitorados os valores de amonia total, nitrito e pH

(Testes colorimétricos, Alfakit, Florianopolis, Brasil).

Desenho experimental: experimento 2 - Dietas praticas

Foram distribuidos randomicamente 15 peixes (143,7 +- 22,7 g, peso inicial)
entre 16 tanques experimentais, totalizando 4 réplicas por dieta testada. A densidade
inicial correspondeu a 5,4 kg/m?3. Os peixes foram pesados individualmente ao inicio e
ao final do experimento (100 dias). Pesagens intermedidrias foram descartadas devido
a particularidades da espécie (estresse, demora a retornar a alimentagdo normal apds
manuseio). Para a andlise de composicdo corporal foram retirados animais de mesmo
lote ao inicio do experimento, e de cada tanque ao final (4 peixes por tanque),
eutanasiados em solugdo de d6leo de cravo diluido em agua (0,5 ml/L) e mantidos em

freezer até a realizacdo das andlises.

Para a escolha dos ingredientes e das dietas utilizadas, foi adotado o critério de
gue os mesmos devessem estar disponiveis no mercado, e serem comumente utilizados
na fabricacdo de dietas e alimentacdo de peixes no Brasil. Os ingredientes escolhidos
incluem produtos de origem animal e vegetal, sendo eles: farinha de peixe, farinha de
visceras de frango, farinha de lula, farinha de sangue, éleo de peixe, hidrolisado de peixe,
farinha de trigo, gluten de trigo, lecitina de soja, além de preparado mineral e vitaminico
préprio para peixes marinhos. Para a preparacdo das dietas, os ingredientes secos foram
previamente moidos para tamanho menor do que 550 um, com um moinho de martelos
(MCS 450 Moinhos Vieira, Tatui, Brasil). A composicdo centesimal dos ingredientes

utilizados é apresentado na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Composicdo centesimal e de aminodcidos dos principais ingredientes utilizados na fabricacao
de dietas experimentais para garoupa-verdadeira Epinephelus marginatus (%, matéria tmida).

Farinha Farinha de Farinha Farinha de Oleo de Gluten Farinha Hidrolisado

de peixe? visceras® delula® sangue® peixe>  detrigo® detrigo® de peixe®
Composigdo centesimal
analisada
Umidade 7,25 5,02 5,02 7,92 0,17 7,43 13,05 -
Proteina bruta 51,2 43,9 84,4 88,7 0,10 76,3 12,6 65,6
Gordura 12,5 17,3 3,21 0,9 99,0 0,94 1,40 -
Matéria mineral 31,3 31,3 3,17 1,78 0,70 1,19 0,78 6,07

Aminodcidos essenciais
Calculado de valores de
referéncia’

Arginina 2,97 3,81 6,38 2,35 - 3,59 0,92 3,12
Histidina 1,51 0,75 2,26 5,01 - 1,89 0,42 2,15
Isoleucina 2,12 1,66 4,39 0,80 - 3,50 0,55 2,09
Leucina 3,29 3,08 7,63 10,3 - 5,95 0,99 3,03
Lisina 3,66 2,45 6,61 7,11 - 4,63 0,62 3,59
Metionina 1,27 1,00 0,97 1,00 - 1,51 0,20 1,20
Treonina 2,00 1,76 3,77 3,80 - 1,51 0,50 1,38
Triptofano 0,49 - 0,94 1,00 - 0,99 0,27 0,60
Valina 2,40 2,27 4,36 5,21 - 3,78 0,74 2,15
Taurina*’ 0,39 0,07 0,39 0,10 - 0,00 0,00 0,64

(-) Ndo analisado.

*Classificado como aminodcido condicionalmente essencial no presente trabalho.

valores calculados a partir da literatura (NRC, 2011; RAGGI, 2016) e corrigidos para os teores de
proteina analisados.

2Farinha de residuos de processamento de pescado, Nicoluzzi industria de racdes Ltda, Penha, SC, Brasil.
3SFornecido por Guabi Nutri¢do animal, Campinas, SP, Brasil.

4Fornecido por Polinutri Alimentos S.A., Osasco, SP, Brasil.

5100% 6leo de peixe (maioria anchovas, sardinhas, salmao e atum), Omegasur S.A., Mar del Plata,
Argentina.

®Aquativ, Diana, Even, Franca.

’Sweetmix, Sorocaba, SP, Brasil.

Foram testadas 4 dietas praticas (Tabela 2.3) AquaMar (AQ) — dieta de referéncia
peletizada a frio, AguaMar-T (AQ-T) — mesma composicdo e fabricacdo da dieta AQ, sem
a inclusdo de taurina, Semiumido (SM) — composta por AQ + peixe fresco (60:40, v:v,
respectivamente) e peixe fresco (PF) — composto por cavalinha sem cabeca e visceras,

Scomber japonicus, obtido junto a pescadores locais.
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Tabela 2.3 - Formulagdo e composi¢do centesimal (%, matéria Umida) das dietas experimentais utilizadas
na alimentagdo de juvenis de garoupa-verdadeira. Dados de composi¢do centesimal expressados em
média (DP), n=3.

AquaMar?! AquaMar-T? Semiumido 23 Peixe .

. fresco
Ingrediente % (AQ) (AQ-T) (sU) (PF)
Farinha de peixe® 50,0 50,0 30,0 -

Farinha de visceras® 10,0 10,0 6,00 -

Farinha de lula’ 10,0 10,0 6,00 -

Farinha de sangue® 3,00 3,00 1,80 -

Farinha de trigo® 10,5 11,0 6,30 -

Gluten de trigo® 5,00 5,00 3,00 -

Oleo de peixe® 5,00 5,00 3,00 -
Hidrolisado de peixe® 4,00 4,00 2,40 -

Lecitina de soja® 1,00 1,00 0,60 -

S.r;?.xn ir:c')'lfra' € 1,00 1,00 0,60 -

Taurina®! 0,50 - 0,30 -

Peixe fresco? - - 40,0 100,0
Composigdo centesimal

Umidade 5,72 (0,23) 5,41 (0,18) 36,3 (0,28) 72,5(0,19)
Proteina bruta 51,1(0,69) 50,7 (0,92) 35,9 (0,62) 20,0 (0,17)
Gordura bruta 12,7(1,15) 12,9 (1,04) 10,8 (0,38) 4,11 (0,21)
Matéria mineral 20,3 (0,87) 19,9 (0,74) 11,5 (0,06) 1,72 (0,05)
Fibra bruta + NFE” 10,2 11,1 5,50 1,67

(-) ndo analisado

*Fibra bruta + extrato livre de nitrogénio, calculado pela diferenga: 100 — (umidade + proteina bruta +
matéria mineral + gordura bruta).

*Classificado como aminodcido condicionalmente essencial

!Dieta experimental fabricada no laboratério

2Dieta experimental fabricada no laboratério, sem adi¢do de taurina

3 Dieta semiumida; peixe fresco (predominantemente cavalinha, Scomber japonicus): dieta AquaMar
(40:60 m/m).

4 Peixe fresco picado, cavalinha (Scomber japonicus)

5Farinha de residuo de processamento de peixe Nicoluzzi industria de ra¢des Ltda, Penha, SC, Brasil.
5Fornecido por Guabi Nutricio animal, Campinas, SP, Brazil.

"Fornecido por Polinutri Alimentos S.A., Osasco, SP, Brazil.

$100% 6leo peixe (predominantemente anchova, sardinhas, salm3o e atum), Omegasur S.A., Mar del
Plata, Argentina.

®Aquativ, Diana, Even, France.

AquaMar USP, fornecido por DSM, S3o Paulo, SP, Brasil. Fornecido(mg/kg dieta pronta): dcido ascérbico
, 250.0; DL-pantotenato de calcio 125.0; cloreto de colina, 750.0; Inositol, 400.0; acido fdlico 6.0; biotina,
0.6; niacina, 100; vitamina A (6,000.0 Ul/kg); vitamina D3 (2,000.0 Ul/kg), ; vitamina E, 350.0; vitamina K3,
5.0; vitamina B1, 35.0; vitamina B2, 25.0; vitamina B6, 35.0; vitamina B12, 0.1; Se, 0.5; Cr, 0.5; Fe, 100.0;
Cu, 10.0; Zi, 150.0; Mg, 25.0; I, 3.0; Co, 0.5.

1Sweetmix, Sorocaba, SP, Brasil.

Preparacao das dietas experimentais
Os ingredientes foram pesados individualmente para a fabricacdo, sendo os

ingredientes de maior inclusao (>5%) pesados em balanca de bancada e os ingredientes
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de menor inclusdo (<5%) em balanga semianalitica, estes foram misturados
primeiramente, com uma pequena por¢ao de farinha de trigo e adicionados a uma
batedeira planetdria industrial (Modelo ES-600, Hobart, OH, EUA, Figura 2.4), onde
foram misturados com os demais ingredientes secos por 10 minutos. Apds, essa mistura,
os ingredientes liquidos, incluindo agua destilada quente (aproximadamente 20% do
peso total da dieta) foram adicionados e misturados por mais 10 minutos. Essa mistura
foi entdo prensada a frio (45 °C) produzindo péletes de 10 mm (10 mm de diametro e
10 mm de largura, afundamento lento), que foram secos em secadora de ar for¢ado

durante uma noite (35 °C a 45 °C, durante 18h).

Figura 2.4 — Processo de preparagdo das dietas secas: ingredientes previamente homogeneizados em
batedeira industrial (A); peletizados a frio em péletes de 10 mm de didmetro (B); seguido por processo de

secagem em camara adaptada durante 18h.
L .4 ] A

Fonte — Reprodugdo acervo pessoal

Apds atingir a temperatura ambiente os péletes foram armazenados em sacos
plasticos vedados e mantidos em freezer (-15 °C) até a sua utilizacdo. A dieta semiumida
for preparada a partir da mistura da dieta AQ, adicionado de peixe fresco moido na
proporcdo de 60% e 40% de peso Umido, respectivamente, e posteriormente prensada

a frio no tamanho de 10 mm, os péletes umidos foram estocados em freezer (-15 °C), e
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retirados no dia de uso para descongelamento. De mesmo modo, a dieta PF foi mantida
em freezer e sempre retirada anteriormente ao seu uso na alimentacao, sua preparagao
foi feita retirando cabeca, visceras e nadadeiras de peixe fresco (cavalinha) e cortado
manualmente em pequenos pedagos (10 mm) para o uso. A composi¢cdo de aminoacidos

para as dietas AQ e PF sdo apresentados na Tabela 2.4.

Tabela 2.4: Composicdo de aminoacidos (%, dieta seca) das dietas experimentais para juvenis de garoupa-
verdadeira, Epinephelus marginatus.

AquaMar Peixe fesco

(AQ) (PF)
Aminodcidos essenciais
Arginina 2,92 4,28
Histidina 1,04 3,11
Isoleucina 1,41 3,19
Leucina 3,68 5,32
Lisina 2,73 5,84
Metionina 1,13 2,12
Fenilalanina 1,70 2,74
Treonina 1,79 3,33
Triptofano* 0,28 0,49
Valina 1,89 3,62
Taurina* 1,04 0,57
Aminodcidos ndo essenciais
Cistina 0,85 1,56
Tirosina 1,23 2,37
Serina 1,89 2,80
Glicina 4,62 3,89
Acido aspértico 3,02 7,07
Acido glutamico 6,32 9,50
Prolina 3,21 2,64
Alanina 3,11 4,32
Soma dos aminodacidos 43,4 68,7

* Considerado como condicionalmente essencial no presente estudo.

A alimentacao foi realizada uma vez ao dia, sete dias na semana, no periodo da
manha (08:00), sempre por um mesmo tratador, sendo assim definida a partir da
observacdo dos animais durante o periodo de aclimatacdo (1 semana) e considerando

os resultados do primeiro teste realizado. A sequéncia de alimentacdo entre os tanques
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foi sempre realizada de forma aleatdria, sendo feito duas rodadas, de modo a confirmar
a saciedade aparente dos peixes.
Parametros de qualidade da agua como temperatura, salinidade e oxigénio

dissolvido foram monitorados duas vezes ao dia (09:00 a.m. e 16:00 p.m.)

Calculos de desempenho

Ao inicio de cada um dos experimentos os peixes foram submetidos a um banho
de dgua doce de 5 minutos (ROUMBENDAKIS et al., 2013), como profilaxia e retirada de
possiveis parasitas. Os animais foram pesados individualmente ao inicio e ao final do
experimento em balanca semianalitica digital (Sartorius CPA 22025, Goettingen -
Alemanha), pesagens intermediarias ndo foram realizadas devido a particularidades da
espécie (estresse, demora a retornar a alimentac¢do apds manejo). O consumo de ragao
foi medido diariamente para utilizacdo em cdlculos do fator de conversdo alimentar,

custo de producao e tracgar o perfil alimentar didrio da espécie.

O desempenho alimentar e de crescimento de juvenis de garoupas foram

calculadas utilizando as seguintes equagdes.

Ganho de peso (%) = (peso final — peso inicial) /peso inicial * 100.

TCE (% dia™!) = (In peso final — In peso inicial) /dias *100

Producdo (kg/m3) = peso final total por tanque *1000/volume do tanque

Fator de conversdo alimentar (FCA)= Consumo total de ragdo/ (peso final total-peso

inicial total).

O FCA é uma medida de produtividade animal, calculado pela razdo entre o
volume consumido de alimento e a biomassa produzida, quanto menor for o valor dessa

razdo, maior é a eficiéncia alimentar.
Sobrevivéncia (%) = 100* (nimero de peixes final /nimero de peixes inicial)
Gasto com ragdo por kg produzido (RS/kg) = Preco da dieta*FCA,

Onde os precos das dietas fabricadas foram calculados baseados nos valores

médios praticados pela industria e com base nos ingredientes utilizados, (precos de 6,81
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e 6,02 RS/kg para as dietas AQ e AQ-T respectivamente), preco do peixe fresco utilizados
foi baseado em valores do mercado de peixe local (2,67 RS/kg), e o custo do SU (5,13
RS/kg) foi calculado pelos valores anteriores na propor¢do da mistura de preparacdo da

dieta.

Composigcao centesimal de aminodacidos em juvenis de garoupa-verdadeira, calculos

de retengdo de nutrientes

A partir dos valores de composi¢cdo corporal obtidos ao inicio e ao final do
experimento de dietas praticas foram calculados o percentual de retencdo de nutrientes
(ERN, todos tratamentos) e aminoacidos (AQ e PF) de acordo com os calculos descritos

a seguir (adaptado STOREBAKKEN; SHEARER; ROEM, 1998):
ERN (%) = 100*[(Pf*Nf) — (Pi-Ni) /(Cdieta*Ndieta)

Onde Pf corresponde ao peso final dos peixes, Pi ao peso inicial, Nf ao contetdo
final do nutriente na carcaga, Ni ao conteudo inicial na carcaga, Cdieta ao consumo de
racao durante o periodo de experimento e Ndieta ao teor do nutriente presente na

dieta.

Estimativa da exigéncia de aminodcidos essenciais

Foram utilizadas duas diferentes metodologias para estimar a exigéncia de
aminodcidos essenciais (AAE) de juvenis de garoupa-verdadeira. Essas duas
metodologias baseiam-se na composicdo corporal dos animais, alimentados por dietas
de alto rendimento. No caso, foram escolhidas as dietas AQ e PF, para fins de
comparacao.

Método 1: Foi tracado o perfil de aminoacidos do corpo de juvenis de garoupa e
utilizado para o célculo da razdo A/E, que consiste em: A/E = [(AAEind/AAEtotal) ¥*1000],
sugerido por ARAI (1981), onde AAEind é o teor de cada aminoacido essencial na carcaca
do animal em peso seco, e AAEtotal corresponde ao teor total de aminoacidos na
carcaca animal, também em peso seco. A exigéncia de aminoacidos é entdo calculada a
partir de um valor pretérito ja conhecido para a espécie/familia (exigéncia de lisina ou

metionina). Para o calculo de exigéncia foi utilizado o valor definido de 2,8% de lisina em
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dietas secas para garoupa (Epinephelus spp., NRC 2011), segundo a férmula sugerida por
KAUSHIK (1998), utilizando as razdes A/E calculadas anteriormente:

AAEexigéncia=

[(Exigéncia de lisina * A/E de cada aminodcido essencial) / (A/E calculado para lisina)]

Método 2: O segundo método utilizado para o cdlculo da exigéncia de
aminodacidos também esta relacionado ao teor corporal do animal, e é calculado a partir
da seguinte equacdo:

AAEexigéncia = [(%PBdieta * Q * Z) /10000]

Onde %PBdieta corresponde ao valor de proteina bruta (PB) da dieta, Q
corresponde ao somatorio dos aminoacidos essenciais mais cistina e tirosina (valor em
%), perfazendo o valor de 35% da PB exigida pela espécie, e Z corresponde porcentagem
de cada aminoacido essencial em relacdo ao somatdrio dos demais aminodcidos

essenciais, incluindo cistina e tirosina (TACON, 1989)

Analises quimicas

Amostras de ingredientes, dietas preparadas e carcaca utilizadas para andlises
foram coletadas e sempre estocadas em freezer (-15 °C). Para a realizacdo de analise
todas as amostras passaram por processo de preparagao, que envolveu a moagem para
homogeneizacao, seguido de secagem em estufa (103 °C) até atingir peso constante, a
partir desse tratamento foram tomados os valores do teor de umidade das amostras.
Apds essa secagem uma nova moagem foi realizada, e por fim as amostras foram

acondicionadas em embalagens herméticas no freezer, até o seu uso.

As analises de composicdo centesimal de ingredientes, dietas e peixes foram
realizados no préprio Laboratdrio de Aquicultura (LAM), sendo quantificados por
metodologias padroes, descritas em AOAC (2005). A analise da matéria mineral foi
realizada pelo método gravimétrico, diferenca do peso antes e apds a queima em mufla
(600 °C por 4 horas), sendo as amostras retiradas do forno e resfriados a temperatura
ambiente em dessecador para a apuracao do teor mineral. O teor de proteina bruta foi
obtido a partir da analise do nitrogénio total nas amostras, de acordo com o método
Kjeldahl, utilizando digestao acida (H2SO4) em bloco digestor (Kjeltec 8200, Foss, DK) a

420 °C e catalisado pela inclusdo de sulfato de cobre no processo, seguido pela
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destilacio em equipamento especifico (kjeltec 8200, Foss) com 4gua destilada,
hidréxido de sodio (40% p:v), acido bérico (30%), e a presenca de indicadores (verde de
bromecrasol e vermelho de metila). Apds a recuperacdo do nitrogénio no processo de
destilagcdo, o volume obtido foi titulado com acido cloridrico padronizado (0,1 N) até
atingir o “ponto de viragem”. Para chegar ao valor de proteina bruta das amostras, o
valor obtido de nitrogénio na amostra foi multiplicado pelo fator empirico de 6,25
(AOAC- 0976.05). O teor de gordura foi obtido a partir da extracdo de lipideos em
equipamento especifico (ST255, Soxtec, FOSS), utilizando como solvente o éter de
petrdleo a temperatura de 235 °C, e medido a partir do peso recuperado de gordura das

amostras.

O conteudo de aminodcidos nas dietas e peixes (tratamentos AQ e PF) foi
analisado por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em laboratério
comercial (CBO Analises Laboratoriais, Campinas, SP, Brasil), com derivatizacdo em pré-
coluna de fenilsotiocianato (WHITE; HART; FRY, 1986; HAGEN; FROST; AUGUSTIN, 1989).
A analise do triptofano ocorreu de forma separada, apds preparo com hidrélise alcalina

utilizando éxido de litio (LUCAS; SOTELO, 1980).

Calculos estatisticos

Nos dois experimentos foram utilizados o delineamento inteiramente
casualizado. Cada tanque foi considerado como uma unidade experimental, e o valor
médio das quadruplicatas para cada tratamento foi utilizado para as andlises
estatisticas. Todos os resultados obtidos foram submetidos a testes de normalidade de
Shapiro-Wilk e para homogeneidade das variancias foi utilizado o teste de Levene.
Satisfeitas as premissas, os dados foram submetidos a analise de estatistica paramétrica.
Para as analises de variancia foram utilizados teste ANOVA de um fator, e dois fatores,
conforme a adequacdo aos dados. Observadas diferencas entre as médias, os dados
foram submetidos a analise pds-hoc de Tukey, utilizando IBM SPSS Statistics for
Windows, versdao 20.0 (IBM Corp., Armonk, NT). As diferencas foram consideradas

significativas quando P<0,05 (ZAR, 1984).
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RESULTADOS

Experimento 1 — Frequéncia alimentar e densidade de estocagem

O primeiro experimento com durag¢do de 60 dias foi realizado durante o outono,
sem controle externo da temperatura d’dgua, estando sujeito ao clima local. As
flutuacdes diarias desse parametro, bem como da salinidade e do oxigénio dissolvido
sdao apresentados na Figura 2.5. A temperatura ndo apresentou grandes flutuagdes
durante o periodo, com um valor médio de 22,0 °C, de mesmo modo, a salinidade se
manteve estavel (média de 34,6 ppt), sendo sempre que necessario (>35 ppt) corrigida
por adicdes de agua doce. Os valores de oxigénio dissolvido se mantiveram sempre em
niveis de seguranca para a espécie, com média de 6,2 mg/L e concentragdo sempre
acima de 5,50 mg/L. Os valores médios de amonia total e nitrito estiveram sempre em
valores considerados ideais, sendo 0,15 mg/L e 0,5 mg/L respectivamente. Para o pH os

valores variaram de 7,5 a 8,0, sendo o valor médio de 7,64 para o periodo.

Figura 2.5 — Variacdo de temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido medidos durante 60 dias de
periodo experimental com juvenis de garoupa-verdadeira em sistema recirculante de dgua salgada.
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Fonte — Grafico produzido a partir de dados obtidos no presente estudo.
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O desempenho de crescimento e da eficiéncia na utilizagdo da alimentacdo sdo
apresentados na Tabela 2.5. Em geral, ndao foram encontradas diferencas significativas
quando comparados os parametros de crescimento entre os tratamentos, com uma
sugestdao de melhor desempenho para os animais alimentado mais vezes ao dia. Por
outro lado, os valores de consumo de ragdo e FCA apresentaram diferencas significativas
(p<0,05), sendo maior para os tratamentos de baixa densidade com alimentag¢ao 2x ao
dia (BD2x), ou continua (BD24h), quando comparado aos tratamentos de alta densidade.
Como era esperado, o consumo total de ragcdo foi maior para os tratamentos de alta
densidade quando comparado a baixa densidade, principalmente devido a diferenca de
biomassa entre os tratamentos. De mesmo modo, a produc¢ao final foi maior para os
tratamentos de alta densidade, gracas ao crescimento maior, somado ao maior nimero

de peixes por tanques e praticamente nao ter ocorrido mortalidade.

O custo parcial de produgao, calculado pelo gasto com alimento, seguiu 0o mesmo
desempenho do FCA sendo no geral melhor para os tratamentos de alta densidade,
sendo que apenas o tratamento de baixa densidade e 1 alimentacdao (BD1x) se

equiparou a estes.
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Tabela 2.5 — Desempenho de crescimento e alimentar de juvenis de garoupa-verdadeira, Epinephelus
marginatus, estocados em duas diferentes densidades (Alta densidade: 95 ind/m? Baixa densidade: 40
ind/m3) e trés diferentes regimes alimentares (uma vez ao dia, 1x/dia; Duas vezes ao dia, 2x/dia; continuo,
24h) apos 60 dias de periodo experimental, utilizando dieta seca AquaMar.

Baixa densidade (40 ind/m?3) Alta densidade (95 ind/m3)

Frequéncia alimentar Frequéncia alimentar

1x/dia 2x/dia 24h 1x/dia 2x/dia 24h
Peso inicial 9,45 (1,60) 9,51 (1,24) 9,90 (1,25) 9,57 (0,90) 9,71 (0,94) 9,75 (0,33)
Peso final 18,2 (2,70) 18,8 (1,65) 21,4 (2,06) 20,5 (1,12) 21,2 (1,78) 22,2 (1,69)
Ganho de peso! (%) 94,5 (18,9) 100,1 (28,0) 117,6 (12,8) 115,4 (13,5) 119,0 (4,8) 127,9 (11,2)
TCE2 1,10 (0,16) 1,14 (0,23) 1,29 (0,10) 1,27 (0,10) 1,30 (0,03) 1,37 (0,08)
Consumo total 208,72(26,0)  267,5Y(22,2) 310,00(12,9) 434,5¢(29,0) 497,94(33,8) 518,24(12,5)
Sobrevivéncia 100 (0,00) 100 (0,00) 100,00 99,3 (0,66) 100 (0,00) 99,3 (0,66)
Produgdo(kg/m3)® 730,42 (108,0) 752,82 (66,1) 858,17 (82,7) 1938,60(113,5) 2018,8°(170,0) 2101,2°(182,7)
FCA? 1,502 (0,20) 1,852(0,46) 1,692(0,19) 1,05 (0,02) 1,135(0,06) 1,135(0,19)
Custo da ragao por
kg de peixe
produzido® 10,2 (1,40)  12,6°(3,17) 11,52 (1,29) 7,19% (0,10) 7,73b(0,43) 7,68(1,31)

Valores em média (DP) para 4 réplicas por tratamento. Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca
significativa (p < 0.05).

LGanho de peso (%) = (peso final — peso inicial) /peso inicial*100

2TCE — Taxa de crescimento especifico (% dia™) = (In peso final — In peso inicial) /dias * 100.

3 Producdo (kg/m? = (peso total por tanque) *1000/volume do tanque

4FCA: fator de conversdo alimentar = alimento total consumido (g) / [biomassa final (g) — biomassa inicial

(8)].

SCusto de rac3o por kg de peixe produzido(RS/kg) = preco da dieta * FCA, precos foram considerados
como se segue: AQ e AQ-T foram calculados a partir dos precos médios da industria (R$/kg 6,81 e 6,02
para AQ e AQ-T respectivamente), preco do peixe fresco utilizado baseado nos valores de mercado de
peixe local (2,67 R$/kg), e o custo do semitimido (RS 5,13/ kg) foi calculado pelos valores anteriores na
propor¢do da mistura de preparagao da dieta.

Foi realizada a andlise da variancia com duas vias, utilizando como variaveis
independentes a densidade de estocagem e a frequéncia alimentar, e esta apontou
diferencas significativas ocasionadas por essas duas varidveis. A densidade alta de
estocagem teve influéncia positiva sobre o peso final (P=0,029), ganho de peso (P
=0,024), FCA (P<0,001), producdo (P<0,001), consumo (P<0,001) e custo (P<0,001).
Enquanto que a varidvel de frequéncia alimentar afetou apenas o consumo total
(P<0,001), sendo diferente entre as trés frequéncias. Nao foi encontrado em nenhum
dos parametros analisados a interacdo entre densidade de estocagem e frequéncia

alimentar (P>0,05).
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Esses resultados deixam claro que nessas condi¢cdes de criagdo, juvenis de
garoupa foram afetados positivamente pela densidade de estocagem mais alta,
enquanto a frequéncia alimentar teve pouca ou nenhuma influéncia sobre o
desempenho final. E possivel destacar ainda alta sobrevivéncia dos animais em todos os
tratamentos, ndao sendo registrada mortalidade significativa nem a ocorréncia de

canibalismo.

Experimento 2 — Dietas praticas

O experimento com dietas praticas com juvenis de garoupas teve duracao de 100
dias, e foi realizado durante o periodo de verdo e outono (fevereiro a maio), com a
utilizacdo de aquecimento no sistema, com isso a temperatura média foi de 28,3 (+-
1,48) °C, com uma amplitude de pouco mais de 2 °C durante o periodo experimental.
Assim como a temperatura, a salinidade teve pouca variacdo durante o periodo
experimental, com valor médio de 34,4 (0,8) ppt, e uma amplitude de pouco mais de 1,5
ppt, sendo esta corrigia pela adicdo de agua doce (Figura 2.6). O oxigénio dissolvido se
manteve sempre em valores ideais para o cultivo, gracas ao suporte de aeracdo nos
tanques, com valor médio de 6,17 (0,43) mg/L, com valor minimo de 5,40 mg/L no
periodo estudado. A concentracdo de compostos nitrogenados foi monitorada
semanalmente, com valores médios de 0,13 (0,07) e 0,54 (0,21) mg/L para a amdnia e o
nitrato, respectivamente. A variacdo de pH esteve entre 7,5 e 8,0 durante todo o periodo

estudado, sendo o valor médio obtido de 7,88 (0,16).
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Figura 2.6 — Variacdo de temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido medidos diariamente, durante
100 dias de periodo experimental com juvenis de garoupa-verdadeira em sistema recirculante de dgua

salgada.
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Fonte — Grafico produzido a partir de dados obtidos no presente estudo.

O padrao de alimentacdo diario foi monitorado durante todo o experimento,
variando consideravelmente durante o periodo (Figura 2.7, A-D). Em todos os
tratamentos é possivel observar que o consumo individual de dieta alternou
sucessivamente entre periodos de alto e reduzido consumo, sendo que em nenhum dos
tratamentos é notado o consumo de alimento estdvel durante o periodo. Em geral,
foram observados dias com maior consumo, seguido por periodos de 2 a 3 dias de
consumo reduzido. Entre os tratamentos, é possivel observar que a dieta SU foi a que
apresentou relativamente mais dias de consumo reduzido em comparagao as outras
dietas. A flutuacdo no consumo de alimento, denotada pelos intervalos de reducdo de
ingestdao das dietas testes, observado em todos os tratamentos sugerem um
comportamento alimentar descontinuo para juvenis de garoupa, submetidos as

presentes condi¢cdes experimentais.

Ainda a partir da Figura 2.7 de consumo individual diario, é possivel aferir que
ndo houve um incremento consideravel entre o inicio e o final de 100 dias de
experimento, apesar do crescimento dos animais, e a biomassa final nos tanques ter

praticamente dobrado ou chegado préoximo a isso em todos os tratamentos.
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Figura 2.7 - Consumo individual de alimento de garoupa-verdadeira, Epinephelus marginatus,
alimentado com as dietas AquaMar (A), AquaMar-T (B), Semitimido (C) e peixe fresco (D), durante 100
dias em sistema de recirculagdo de agua salgada.
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Fonte — Graficos produzidos a partir de dados obtidos no presente estudo.

O desempenho da garoupa alimentada com as diferentes dietas experimentais
durante o periodo experimental de 100 dias é apresentado na Tabela 2.6. A
sobrevivéncia ndo foi afetada pelos tratamentos, sendo de 100% para todos,
demonstrando novamente a aceitacdo ao cultivo no tipo de sistema utilizado, bem como
aos diferentes tipos de dietas propostas. Por outro lado, o peso final e o ganho de peso
foram significativamente afetados pelo tratamento dietético (P<0,05). O peso corporal
final dos peixes, ganho de peso e taxa de crescimento especifico (TCE) foram maiores
para os peixes alimentados com as dietas AquaMar (AQ) e o preparado semiumido (SU),
enquanto os peixes alimentados com a dieta ndo suplementada de taurina (AQ-T),
apresentaram menor crescimento, ganho de peso e TCE em comparagdo as dietas AQ e
SU (P<0,05). O consumo de alimento, como era de se esperar foi maior para as dietas de
alta umidade, SU e peixe fresco (PF) (teor de umidade de 36,3 e 72,5% respectivamente),
guando comparado as dietas secas, porém, utilizando o peso seco para o célculo de
consumo, os peixes alimentados com PF tiveram o menor consumo de dieta no geral,

sendo que a dieta SU se manteve acima das dietas secas (AQ e AQ-T).
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Os valores de FCA considerando o peso umido das dietas, foi menor para o
tratamento AQ quando comparado aos tratamentos SU e PF, sem diferenca significativa
guando comparado ao tratamento AQ-T. Ao se considerar o peso seco para o calculo, a
dieta PF foi a que apresentou o menor FCA dentre os tratamentos. O calculo do custo
de racado por quilo produzido de peixe demonstrou que a dieta AQ é a mais vantajosa
entre os tratamentos, com valor de RS 9,96 de gasto por quilo produzido, valor proximo
ao se utilizar a dieta PF, estando bem abaixo dos valores previstos com a utilizagdo das
dietas AQ-T e SU, com valores de RS 12,73 e 13,83 por quilograma de peixe

respectivamente.

Tabela 2.6 - Crescimento e desempenho alimentar de juvenis de garoupa-verdadeira, Epinephelus
marginatus, alimentados com diferentes dietas; duas dietas secas (AQ e AQ-T); semiumido e peixe
fresco, apds o periodo de 100 dias de experimento em sistema de recirculagdo de dgua salgada.

AquaMar AquaMar -T Semiumido Peixe fresco
(AQ) (AQ-T) (Su) (PF)
Peso inicial (g) 143,2 (1,14) 142,9 (1,38) 144,8 (3,30) 143,9 (2,37)

Peso final (g)

313,5%(16,5)

242,6(22,8)

322,0°(50,4)

274,00 (18,5)

Ganho de peso? (%) 118,9%(12,0)  69,7°(15,5) 121,9°(30,9) 90,5% (15,7)
TCE? (%/dia) 0,78%(0,05) 0,52°(0,08) 0,79°(0,14) 0,64% (0,08)
Consumo total (kg dieta umida/m?3) 9,25%(0,39) 7,73%(0,48) 17,1°(1,88) 19,0°(1,55)
Consumo total (kg dieta seca/m?3) 8,74°(0,37) 7,30%(0,45) 10,7° (1,19) 5,14¢(0,42)
Consumo diario individual (g, dieta umida) 2,46°(0,11) 2,052 (0,13) 4,55 (0,50) 5,07° (0,41)
Sobrevivéncia (%) 100,0 100,0 100,0 100,0
Produgio? (kg/m3) 11,72(0,62) 9,10°(0,86) 12,1%(1,90) 10,320 (0,70)
FCAwu* 1,46%(0,21) 2,12?°(0,32) 2,69°(0,65) 3,94¢(0,39)
FCAwms® 1,372 (0,20) 2,00° (0,30) 1,69°¢(0,41) 1,06? (0,10)
Preco/kg de producdo® (RS$/kg) 9,96 (0,28) 12,73 (0,37) 13,83 (0,64) 10,53 (0,19)

Valores em média (DP) para 4 réplicas por tratamento. Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca
significativa (p < 0.05).

1Ganho de peso (%) = (peso final — peso inicial) /peso inicial*100

2TCE — Taxa de crescimento especifico (% dia™) = (In peso final — In peso inicial) /dias * 100.

3 Producdo (kg/m? = (peso total por tanque) *1000/volume do tanque

4 FCAwmu: fator de conversdo alimentar = alimento total consumido (g) / [biomassa final (g) — biomassa
inicial (g)].

SFCAws: fator de convers3o alimentar baseado no peso seco das dietas

8Custo de rac¢3o por quilo produzido(RS/kg) = preco da dieta * FCA, precos foram considerados como se
segue: AQ e AQ-T foram calculados a partir dos precos médios da industria (6,81 e 6,02 RS/kg para AQ e
AQ-T respectivamente), preco do peixe fresco utilizado baseado nos valores de mercado de peixe local
(2,67 RS/kg), e o custo do semiimido (RS 5,13/ kg) foi calculado pelos valores anteriores na proporg¢io da
mistura de preparac¢do da dieta.
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A composicdo centesimal da carcaca de garoupas antes do experimento e apds
100 dias submetidas aos 4 tratamentos alimentares é apresentada na Tabela 2.7. A
composicdo dos peixes ao inicio do experimento, em geral, possuiu maior teor de
umidade, proteina bruta e matéria mineral quando comparado aos peixes alimentados
com as dietas experimentais, principalmente quando comparado a dieta PF, que
apresentou as menores concentracdes desses nutrientes, sendo significativamente
menor que o peixe inicial e também aos demais tratamentos. Por outro lado, o teor de
gordura apresentou grande aumento nos individuos maiores ao final do experimento,
principalmente para a dieta PF (P<0,05) que apresentou teores de gordura acima de 30%
(matéria seca). Pode se destacar ainda a concentracdo de proteina nos peixes
alimentados com a dieta SU, que apresentou valores de 59,3% de proteina em sua
composi¢ao, significativamente maior que os demais tratamentos, com um teor de

proteina muito préoximo ao peixe inicial.

Tabela 2.7 - Composi¢do centesimal do corpo todo (% matéria seca, exceto umidade) de juvenis de
garoupa-verdadeira, Epinephelus marginatus, ao inicio e apds 100 dias de experimento alimentados com
4 dietas teste. Composi¢do centesimal é apresentada pela média (DP), n=4.

AquaMar-T Semiumido Peixe Fresco

Peixe inicial  AquaMar (AQ) o T ) (PF)

Umidade 71,2% (0,79)  68,8°(0,57) 67,8°(0,45) 68,7 (0,39) 66,09 (0,92)
Proteina bruta 59,1 (0,13)  56,4°(1,57) 55,2° (0,68) 59,32 (2,03) 51,8°(1,33)
Gordura bruta 21,32 (0,90)  24,1°®(1,63)  24,4°(2,09) 25,5° (1,98) 30,6°(1,33)
Matéria mineral 18,52 (0,60)  16,4°(0,61) 17,0% (1,04) 16,5 (1,95) 14,0° (1,06)

Foi analisada a eficiéncia de retenc¢ao de matéria seca, proteina bruta e gordura
bruta nos animais submetidos as dietas experimentais (Figura 2.8). A eficiéncia de
retencdao de gordura foi maior em relacdo a proteina e matéria seca para todos os
tratamentos, enquanto as duas Uultimas alternaram conforme o tratamento.
Comparando a eficiéncia entre as dietas, a eficiéncia na retencdao de matéria seca e
principalmente gordura (>90%) foi significativamente maior (P<0,05) para os animais
submetidos ao alimento PF. Ja para a proteina ndo foram encontradas diferencas entre
PF e as demais dietas (P>0,05), sendo que, apenas a dieta AQ-T apresentou eficiéncia

significativamente menor, quando comparada a dieta AQ (P<0,05).
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Figura 2.8 - Eficiéncia de retencdo corporal para matéria seca, proteina bruta e gordura bruta em juvenis
de garoupa-verdadeira, Epinephelus marginatus, alimentados com 4 dietas experimentais, durante o
periodo de 100 dias. Dados sdo apresentados em média e barras de desvio padrdo (n=4). Diferentes

letras sobrescritas sobre o mesmo nutriente indicam diferencgas significativas entre os tratamentos
(P<0,05).
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Fonte — Grafico produzido a partir da dados obtidos no presente estudo

A composigdo corporal de aminodacidos de peixes inicial e submetidos aos
tratamentos AQ e PF sdo apresentados na Tabela 2.8. Os niveis de aminoacidos na
carcaca de garoupa foram ligeiramente superiores nos peixes inicial e AQ em
comparacdo ao tratamento PF, como pode ser observado pela soma dos aminodcidos
(proteina verdadeira). A composicdo de individual de aminoacidos foi de 3 a 5% inferior
no tratamento PF em relacdo ao AQ, com pequenas exce¢des, como para o acido
aspartico e para o triptofano, que foram superiores no tratamento PF. A taurina foi outro
aminoacido que esteve fora dessa pequena variagao, possuindo um teor mais de 100%
superior para os animais alimentados com a dieta AQ, quando comparados a dieta PF,

sendo essa muito inferior também ao perfil inicial encontrado.
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Tabela 2.8 - Composigdo corporal de aminodcidos (% matéria seca) de juvenis de garoupa-verdadeira,
Epinephelus marginatus, ao inicio e apés 100 dias de experimento alimentados com as dietas AQ e PF.

Peixe inicial AquaMar (AQ) Peixe fresco (PF)

Aminodcidos essenciais

Arginina 3,55 3,63 3,48
Histidina 1,03 1,01 0,98
Isoleucina 2,11 1,95 1,88
Leucina 3,62 3,42 3,32
Lisina 3,30 3,70 3,53
Metionina 1,53 1,48 1,44
Fenilalanina 2,07 2,03 1,95
Treonina 2,33 2,37 2,30
Triptofano 0,43 0,41 0,44
Valina 2,31 2,17 2,09
Taurina* 0,93 1,05 0,45

Aminodcidos ndo essenciais

Cistina 1,21 1,84 1,72
Tirosina 1,53 1,42 1,36
Serina 2,24 2,29 2,24
Glicina 5,45 5,94 5,81
Acido aspértico 4,56 4,67 4,70
Acido glutamico 7,22 6,97 6,78
Prolina 3,23 3,32 3,19
Alanina 3,98 4,12 3,96
Proteina verdadeira (3 dos aminoacidos) 52,6 53,7 51,6

*Considerado condicionalmente essencial no presente estudo

Na Tabela 2.9 a composicdo de aminoacidos é expressa pela contribuicdo
individual de cada aminoacido sobre o total de aminoacidos encontrado no corpo inteiro
dos animais. Essa tabela além de comprar a carcaca de peixes alimentados com as dietas
AQ e PF, também apresenta valores dessa mesma composi¢ao para outras espécies de

peixes.

Ao comparar os dois tratamentos deste estudo, sdo observadas algumas
diferencas entre eles, sendo que, peixes alimentados com a dieta PF sugerem niveis mais
altos de leucina, treonina, triptofano, serina, acido aspartico entre outros, o que ndo era
observado ao analisar o teor de aminoacidos corporal(Tabela 2.8). Por outro lado, a
contribuicdo de taurina para o teor total de aminoacidos se manteve maior para o
tratamento AQ em relacdo ao PF, sendo ainda mais de 100% superior. Apesar dessas

diferencas, a variagdo entre a composi¢dao expressada em % da soma dos aminoacidos
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foi pequena entre AQ e PF (exceto taurina). A composicdo de aminoacidos apresentou
maior variagdo quando comparado a outras espécies de peixes marinhos,
principalmente para alguns aminoacidos como a isoleucina, lisina, triptofano e valina,
que foram menores na garoupa. Pode-se observar ainda que a concentragao de
aminoacidos ndo-essenciais apresentou maior porcentagem em relacdo ao total na

garoupa quando comparada as demais espécies apresentadas.

Apesar de algumas diferengas, de maneira geral, os teores de aminoacidos
individuais (em relacdo a soma de AA) obtidos com a garoupa-verdadeira apresentam

alta correlagdo com os valores apresentados de outras espécies (R?>0,90).

Tabela 2.9 - Composicdo de aminodcidos corporal de juvenis de garoupa-verdadeira, Epinephelus
marginatus, e outras espécies de peixes marinhos (valores expresso em % da soma dos aminoacidos).

Garoupa Garoupa Pampo Salmdo do Bijupira Compilado de
(AquaMar)! (Peixe (Trachinotus  Atlantico (Rachycentron  espécies®
fresco)? marginatus)? (Salmo salar)?  canadum)?

Aminoacidos
essenciais
Arginina 6,75 6,74 6,63 6,61 6,36 6,60
Histidina 1,88 1,90 2,13 3,02 1,93 2,60
Isoleucina 3,63 3,64 2,94 4,41 4,32 4,60
Leucina 6,36 6,43 7,06 7,72 6,32 7,70
Lisina 6,88 6,84 7,93 9,28 8,41 7,90
Metionina 2,75 2,79 3,02 1,83 2,45 2,90
Fenilalanina 3,77 3,78 3,59 4,36 3,52 4,40
Treonina 4,41 4,46 4,00 4,95 4,13 4,70
Triptofano 0,76 0,85 1,04 0,93 1,66 1,10
Valina 4,03 4,05 3,43 5,09 5,22 5,10
Taurina* 1,95 0,87 2,45 - 0,82 -
Aminoacidos ndo essenciais
Cistina 3,42 3,33 0,97 0,95 2,45 1,00
Tirosina 2,64 2,63 2,99 3,50 2,87 3,20
Serina 4,26 4,34 4,73 4,61 3,69 4,40
Glicina 11,0 11,3 11,1 7,41 8,35 7,30
Acido aspartico 8,68 9,10 9,04 9,92 8,10 9,80
Acido glutamico 13,0 13,1 13,3 14,3 13,4 15,3
Prolina 6,17 6,18 6,98 4,64 5,04 4,70
Alanina 7,66 7,67 6,77 6,52 6,61 6,60

*Classificado como aminoécido condicionalmente essencial no presente estudo para garoupa-verdadeira
!Presente estudo, valores para peixes alimentados com a dieta AquaMar e Peixe fresco.

2TESSER; SILVA; SAMPAIO, 2014.

3WILSON: COWEY, 1985.

4RAGGI; TACON; LEMOS, 2019.

>Valores médios para um grande compilado de espécies cultivadas (KAUSHIK; SEILIEZ 2010).

(-) ndo reportado
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Assim como para proteina, que a retencao foi ligeiramente melhor para a dieta
AQ quando comparada a PF (sem diferenga significativa p>0,05), a retencdo de
aminoacidos sugere ser maior para os peixes alimentados com a dieta AQ (Figura 2.9).
Os dados mostram uma reten¢do minima variando de -0,06% (taurina, PF) até um
maximo de 73,2% (cistina, AQ). A retencdo média para as dietas AQ e PF foram de 34,8
e 23,3 % respectivamente. Para alguns dos aminoacidos estudados a retengdo da dieta
AQ foi mais de 100% superior em relacdo a dieta PF, sendo eles a histidina (172%),
isoleucina (106%) e acido aspartico (103%). Para a lisina (93%), leucina (61%), metionina
(68%), valina (76%) e cistina (65%) e tirosina (80%) a retencdo foi mais de 50% superior
para a dieta AQ. H4 ainda que se destacar a alta eficiéncia de retengdo da taurina (30%)
para a dieta AQ, contrastando com o valor negativo de retencdo (-0,06%) para os
animais alimentados com a dieta PF. A eficiéncia de retencdo de aminoacidos para a
dieta PF foi superior somente para a glicina e prolina dentre os 19 estudados, entre

essenciais e nao essenciais.

Figura 2.9 - Eficiéncia de retengdo de aminoacidos (%) em juvenis de garoupa-verdadeira, Epinephelus
marginatus, alimentados com as dietas AquaMar e peixe fresco, durante o periodo de 100 dias de
experimento em sistema recirculante de agua salgada.
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*A eficiéncia de reten¢do da taurina no tratamento Peixe fresco apresentou valores negativos (-0,06%).
A exigéncia de aminoacidos em dietas para juvenis de garoupa-verdadeira foi
estimada utilizando os valores obtidos pela dieta AQ (melhor aproveitamento e

desempenho geral), e o valor quantitativo observado dependeu do método empregado
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no célculo (Tabela 2.10). O método 1, baseado no teor corporal e nas necessidades de
lisina resultaram em valores mais baixos de necessidade geral de aminoacidos, quando
comparado ao método 2, baseado na soma de aminodcidos corporal e na exigéncia de
proteina bruta. A necessidade de aminoacidos coincidiu com a faixa relatada para outras
espécies de garoupa em seis dos dez aminodacidos considerados essenciais, incluindo,
arginina, histidina, leucina, lisina, metionina e treonina, sendo a principal diferenca
encontrada entre as exigéncias de triptofano, que foram consideravelmente menores
quando comparadas a outras espécies de garoupa. Entretanto, quando comparada a
exigéncia de triptofano para a garoupa com a de outra espécie cultivada no Brasil, o

bijupird, os valores foram bem préximos (0,08% em relagao ao método 2).

Tabela 2.10 -Estimativa de exigéncias de aminoacidos em dietas (% de matéria seca) para juvenis de
garoupa, Epinephelus marginatus, e selecionado de espécies cultivadas.

Epinephelus marginatus Trachinotus  Rachycentron  Epinephelus sp.®

Método 11 Método 22 marginatus®  canadum® Min. Max.
Arginina 2,74 3,39 4,01 1,76 3,09 3,29
Histidina 0,76 0,94 1,29 0,53 0,83 1,23
Isoleucina 1,47 1,82 1,78 1,2 2,19 2,19
Leucina 2,58 3,19 4,27 1,75 3,17 3,37
Lisina 2,8 3,45 4,8 2,33 2,84 3,04
Metionina 1,12 1,38 2,33 1,36 1,37 1,37
Fenilalanina 1,53 1,89 3,99 1,78 1,20 1,20
Treonina 1,79 2,21 2,42 1,14 1,77 1,99
Triptofano 0,31 0,38 0,63 0,46 1,39 1,79
Valina 1,64 2,03 2,08 1,45 2,09 2,29
Taurina 0,78 0,98 - - - -

(-) ndo analisado

1 Baseado na composicdo da carcaca e na exigéncia de lisina (2.8% da matéria seca (NRC, 2011) sugerido
por Kaushik (1998).

2 Baseado na soma dos aminodacidos corporal, exigéncia de proteina bruta e a soma dos aminodacidos
essenciais + tirosina + cistina, como sugerido por Tacon (1989).

3 Baseado na composicdo da carcaca e na exigéncia de lisina (TESSER; SILVA; SAMPAIO, 2014). Exigéncia
de metionina é representada pela soma de metionina mais cistina, e a exigéncia de fenilalanina é
representada pela soma de fenilalanina e tirosina.

4 Baseado na composic3o da carcaga e na exigéncia de lisina (RAGGI; TACON; LEMOS, 2019). Exigéncia de
metionina é representada pela soma de metionina mais cistina, e a exigéncia de fenilalanina é
representada pela soma de fenilalanina e tirosina.

5>Dados obtidos em maximo e minimo valores para os aminodcidos essenciais indicados para espécies de
garoupas, Epinephelus sp. (CAI-JUAN; RAMLI; RAHMAN, 2016).
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Afim de comparar as diferentes estimativas de exigéncias, foi elaborado um
grafico do tipo radar (Figura 2.10), em que é possivel encontrar uma boa sobreposi¢ao
de dados entre as estimativas calculadas pelos métodos 1 e 2 no presente estudo, e as
estimativas reportadas em literatura para Epinephelus spp, principalmente para o
segundo método. Nota-se uma diferenca principalmente quanto ao triptofano que foi
menor no atual estudo, e também a taurina, pois a mesma nao apresentou dados

pretéritos reportados para garoupa no estudo utilizado.

Figura 2.10 — Grafico de radar com a comparagdo de métodos do presente estudo e com a literatura para
espécies de garoupa, para a estimativa de exigéncia de aminodcidos essenciais na dieta (% matéria seca).
Método 1, baseado no teor corporal e nas necessidades de lisina (KAUSHIK, 1998), método 2, baseado na
soma de aminodcidos corporal e na exigéncia de proteina bruta (TACON, 1989), Epinephelus spp. Baseado
em Cai-Juan, Ramli e Rahman, 2016.
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Fonte — Figura produzida a partir de dados obtidos no presente estudo, e a partir de dados da literatura
(CAI-JUAN; RAMLI; RAHMAN, 2016).
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DISCUSSAO

Sistemas de aquicultura recirculante (RAS, da sigla em inglés Recirculating
Aguaculture Systems) estdo ganhando mais atencdo e interesse, sendo cada vez mais
pesquisados e utilizados na criagdo de animais em ambientes aquaticos. Os RAS sao
utilizados como sistemas de cultura intensivos e semi-intensivos, onde os animais sao
estocados em altas densidades e alimentados com dietas comerciais. Esses sistemas
possuem grande potencial e apelo sustentdvel, uma vez que a criacdo de ambientes
estdveis, com reduzido consumo de dgua e baixa geracdo de efluentes sdo principios
norteadores desses sistemas. Os RAS possuem controle da qualidade da dgua a partir de
processos fisicos, quimicos e bioldgicos e por serem utilizados como sistemas intensivos
de criacdo, o aumento da biomassa (crescimento dos animais cultivados) acarreta o
aumento dos residuos metabdlicos, seguido do aumento ou diminuicdo das
concentra¢des de uma variedade de constituintes nos sistemas, como compostos
nitrogenados, oxigénio e matéria organica, onde muito desses podem vir a causar
efeitos deletérios no cultivo. Fica claro, portanto a importancia de determinagdo da
capacidade e densidades de estocagem ideais para o cultivo, bem como o manejo
alimentar adequado, entre outros, que sdo discutidos a partir de dados obtidos para

juvenis de garoupa no presente estudo.

Densidade de estocagem

A densidade de estocagem é considerada uma das pecas chaves na aquicultura,
ndao somente em cultivos em RAS, mas em todos os sistemas de criacdo (ELLIS et al.,
2002). A densidade de estocagem 6tima além de variar conforme o tipo de sistema
empregado, localidade, tamanho dos animais, é sobretudo afetado pela espécie que é
trabalhada. Ndo sdo claros todos os fatores que afetam a pré-disposicdo de cada espécie
ao adensamento, mas é preconizado que a densidade pode ser aumentada desde que
mantidos os niveis de qualidade da agua e que ndo ocorram quedas no desempenho

zootécnico da espécie.

Devido a importancia e a singularidade de espécie para espécie, muitos estudos

avaliaram os efeitos da densidade de criacdo, sobre aspectos como crescimento,
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metabolismo, estresse, dominancia, entre outros (MONTERO et al., 1999; SAMAD;
ISLAM; KHALEQUE, 2005; MAZLUM, 2007; GARR et al., 2011; ZHU et al., 2011). Apesar
de parecer conveniente pela manutencao da qualidade de agua, densidades baixas de
estocagem ndo sdo garantia de boa performance, podendo ocorrer o contrdrio,
dependendo da espécie cultivada (TENG; CHUA, 1978; PIROZZI et al., 2009; SAMAD et
al.,, 2014; SHAO et al., 2019). O primeiro ponto afetado por baixas densidades de
estocagem, e também um dos mais importantes, é a produtividade por metro cubico,
que costuma ser reduzido em paralelo a redugao de densidades, diminuindo também os
lucros devido ao uso ineficiente da capacidade do espaco. Baixas densidades podem
ainda ocasionar na diminuicdo de crescimento, eficiéncia alimentar, sobrevivéncia,
aumento no estresse, ocorréncia de enfermidades e formacdo de hierarquias de
tamanho, principalmente quando a espécie cultivada possuir naturalmente uma pré-
disposicdo a formacdo de agregac¢des/cardumes (GOMES; SCHLINDWEIN, 2000;
SCHWEDLER; JOHNSON, 2000; LAMBERT; DUTIL, 2001). Do mesmo modo, cultivos com
o adensamento mal dimensionado, extrapolando a capacidade do sistema, e/ou da
natureza da espécie, irdo acarretar na piora do desempenho zootécnico do animal,
afetando ainda a qualidade da dgua (RUYETA; BAYON; GROS, 2007; COSTAS et al., 2008;
LAIZ-CARRION et al.,, 2012; SHAO et al., 2019), além de respostas relacionadas ao
metabolismo de estresse (COSTAS et al., 2008; LAIZ-CARRION et al., 2012). Logo, fica
claro que é importante encontrar um ponto onde seja possivel maximizar os lucros e a
o desempenho do animal, atrelado a minimizacdo dos efeitos deletérios sobre a
qualidade da 4gua, sanidade e bem estar dos animais cultivados (ELLIS et al., 2002;

ASHLEY, 2007; HERRERA; KUHNEN; SANCHES, 2019).

Resultados de cultivos com diferentes espécies de garoupas apontam que o
desempenho e a produtividade podem ser melhorados alterando apenas a densidade
de estocagem para essas espécies (TENG; CHUA, 1978; CHUA; TENG, 1978; SALARI et al.,
2012; SHAO et al., 2019). Os resultados obtidos no presente estudo apontaram a
influéncia das densidades de estocagem testadas, com melhoras significativas para
todos os parametros de desempenho para os tratamentos com alta densidade, incluindo
ganho de peso, fator de conversdo alimentar, e custo de producdo. De modo

semelhante, Shao et al. (2019) trabalhando com juvenis de uma espécie hibrida de
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garoupa ( {Epinephelus fuscoguttatus x @ Epinephelus lanceolatus), obtiveram ganhos
no desempenho em densidades de estocagem de 75 a 112 ind/m3, com perda de
desempenho em densidades menores, ou muito superiores, estando a densidade de
estocagem de melhor desempenho no presente estudo (95 ind/m3) incluido na faixa

ideal apontada por Shao et al. (2019).

No presente estudo foi observada uma condicdo gregaria (formacdo de
cardume), principalmente observada nos tratamentos com maior densidade, essa
condicdo possibilitou aos peixes menos movimentacdo e deslocamento para se
manterem coesos e estaveis na coluna d’dgua. Essa condicdo é relatada como
responsavel pela sensacao de seguranca dos peixes, pela formacdo de cardumes, e
economia metabdlica, podendo gerar menos gastos de energia em peixes cultivados
(AKSUNGUR et al., 2007; PIROZZI et al., 2009; CHAMBEL et al., 2015). Como resultado,
os nutrientes consumidos a partir da alimentacdo podem ser preferencialmente
alocados para o crescimento, fato que corrobora com os dados superiores de
crescimento, e principalmente melhor conversao alimentar, obtidos nos tratamentos de

alta densidade.

Apesar de juvenis de garoupa-verdadeira terem apresentado pré-disposi¢cdo ao
adensamento, muitos estudos reportam os efeitos negativos devido ao adensamento
excessivo (YANG; LIN, 2001; ROWLAND; MIFSUD; NIXON, 2006; COSTAS et al., 2008;
MCKENZIE et al., 2012; WANG et al., 2018). Shao et al. (2019) que obtiveram bons
resultados com densidade de até 112 ind/m3, relataram perdas de desempenho e
aumento nos indicadores de estresse ao se adensar o cultivo acima de 150 ind/m?3
(juvenis, peso médio 25 g). E relatado que altas densidades podem também gerar a
ocorréncia de hierarquias de tamanho (JIA et al., 2016; GUO et al., 2017), que ocorre
guando um ou um grupo de animais maiores consegue se alimentar em detrimento de
animais menores, acarretando na formacao de lotes de tamanhos heterogéneos. No
presente estudo o acompanhamento diario do cultivo ndo observou sinais claros de
formacao de hierarquias ou dominancia para ambas as densidades, assim como o
coeficiente de variacdo do peso final, que pode ser utilizado como indicador do

estabelecimento de hierarquias (IRWIN: O’ HALLORAN; FITZGERALD, 1999; LAMBERT;
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DUTIL, 2001), ndo apresentou diferencas entre alta e baixa densidade, com um ganho

de peso homogéneo dentro dos tanques para ambos os tratamentos.

Outros indicadores que podem definir uma densidade de estocagem
inapropriada para uma espécie, como altas taxas de mortalidade e canibalismo (HECHT;
PIENAAR, 1993; BARAS; KESTEMONT; MELARD, 2003) nao estiveram presentes durante
o experimento, sendo que, apenas 2 dos 648 peixes estocados inicialmente ndo
sobreviveram apés 60 dias de cultivo. O acompanhamento didrio do cultivo permitiu
ainda observar que animais estocados em maior densidade apresentavam-se mais
coesos e ativos na hora da alimentagdo, enquanto os animais dos grupos de baixa
densidade apresentavam menor pré-disposicdo durante a alimentacdo, demorando
mais tempo para demonstrar interesse pelo alimento, e se dispersando mais

rapidamente.

O estudo e a observacdo dos animais deixou claro que juvenis de garoupa-
verdadeira podem ser consideradas criaturas sociais, e manifestam seu maximo
crescimento na presenca de um numero adequado de outros individuos. Apesar de
contar com apenas duas densidades, o presente trabalho obteve um resultado relevante
e que pode ser considerado na estocagem de juvenis de garoupa-verdadeira, servindo
inclusive como ponto de partida para estudos com densidades ainda maiores, visando

maiores produtividades em sistemas de recirculagdao de aquicultura marinha.

Frequéncia alimentar

Assim como a densidade de estocagem é um fator de importancia para o cultivo
de peixes, outro ponto de grande relevancia e também levantado no primeiro
experimento é a frequéncia alimentar, que pode apresentar influéncias positivas ou
negativas conforme o manejo aplicado. A frequéncia alimentar é definida pelo nimero
de alimentacdes diarias fornecidas aos peixes, podendo ser realizada de forma manual
por meio de tratadores, ou automatizada por meio de alimentadores. Sua escolha é
norteada por fatores bioldgicos como a espécie e sua morfologia, habitos alimentares,
fases de criacdo, produtividade natural, além de estar sujeita também a fatores abidticos

como temperatura, qualidade da dgua e sistemas de criacdo (LEE; HWANG; CHO, 2000;
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HAYASHI et al., 2004; TSUZUKI; BERESTINAS, 2008; WU et al., 2015). A frequéncia
alimentar adotada pode ser responsavel pelo sucesso, ou fracasso de um cultivo (BOOTH
et al., 2008; TIAN et al., 2015), pois esta associada entre outras coisas, ao crescimento,
conversao alimentar, sobrevivéncia e custos de produgdao (VOLKOFF; PETER, 2006;

FURUYA, 2007; LAWRENCE et al., 2012; CUNHA et al., 2013).

O presente estudo trabalhou com trés diferentes frequéncias alimentares, com
1 e 2 alimentag¢Ges didrias, além do regime de alimentagdo continua (24h), e nao
encontrou diferencas significativas nos parametros de desempenho zootécnico
estudados. De modo diferente, outro grupo de estudo (SOUSA et al., 2019) trabalhando
com a mesma espécie (peso inicial 6,34g) e frequéncias alimentaresde 1, 3, 6, 12 e 18
vezes ao dia, obtiveram resultados positivos para frequéncias alimentares mais altas,
indicando a utilizacdo de 12 refei¢cbes didrias para maximizar o ganho de peso e
aproveitamento de nutrientes para a espécie, além de citar beneficios a manutencdo da
qualidade da agua. Neste trabalho, Sousa et al. (2019) utilizaram alimentadores
automaticos com uma taxa de arracoamento constante (2,5 % biomassa/dia), o que
pode ter sido um ponto importante na diferenciacdo metodolégica e
consequentemente dos resultados dos dois trabalhos, uma vez que o presente estudo
utilizou alimentacGes até saciedade aparente (1 e 2x ao dia) e corre¢des diarias
(aumento/diminuicdo, 24h) quando utilizado o alimentador automatico. Esses dois tipos
de manejo, a saciedade aparente ou porcentagem fixa da biomassa podem ser
responsaveis por diferencas no desempenho final dos animais. Os dados de alimentacdo
e principalmente a observacao didria do cultivo de juvenis de garoupas no presente
estudo (Figura 2.7) deixam claro que os peixes nao se alimentaram a uma frequéncia
constante, um dia apds o outro. Foram observados dias de baixissimo apetite, seguido
de dias com apetite voraz. Nesse tipo de manejo alimentar, onde o alimento é ofertado
até a saciedade aparente é de extrema importancia que o alimentador perceba o
momento exato em que os peixes perdem o interesse pelo alimento e param de se
alimentar, evitando assim o desperdicio de racdo (FRACALOSSI; CYRINQ, 2013). Esse tipo
de apetite intermitente encontrado para a espécie dificilmente poderia ser corrigido em

alimentacdes baseada na taxa de biomassa, o que poderia, seguindo o observado no
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presente trabalho, acarretar em dias de desperdicio de comida, seguido de dias com

alimentacao insuficiente a todos os animais.

Estudos com outras espécies de peixes demonstraram que baixas frequéncias
alimentares podem ser as mais indicadas para o rendimento do cultivo quando
confrontadas com nimero maiores de refei¢des didrias (ALANARA 1992; JOHANSEN;
JOBLING, 1998; COSTA-BONFIM et al., 2014). Kohno et al. (1989) em estudo com juvenis
de garoupa-do-malabar (Epinephelus malabaricus) com manejo alimentar até a
saciedade aparente, obtiveram melhor ganho de peso e conversao alimentar utilizando
uma alimentacdo ao dia, quando comparado a frequéncias maiores. Outros autores
relatam ainda resultados positivos ao utilizar regimes com alimentacdo seguida por
periodos de jejum, por exemplo, com frequéncia alimentar de uma vez a cada dois dias
ou trés dias, esse tipo de manejo se mostrou adequado para juvenis de garoupa-arabica
(Epinephelus tauvina) cultivados em tanques-rede (CHUA; TENG, 1978). Esses estudos
indicam que algumas espécies de peixe podem se adaptar a regimes de alimentacao
restrita, aumentando a alimentacdo em cada refeicao (JOBLING, 1982), possibilitando
um periodo maior de jejum posteriormente. Por outro lado, estudos com determinadas
espécies apontam também resultados positivos de frequéncias alimentares com varias
refei¢cGes didrias (MOREIRA et al., 2015; GUO et al., 2018; BOGIANI et al., 2018). Como
foi descrito para o salmao (Salmo salar) com melhor desempenho obtido a partir do
regime de 4 refei¢Ges diadrias (SUN et al., 2014), garoupa-de-Hong-Kong (Epinephelus
akaara) com 6 refei¢cOes diarias (KAYANO et al., 1993) e até o mesmo o relatado para
juvenis de garoupa-verdadeira (Epinephelus marginatus), com 12 refei¢cdes didrias
(SOUSA et al., 2019), sendo claramente uma disciplina que depende de metodologias,

espécies e fases de vida trabalhada.

De maneira geral, a literatura descreve que individuos menores, em fase de
alevinagem e bercgario para juvenis, necessitam de um maior nimero de refei¢cdes
diarias, devido ao tamanho do trato digestério, e também para evitar o canibalismo,
muito comum nessas fases de cultivo, quando comparado a fase de transicao de juvenis
e engorda. A adequacdo a diferentes frequéncias alimentares foi demonstrada para o
bijupira (Rachycentron canadum) onde Moreira et al. (2015) indicaram o melhor

desempenho a partir de um regime de 3 refeicdes diarias para animais com peso inicial
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de 15 g, enquanto Costa-Bonfim et al. (2014) relataram ndo haver diferencas entre
tratamentos com 1, 2, 3, 4 ou 6 refei¢cbes didrias, para animais com peso de 100 g,
indicando 1 refeicdo didria para espécie, uma vez que o desempenho obtido foi similar
aos outros e o regime de alimentagdo Unica pode reduzir custos logisticos e de mao-de-

obra.

A partir dos resultados obtidos e observacdes no presente estudo, é indicado o
manejo alimentar uma vez ao dia para juvenis de garoupas (peso inicial de 9,5 g)
cultivadas em sistema recirculante, ou quando disponivel, a utilizacdo de alimentadores
automaticos, pois ambos resultaram em desempenhos semelhantes, sendo que, o

segundo pode gerar economia de tempo e mao-de-obra, quando disponivel.

Experimento 2 — Dietas praticas

Apesar de ndo existirem estudos especificos que indiquem as exigéncias
nutricionais para a garoupa-verdadeira, é possivel tomar como base estudos realizados
com espécies congéneres como linha guia para a escolha e formulacdo de dietas praticas
(NRC, 2011).

Autores indicam que o crescimento ideal para garoupas pode ser alcancado com
dietas contendo niveis proximos a 50% de proteina bruta, independente da fonte de
proteina (LUO et al., 2005a). A inclusdo de gordura é utilizada como fonte mais barata
de energia, além de prover acidos graxos essenciais a espécie, Lin e Shiau (2002)
conduziram experimento para determinar o nivel 6timo de lipidios na dieta de E.
malabaricus utilizando éleo de peixe e de milho, os resultados apontaram que 9% é o
nivel ideal para maximo crescimento e eficiéncia alimentar. Préximo a esse valor, Luo et
al. (2005b) em estudos com niveis de inclusdo de lipidio (5,16 a 16,05%, utilizando éleo
de peixe) relataram niveis 6timos de 10% de lipidios na dieta para prover o maximo
crescimento de E. coioides cultivadas em tanques rede. No presente estudo as dietas AQ
e AQ-T baseadas em farinha e d6leo de peixe, apresentaram teores de nutrientes
semelhantes as recomendag¢des acima mencionadas para espécies de garoupas (LUO et
al., 2005a). Em particular, o estudo atual mostrou que os peixes alimentados com dieta
seca AquaMar (AQ) (uma formulacdo de dieta de referéncia marinha testada

anteriormente para outras espécies de peixes carnivoros marinhos (bijupird; RAGGI;
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TACON; LEMOQOS, 2019), foi capaz de sustentar um bom desempenho para juvenis de
garoupa-verdadeira, sem diferenca significativa em comparagdao com uma dieta de peixe
fresco ou a dieta semiumida. Resultados semelhantes foram observados com a garoupa-
pantera (Cromileptes altivelis), com melhor desempenho observado com peixes
alimentados com uma dieta comercial em compara¢do com o uso de peixe fresco
(Sardinella sp.; SHAPAWI; MUSTAFA; NG, 2011). O bom aproveitamento de dietas secas
para garoupas também foi descrito por Sim et al. (2005), que relatam um crescimento
75% superior para garoupas alimentadas com dietas peletizadas em comparagao ao uso
de peixe fresco.

Os valores obtidos para o FCA no presente estudo com a dieta referéncia de
farinha de peixe (AQ) foram menores em comparacdao com os valores relatados
anteriormente para garoupa-verdadeira usando dietas secas ou Umidas (LOPEZ;
CASTELLO-ORVAY, 2003; SANCHES; AZEVEDO; COSTA, 2007; RAMOS et al., 2018; SOUSA
et al., 2019) e foi semelhante a outras espécies de peixes marinhos de cultivo ja
consolidados (COMPANY et al., 1999; ROSENLUND et al., 2004; TACON; METIAN, 2015;
AAS; YTREST@YL; ASGARD, 2019; RAGGI; TACON; LEMOS, 2019). Como esperado, 0s
valores obtidos de FCA foram menores para dietas secas em comparag¢ao com dietas
semiumidas e peixes fresco, o que estd de acordo com o relatado anteriormente para
peixes marinhos carnivoros tropicais (BUNLIPATANON et al., 2014; RAGGI; TACON;
LEMOS, 2019; MA et al., 2020), incluindo espécies de garoupa (TACON et al., 1991; SIM
et al., 2005; SHAPAWI; MUSTAFA; NG, 2011; RAMOS et al., 2018; NUGRAHA; ROZI, 2020;
MUYOT et al., 2021).

A dieta semiumida apresentou bom desempenho, compativel ao uso da dieta
AguaMar, porém, o seu uso pode ser restringido por muitos dos problemas descritos
também para o uso de rejeito de pesca, em questdes como competicdo com a
alimentacdo humana, dificuldades de abastecimento e armazenamento, transmissao de
patdgenos, efeitos poluentes sobre a qualidade da agua e conversdo alimentar elevada
(TACON; METIAN, 2009; LEE et al., 2016).

Durante o presente estudo, observacoes diarias de alimentacdo confirmaram o
aumento de turbidez da agua devido ao fracionamento e suspensdao de sélidos nos
tratamentos semiumido e peixe fresco, o que esta de acordo com o verificado no cultivo

do linguado japonés, Paralithicys olivaceus, alimentado com dieta semiumida, que
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resultou no aumento da turbidez e niveis de amoénio e fésforo dissolvido, afetando o
crescimento e a sobrevivéncia (LEE et al., 2016).

No geral, o uso de dietas secas além de oferecer desempenho igual e por vezes
superior ao rejeito de pesca e preparados semiimidos, ndo possuem as desvantagens
atreladas a esses tipos de alimentacao, sendo recomendado o seu uso para a espécie na
busca por eficiéncia e manutengdo da qualidade de agua do cultivo.

A auséncia de mortalidade durante o ensaio confirma a adequacdo de juvenis de
garoupa-verdadeira para o manejo (RAS), demonstrando a resisténcia da espécie ao
cultivo, tanto com dietas secas como Umidas. Essa caracteristica estd em acordo com o
relatado anteriormente para a garoupa-verdadeira (SANCHES et al., 2014; SOUZA et al.,
2014; SOUSA et al; 2019) e também outras espécies de serranideos (TACON et al., 1991;
SHAPAWI; MUSTAFA; NG, 2011; MILLAMENA, 2002). A espécie é ainda caracterizada
como décil, sedentdria e com baixos gastos energéticos (SANCHES et al.,, 2014). A
garoupa-verdadeira é uma espécie emergente no Brasil e com alto valor de mercado
agregado (LOBO, 2021), cujo ciclo de produgdo na regido Sudeste é estimado em um
ano e meio até atingir 1 kg de peixe. O bom desempenho da garoupa-verdadeira
alimentada com a dieta AquaMar corrobora observagdes recentes de criadores locais
(Ilhabela, Brasil) sobre a adequacdo dessa formulacdo de dieta para o crescimento da

espécie (KERBER, 2020).

Suplementacgao de taurina

A taurina é considerada um aminodacido condicionalmente essencial na nutricdo
de peixes (ESPE; RUOHONEN; EL-MOWAFI, 2012; EL-SAYED, 2014). No entanto, algumas
espécies, como o linguado-japonés (Paralichthys olivaceus), a seriola (Seriola
quinqueradiata) e o pargo-vermelho (Pagrus major), tém sintese limitada de taurina,
especialmente durante os estagios larval e juvenil e, portanto, requerem fornecimento
exdgeno via alimento / racdo (TAKEUCHI et al., 2001; TAKAGI et al., 2008; MATSUNARI
et al., 2008; KUZMINA; GAVOVSKAYA; RYZHOVA, 2010; EL-SAYED, 2014; SALZE; DAVIS,
2015; WEI et al.,, 2018). Além disso, varios estudos relatam efeitos benéficos da
suplementacado de taurina sobre o crescimento e a eficiéncia alimentar em peixes

alimentados com dietas de baixa inclusdo de farinha de peixe (GAYLORD; TEAGUE;
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BARROWS, 2006; LUNGER et al., 2007; CHATZIFOTIS et al., 2008: TAKAGI et al., 2011,
ROSSI; DAVIS, 2012; KOVEN et al., 2016).

Apesar de ser considerada uma excelente fonte de proteina e rica em taurina em
compara¢do com a maioria dos ingredientes da ra¢do, o teor de taurina na farinha de
peixe é essencialmente dependente da matéria-prima utilizada (incluindo se produzida
a partir de peixes inteiros ou subprodutos de filetagem, espécie e o estagio de vida dos
animais utilizados) e a estratégia de processamento empregada (GORMLEY et al., 2007;
SALZE; DAVIS, 2015). Embora as 2 dietas secas testadas no presente estudo possuissem
um alto teor de farinha de peixe, a simples suplementagdo de taurina a 0,5% (dieta AQ)
resultou em aumento do desempenho da garoupa e eficiéncia alimentar em
comparac¢do com a dieta AQ-T formulada de forma semelhante, mas nao suplementada
com taurina, em todos os parametros analisados. Estudos anteriores relataram efeitos
positivos do fornecimento de taurina mesmo em dietas a base de farinha de peixe,
conforme verificado em juvenis de bijupird, Rachycentron canadum (melhor peso final
e FCR com 0,5% de inclusdo de taurina, 50% de dieta de farinha de peixe — RAGGI;
TACON; LEMOQS, 2019), juvenis de linguado-japonés, Paralithicys olivaceus (aumento de
peso e FCR com suplementacdo de taurina a 1%, em dieta com 62% de farinha de peixe
(KIM et al.,, 2005). Em estudo recente, juvenis de garoupa-alaranjada (Epinephelus
coioides) alimentada com dietas possuindo diferentes teores de taurina (0,0, 0,5, 1,0 e
1,5%), mostrou efeitos positivos da suplementagao de taurina sobre o metaboloma do
peixe, melhorando a utilizacdo de energia e a absor¢do de aminoacidos, além de
acelerar o crescimento (SHEN et al., 2019). Uma revisdo recente sobre o tépico sugere
o beneficio da taurina em niveis entre 0,5 e 1,5% da dieta, e estimou o nivel de 0,91%
de taurina na dieta como um conteudo dietético médio para o crescimento e
metabolismos ideais de algumas espécies de peixes (SAMPATH et al., 2020). O teor total
de taurina na dieta AquaMar (AQ) ficou proximo ao nivel recomendado na revisdo
anterior (1,04%) e pode estar relacionado ao bom desempenho dos peixes verificados

no presente estudo.

A analise de aminoacidos do Peixe fresco (PF) usada no presente ensaio revelou
um conteludo reduzido de taurina, o Peixe fresco usado foi composto

predominantemente por uma Unica espécie: cavalinha (Scomber japonicus). Ao
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analisarmos a composicdo de aminoacidos corporal de juvenis de garoupa nenhuma
diferenca notavel foi encontrada em peixes alimentados com dietas AquaMar (AQ) e
Peixe fresco (PF), com excecdo do teor de taurina, onde o teor foi mais de 100% superior
no tratamento AQ (dieta suplementada com taurina). Este fato combinado com a
eficiéncia de retencdo de taurina nula (negativa) verificada no tratamento PF, pode
sugerir que juvenis de garoupa-verdadeira possuem capacidade limitada para sintese
desse aminodcido, conforme também relatado anteriormente para outras espécies de
peixes marinhos (PARK et al., 2002; KIM Et al., 2005; TAKAGI et al., 2008) Portanto, a
suplementacdo dietética de taurina com um nivel minimo total na dieta de 1,0% é

recomendada para o crescimento desta espécie.

Estimativa de aminoacidos essenciais

Até o momento, dez aminoacidos foram considerados essenciais para as
espécies de garoupas: arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptofano e valina (LUO et al.,, 2005a; MUHAMMADAR et al.,
2011). No entanto, é sabido que dietas com teores de aminodcidos desequilibrados
podem afetar negativamente a saude e o desempenho dos peixes de cultivo (LALL;
ANDERSON, 2005; BICUDO; CYRINO, 2014), prejudicando a utilizacdo de outros
nutrientes dietéticos e resultando em aumento da carga de nutrientes fecais e polui¢ao
(BICUDO; CYRINO, 2014; LI et al.,, 2009). A determinacdo das necessidades de
aminodcidos por dose-resposta usando dietas semi-purificadas tem sido amplamente
relatada em espécies de peixes (NRC, 2011), apesar do tempo experimental
relativamente longo de avaliacdo e dos altos custos que esse método geralmente
emprega, além de fornecer a estimativa de apenas um aminodcido em cada periodo de
testes. Tendo em vista a importancia de quantificar a necessidade de aminoacidos
essenciais em condicGes praticas de cultivo, a andlise de perfil de aminodcidos do corpo
inteiro tem sido usada como referéncia, pois possui uma boa correlacdo com as
necessidades de aminoacidos da dieta (COWEY; TACON, 1983; WILSON; POE, 1985;
PERES; OLIVA-TELES, 2008), a um custo comparativamente menor. Diferentes
metodologias sdao relatadas para a estimativa da necessidade de aminodcidos em

espécies de peixes, muitas delas com base na composicdo do corpo inteiro do animal
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(TACON, 1989; KAUSHIK, 1998, MEYER; FRACALOSSI, 2005). Embora limitado na
determinagdo do gasto de aminodcidos durante o metabolismo de manutengdo
(WILSON; POE, 1985), os métodos baseados nos perfis de nutrientes do corpo sao
considerados uma ferramenta importante e prdatica por participantes da industria e
pesquisadores, especialmente na falta de estudos anteriores de dose-resposta (BICUDO;

CYRINO, 2014).

Com excegao do triptofano, o presente estudo encontrou requisitos individuais
de aminodcidos semelhantes aos relatados anteriormente para espécies de garoupa
cultivadas na Asia (CAI-JUAN; RAMLI; RAHMAN, 2016). Além disso, essas estimativas s30
comparaveis ao conteudo nutricional de dietas comerciais atualmente usadas para
alimentar juvenis de garoupa-tigre, Epinephelus fuscoguttatus, (MUHAMMADAR et al.,
2011). A avaliagao dose-resposta das necessidades dietéticas de aminoacidos nao é
abundante (ndo ha nenhum aminodcido determinado para a garoupa-verdadeira), e tem
se concentrado principalmente em espécies de garoupa cultivadas na Asia. Os niveis

ideais de metionina na dieta para garoupa hibrida (Epinephelus fuscoguttatus @ x

Epinephelus lanceolatus @) foram determinados por estudos de dose-resposta a 1,45%
(LI ET al., 2020) enquanto a necessidade de arginina (WU et al., 2018), leucina (ZHOU et
al., 2019) e isoleucina (ZHOU et al., 2020) para este mesmo hibrido foram relatados
como 3,65, 3,25 e 1,98% da dieta, respectivamente. Embora determinados para outras
espécies de garoupa, esses valores de requisitos sdo comparaveis aos estimados no
presente estudo para juvenis de garoupa-verdadeira, principalmente os valores obtidos
de acordo com a metodologia sugerida por TACON (1989), confirmando o potencial da

composicao corporal para a determinacdo quantitativa de requisitos de aminoacidos.

O exercicio de comparacdo entre o perfil de aminodacidos corporal de garoupa
entre as duas dietas (AQ e PF) e também entre diferentes espécies marinhas (Tabela 2.9)
demonstrou alta correlacdo (R%>0,9) entre as espécies, como também j& descrito
anteriormente para outros peixes marinhos (RAGGI; TACON; LEMOS, 2019), denotando
o carater conservativo do perfil de aminoacidos entre espécies marinhas. Entretanto,
diferente do perfil de aminoacidos do corpo, as exigéncias de aminodacidos apresentam
maiores variacGes dentre espécies (COWEY; TACON, 1983), como foi verificado na tabela

de estimativa de exigéncias de EAA obtidos para garoupa-verdadeira e quando
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comparamos este as exigéncias para o selecionado de espécies (R?<0,7, Tabela 2.10),

indicando a importancia do estudo singular para cada espécie.

CONCLUSOES

Os resultados dos dois experimentos realizados com a garoupa-verdadeira
indicam a aceitacdoe da espécie a ambientes de cultivo recirculantes de dgua marinha,
como proposto no estudo. Demonstram ainda étima aceita¢do ao alimento artificial em
forma de racdes peletizadas, e que estudos sobre manejo e nutricio devem ser

continuos e serao benéficos para o desenvolvimento do cultivo da espécie no Brasil.

Em resumo, o primeiro experimento demonstrou a importancia da investigacdo
do correto manejo da espécie para o sucesso do cultivo, e o pleno desenvolvimento de
juvenis de garoupa em sistema recirculante de agua salgada. O estudo verificou também
gue segundo as condicdes de cultivo adotadas, a frequéncia alimentar ndo produziu
efeitos significativos sobre o rendimento da espécie, podendo ser adotada 1 refeicdo
didria até a saciedade aparente para um desempenho satisfatério. Por outro lado, a
densidade de estocagem inicial foi crucial para o melhor desempenho, sendo
recomendado o uso de densidades proximas a 90 peixes por metro clubico nessa fase de
criacdo da garoupa-verdadeira, visando o bem estar e o melhor aproveitamento

zootécnico dos animais.

Os resultados do segundo experimento demonstraram mais uma vez o
desempenho satisfatério de juvenis de garoupa-verdadeira em sistemas de tanque de
recirculacdo de dgua, alimentados com racao peletizada, com producado de peixes igual
ou superior a obtida com peixes alimentados com racdo seca em comparacao ao peixe
fresco. Além disso, os resultados com a suplementacdo de taurina sugerem que a
suplementacdo com esse aminoacido resulta em melhor crescimento e eficiéncia
alimentar em uma dieta a base de farinha de peixe, recomendando a inclusdo desse
aminodcido para satisfazer teores préximos de 1,0% de taurina na dieta. Os resultados
deste estudo e a confrontacdao com a literatura existente, indicam que as necessidades
estimadas de aminoacidos da garoupa-verdadeira com base na composicdo corporal do

animal podem ser usadas como um bom ponto de partida para a formulacdo de dietas
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praticas para essa espécie, até que determina¢Ges mais precisas dos nutrientes

necessarios a dieta estejam disponiveis.
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Producgao cientifica realizada e potencial

Parte das informacdGes contidas nesse capitulo (experimento 2) foram publicadas
em revista internacional arbitrada, como se segue:
COELHO, R; LEMOS, D.; TACON, A. G. J.Performance of juvenile dusky grouper

(Epinephelus marginatus Lowe, 1834) fed different practical diets in an indoor water-
recirculation system. Aquaculture Nutrition, v.1, p.1, 2021.

Ha ainda um segundo manuscrito, em preparagdo, referente ao experimento 1,
envolvendo densidades de estocagem e frequéncia alimentar da garoupa-verdadeira,
como descrito a seguir:

COELHO, R.; LEMOS, D. Effect of stocking density and feeding frequency on the growth

of dusky grouper (Epinephelus marginatus Lowe, 1834) in an indoor water-recirculation
system. Aquaculture Research, (Em preparacdo).
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