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RESUMO

Esse estudo teve objetivo de determinar o efeito dietético de diferentes proporcdes de
proteina/lipideo no desempenho zootécnico e atividade de enzimas digestivas do
hepatopancreas de pés-larvas (PLs) do Macrobrachium carcinus. O trabalho de desempenho
zootécnico foi conduzido no Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura,
pertencente a 42 Superintendéncia Regional de Sergipe da Companhia de Desenvolvimento dos
Vales do S&o Francisco e do Parnaiba. Foram avaliadas seis dietas experimentais com trés
niveis de proteina bruta (220, 300 e 350 g kg™") e dois niveis de lipideos (80 ¢ 100 g kg™), sendo
ofertadas para pds-larvas com peso médio (1,86mg + 0,65) em um arranjo fatorial (3x2) com
oito réplicas, distribuidas em seis diferentes relacdes dietéticas proteina/energia P/E: 11, 12, 16,
17,19 ¢ 20 mg PB KJ ' EB g!, distribuidos em 48 unidades experimentais. Foram avaliadas as
variaveis zootécnicas de ganho de biomassa, indice hepatossomético e a sobrevivéncia.
Determinou-se a atividade das enzimas digestivas através do uso dos tecidos hepatopancreético
para identificar as proteases totais alcalinas, quimotripsina, tripsina, leucino-aminopeptidase e
a lipase lida em espectrofotdmetro. Todos os dados foram avaliados através da ANOVA one
way e two way por meio do software R®. O desempenho zootécnico foi afetado pela
combinacéo dos nutrientes empregados, e a melhor dieta (350 g PB kg 80 g L kg*) expressa
através da relacdo dietética P/E 19. N&do foi encontrada diferenca para a sobrevivéncia
(p=0,5055). As enzimas digestivas apresentaram atividade alteradas positivamente pelas dietas
experimentais testadas nas PLs, exceto a atividade da leucino-aminopeptidase, que ndo
expressou diferenca (p=0,4936). A relacdo P/E de 11 apresentou maior valor para indice
hepatossomatico (%) entre os tratamentos. As proteases exibiram maior concentracdo conforme
0 aumento das proteinas, assim como a lipase, que expressou maior atividade independente da
quantidade de proteina. Estes resultados apontam que a melhor relacdo P/E para PLs, deve
apresentar 19 mg PB KJ! EB g!, com base no uso da dieta (350 g kg™! 80 g kg™!) que revelou

sinergia e melhor se adequa as necessidades alimentares.

Palavras-chave: Alimento, Nutriente, Sistema digestivo, Crescimento



ABSTRACT

This study aimed to determine the dietary effect of protein/lipid ratio in the zootechnical
performance, and activity of digestive enzymes in post-larval (PLs) painted river prawn. The
work of zootechnical performance was conducted at the Center Integrate Fisheries Resources
and Aquaculture, belong to the 42 Regional Superintendency of Sergipe of Company for the
Development of San Francisco and Parnaiba rivers valleys. Were evaluated six experimental
diets with three levels of crude protein (220, 300 and 350 g kg™) and two levels lipids (80 and
100 g kg™) offered to (PLs) with middle weight (1.86mg + 0.65) in a factorial arrangement
(3x2) with eight replicas, distributed in six different relations dietary protein/energy (P/E):11,
12, 16, 17, 19 and 20 mg CP KJ™* GE g shared in 48 experimental units. The zootechnical
variables of biomass gain, hepatosomatic index and survival were evaluated. The activity of
digestive enzymes was determined through the use of hepatopancreatic tissues to identify total
alkaline proteases, chymotrypsin, trypsin, leucine-aminopeptidase, and lipase read in
spectrophotometer. All data were analyzed by means of ANOVA one way and two way through
software R®. The zootechnical performance was affected by the combination employees, and
great diet (350 g CP kg 80 g L kg™!), expressed through the dietary ratio P/E 19. No difference
was found for the survival (p=0.5055). The digestive enzymes presented activity changed
positively by the experimental diets tested in PLs, except the activity of leucino-
aminopeptidase, which not expressed difference (p=0,4936). The ratio P/E of 11 showed a
higher value for hepatosomatic index (%) between the treatments. The proteases exhibited
higher concentration according to the increase of proteins, as well as the lipase, who expressed
greater activity regardless of the amount of protein. These results indicate that best P/E for PLs,
is with 19 mg CP KJ™1 GE g through diet (350 g PC kg™t 80 g L kg™) that presented synergy

and better adjusted to the food needs.

Keywords: Feed, Nutrient, Digestive system, Growth.
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CAPITULO 1
CONSIDERACOES GERAIS

A aquicultura é uma das ascendentes fontes de producdo de alimentos para milhdes de
pessoas em todo mundo através da reproducdo, crescimento e engorda de peixes, crustaceos,
moluscos, anfibios, répteis e vegetais que tem parte ou todo desenvolvimento dependente
d’agua e apresenta importancia e interesse econémico (FAO, 2018). Em 2016, mais de 151
milhGes de toneladas de pescado foram destinadas para a alimentacdo humana, tendo
importante contribuicdo dos paises em desenvolvimento com mais da metade das exportacdes
(FAO, 2016).

Nesse sentido, a carcinicultura de agua doce representa 5% de toda a producdo mundial
na aquicultura (FAO, 2018) e esta concentrada principalmente nas espécies de camardes
palemonideos do género Macrobrachium, com destaque para Macrobrachium nipponense (DE
HAAN, 1849) e Macrobrachium rosenbergii (DE MAN, 1879) (NEW e NAIR, 2012). Esta
atividade, por apresentar facil aplicacao e possibilidade de ser realizada por pequenos e médio
produtores (MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004; SANTOS, 2013) tem se tornando cada
vez mais atrativa, passando a ser uma das fontes contribuintes de pescado no Mundo em
quantidade e em valor (NEW, 2010; MARQUES et al., 2016).

Das 243 espécies recentes do género Macrobrachium, 17 ocorrem no Brasil (DE
GRAVE & FRANSEN, 2011; ROSSI & MANTELATTO, 2013), das quais o Macrobrachium
amazonicum (1862), Macrobrachium acanthurus (WIEGMANN, 1836) e Macrobrachium
carcinus se destacam por apresentarem caracteristicas que se adequam para as condi¢des de
cultivo (PILLEGGI & MANTELLATO, 2012), e juntas, corresponderam a cerca de 85% dos
camardes de dgua doce pescados no Brasil (NEW, 2000; MACIEL e VALENTI, 2009). Esses
camardes sdo capturados através de armadilhas de pesca artesanal, mantidas junto ao fundo de
rios, reservatorios, acudes, lagoas, lagos e corregos, geram renda para varias familias.

Diante da acentuada reducdo da captura do M. carcinus através da pesca extrativa, e da
menor frequéncia de observagdes em seu habitat, esta espécie é classificada como vulneravel
conforme o Ministério do Meio Ambiente, MMA (2004) e o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis, IBAMA, (2004), desde o ano de 2004 ficou
proibida a pesca desta espécie no Brasil. Agravado ainda, por aumento da polui¢éo, sobrepesca,
acOes antrdpicas negativas, e a intensa procura, em razao da espécie apresentar carne com sabor
agradavel, e do porte que atinge quando adulto, alcangando valores altos de comercializagdo

comparados a outras espécies do mesmo género (TENORIO, 2012). Nesse contexto, sobretudo
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por meio da aquicultura, surge como forte alternativa para atender a demanda comercial que
existe, e de auxiliar na preservagao da espécie no ambiente silvestre.

Porém, apesar da potencialidade das espécies nativas do brasil, a carcinicultura de agua
doce no Brasil esta voltada para a espécie exotica M. rosembergii, conhecida vulgarmente como
camardo da Malasia, gigante da Malésia ou pitu havaiano. Esse fato deve-se pela existéncia de
varias lacunas existentes na definicdo de um protocolo robusto para o cultivo comercial das
espécies brasileiras de Macrobrachium, como manejo alimentar e a producdo poés-larvas
(COELHO et al., 1981; CORREIA e CORDEIRO, 1981; CAVALCANTI, 1998; VIANA-
LIMA, 2014).

N&o hé registro de producdo comercial do camardo-pitu, as experiéncias preliminares
foram realizadas em 1960 por INGLE e ELDRED (CHOUDHURY, 1971), e posteriormente
por COELHO & LIMA (2003) utilizando racdo comercial para camardo peneideo, em que
avaliaram a possibilidade de cultivo do pitu para fins comerciais.

A racdo apropriada para camardes de &gua doce tem importancia para dispor de
condicdes nutricionais, possibilita que a quantidade de nutrientes disponiveis a dieta possa ser
metabolizados, e convertidos em energia molecular para os processos fisioldgicos e 0 aumento
da musculatura, além de apresentar caracteristicas que ajudem ao melhor consumo e conversao
alimentar (D’ABRAMO e SHEEN, 1994)

A maioria das avaliacfes envolvendo dietas para camardes de dgua doce sdo a nivel
laboratorial e foram realizadas com as espécies exoticas (ZIMMERMANN, 1998). A
necessidade de estudos sobre a digestdo dos nutrientes, eficiéncia digestiva, exigéncia
alimentar, sdo importantes informacgdes que devem ser avaliadas de forma especifica, pois 0
habito alimentar e habitat podem diferir em animais do mesmo género (MCGAW & CURTIS,
2013; MENDES-MARTINEZ et al., 2018).

O M. carcinus é espécie onivora com tendéncia a carnivoria, apesar de haver amplo
consumo de detritos, como semelhante em outras espécies deste género que aproveitam
diversos itens alimentares (LIMA, GARCIA e SILVA, 2014). Devido ao seu habito alimentar,
as necessidades dietéticas contendo proteinas e lipideos na condigdo de cultivo séo dificeis de
determinar, assim como 0s outros nutrientes, que necessita de estudos especificos para
apresentar os requisitos nutricionais nos diferentes estagios de crescimento, sobretudo no que
tange a concentracdo proteica e lipidica do alimento, devido o papel no crescimento e
fornecimento de energia (XIAO et al., 2014; TACON & METIAN, 2015; MENDES-
MARTINEZ et al., 2018).
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Estudos sobre requerimentos de proteinas e lipideos para os camardes de &gua doce
apontam para faixa de 30 a 50% de proteina bruta (TACON, 1987; NRC, 2011; MENDEZ-
MARTINEZ et al., 2017) e 2 a 12% de lipideos, onde a maioria dos crustaceos apresentam bom
crescimento, porém nao ha definicdo apropriada quanto a quantidade especifica de cada
nutriente (D’ ABRAMO ¢ NEW, 2010).

Entre os insumos dietéticos empregados na formulacdo, destacam-se os de origem
animal, oleaginosas, graos de cereais e seus subprodutos, raizes, forrageiras, além de aditivos
(ZIMMERMANN, 1998). A farinha de peixe é um dos principais insumos utilizados no fabrico
para a disponibilizacéo de proteinas em ra¢Ges para animais aquéaticos e o mais oneroso (AYISI
et al., 2017). Assim como o 6leo de origem animal, supera em rendimento o crescimento de
crustaceos submetidos a esse tipo de nutriente, outras fontes, como o 6leo de canola, linhaca,
girassol e de soja podem produzir efeitos que atendem a necessidade lipidica (KIM et al., 2013).
E, aincluséo de alimentos alternativos, complementares e subprodutos em dietas podem reduzir
custos com a substituicdo parcial de itens convencionais e proferir desempenho zootécnico
guando aplicado em quantidade apropriada para o estagio de desenvolvimento, como a inclusédo
de residuos de filetamento de camardo (NUNES et al., 2016).

Nesse sentido, o conhecimento acerca da fisiologia digestiva, a partir da atividade
enzimatica, pode revelar a capacidade de aproveitamento dos nutrientes para as etapas
especificas de crescimento, vista a importancia de contribuir com a formulacéo de dietas cuja
acao melhora a absorcdo de nutrientes, e capacidade de geracdo de células fibrilares contidas
no hepatopancreas que sdo responsaveis pela sintese e secrecdo de enzimas, e as que Sdo
incrementadas com a flora intestinal (NRC, 2011). Assim, avaliar o efeito dietético da relacdo
proteina: lipideo no desempenho zootécnico e atividade de enzimas digestivas do
hepatopancreas de pds-larvas do camardo-pitu, contribuira com a determinagdo de um

protocolo alimentar e consequente cultivo comercial da espécie.
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2. CAPITULO 2

REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cenario atual da producéo de camarao de agua doce

A producdo Mundial de camardo de dgua doce, correspondente em 2017 a 263,328 t,
gerou US$ 2.018.502, para o M. rosenbergii, e, 240,739t e valor de US$ 2.091.300 para o M.
nipponense (FAO, 2018), a primeira espécie responde por 51,7% da produgdo mundial,
enquanto que o camardo do rio oriental, criado de forma majoritaria na China, contribuiu com
47,2%; outras espécies produziram apenas 1%, e entre todos os crustaceos cultivados,
representa 3 e 4% respectivamente de producao. Os paises que mais produziram crustaceos de
agua doce no ano 2016, foram: China (92.96%), Estados Unidos (2.98%), Bangladesh (2.34%),
Tailandia (0.66%), Myanmar (0.60%) e, India (0.45%) (FAO, 2018; TACON, 2018). No caso
especifico da China, o maior produtor de camardes de agua doce, em 2017 a atividade esteve
direcionada principalmente ao cultivo do M. nipponense (240,739 t) e em seguida do M.
rosenbergii (137,360 t)

A carcinicultura de 4gua doce no Brasil apesar de contar com investimentos, € reduzida
e pouco difundida, que por sua vez, gera desordenamento em razédo de ser atividade incipiente
e que leva desconfianca entre os produtores, que ainda assim, produzem sem as informacées
adequadas (BRASIL, 2013). Desde a inclusdo do M. rosenbergii, esta espécie é mais efetiva
em projetos aquicolas no Brasil e serve de parametro para outras espécies do mesmo género,
apesar da pouca tradicdo deste pais com a criacdo com camarfes de dgua doce (VALENTI,
MALLASEN, BARROS, 2009). Dados da FAQ indica que em 2017, o Brasil produziu volume
de 100 t, 50% abaixo dos volumes anuais anteriores, de modo que este diagndstico de producao
aquicola néo foi atualizado desde 2011 pelo Brasil, e que gera incerteza para este dado (FAO,
2018).

A criacdo de camardes de agua doce ocorre em pelo menos 20 estados do Brasil, em sua
maioria adota 0 monocultivo, sendo predominante em apenas um estado boa parte da producéo
(VALENTI, 2002). Conforme o Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extenséo
Rural-INCAPER e a Cooperativa dos Aquicultores do Espirito Santo, este estado do Brasil é o
maior produtor de camar@es de agua doce, alcangou em 2014, rendimento de cerca 82 t. neste
ano e gerou faturamento de 2,5 milhdes.

Apesar da existéncia de pelo menos 10 larviculturas no ano de 2002 espalhadas no

Brasil, a preferéncia de criar espécies exoticas € maior, e que o comércio de pos-larvas atraves
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de laboratérios de producdo, comercializam mil exemplares de PLs, na regido nordeste ao preco
médio R$150 (VALENTI, 2002).

2.2 Caracterizagdo do Macrobrachium carcinus

Decéapoda conhecido como Pitu ou camardo-pitu do Nordeste do Brasil, noutras regides
como “lagosta de Sao Fidelis”, “lagostinha do Ribeira”, e em alguns paises, por bigclaw river
prawn or painted river prawn (SANTOS et al., 2007). Encontrado em ambientes de agua doce
e proximo a estuarios, tem a sua distribuicdo espacial desde a Florida, nos EUA até porcéo sul
do Brasil (MELO, 2003; SANTOS et al., 2017).

Figura 1. Distribuicdo geografica do camardo-pitu indicados através de estrela amarela.
Fonte: https://www.discoverlife.org/20/q?search=Macrobrachium+carcinus&b=FB25303. Adaptada.

As larvas exibem manchas com coloragéo avermelhada que se alteram com crescimento,
e gquando alcancam o ultimo estagio, realizam metamorfose a pés-larvas (Fig. 2), tendo o
comprimento médio de 1cm, momento em que tornam-se bentdnicas e apresentam natagédo
constante, utilizam seus pereidpodes para manuseio dos alimentos e competi¢do por espaco 0

corpo revestido por exoesqueleto translucido.


https://www.discoverlife.org/20/q?search=Macrobrachium+carcinus&b=FB25303

17

Figura 2. Pés-larva do camardo-pitu com o estdbmago repleto de alimento.
Fonte: Geuan Reis, 2018.

Os adultos (Fig. 3) sdo reconhecidos distintamente pela coloracdo em sua carapaca, por
faixas cremes longitudinais ao longo do exoesqueleto (COELHO et al.,1982; MELO, 2003;
SANTOS et al.,2017). O rostro curvado de forma suave para cima, apresenta 11 a 14 dentes
afilados, dispostos regularmente na margem dorsal, e 3 a 5 dentes ventrais, com 4 a 5 dentes
pos-orbitais. Apresenta cinco pares de apéndices locomotores, o segundo par é mais robusta
que os demais e apresenta pequenos espinhos na superficie (VALENCIA e CAMPOS, 2007).
Os machos adultos sdo maiores, pode alcancar até 30cm de comprimento total, enquanto as
fémeas atingem comprimento médio de 17cm. E pesa até 2509, quando adulto (COELHO &
LIMA, 2003).

Figura 3. Exemplar adulto do Macrobrachium carcinus
Fonte: Geuan Reis, 2018.

Na natureza prefere locais com aguas Idticas, fundo arenoso e rochoso com vegetais
aquaticos, e abrigos constituidos por rochas ou madeiras (HOLTHUIS, 1980; GOMES et al.,
2016). O Macrobrachium carcinus (LINNAEUS, 1758) é uma espécie de camardo de agua
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doce, quando no estado larval o melhor crescimento ocorre em &gua salobra (24 g) e
temperatura de 28°C (COELHO-FILHO, GONCALVES e BARROS, 2017). Enquanto a
salinidade da &gua para pos-larvas e adultos é entre 0 a 5 g/L™ (VALENTI et al., 1985;
HERMAN et al., 1999). A melhor faixa de pH situa entre 7,5 a 8,5, nivel de pH, que possibilitou
maior sobrevivéncia, encontrado por CHEN E CHEN (2003), com 8.2, em avaliacdo
experimental durante 56 dias com M. rosenbergii. De acordo Gomes et al (2016) os valores que
as larvas resistem a amonia total sem causar estresse € 0.834 mg L™ e para nitrito 0.328 mg L™.
0 teor de oxigénio dissolvido entre 2.27 a 7.5 mg L™, como praticado por COELHO-FILHO,
GONCALVES e BARROS (2017). De acordo com BOYD e ZIMMERMANN (2010) a
concentracdo de CaCOs da agua ao redor de 90mg L para a dureza total e alcalinidade entre 50
e 60 mg/L, é o suficiente para bom crescimento.

Esta espécie € territorialista, com comportamentos agressivos (KUTTY et al., 2000;
SANTOS et al., 2007; GOMES et al., 2016). Mas este conceito é imerecido, pelo fato de
decorrer da robustez e agilidade, o que nédo indica agressividade, o que é necessario desenvolver
pesquisas que proporcione bem-estar em situacdo de cativeiro, além de estudos genéticos
(COELHO e LIMA, 2003). Tentativa de hibridizacdo entre o M. carcinus e M. rosenbergii,
chegou até a fase de gastrula sem sucesso que visava combinar as caracteristicas de ambas as
espécies (GRAZIANI et al., 2003).

2.3 Ciclo de vida

Esta espécie pode iniciar a reproducdo com 55g e 60mm de comprimento (VALENTI
etal., 1994; ARAUJO, 2002). O macho exibe comportamento territorialista mais acentuado em
periodos reprodutivos, com eventual disputa com outros machos, e com desprendimento de
movimentos de corte, através do “abrago nupcial” em que ocorre a transferéncia do esperma
para receptaculo feminino, o espermatoforo. As fémeas (Fig. 4) tém pleuras abdominais
arqueadas para manter a massa de ovos (VALENTI et al., 1989; TENORIO, 2012). Embora as
fémeas ovigeras realizem a migracao para areas costeiras abrigadas, é possivel que as condi¢Ges
ambientais interfiram neste processo natural (CHAVEZ-ALARCON e CHAVEZ, 1976;
SILVA et al.,, 1981; VIANA-LIMA, 2014). Posteriormente com a fecundagéo dos 6vulos, a
massa de ovos fica na camara abdominal aderidas aos pledpodes (COELHO et al., 1982;
GRAZIANE et al., 1993; SANTOS et al., 2007).
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Figura 4. Camardo-pitu com massa de ovos presa ao abdémen.
Fonte: http://aquiflora.blogspot.com/2014/05/tecnicos-selecionam-novas-matrizes-de.html

O ndmero de ovocitos produzidos é entre 14.000 a 240.000 ovdcitos, depende do
tamanho da fémea e estado nutricional (HOLTHIUS, 1980; COELHO, RAMOS-PORTO &
SOARES, 1982; SANTOS et al., 2007; LARA E WEHRTMANN, 2009). O tempo de
incubacdo dos ovos é de 20 dias, com ocorréncia perceptivel da mudanca do padrdo de
coloracdo de alaranjada para cinza-esverdeado, decorrente do consumo do vitelo pelos embrides
(COELHO, RAMOS-PORTO & SOARES, 1982; TENORIO, 2012).

Os ovos eclodem como zoéa em &gua doce ou salobra, sofre 12 estagios com mudancas
morfolégicas ao intervalo médio de 4 dias em cada estagio ao longo de seu crescimento com
alteracbes fenotipicas até alcancar pds-larvas (GOMES et al., 2016). Sdo carreadas pelo
movimento das marés ao estuario, local em que crescem e depois realizam deslocamento
inverso (LEWIS et al., 1966; DUNGAN e FRAKES, 1973; DUNGAN et al., 1975; OBA et al.,
1980; GAMBA, 1982; VIANA-LIMA, 2014). Em condicGes laboratoriais a duracdo dos
estagios larvais é em média de 45 dias (COELHO, 1982; HERMAN et al., 1999; TENORIO,
2012). No ambiente silvestre o tempo de existéncia deste palaemonidae € entre 6 a 8 anos
(BROWN, NEW e ISMAEL, 2010; TENORIO, 2012).

2.4 Caracterizacdo do sistema digestivo

O sistema digestivo (fig. 5) dos decapodes é dividido em trés distintas partes (intestino
anterior, médio e posterior). A parte anterior compreende a boca, localizado na posi¢do antero-
ventral que liga-se ao es6fago encerrado com a abertura do estbmago, a regidao média inclui o
hepatopéncreas, cecos, diverticulos, ou glandula digestiva, como é denominado esta massa
bilobada, fica logo acima das branquias; intestino posterior, com formato de tubo alongado,
comporta o reto, e 0 anus na base do télson (BROWN, NEW e ISMAEL, 2010).


http://aquiflora.blogspot.com/2014/05/tecnicos-selecionam-novas-matrizes-de.html
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Figura 5. Vista lateral do sistema digestivo de camardo Macrobrachium ssp.
Fonte: adaptado de R. L. Kotpal, 2012.

A boca interliga-se com o es6fago curto e distensivel, cujas paredes possuem glandulas
tegumentares que produz muco que auxilia no empacotamento e lubrificacdo da comida,
enquanto os musculos empurram através de movimentos ondulares (movimentos peristalticos)
que direcionam para o estbmago (MCGAW e CURTIS, 2013). O estdmago tem formato de
pera e apresenta duas camaras distintas, de maior volume e a pildrica, conecta-se ao intestino
proximal, que apresenta-se translucido, com paredes finas, interligado a cavidade bucal, o
esdfago, expande-se para regido posterior do cefalotérax, com auséncia de moinho gastrico,
abriga placas quitinosas que fornecem apoio na trituracdo dos alimentos (LIMA, GARCIA e
TAVARES, 2016). A primeira camara detém uma funcéo principal, classificacdo dos alimentos
para posterior transporte a regido do intestino médio (MCGAW e CURTIS, 2013).

A distribuicdo da rede neural tem importancia nos impulsos nervosos sobre os
movimentos musculares desencadeados no saco gastrico e pilorico, ao passo que a espécie e a
condi¢gdes ambientais interfere no deslocamento do alimento (WEIMANN et al., 1991;
WEIMANN e MARDER, 1994; THUMA et al., 2003). Estes movimentos impulsionam, mas
tem pequena representatividade para 0s pequenos dentes acessorios, mas auxilia na distribuicdo
da superficie destes, proferindo maior eficiéncia com quebra e trituracdo dos alimentos
(HEINZEL, 1993; MCGAW e CURTIS, 2013). Conforme 0s mesmos autores supraditos, estes
dentes localizam-se proximo a valvula cardiopilorica e regula 0 movimento da passagem do
alimento.

Nos crustaceos decapodes ha um tipo de revestimento que recobre as superficies
externas que também recobre parte do intestino anterior e posterior que possuem 0s mesmos
componentes que compde a carapaca (BROWN, NEW e ISMAEL, 2010). Esse tipo de
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revestimento proporciona que 0s camarfes consigam compensar a auséncia de moinho géstrico,
essa caracteristica pode funcionar como pseudomoinho, com a ingestdo de sedimentos,
contribuindo com a maceracao dos alimentos (LIMA, GARCIA e TAVARES, 2016).

As placas posicionam-se em pontos especificos no estdbmago para auxiliar na selecdo e
com a trituracdo de determinados grupos de alimentos. No M. carcinus ha duas placas presente
no esdfago e estbmago cardiaco, mencionado por LIMA et al (2016)

Apesar das caracteristicas do trato digestivo serem comparavel a outros crustaceos
pertencente a familia Palaemonidae (RAFINESQUE, 1815), no M. carcinus ha aspectos
peculiares, assim como em outras espécies devam ser diferentes, como possuir 21 ossiculos no
estdmago, dividido em sete grupos com diferentes funcdes. Essas estruturas junto com as
cerdas, fornecem apoio com a triagem das particulas para serem digeridas (LIMA et al., 2016).

O inicio do intestino médio se une ao trato principal onde localiza-se o hepatopancreas
porcdo em eu ocorre maior absorcéo de nutrientes, comum aos demais camardes de agua doce
deste género (BROWN, NEW e ISMAEL, 2010).

Conforme a NRC (2011), o processo digestivo decorre como em peixes, mesmo 0S
camarbes ndo dispondo de estdmago com glandula secretora, onde inicia a digestdo de
nutrientes, o papel parece ser do hepatopancreas, com a secre¢io de suco gastrico. E
considerado um dos principais érgdos do sistema digestivo dos decapodes, envolvido com as
funcdes metabdlicas, € composto de duas seccbes de l6bulos bem distribuidos, associados com
os tecidos conectivo, através dos dutos laterais ligado ao estdmago que formam massa glandular
(CECCALDI, 1989). Pode apresentar diferentes coloracdes que depende das reservas a base de
caroteno, zeaxantina e astaxantina (BROWN, NEW e ISMAEL, 2010).

O processo da mistura dos alimentos com enzimas € bastante complexo e transmitida
pela glandula digestiva, através dos musculos que movem as paredes do proventriculo, atuando
como uma espécie de pseudomoinho (DALL & MORIARTY, 1983; BROWN, NEW e
ISMAEL, 2010). Conforme MCGAW e CURTIS (2013) particulas inertes de até 100nm e o
liquido entram na glandula digestiva. O aumento da digestibilidade, exige além da qualidade
nutricional, tamanho dos péletes adequados a idade do animal, pelo fato de ser necessario passar
em filtro que protege a glandula digestiva (BROWN, NEW e ISMAEL, 2010).

A frequéncia da oferta de alimentos pode interferir na permanéncia de residuos de
alimentos no intestino posterior até que haja uma proxima refeicdo (HOPKIN e NOTT, 1980;
MCGAW e CURTIS, 2013). A despadronizacdo da oferta de alimentos regulares afeta a
atuacdo do sistema nervoso em que por sua vez altera o perfil dos movimentos musculares
(CLEMENS et al., 1998; MCGAW e CURTIS, 2013).
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O intestino posterior liga-se através de uma juncdo ao ceco digestivo, percorre todo o
abdémen até o anus, este segmento do trato digestivo comporta glandulas tegumentares que
produzem muco e facilita na evacuacéo das fezes (GIBSON, 1983; MCGAW e CURTIS, 2013).

Ha alguns processos relacionados com a quantificacdo, avaliacao, taxa de passagem do
alimento pelo trato digestivo dos decapodes, apesar de servir para analisar ingestao, as taxas de
transito e evacuacdo, é considerado limitado por que considera para efeito de anélises a fase
solida na digestdo por MCGAW e CURTIS (2013).

Alimentos que apresentam diferentes condi¢fes nutricionais tem seu transito pelo trato
digestivo alterado, os que detém mais nutrientes percorrem de forma lenta enquanto que as
dietas pobres, seguem mais rapida (MITRA e FLYNN, 2007; MCGAW e CURTIS, 2013).

2.5 Alimentacgéo

As larvas do camardo M. carcinus obtém os alimentos através de comportamentos
distintos, com emprego da natagdo errante na coluna d’agua, posicionando o térax voltado para
baixo e 0s pereidpodes para parte superior, estes apéndices sdo usados para formar uma corrente
de 4gua, apreender a comida e conduzir a boca (SANTOS et al., 2007; GOMES, et al., 2016).

Os primeiros estagios larvais, do segundo até o quinto existe a preferéncia por alimento
vivo, como zoopléncton, microrganismos que auxiliam nas condigdes nutricionais capaz de
atender as necessidades dietéticas, e em laboratorio, utiliza-se com frequéncia nauplios de
Artémias, com adogdo de 5 nauplios/mL! (COELHO-FILHO, GONCCALVES e BARROS,
2017).

O desenvolvimento das larvas é continuo, quando na fase pds-larvas e jovens necessitam
trocar regularmente seu revestimento, acdo que influéncia na sua alimentacdo, ou seja,
aproveitando menos o material alimentar externo, sendo provavel que ocorra a transferéncia de
reservas energéticas atraves das células hepaticas, como glicogénio para 0S processos
metabdlicos (TENORIO, 2012). Adicionalmente, células R, deslocam fonte de energia sob a
forma de gorduras para atender as necessidades metabolicas durante o periodo de jejum
obrigatério (ZIMMERMANN, 1998).

Durante o periodo de alimentagdo dos camardes, o numero de celulas M do
hepatopancreas, aumentam, e quando reduz, antes e depois da muda, esse material é usado para
a manutencdo da célula. Entretanto, mais estudos morfométricos envolvendo os diferentes
momentos do ciclo de muda da espécie sdo necessarios para elucidar completamente a fungédo
da célula M (BRUNET etal., 1994; SILVA et al., 2018).
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A oferta de farelo de filé de peixe é boa alternativa em fornecer proteinas em conjunto
com alimento artificial comercial, sobretudo para pds-larvas. O tamanho e a quantidade de
alimento ndo tem padrédo consolidado, mesmo havendo a ocorréncia de maior preferéncia por
granulos de alimentos maiores e possiveis de serem carregados pelos camardes (SANTOS et
al., 2007). O que pode provocar aproveitamento irregular e desperdicio energético pelo animal
para reduzir e captar as porgoes.

Os reprodutores requerem dietas contendo proteinas bruta e lipideos em maiores
quantidades sobretudo de lipideos (35% PB:13% L) em relacdo aos demais estagios
ontogenéticos nesta espécie (BENITEZ-MANDUJANO e PONCE-PALAFOX, 2014). Ao
passo de ser maior a quantidade de proteinas para reprodutores de M. rosenbergii (40% PB),
destacado por (D’ABRAMO ¢ NEW, 2010).

A visdo é considerada um dos passos iniciais para o encontro do alimento, porém néo
tdo importante nesse sentido, ja que os crustaceos sdo bentbnicos e utilizam os apéndices
locomotores dotadas de cerdas mecanorreceptoras e quimiorreceptoras para forragear,
selecionar e conduzir o alimento mais proximo até a boca (KAWAMURA et al., 2018). De
acordo com COELHO et al (1982) e TENORIO (2012) o M. carcinus utilizam os quelipodos
para a conducdo dos alimentos, assim como o M. rosenbergii em que utiliza os pereidpodes
quelados que apresentam funcgdes adicionais, segurando a particula, examinando-a e direciona
as partes bucais, maxilipedes, maxilas e maxilulas (ASHELBY et al., 2015; KAWAMURA et
al., 2018).

Informacdes até o momento acerca de como funcionam os dentes nos Macrobrachium
s8o escassas, sabe-se que os movimentos dos dentes laterais atuam pressionando o alimento ao
moverem-se a parte media até encontrar o dente medial que é retraido (MCGAW e CURTIS,
2013). Esse movimento consegue cortar e quebrar itens rigidos com a ocorréncia da liberacéo
dos fluidos contidos nestes itens alimentares (HEINZEL, 1988; MCGAW e CURTIS, 2013).

Essas informacgdes auxiliam na formulagdo e preparo de péletes com caracteristicas,
como: rigidez, textura, peso e tamanho adequado ao aparato bucal, a fim de garantir o consumo

eficiente, sem desperdicios de ragdo para a agua de cultivo (ZIMMERMANN 1998).

2.6 Atividade enziméatica

As enzimas sdao biomoléculas que fornecem condicGes importantes para a manutengdo
dos organismos vivos a partir do aumento das velocidades das reagBes quimicas para

disponibilidade de energia em quantidades suficientes para manter em constante atividade as
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células (HARVEY et al., 2009). Todas as enzimas conhecidas sdo proteinas e atuam de forma
especifica ao seu substrato, exceto pequenos grupos de moléculas de RNA cataliticas
(NELSON e COX, 2014). De acordo com os autores mencionados anteriormente, algumas
enzimas necessitam de ions metalicos, os cofatores, ou moléculas organicas, provindas de
vitaminas, as coenzimas, para completar suas atividades.

O principal local da sintese de enzimas extracelulares € na glandula do intestino médio
(hepatopancreas) que contém células fibrilares com a fungéo de produzir, e estocar nas células
B (NRC, 2011).

O intestino médio é o local em que é predominante a acdo das enzimas e da maior
absorcdo de nutrientes em decépodes (DALL & MORIARTY, 1983; BROWN, NEW e
ISMAEL, 2010). Além de regular a passagem das particulas dos alimentos (MENDEZ-
MARTINZE et al., 2018). E um 6rgdo referencial do sistema digestivo dos decapodes para a
nutricdo e pode representar entre 2 a 6% do peso total corporal (NUNES et al., 2014; SILVA et
al., 2018).

No hepatopancreas, as células epiteliais R, estdo envolvidas com armazenamento de
lipideos e outros materiais excedentes, como glicoproteinas em menores volumes, essas
reservas sdo utilizadas pelos animais para reserva de energia e reducao de fome durante a muda
(MENDEZ-MARTINEZ et al., 2018).

Os nutrientes podem ser parcialmente hidrolisados quando alcangam o suco gastrico do
hepatopancreas que contém proteases, lipases e amilases (NRC, 2011). Muitas enzimas que
atuam na catalise, estdo envolvidas em reacdes bioguimicas, geram influéncia no transporte
com a entrada e saida de moléculas através das células, e atuam, ainda na sinalizacdo, respostas
imunes, adesdo celular e ciclo de mudas (BUXBAUM, 2007; NRC, 2011).

O conhecimento acerca do funcionamento do metabolismo das enzimas digestorias é
muito importante para introducdo de diversos ingredientes em quantidade especificas para
elaboracdo de racdo capaz de ser aproveitada de forma eficaz (SILVA, 2013). Assim como as
proteinas, os lipideos tem digestdo parecida em vertebrados, a partir da acdo do hepatopancreas,
nos estagios iniciais, a capacidade de digestdo lipidica é maior, e estar relacionada no
fornecimento de energia e o resguardo das proteinas na formagdo e reparo dos tecidos
(RIVERA-PEREZ et al., 2010; NRC 2011).

As principais proteases, a tripsina e quimotripsina é presente na maioria dos crustaceos
(NRC, 2011). Sdo as mais abundantes nos tecidos dos decapodes (GARCIA-CARRENO et al.,
1994; FERNANDEZ-GIMENEZ et al., 2002; SILVA, 2013). Entre o0s grupos de enzimas mais

comuns nos tecidos do M. rosenbergii sdo: tripsina, carboxipeptidases A e B, leucino-
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aminopeptidase, amilase, colagenase, esterase, além da lipase (LEE et al., 1980; D’ABRAMO,
1998).

Em adultos de M. carcinus foi caracterizada as enzimas proteoliticas a partir de dietas
experimentais e foi destacada que a temperatura 45°C e o pH ao redor 8 tem maior acéo sobre
os substratos (MANRIQUEZ-SANTOS et al., 2011).

A tripsina apresenta maior atividade em pH entre 8 e 11, e em temperaturas entre 35 a
45°C (SILVA, 2013). Ela atua fortemente clivando ligacdes peptidicas no lado das carboxilas
de residuos arginina e lisina (KLOMKLAO et al., 2007). Enquanto que a quimotripsina atua
nas ligacGes peptidicas adjacentes a residuos de aminoacidos arométicos da tirosina,
fenilalanina e triptofano, apresenta duas fases distintas: com a formacao de uma ligacao éster
entre 0 atomo do carbono da carbonila da ligacdo peptidica e a enzima, na outra fase, a ligacédo
éster € hidrolisada e a enzima é regenerada (NELSON e COX, 2014). Ambas sdo
endopeptidases, rompem ligacGes peptidicas no interior celular (GONZALEZ e ROBERT-
BAUDOUY, 1996; CANDIOTTO, 2013).

A quimotripsina tem rendimento melhor com pH 7 a 8 e temperatura entre 40°C,
verificados por (TSAI, CHUANG e CHIANG, 1986; MANRIQUEZ-SANTOS et al., 2011)
para camardes de agua doce, enquanto que com o L. vannamei, o pH.8 e a temperatura de 27 a
35°C, promovem melhores condi¢cbes (HERNANDEZ-CORTES, WHITAKER, GARCIA-
CARRENO, 1997).

As enzimas aminopeptidases sdo responsaveis pela liberacdo de aminoacidos livres,
além de peptideos através da hidrolise das ligacdes peptidicas na posicdo N-terminal de
proteinas (GONZALEZ e ROBERT-BAUDOUY, 1996; SILVA, 2013).

A leucino-aminopeptidase € uma exopeptidase que catalisa a hidrolise de residuos de
leucina na posicéo terminal N de peptideos e proteinas (BUARQUE et al., 2010., SERRANO-
JUNIOR, 2015). Apresenta maior estabilidade numa faixa de pH entre 7 a 8.5, e a melhor com
8, e temperatura ao redor de 45°C e 55°C para jovens e adultos de Farfantepenaeus subtilis
(PEREZ FARFANTE, 1967) (BUARQUE et al., 2009).

A lipase catalisa a hidrolise de triacilglicerdis promovendo a liberagéo de &cidos graxos
e glicerois para serem transportados para locais onde ha necessidade de combustivel para os
tecidos (NELSON e COX, 2014). A dieta contendo triacilglicerdis sdo usados em sua maioria
para a producdo de energia (RIVERA-PEREZ et al., 2010; MARQUES, 2014). Na pesquisa de
Rivera-Pérez et al. (2010) encontraram no hepatopancreas do L. vannamei uma faixa 6tima de
atuacdo com o pH de 7 a 8, e temperatura entre 30 a 40°C. Existe uma vantagem quando se

compara reservas por glicose por acidos graxos, capacidade de produzir quase o dobro de
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energia, e que ndo precisa ser hidratados, como ocorre com 0 amido, tendo menor peso
(NELSON e COX, 2014).

Em pds-larvas do camarao gigante de agua doce a digestdo tem inicio por uma protease
acida, posteriormente por enzimas alcalinas combinadas, tripsina, quimotripsina e
metaloproteases (CHISTY, HASHIM E SHU-CHIEN CHONG, 2009).

A atividade enzimatica é maior no hepatopancreas do que tecido muscular SRIKET,
BENJAKUL e VISESSANGUAN (2011). De acordo com NEWMAN et al. (1982);
D’ABRAMO e NEW et al. (2010), enzimas sdo evacuadas na porcao inicial do intestino médio,
onde ocorre a maior parte da digestdo intra-limen.

A aplicacdo de determinados grupos de alimentos pode alterar o perfil enzimatico e
causar a reducdo de algumas enzimas mais importantes para 0s organismos aquaticos, apesar
de destes animais poderem modular seu perfil digestivo frente a disponibilidade alimentar,
habilidade desprendida pelos onivoros (STECH, CARNEIRO e JUNIOR, 2009).

2.7 Efeito de diferentes nutrientes na atividade enziméatica

A maioria dos nutrientes sdo absorvidos pelos tibulos do hepatopancreas, apesar de uma
pequena quantidade ser absorvida através das paredes do intestino médio (MCGAW e CURTIS,
2013).

A capacidade de digestibilidade de alimentos vegetais proteicos tem fraco desempenho
quando comparado com de origem animal, devido a presenca de oligossacarideos nao
digeriveis, reduzidos niveis de amino&cidos e fatores antinutricionais (LANGER, BAKHTIAR
E NAKHNOTRA, 2011).

Na natureza devido seu habito alimentar, os camardes Macrobrachium inclui a sua dieta
detritos organicos vegetais, e podem apresentar quantidade maior de bactérias e fungos que
degradam a celulose, podendo proporcionar maior hidrolise desta fonte e elevar a concentragédo
destas enzimas (D’ABRAMO e NEW, 2010).

As bactérias benéficas, dos géneros Bacillus, Clostridium, Saccharomyces séo capazes
de estimular e aumentar a atividade de enzimas, protease, lipase e amilase, importantes para a
degradacéo de substratos para disponibilizacdo de nutrientes e consequente aumento do ganho
de comprimento e peso, destacada por SHAILENDER., KRISHNA e SUEWAH, (2012);
NEGRINI, (2014); SEENIVASAN et al. (2016); GUPTA, VERNA e GUPTA (2016);
KARTHIK, BHAVAN e MANJULA (2018).
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2.8 Composi¢do quimica de dietas experimentais

2.8.1 Proteinas:
Proteinas sdo macromoléculas formadas por polimeros de aminoacidos, tendo os

residuos de cada aminoacido unido ao seu vizinho por ligacdo covalente (NELSON e COX,
2014). Em camardes de agua doce como os demais crustaceos necessitam de 10 amino&cidos
essenciais, como: arginina, histidina, leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptofano e valina (D’ABRAMO e¢ NEW 2010). Enquanto que ZIMMERMANN
(1998), diz ser 12, a quantidade de aminoacidos a exigéncia para os camarfes de dgua doce,
entretanto este perfil pode sofrer com alteracdo da alimentacéo e sua idade.

A alimentacdo comercial para camardo de agua doce, apresenta uma faixa de proteina
bruta de 23,8-38,5% como praticado no Havai, conforme alguns pesquisadores sugerem
(CORBIN et al., 1983; D’ABRAMO ¢ NEW, 2010), 28 a 36% em Taiwan (HSIEH et al., 1989;
D’ABRAMO e NEW, 2010), e 22 a 30% na Tailandia (NEW, 1990; D’ABRAMO ¢ NEW,
2010). E quando h& disponibilidade de alimento natural, a dieta artificial deve conter menor
nivel de proteina, entre 13-25% (D’ABRAMO e NEW, 2010).

O excesso ou auséncia de proteinas as racfes € prejudicial ao desenvolvimento dos
crustaceos, pois, a capacidade de metabolizacdo de derivados nitrogenados, interfere o
equilibrio osmético e o transporte de oxigénio para os tecidos (SCHMITT e SANTOS, 1998;
GUZMAN et al., 2001; ROSAS et al., 2001; MENDEZ-MARTINEZ et al., 2018).

2.8.2 Lipideos:
Os lipideos representam uma classe heterogénea de substancias com reduzida

solubilidade ou insoltvel em agua, solivel em éter etilico, cloroférmio ou benzeno (NELSON
e COX, 2014). E componente indispensavel em dietas para fornecimento de energia para a
pronta utilizacdo, esta presente em estruturas de biomembranas, carreadores de vitaminas
lipossoluveis, precursores de processos enzimaticos e depressor da fome (ZHAO et al., 2015;
AYISl etal., 2017). De acordo com ZIMMERMANN (1998) a forma de lipideos mais presente
na hemolinfa dos crustaceos sdo os fosfolipideos, seguido por diacilglicerdis.

A gquantidade necessaria de acidos graxos é baseada na satisfacdo dos animais e do
fornecimento adequado de fontes de energias para economizar as proteinas dietarias
(D’ABRAMO e NEW, 2010). Dietas com elevado teor de proteinas requer baixa quantidade
de lipideos, devido o balanco energético das proteinas, e 0s mecanismos fisioldgicos

compensatdrios adotados para reduzir a quantidade de proteinas utilizadas, e disponibilizacao



28

de energia por carboidratos, com baixa captagdo (D'ABRAMO & SHEEN 1994; D’ABRAMO
e NEW, 2010).

Niveis superiores a 10% de lipideos parece ser prejudicial ao crescimento, devido ao
excesso de energia, devido o limite da capacidade de metabolizacdo, com efeito em menor
crescimento (D’ABRAMO e NEW, 2010). Por outro lado, industrias de producdo de racgoes
tendem a acrescentar mais este componente as preparacgdes, alcancando faixa entre 10 e 12%,
contendo mais cidos graxos do tipo -6 que 0 ®-3 (ZIMMERMANN, 1998).

Os lipideos adicionados a racdo podem lubrificar o trato gastrointestinal, o que facilita
a passagem de alimentos, expande a palatabilidade e reducdo de poeiras nas racdes peletizadas
(TACON, 1987; ZIMMERMANN, 1998). Seja provavel que a temperatura da dgua tenha efeito
significativo na utilizacdo de lipideos pelo animal para uso de energia, devido crustceos néo
acumular gordura, apenas o glicogénio, como principal reserva. Apesar de ndo haver nivel
especifico de exigéncia de lipideos para fases de crescimento sob diversas condicdes
ambientais, 0 excesso de energia diminuira a eficiéncia da dieta, e quando baixa, utiliza as
proteinas para energia (MENDEZ-MARTINEZ et al., 2018).

A adicdo de 6leo de soja a dietas permite converter os fitoesterdis a colesterol,
disponibilizando energia as funcgdes fisioldgicas dos crustaceos, quando proporcéo de 1:4 de
lipideos para carboidratos gera bons resultados em juvenis de M. rosenbergii observada por
(CLIFFORD & BRICK 1978; D’ABRAMO e NEW, 2010). Estudo de com vaérias fontes de
6leos, destacaram que a adicdo de 1% de 6leo de soja gera melhor impacto com o ganho de
peso as pds-larvas KANGPANICH, PRATOOMYOT e SENANAN (2017).

A substituicdo parcial do 6leo de peixe e de lula por 6leos vegetais dietéticos, 6leo de
palma, canola, girassol e de linhaca, em dietas para camarfes jovens gigante da Malésia, foi
demonstrado que o 6leo de lula supera os demais 6leos em desempenho, incluido o 6leo de
peixe, adicionalmente, entre as fontes vegetais, 6leo de canola e de linhaca, foram superiores
entre as fontes vegetais, e excedeu a fonte derivada de peixe (KIM et al., 2013).

De acordo com ZIMMERMANN (1998), os camardes possuem habilidade de sintetizar
glicose a partir da conversédo de proteinas e lipideos através da gliconeogénese, satisfazendo
desta forma as suas necessidades energéticas com o catabolismo proteico e lipidico. Mesmo a
glicose sendo derivada deste processo a partir de outros nutrientes disponiveis, a economia de

proteinas e lipideos tem importancia para a manutencao das atividades fisiologicas.



29

2.8.3 Carboidratos:
Representam o terceiro composto organico mais abundante no corpo animal, formados

através da sacarose, frutose, amido, glicose, lactose, celulose, quitina e glicogénio, de forma
que as cadeias compostas sdo mais assimiladas pelos Macrobrachium (FAO, 2016).

Niveis de carboidratos dietéticos para 0s crustaceos tem importancia na capacidade
digestiva que é refletido pela quantidade de carboidrato usada, e nas concentracdes elevadas de
amilase observadas em M. rosenbergii, deve estar atrelada a onivoria, e alteram o desempenho
com os polissacarideos em dietas para juvenis desta espécie (D’ABRAMO e NEW, 2010).

Poucos estudos envolvendo niveis de adi¢do carboidratos em dietas foram direcionados
aos camarfes de agua doce quanto a mistura com outros itens alimentares. MOHAN et al.
(2016) analisaram os efeitos zootécnicos, composicdo quimica muscular, atividade enzimatica,
e estado antioxidante, metabdlico com inclusdo de (Ganoderma lucidum), como fonte de
polissacarideos em diferentes faixas, e concluiram que a suplementagdo de 2,5g/kg™' melhora
o desempenho. No trabalho de DIAZ e NAKAGAWA (1990) observaram que o amido de batata
produziu efeitos melhor sobre desempenho, comparado a outras fontes de carboidratos. Na
pesquisa de GONZALEZ-PENA et al. (2002) destacam que a celulose na dieta do M.

rosenbergii, ¢ uma fonte de energia digestivel e metabolizavel.

2.8.4 Vitaminas e Minerais:
As vitaminas provenientes de fontes naturais s&o mais saudaveis do que as sintéticas, ou

seja, vitaminas disponiveis no ambiente é mais saudavel para os camarées (NELSON e COX,
2014). De acordo com ZIMMERMAN (1998) séo necessarias 17 vitaminas em dietas para 0s
camardes de agua doce. Dentre as vitaminas essenciais, vitamina C e E tem importancia no
crescimento, defesa e a reproducéo, sdo consideradas importantes em dietas para 0s animais
(CONKLIN, 1997; MURALISANKAR et al., 2018).

D'ABRAMO e CONKLIN (1995), e ZIMMERMANN (1998) referem que sao
necessarias 104 mg/L de acido ascorbico (ascorbil-2-monofosfato ou ascorbil-6-palmitato) na
dieta de M. rosenbergii. Poréem, assim como nao se pode saber ainda quando ocorre deficiéncia
de proteinas, lipideos e carboidratos para camarfes de agua doce, a mesma situacdo ocorre para
as vitaminas.

As vitaminas do grupo B, sdo indispensaveis aos crustaceos, assim como vitamina A e
E, compdem os lipossoluveis, com D e K, sdo transportados pelos lipideos (ZIMMERMANN,
1998). A astaxantina é encontrada naturalmente em microalgas, como Haematococcus pluvialis
e levedura, Phaffia rhodozyma (SEABRA e PEDROSA, 2010). Segundo 0s mesmos autores,
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a astaxantina ¢ derivada do B-caroteno por hidroxilagdo e quelagdo, reacdes catalisadas pela -
caroteno-hidroxilase e 3-caroteno-cetolase, respectivamente.

A carapaca dos crustaceos dispe de pigmentos que Ihe conferem cor especifica, que
estd associada a sua alimentacdo, apresentando coloragdo alaranjada, quando imposta
tratamento térmico decorrente da desnaturacdo da astaxantina. Esses animais ndo podem
biossintetizar os pigmentos que contem astaxantina (D’ABRAMO, 1998).

De acordo com ZIMMERMANN (1998), a promocdo da pigmentacéo pela astaxantina,
tem contribuintes como beta-caroteno, xantaxantina, cantaxantina, luteina e zeaxantina,
(SIMPSON 1982; PARISENTI, 2011), e que a quantidade de 30 a 70 mg/L deste produto para
dietas convencionais ajuda os camardes utilizarem e manterem as fung¢des adequadas com acgéo
destes pigmentos, mantendo nivel adequado quando nao ha 6leo de peixe e farinha de camaréo.

O betacaroteno natural, apresenta propriedades antioxidantes superiores ao sintético
(LEVIN, YESHURUN, MOKADY, 1997; LIRA et al.,2017) e que seu uso na alimentacéo
representa uma alternativa de agregacéo de valor (LIRA et al.,2017).

Conforme a NRC (2011), os pigmentos carotenoides apresentam algumas funcoes
fisiolégicas, (1) pigmento acessério para a fotossintese, (2), protecdo contra a
fotossensibilizacdo, (3), fonte de provitamina A, e (4), comunicante entre 0S organismos
aquaticos.

Os minerais sdo extremamente importantes no carreamento de grupos funcionais
especificos de compostos que participam das atividades fisiologicas, especialmente o cobre e 0
zinco, por compor e contribuir com a defesa de crustaceos (SANTQOS, 2005).

Parece que 0s minerais disponiveis no meio aquatico podem ser incorporados ao tecido
animal, via ingestdo, branquias e/ou carapaca (BOONYARATPALIN, 1996). A racdo deve
conter pelo menos 15 minerais, porém nado se conhece a quantidade especifica de cada mineral
que deva ser ofertada aos estdgios de desenvolvimento, sexo, e as condigdes de criacdo
(ZIMMERMAN, 1998).

O célcio e o fosforo representam maiores constituintes inorganicos presentes em dietas,
apresentando funcgdes estrutural e rigidez do exoesqueleto, o primeiro mineral, esta envolvido
na transmisséo de impulsos, osmorregulacéo e cofator para 0s processos enzimaticos, enquanto
que o fosforo, é constituinte de nucleotideos, fosfolipideos, acido desoxirribonucleico (DNA),
e a parte inorganica, auxilia na manutencdo do pH do fluidos intra e extracelular (ZUBAY,
1983; NRC, 2011).
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O magnésio é essencial para a manutengdo da homeostase em crustaceos (NRC, 2011).
A inclusdo de cloreto de magnésio entre 150 a 300 mg/kg melhorou o ganho de peso em L.
vannamei (ROY et al., 2007; NRC, 2011).

Conforme Rainbow (1997) e Santos (2005) os metais em crustaceos seguem sobretudo
duas rotas principais, uma passiva e outra dependente do transporte ativo, na primeira situacéo
0s metais ligam-se as proteinas da superficie da membrana epitelial, e sdo carregados através
de cascata termodinamica.

Os autores MITRA, CHATTOPADHYAY e MUKHOPADHYAY (2005), sugeriram
baseado em ensaios laboratoriais, niveis de céalcio/fosforo entre 1.5-2.0:1, e zinco entre 50 a 90
mg/kg ! sem especificacio de estagio, 100 mg/kg ! vitamina C, destinada a dietas empregada
ao crescimento. De acordo com BOONYARATPALIN (1996), a inclusdo de cloreto de sodio
a dieta oportuniza a absorcdo de aminoacidos e satisfaz outras necessidades metabdlicas

resultando em aumento de crescimento.

2.8.5 Energia bruta:
O principio da energia bruta indica a capacidade de produzir calor (Kcal/kg) ou (Kcal/g)

de determinado alimento, oxidado na presenga em ambiente rico em oxigénio (25 a 30 atm de
oxigénio) (SILVA e QUEIROZ, 2005). De acordo com ZIMMERMANN (1998) os grupos de
nutrientes mais ricos em termos de energia bruta (lipidios, 9,5 kcal/g; proteina, 5,6 kcal/g;
carboidrato, 4,1 kcal/g). podem ser adicionados as dietas como fonte de energia para
economizar proteinas para o crescimento dos animais.

O conhecimento acerca da energia contida em cada nutriente permite que possa gerar
economia de item mais oneroso e indispensavel ao tecidos animal, como a proteina, que no caso
os carboidratos junto com lipideos podem poupar a energia das proteinas, além de que a melhor
maneira para determinar a exigéncia de proteina bruta em animais aquaticos dar-se pela relacéo
P/E (NRC, 2011; MENDEZ-MARTINEZ et al., 2018)

A quantidade indicada por MITRA, CHATTOPADHYAY e MUKHODEPADHYAY
(2005) de energia bruta para reprodutores (3700,00 a 4000,00 kcal/kg) e outras fases (2900,00
a 3200,00 kcal/kg). Enquanto valor mais praticado gira em 4.418,65 kcal/kg em dieta
experimental € a mais adequada para pos-larvas do gigante da Malasia GODA et al (2008),
ratificado por CHOWDHURY et al., 2008.

2.9 Formulacéo de dietas para camardes dulcicolas
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A racdo que é ofertada aos camardes de agua doce é desconhecida do ponto vista
nutricional e que o processo de fabricacdo e grau de moagem dos ingredientes tem importancia
a disponibilizacdo dos nutrientes e atividade das enzimas, alguns trabalhos reportaram que
usaram particulas entre 200 a 250um para a preparacdo das dietas (ZIMMERMANN, 1998).
Como ndo se conhece o tamanho dos péletes que sejam adequados para as pos-larvas, alguns
trabalhos ofertaram com tamanho variavel com 0.7, 1 e 4mm, verificado em ensaios por ANH
etal., (2009), CHISTY, HASHIM e CHONG, (2009), AZAM e KOROI (2013).

Os principais insumos dietéticos envolvidos na formulacao de ragdes na aquicultura, sdo
farinha de peixe, farelo de milho, farelo de soja, farelo de trigo, e outros que apresentam
importancia e sdo indispensaveis para a qualidade da racdo e equilibrio dos nutrientes
necessarios ao desenvolvimento do animal, haja vista a necessidade de reducdo de custos
(LAVENS et al., 2000).

Zimmermann (1991) enumerou seis classes de alimentos e um adicional, os mais
comuns e os aditivos empregados na formulacdo e preparo de racGes para camarfes de agua
doce no Brasil:

1. fonte animal: farinha de peixe e camarao, farinha de carne e 0ssos, farinha de sangue,
farinha de figado, farinha de conchas de ostras (suplemento mineral), farinha de
sobras e residuos do processamento de abate de aves, farinha de penas, incluindo até
cerdas, 6leos, como fonte de energia

2. sementes e oleaginosas: farelo de soja, amendoim, algodao, girassol. Sdo vegetais
empregados como suplementos proteicos, produtos resultantes da extracéo de 6leos.

3. gréos de cereais e subprodutos: farelo de trigo, farelo de milho, farelo de arroz,
cevada, sorgo, centeia, aveia, linhaga, chia. Sdo alimentos ricos em carbonos, fonte
de energia e constituidos de amilose e amilopectina, apresentando contetido mineral.

4. raizes: mandioca, polvilho, raspas, batata-doce, beterraba e cenouras (fonte de
caroteno), como anterior, sao constituidos de carboidratos, com baixas quantidades
de proteinas, vitaminas, célcio e fosforo.

5. Forrageiras: farinha de gramineas e leguminosas, secas € moidas, sdo alimentos ricos
em carboidratos, vitaminas, minerais e, em alguns casos, proteina;

6. proteinas celulares: leveduras desidratas provenientes de fermentacdo, algas
filamentosas, fungos e bactérias. Ricos em proteinas, vitaminas, fosforo.

7. aditivos: anti-oxidantes, emulsificantes, imunoestimulantes (antibi6ticos,
hormonios), atrativos, corantes, calcario calcitico, fosfatos, farinha de conchas

(minerais), pré-misturas vitaminico-mineral e aglutinantes como o glaten, a celulose



33

e os Lignosulfonatos. Sdo adicionados em pequenas quantidades, pré-bioticos, pro-
bioticos e acidos orgéanicos.

Além destes, subprodutos e descartes de industrias alimenticias, polpas e sementes de
frutos; especiarias, folhas e minerais, podem ser incrementados em determinadas concentragdes
a dietas para ajudar no barateio e na melhora do desempenho dos camardes.

A farinha de peixe, item comumente empregado em ragcdes para animais terrestres e
aquaticos, em 2016, mais 20 milhdes de toneladas foram destinadas ao fabrico de farinha e 6leo
de peixe, conforme URIEL (2017). No ano 1998, 80% da producdo mundial desta farinha foi
usada para suinos e aves e s6 10% foi usado para aquicultura e, em 2008, 60,8% foi usado na
piscicultura, o restante foi destinado para nutricdo de animais terrestres (FELTES et al.2010;
URIEL, 2017). Em 2012, 68% de farinha, e 74% de Gleo de peixe foram destinadas a
aquicultura (TACON e METIAN, 2015). Porém, nas Gltimas duas décadas, os produtos
pesqueiros convertidos a farinha de peixe tém sido reduzidos. A farinha de peixe € um dos
principais produtos obtidos a partir da producdo e captura dos peixes (TACON & METIAN
2008).

E um produto comercial principalmente usado nas racdes para animais, maiormente
aquelas usadas nas espécies aquaticas (PIKE & JACKSON 2010). E estimado que quase 4
milhdes de toneladas de farinha de peixes sdo consumidas s6 pelas atividades relacionadas com
a piscicultura (TACON & METIAN 2008).

ProjecGes da FAO (2018) indicam que 16% da producéo da pesca serdo transformadas
em farinha de peixe. A producdo de farinha e 6leo de peixe devem atingir 5,3 milhdes de
toneladas e 1 milh&o de tonelada respectivamente e, em 2030, a producéo de farinha de peixe
deve ser 19% superior a 2016, deste volume, 54% resultara de incremento por residuos de
peixes, sobras e aparas provenientes do processamento; a farinha a partir dos subprodutos seréo
de 34% da produgdo mundial em 2030.

De acordo com AY ISl et al. (2017), a proteina € a molécula mais cara a partir da farinha
de peixe em dietas para camardes, e convencionalmente utilizada em ra¢6es comerciais.

O setor de producéo de farinha e 6leo de peixe terdo ligeiro aumento dos pregos sobre
dos produtos em fungéo do crescimento populacional, renda, preco da carne, de modo que, a
desaceleracédo da producéo pesqueira e aquicola na China impulsionara precos mais altos (FAO,
2018). Segundo a organizacgdo supracitada, o peixe de cultivo apresentara maior valor do que
os capturados de forma extrativa, influenciado diretamente pelo aumento da demanda por
peixes para consumo humano, e estimulard aumento de até 25% do peixe comercializado

internacionalmente até 2030 em relacdo a 2016.
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Os altos precos dos alimentos, incluindo a farinha de peixe, poderéo gerar impacto sobre
a composicdo de espécies na aquicultura, provocando mudanca de espécies que requerem
menos gastos ou que utilizem menores quantidade de racdo (FAO, 2018).

Entre os demais itens que sdo usados para a preparacdo de racdes, o Brasil ocupa a
terceira posi¢do na produgdo de milho no mundo, conforme dados da Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA), a producdo mundial de milho devera ser 1,054 bilhdo
de tonelada na safra do biénio 2018/2019, com leve queda ao ano anterior, no Brasil sera de
240,7 milhGes de toneladas. De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento-CONAB,
este cereal deixou de ser apenas um produto para alimentagdo animal, para commodity
exportavel, além de servir para a producdo de etanol, e de ser utilizado frequentemente como
fonte de energia e vitaminas em dietas para os animais (CONAB, 2018).

De acordo com o (USDA), e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA), foi produzido no Mundo em 2018, volume de 336,699 milhdes de toneladas de
soja, 0 Brasil € segundo maior produtor deste grdo, produziu 116,996 milhdes de toneladas, este
cereal, é uns dos importantes complementos proteicos.

A producdo mundial de trigo no mundo em 2018 e 2019 conforme projecdes, foi de
733,004 milhdes de toneladas, de acordo com dados da USDA (2019). O pais que mais produz
é a China, o Brasil, devido a demanda, importa trigo da Argentina para complementar as
necessidades.
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ABSTRACT

This study aimed to determine the dietary effect of protein/lipid ratio in the zootechnical
performance, and activity of digestive enzymes in post-larvae to painted river prawn
Macrobrachium carcinus. Six experimental diets with three levels of crude protein (220, 300
and 350 g kg™) and two levels lipids (80 and 100 g kg™) were evaluated in post-larvae with
middle weight (1.86mg % 0.65) in a factorial arrangement (3x2) with eight replicas, distributed
in six different relations protein: energy (P/E), in:11, 12, 16, 17, 19 and 20 mg CP KJ* GE g*
shared in 48 experimental units. The zootechnical variables assessed and activity of digestive
enzymes were affected by the P/E ratios, however, no statistical difference was found for the
survival (p-value=0.5055) and activity of leucine-aminopeptidase (p=0.4936). The influence of
dietary P:E ratio had a significant interaction with the variables tested. The ratio P/E of 11
showed greater IHS (%) between treatments. The proteases showed higher concentration
according to the increase of proteins, as well as the lipase, which was high regardless of the
amount of proteins (p<0.05). These results showed that best P/E for PLs under the condition is
with 19 mg CP KJ™ GE g* through diet (350g kg 80 g kg™) that presented synergy and better
adjusted to the food needs.

Keywords: Feed, Nutrient, Digestive system, Growth.

Abreviagdes: UE, unidades experimentais; PB, Proteina bruta; L, Lipideos; EB, energia bruta, P/E, Relacdo proteina/Energia; PI, peso inicial; PL, peso liquido; PM, peso médio; GP, ganho
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1.INTRODUCAO

A carcinicultura de 4gua doce € uma atividade atrativa que apresenta uma das fontes
importantes de interesse de pescado no mundo em quantidade e em valor (New, 2010; Marques
et al., 2016). Porém poucas espécies do género Macrobrachium sdo criadas e pesquisadas, 0s
principais representantes concentram-se na Asia, 0 Macrobrachium rosenbergii (De Man,
1879) e Macrobrachium nipponense (De Haan, 1849) (Banu e Christianus, 2016). Apesar de
outras espécies deste género apresentarem condigdes para o cultivo, a tecnologia para seu
emprego é pouco difundida na aquicultura (New, 2002; Méndez-Martinez et al., 2017).

No Brasil das 17 espécies que ocorre do género Macrobrachium, destacam-se o
Macrobrachium amazonicum (Heller, 1862), Macrobrachium acanthurus (Wiegmann, 1836) e
Macrobrachium carcinus (Linnaeus, 1758) representam os principais camardes de agua doce
gue apresentam caracteristicas que se adequam para as condi¢Ges de confinamento (Pillegge e
Mantellato, 2012). E compdem cerca de 85% da producdo, através da pesca artesanal, como
fonte de renda para varias familias (Valenti et al., 2010a).

O M. carcinus € encontrado em ambientes de agua doce préximo a estuarios, com
distribuicdo natural desde Flérida (EUA), até a por¢do sul do Brasil (Melo, 2003; Santos et al.,
2017). Classificada como vulneravel e sua pesca é proibida desde 2004 (MMA, 2004; Coelho-
Filho et al., 2018). Apresenta caracteristicas que atendem bem as condic¢des de cultivo, como
seu grande porte (0 macho adulto pode alcancar até 30cm de comprimento total), rusticidade,
alta fecundidade (14.000 a 240.000 ovdcitos) e onivoro (Holthuis, 1980; Lara e Wehrtmann,
2009; Valenti et al., 2010a; Yamasaky-Granado et al., 2013; Méndez-Martinez et al., 2018).
Apresenta carne com sabor agradavel, e possui demanda mesmo com elevados valores de
comercializacdo no mercado, sobretudo na regido nordeste do Brasil (Santos et al., 2007).

N&o héa registro de producdo comercial com o M. carcinus, apesar de experiéncias
preliminares em 1960 por (Ingle e Eldred, 1960), em que reportaram uso de alimento a base de
nauplios de Artémias a larvas do camardo-pitu, enquanto que 1961, por Lewis (1961), ressaltou
0 uso da farinha de peixe seca em dieta para crescimento de juvenis e adultos (Choudhury,
1971), assim como Coelho e Lima (2003) que avaliaram a possibilidade de cultivo do pitu para
fins comerciais e concluiram haver viabilidade do emprego desta espécie em viveiros
escavados.

Em razdo a esses fatores, o emprego do M. carcinus no roll da aquicultura pode
contribuir com aumento da disponibilidade alimentos e ajudar com a preservagao, porém apesar
do evidente potencial para cultivo, informacbes sobre as caracteristicas nutricionais e da
fisiologia alimentar séo bastante escassas. Apenas 0s estudos de Santos (2007) e Coelho-Filho
et al. (2018) avaliaram os regimes e a frequéncia de alimentacdo durante a fase larval com o
uso de nauplios de Artémias para alimentacdo, enquanto que Santos et al. (2017) analisaram a
frequéncia alimentar das pds-larvas com dieta inespecifica, e Benitez-Mandujano e Ponce-
Palafox (2014) investigaram niveis de proteina e lipidio na dieta para reprodutores do camarao-
pitu.

N&o hé referéncia acerca de dietas para pds-larvas do camarao-pitu, em que contemple
uma relacdo adequada de proteinas e energia disponivel a dieta, a partir da combinagédo de
proteina e lipideo, elementos indispensaveis para um manejo alimentar para cultivo comercial,
informacdes que devem ser avaliadas de forma especificas, pois o0 habito alimentar e as
exigéncias nutricionais podem diferir em animais do mesmo género (Mcgaw e Curtis, 2013;
Méndez-Martinez et al., 2018).
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O camardo-pitu é espécie onivora com importante tendéncia a carnivoria, apesar de
amplo consumo de detritos, semelhante em outras espécies deste género que aproveitam
diversos itens alimentares (Lima et al., 2014). A necessidade de estudos especificos sdo
necessarios para apresentar os requisitos nutricionais nos diferentes estagios de crescimento,
sobretudo no que tange a concentracdo protéica e lipidica do alimento, devido o papel no
crescimento e fornecimento de energia (Xiao et al., 2014; Tacon e Metian, 2015; Méndez-
Martinez et al., 2018).

As proteinas sdo macromoléculas mais caras em dietas, a sua quantidade influencia no
gasto energético pelo animal para a metabolizacédo e interfere na eficiéncia do alimento e no
crescimento, com prejuizos ecologico e financeiro (Amaraweera et al., 2013). Enquanto que
ndo se conhece o nivel especifico da exigéncia de lipideos para fases de crescimento, 0 excesso
de energia diminui a eficiéncia da dieta, e quando baixa, utiliza as proteinas para energia
(Méndez-Martinez et al., 2018). O valor nutricional das proteinas depende da sua composi¢ao
em aminoacidos (Portella et al., 2013; Abdel-Salam, 2014; Méndez-Martinez et al., 2017). Os
camar@es de dgua doce necessitam de 10 aminoacidos essenciais, apresar deste nimero nao
estar consolidado e sofrer flutuacdes em funcao do crescimento e dos microrganismos no trato
digestivo (D’abramo & New, 2010).

O lipideo dietético tem importante papel no fornecimento de acidos graxos, esterdis e
fosfolipideos, necessarios para a manutencdo metabdlica e crescimento (Indulkar e Belsare,
2003). Desse modo, os niveis de lipideos, tem sintonia com o desenvolvimento, sobrevivéncia
e conversdo alimentar (Zhang et al., 2013). Além de participarem diretamente na reducgdo da
fome durante a muda, carreamento de vitaminas lipossollveis, palatabilidade das dietas e
precursores de hormonios (NRC, 2011).

Estudos sobre requerimentos de proteinas e lipideos para os camardes de agua doce
apontam uma faixa de 30 a 50% de proteina bruta (Tacon, 1987; NRC, 2011; Méndez-Martinez
etal., 2017) e 2 a 12% de lipideos, onde a maioria dos crustaceos apresentam bom crescimento,
porém nado héa definicdo apropriada quanto a quantidade especifica de cada nutriente (Zhao et
al., 2016).

Para pos-larvas de Macrobrachium rosembergii, recomenda-se dietas contendo 300 g
kg™t de proteina bruta (PB), e 100 g kg™ de lipideos (L) (Goda, 2008), 350 g kg™ de (PB) e
116 g kg™ de (L) tem melhor efeito no desempenho de crescimento (Chowdhury et al., 2008).
Para camardes jovens de M. americanum (Bate,1868) dietas contendo 350 g kg™ (PB) e 100 g
kg™ (L) sdo mais apropriadas (Méndez-Martinez et al., 2018). Animais jovens M. tenellum
(Smith, 1871) reagem melhor aos aspectos zootécnicos com 400 g kg™ de (PB), 84,7 g kg™ de
(L) (Espinosa-Chaurand et al., 2012). Para o M. nipponense (De Haan, 1849) a quantidade de
330 g kg™t de (PB) e 140 g kgt de (L) satisfaz as condi¢des alimentares (Zhang et al., 2016).

A eficacia do efeito poupador das proteinas sobre carboidratos e lipideos esta
relacionado a rela¢do Proteina / Energia (P/E) contida nas dietas, e € que mais se adequa a forma
de verificar a exigéncias de proteinas para animais aquaticos (NRC, 2011; Méndez-Martinez et
al., 2018). Alguns trabalhos com pés-larvas e juvenis de Macrobrachium indicaram as melhores
relacOes dietérias 6timas de P/E, na faixa de 16.49 a 21mg PB KJ™* EB g™ (Zhang et al., 2017,
Goda, 2008; Chowdhury etal., 2008; Teshima et al., 2006). Em adi¢éo a qualidade do alimento,
o entendimento da fisiologia digestiva, a partir da atividade enzimatica indica a capacidade de
aproveitamento dos nutrientes, permite contribuir com a formulacdo de dietas cuja acdo das
enzimas melhora a absor¢do de nutrientes, e a producdo de células fibrilares contidas no
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hepatopancreas que sdo responsaveis pela sintese de enzimas, e incrementadas com flora
intestinal (NRC, 2011).

Além de conhecer a qualidade nutricional que melhor surte efeito, os aspectos da racéo
devem ser compreendidos e andar correlacionados para maior aproveitamento pelos animais
nos diferentes periodos ontogenético (Chowdhury et al., 2008). Diante disto, este trabalho teve
como objetivo determinar o efeito dietético de diferentes proporgdes de proteina/lipideo para
avaliar o desempenho zootécnico e atividade de enzimas digestivas em pos-larvas do M.
carcinus.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Desenho experimental

O estudo foi conduzido no Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura de
betume (42 SR), localizado no perimetro irrigado de betume, no municipio de Nedpolis, estado
de Sergipe, integrado a Companhia de Desenvolvimento dos Vales do Sdo Francisco e do
Parnaiba.

Foi delineado um experimento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial (3x2), com
8 repeticdes. Foram elaboradas 6 dietas contendo trés niveis de proteina bruta (220, 300 e 350
g kg™) e dois niveis de lipideos (80 e 100 g kg™), para fornecer uma relagdo P/E das dietas: 11,
12,16, 17, 19, 20 PB KJt EBg™.

As unidades experimentais (UE) foram confeccionadas com de tubos de PVC
(altura=0,21m x didametro=0,18m), possuindo volume Util de 5,34 L e area total de 1384,74 cmz,
adicionado em cada unidade experimental, porcGes de tela de PVC com area total de 56.52 cm2.
As (UE) ficaram dispostas de forma equidistantes em calhas de fibro-cimento, revestida com
epoxi, funcionando como um race-way, por onde a agua apos filtragem mecanica, fluia
continuamente com 3,5L/min. Foi adotado o fotoperiodo natural, conforme recomendado por
(Brown et al., 2010).

Foram utilizadas pos-larvas recém metamorfoseadas produzidas pelo préprio
Laboratdrio. Antes do inicio do experimento, as pos-larvas foram aclimatizadas por 5 dias em
tanques de 150L (15 Pds-Larvas PLs/ L) abastecidos com agua doce em sistema de recirculacdo
tradicional. Durante a aclimatizacdo, as pos-larvas foram alimentadas diariamente com racao
seca comercial para peneideo (40% de proteina, 6% de lipideos, 2% de fosfolipideos, 3% de
fibras e 15% cinzas), sendo ofertada a quantidade correspondente a 15% da biomassa total em
cada tanque, distribuidas em 4 porcGes ao dia (Santos et al., 2017).

Ap0s a aclimatacdo, 6 pos-larvas com peso médio de 1,86+0,65mg foram estocadas em
cada (UE), alimentadas com as dietas experimentais posta em pequenos comedouros com 10cm
de diametro, 4 vezes ao dia (07h30, 11h30, 15h30 e 19h30), com oferta de 100% da biomassa
(5 dias), 60% (15 dias) até 30% nos ultimos 10 dias restantes. A quantidade de rag&o foi ajustada
de acordo com as sobras. A cada dois dias, as (UE) eram sifonadas para retirada de residuos e
restos de alimentos.

Apo6s 30 dias, os camardes remanescentes em cada unidade experimental foram
contados, pesados (balanga analitica digital 0,0001g) e congelados em nitrogénio liquido para
realizacéo das analises enzimaticas. Para analise zootécnica, determinou-se a sobrevivéncia (S),
peso liquido (PL), peso médio final (PM), ganho de peso (GP), ganho de peso diario (GPD),
conversdo alimentar aparente (CAA) e indice hepatossomatico (IHS), conforme descrito por
Rasid et al (2017) e Méndez-Martinez et al (2018).

Para os célculos foram utilizadas as equacgdes: S (%) = (Numero total de animais
vivos)/(Numero total de animais inicial) x 100; PL (mg)= peso bruto (mg)-peso da tara (mg);
PM (mg)= Peso liquido (mg)/n° de animais de cada tanque; GP (mg) = Peso final (mg) — Peso
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inicial (mg); GPD(mg)= Ganho de peso (mg)/periodo do experimento; IHS (%)= peso do
hepatopancreas (mg)/peso liquido (mg); CAA = total de dieta ofertada (g) / total de peso dos
camardes (g).

A temperatura da agua (°C), oxigénio dissolvido (mg L) e o pH foram verificados
diariamente, através de sonda multiparametros (YSI ProPlus, Ohio, USA), e amodnia total (mg
Lt NHs+NH,), alcalinidade total (mg L™ CaCos) e dureza total (mg L™ CaCos), medidos
semanalmente de acordo com Apha (1998).

2.2 Formulacéo e preparacao das dietas

As 6 dietas foram elaboradas com a utilizacdo do software Super Crac® versdo 5.7
master (tabela 1). Os ingredientes utilizados sdo comumente empregados na formulagéo e
preparo da alimentacdo de organismos aquaticos, conforme procedimentos aplicados em
estudos anteriores com espécies do género Macrobrachium (Aradjo e Valenti, 2005;
Chowdhury et al., 2008; Goda, 2008; Mohamed et al., 2017, Méndez-Martinez et al., 2018). As
farinhas de peixe e camaréo, junto com farelo de soja foram utilizadas para elevar o teor de
proteinas, e para os lipideos, 6leo de peixe e de soja. Os ingredientes foram reduzidos em
moinho (TIPO WILLEY, DE LEO, EDB-5) e peneirados em malhas de 250pm. Todos os
ingredientes foram pesados em balanca digital e homogeneizados manualmente durante 30
minutos, utilizando bandejas previamente higienizadas, com a mistura inicial dos
macroingredientes, e em seguida por demais ingredientes, adicionando o 6xido de ferro (Fe203).
Durante esta etapa, adicionou-se ao seu peso 20% em agua, até obter massa moldavel a méo.
As dietas foram peletizadas em moedor de carne (PCP 98M) utilizando disco com aberturas
com diametro de 5mm. Os péletes foram secos em estufa (Solab SL, 102/480) durante 40h a
55°C em circulacdo de ar forcado. Os péletes das dietas experimentais foram reduzidos em
moinho e classificados em tamanho de 710-1000um através de peneiras, como recomendado
por Anh et al (2009), e acondicionados em recipientes identificados conforme o tratamento, e
mantidos em freezer vertical a -22°C para posterior utilizacéo.

Tabela 1

Ingredientes da formulacéo das dietas experimentais para p6s-larvas do camardo M. carcinus
Dietas
Protefna (g kg 220 220 300 300 350 350
Lipideo (g kg™) 80 100 80 100 80 100
Relacdo P:E (mg PB KJ*EB g™) 11 12 16 17 19 20
Ingredientes (%0)

Farinha de peixe (55%) 17,50 9,20 17,00 22,84 43,559 35,29
Farinha de camaréo? 17,53 19,86 21,20 22,14 15,00 17,91
Farelo de soja 13,20 17,10 23,20 29,00 22,00 30,57
Farelo de milho 19,00 29,50 23,50 15,70 3,15 7,02
Farelo de trigo 12,00 1850 6,70 350 541 1,37
Amido de milho 16,08 3,60 150 3,40 10,63 4,87
Oleo de peixe 2,90 1,40 3,70 231 0,12 286
Oleo de soja 1,70 0,74 3,10 1,01 - -
Mix mineral para camarao? 0,05 0,06 0,05 0,05 0,06 0,05
Mix vitaminico para camarao? 0,05 0,06 005 0,05 0,05 0,05
Corante (Fe>03)3 1,00 100 100 100 1,00 1,00

Ifarinha de camardo marinho Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). 2 Mix-min. Fe 6500 mg, Cu 625mg, Zn 6250
mg, Mn 1875 mg, Se 12.5 mg, | 62.5 mg, Co 12.5 mg. (kg de alimento seco) 2Mix vit. A 100000 1U, D3 250000
IU, E 12500 mg, K3 1250 mg, B1 1875 mg, B2 1875, B6 1250 mg, B12 2500, Niacina 10000 mg, Acido



57

pantoténico 5000 mg, Biotina 62.5 mg, acido Folico 625 mg, Vit. C 12500 mg, Colina 50 mg, Inositol 12500 mg
(kg de alimento seco). DSM ™. 3 pigmento de 6xido de ferro vermelha.xadrez®.

Foram feitas analises quimicas das dietas de acordo com AOAC (1995). A matéria seca
foi determinada com perda da umidade até obter peso constante a temperatura de 105°C por
16h. A matéria mineral obtida a partir da queima das amostras em mufla a temperatura de 600°C
por 4h. O extrato etéreo foi quantificado através do método a frio usando o extrator Soxhlet
com solvente éter sulfurico por 24h. Proteina bruta determinada pelo método de Kjeldahl (1984)
por meio da digestdo, destilacdo e titulacdo, e o valor de nitrogénio obtido, multiplicado pelo
fator (6,25). A energia bruta a partir do uso da bomba calorimétrica.

Tabela 2
Bromatologia das seis dietas experimentais para as pds-larvas do camardo-pitu.
Dietas

Proteinas (g kg™) 220 220 300 300 350 350
Lipideos (g kg™) 80 100 80 100 80 100
Composicdo quimica (%)?
Matéria seca 93,98 93,98 94,65 95,09 94,96 94,89
Proteina bruta 22,09 22,50 30,45 31,8 35,60 35,36
Extrato etéreo 9,00 110,20 7,74 9,66 8,44 9,66
Matéria mineral 13,83 12,58 15,29 15,63 16,43 14,90
Energia bruta (MJ g%) 19,03 18,89 18,51 18,00 18,58 18,23

Relacéo proteina energia (mg PB kj—' EB
g
20s dados resultam-se em média das anélises em duplicata.

11 12 16 17 19 20

2.3 Andlise das enzimas

Para as analises das atividades enzimaticas, foram extraidos o hepatopancreas de todos
o0s exemplares remanescentes das unidades experimentais, armazenados em tubos Eppendorf e
congelados a -20°C. Em seguida, foram macerados com pistilo e homogeneizados em uma
solugéo tampao Tris-HCI 0,01M, pH 8 e 0,9% salina. O homogeneizado foi centrifugado (Pro-
Research, Cenurion Scientific LTD, K241K) a frio (4°C) 1000 x g(force) por 10 min, e 0
sobrenadante (extratos brutos), medido a proteina soltvel total em extratos brutos como descrito
por Bradford (1976) usando albumina de soro bovino como proteina padrdo. E posteriormente
foi transposto a tubos falcons® com identificacdo especifica e acondicionados a -20°C para
posteriores analises.

A atividade das proteases totais alcalinas determinada em triplicata conforme Leighton
et al., (1973) e Alencar et al., (2003) através do uso de Azocaseina (substrato ndo especifico).
de modo que os resultados foram expressos em (U) da atividade da enzima, e foi definida como
a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar a azocaseina e produzir uma variacdo de
0.001 unidades de absorbancia por minuto. E tripsina, quimotripsina e leucino-aminopeptidase
foram utilizados substratos especificos, determinadas conforme Buarque et al. (2010)
utilizando BApNA (Benzoil-D,L-Arginine-p-Nitroanilidesubstrato) 8mM especifico para
identificar atividade de tripsina, SApNA (Succinil-alanine-p-nitroanilide) substrato especifico
para identificar atividade quimotripsina, LeupNAN (leucine-p-nitroanilide) substrato
especifico para identificar atividade leucino aminopeptidase, e 0 DMSO (Suféxido dimetil)
usado como solvente nos substratos, tendo a absorbancia lida em espectrofotémetro (BIO-RAD,
X-Mark™) a 405nm. Uma unidade (U) definida como a quantidade de enzima necessaria para
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produzir um mol de p-nitroanelina por minuto. Atividade especifica foi expressa em unidades
por miligramas de proteina.

A atividade da lipase foi determinada (triplicata) com substrato, p-NP-palmitato 8Mm
preparado em isopopropanol, e solucdo goma arabica 0,1%, e sua absorbancia lida em
espectrofotometro de placas a 405nm, conforme Aryee et al. (2007).

2.4 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos por média = desvio padrdo. Foram testados o0s
pressupostos de normalidade dos dados, utilizando o teste do Shapiro-Wilk, e do teste de
homocedasticidade (igualdade de varidncia) usando o teste de Bartlett. Foi realizada a
comparacdo dos dados obtidos por meio da andlise de variancia (anova) em (TWO WAY). A
interacdo entre as varidveis (proteina-lipideos) verificados em arranjo multifatorial, quando
houve a interacdo, realizou-se o desdobramento de um fator dentro do outro. Os dados em
porcentagem foram transformados em arco-seno (Zar, 1996). Quando o teste F significativo foi
realizada a comparacdo da diferenca das médias com o teste de Duncan a (p<0,05) de
significancia. Os testes foram avaliados através do software R®. Utilizou-se o teste de Analises
de Componentes Principal (PCA) através da matriz de covariancia para explorar as diferengas
entre os principais fatores.

3.RESULTADOS

3.1Qualidade da agua

Os parametros da qualidade da &dgua (tabela 03) estiveram dentro da faixa recomendada por
Boyd e Zimmermann (2000) e New (2002) para camarbes de &gua doce para todos os
tratamentos. O oxigénio dissolvido apresentou leve incremento a partir do aumento da
luminosidade solar. Os valores do pH e amdnia total tiveram pouca oscila¢do, enquanto que
valores de alcalinidade, dureza apresentaram maiores oscilacbes, os valores que s&o
normalmente encontrados na agua do rio, fonte que abasteceu as unidades experimentais.

Tabela 3

Valores observados dos parametros da qualidade da &gua (maximo, minimo) e a média, avaliados durante a
realizacdo do experimento.

Temperatura  OXxigénio pH Alcalinidade Dureza Amonia
(°C) Dissolvido CaCOs CaCOs  (NHs+NH,)
mg L™ mg L™ mg L™ mg L™
Max. 31,60 10,30 8,08 50,00 53,19 0,09
Min. 26,70 4,48 7,62 12,00 43,10 0,02

MediatDP 29,16+0,67  7,39+0,84 7,74+0,11 33,50+9,91 47,15+#3,37 0,05+0,02

3.2.Aspectos zootécnicos

Os resultados de desempenho zootécnico estdo dispostos na tabela 4, em que estdo expostos
a combinacdo e sem a associacdo das dietas. A taxa de sobrevivéncia foi semelhante para os
diferentes tratamentos (p-valor=0.5055), variando de 86,69+19,93 a 95,61+5,90%. A CAA,
apresentou variacdo entre 1,30+0,51 a 2,54+0,63, e 0 IHS(%), entre 2,45+0,30 a 4,80£0,99, 0s
maiores valores ficaram associados com a relagéo P/E 11, e os menores, com P/E 19, para estes
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dois fatores, e que a maior interacdo encontrada entre 0s niveis testados para estas variaveis, foi
maior em dietas com maiores teores de proteinas, e de lipideos, em menor quantidade, foi suave.
As demais varidveis zootécnicas exibiram melhores rendimentos através da relagdo P/E 19,
tratamento (350g kg™! PB:80 g kg 'L) que tiveram maior associa¢éo, e com a interacdo, padrdo
semelhante para as variaveis anteriores mencionadas.

Em relacdo a avaliacdo especifica (sem combinacéo), aos niveis de proteina bruta contidas
nas dietas, os maiores rendimentos encontrados por meio das variaveis zootécnicas, PL, PM,
GP, GPD, foram identificadas com as pds-larvas que se alimentaram com a dieta de 350 g kg™
de proteina bruta, com a melhor CAA , e entre os dois niveis de lipideos, ndo foi encontrada
diferengas estatisticas. E em relagdo ao maior valor de IHS(%) foi observado com a menor
concentracdo de proteina, 220 g kg™.



Tabela 4

Desempenho zootécnico das pos-larvas do camardo M. carcinus alimentadas com as respectivas dietas do tratamento

60

Dietas Pl (mg) PL (mg) PM (mg) GP (mg) GPD (mg) CAA IHS (%) S(%)

P/E (PBkj' EBg™") (PB:L)**
11 (220:80)  1.86+0.65 13.49+355° 2.61+0.22° 0.75+0.22° 0.025+0.007° 2.54+0.63% 4.80+0.99 90.20+15.29?
12 (220:100)  1.86+0.65 15.51+2.30%* 2.82+0.43° 1.03+0.12° 0.035+0.004° 2.02+0.60°® 3.86+0.72® 94.61+5.90°
16 (300:80) 1.86+0.65 15.9941.52% 2.87+0.29° 1.07+0.32° 0.040+0.008%° 1.85+0.49% 3.74+1.17° 90.31+12.422
17 (300:100) 1.86+0.65 16.4+2.84%®  3.03+0.33®® 1.09+0.28° 0.043+0.011** 1.62+0.60° 3.15+0.33" 86.69+19.93%
19 (350:80) 1.86+0.65 18.1242.77% 3.48+0.50% 1.62+0.51* 0.055+0.013* 1.30+0.51° 2.45+0.30° 89.26+11.80%
20 (350:100) 1.86+0.65 18.62+3.96* 3.08+0.53®® 1.53+0.49% 0.040+0.014%° 1.87+0.65® 3.21+0.86™ 90.20+15.29?

Niveis de proteina

(gkg D*

220 1.86+0.65 14.50+3.01° 2.92+0.46° 0.87+0.22° 0.028+0.007° 2.25+0.64®° 4.60+1.21* 89.56+13.46%

300 1.86+0.65 16.23+2.30%® 3.09+0.31% 1.07+0.30° 0.042+0.009% 1.73+0.54% 3.59+0.96° 92.70+11.332

350 1.86+0.65 18.31+3.13% 3.34+0.52% 1.54+0.47° 0.049+0.015* 1.56+0.62% 3.09+0.90° 86.44+17.46°

Niveis de lipideos

(g/kgH*

80 1.86+0.65 16.24+3.24% 3.09+0.49% 1.19+0.45% 0.038+0.012% 1.72+0.61° 4.01+1.45° 88.86+12.72

100 1.86+0.65 16.79+3.14% 3.12+0.44* 1.18+0.39®° 0.037+0.008° 1.83+0.60% 3.47+0.81% 90.26+15.5

Os dados séo expressos em média + desvio padrdo. Os valores dos tratamentos seguida de letras sobrescritas por mesma letra ndo difere estatisticamente pelo teste Duncan
(p<0.05). PI - peso inicial, PL - peso liquido, PM- peso médio, GP- ganho de peso, GPD- ganho de peso diario, CAA- conversdo alimentar aparente, IHS- indice hepatossomatico,
SOBR-sobrevivéncia. *probabilidade por one way anova entre os tratamentos. **probabilidade por two way anova (arranjo fatorial).
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3.4 Atividade das enzimas digestivas

A atividade das proteases alcalinas e lipase (Fig.1) foi significativamente afetada pela
quantidade de proteinas e lipideos a dieta, ofertada aos camardes M. carcinus. As concentracdes
das proteases foram maiores em pos-larvas alimentadas com as dietas P/E de 16, 17, 19 e 20,
havendo interacdo entre dietas contendo maiores teores de proteinas (300PB:100L) e
(350PB:100L) e a quantidades de lipideos. A atividade da quimotripsina apresentou menor
atuacdo com a P/E 12, equivalente a (8,94%), e o maior valor, a P/E P/E 20, (37,47%),
apresentou maior interacdo entre as relacOes avaliadas, enquanto que a tripsina expressou
melhor expressédo com a P/E 19, perfazendo (30,68%), no tratamento (350g kg™! PB:80 g kg 'L)
e 0 menor, com a P/E 12, (1,29%). A atividade de leucino-aminopeptidase néo diferiu entre 0s
tratamentos (p-valor=0.4936). Os niveis de lipideos tiveram maior interacdo com relacdo P/E
16 e 17. A reducdo da atividade lipolitica ocorreu com os menores teores de lipideos as dietas,
e as maiores com a P/E 12 e 20, equivalentes a (17,70 e 23,89%).
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Figura 5. Atividade das proteases totais alcalinas, quimotripsina, tripsina, lipase e leucino-aminopeptidase
observados no hepatopancreas das pés-larvas do M. carcinus. Os dados estdo expressos por média + desvio padrao

(DP). Valores sobrescritos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0.05). Two way
anova.

3.5 Analise de componentes principais (PCA)

A partir do PCA (figura 2) foi possivel desmembrar as diferencas de respostas aos camardes
alimentados com as dietas dos diferentes tratamentos. Os eixos dos componentes principais
indicam o padréo de distribuicdo das variaveis em resposta as PLs submetidas a alimentacdes
com as diferentes proporc@es de proteina e lipideos. Os eixos 1 e 2 responderam por mais de
52% da variancia total dos resultados de desempenho zootécnico e atividade de enzimas
digestivas. Para o eixo 1 as principais diferencas destacadas foram com maiores valores para o
PL, GP, GPD, e atividade da tripsina. Para o componente 2, 0os maiores valores foram
direcionados a CAA, IHS e S em que encontravam as dietas pobres em proteinas. A lipase foi
irradiada para a posicao entre as concentra¢es maiores de lipideos das dietas (ambos os lados),
préximo ao centro. O componente 2, exibiu as piores dietas (220 g PB:80 g L), e as
intermediarias (300 g PB :80 g L), e melhores com (350 g PB:80g L) e (350 g PB:100 g L), no
componente 1.



63

3.00,

2(PIE 19) ) 1

Component 2
th.‘
ol
)
mi

-1.504 . .

-3.00-

Component 1

Figura 6. Gréfico com os componentes principais envolvendo as dietas experimentais no desempenho zootécnico

e atividade das enzimas digestivas. PL-Peso Liquido, GP- Ganho de Peso, GPD- Ganho de Peso Diario, CAA-
Conversdo Alimentar Aparente, S-Sobrevivéncia, IHS-indice Hepatossomatico, PROT-Proteases Totais, QUI-
Quimotripsina, TRI-Tripsina, LEU-Leucino-aminopeptidase, LIP-Lipase.

4. DISCUSSAO

Os camardes de agua doce tem ampla distribuicdo no mundo, ocupando diversos
habitats com diferentes tipos de substratos, condi¢des hidrolégicas, e disponibilidade alimentar,
possuem comportamentos e preferencias alimentares especificas, a partir dos alimentos
disponiveis no ambiente silvestre, podendo selecionar e suprir as suas caréncias dietéticas em
todo seu estagio evolutivo (Lima et al., 2014). Desta forma, estudos para o M. carcinus, espécie
que possui potencial para criacdo, e que apresenta demanda mercadoldgica.

Bhavan et al (2010) destacam que a manutencdo das fun¢Ges com a alimentacéo,
processamento do alimento, fungdes fisioldgicas e sintese de tecidos, decorrem da influéncia
do consumo de oxigénio dissolvido, parametro associado a temperatura da dgua. Um dos
principais fatores envolvidos com crescimento, dar-se pelo o consumo de alimentos, como no
caso dos camardes que apresentam processo mais vagaroso na alimentagéo, e que dependem
das caracteristicas, que incluem: qualidade nutricional, tamanho do pélete, estabilidade,
consisténcia, peso e cor (Valenti et al., 2010b). Embora estas caracteristicas ajudem reduzir o
tempo de busca pelo alimento (Kawamura et al., 2017), a frequéncia da oferta em periodos
especificos tem importancia para o ganho de peso.

Neste experimento a oferta de racdo com tamanho de (710-1000pum), foi em quatro
porcdes ao dia, com a menor biomassa de 30%. Na pesquisa de Anh et al (2009) com PLs do
M. rosenbergii foi alimentado com granulo de 700 um e quantidade 50% inferior do presente
trabalho. O tamanho do pélete da ragdo deve ser adequado a idade do animal, pelo fato de ser
necessario passar em filtro que protege a glandula digestiva e que o tamanho desproporcional
provoca a regurgitagéo do alimento (Brown et al., 2010).
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No presente estudo a menor sobrevivéncia foi 86.69, e a maior, de 94.6% dentro da faixa
aceitavel para a criacdo, como observado para o M. rosenbergii (Goda, 2008; Chowdhury et al.,
2008; Bhavani et al., 2014; Asaikkutti et al., 2016a).

A competicdo por alimentos, espacos, e o canibalismo em camardes recém mudado
foram reduzidas com adicdo de rolo de PVC. Comumente os Macrobrachium tem
comportamentos agressivos e territorialista, conforme Santos et al (2017) observaram em pds-
larvas do M. carcinus ser mais acentuadas essas caracteristicas. A oferta de ra¢do abaixo de
30% da biomassa animal pode provocar menor sobrevivéncia (Sampaio et al., 1997; Santos et
al., 2017). A qualidade nutricional tem importancia, sobretudo a quantidade de proteinas na
dieta, auxiliam na manutencdo dietética dos camardes, e reduz o canibalismo (Chowdhury et
al., 2008). Visto que os Macrobrachium séo copréfagos e pode buscar o complemento do
alimento através de outras fontes disponiveis (Zimmermann, 1998).

A digestdo do alimento é melhor quando a qualidade nutricional possui niveis aceitaveis
de nutrientes, sobretudo das proteinas. No entanto, a quantidade disponibilizada depende da
espécie e estado ontogenético, além do que a digestdo eficiente das proteinas depende da
qualidade e a disponibilidade de energia ndo proteica a partir de lipideos e carboidratos (Ward
et al., 2003; Méndez-Martinez et al., 2018).

A utilizacdo de lipideos e sua quantidade tem relevancia para a disponibilizacdo da
energia e economia de proteinas, e atua como componente estrutural de biomembranas, fonte
de acidos graxos, carreadores, depressor da fome, precursores do eicosanoides, hormonios e
cofator enzimatico (Zhao et al., 2016; Ayisi et al., 2017). Além de que para a ragdo, ajuda na
lubrificagéo do trato digestivo, palatabilidade, e passagem do alimento (Zimmermann, 1998).

No presente trabalho utilizou-se fonte de lipideos a partir de éleos de peixe e de soja,
alguns trabalhos com o M. rosenbergii testaram a quantidade e fontes (Kim et al., 2013)
avaliaram fontes de origem animal e vegetal, e 0s que sdo provenientes de origem animal (6leo
de lula e peixe) supera a de vegetal, dentre os vegetais, 6leo de canola e linhaga sdo os melhores.
Muralisankar et al., (2014) destacaram que houve melhor reacdo pela PLs do M. rosenbergii
com fonte animal (6leo de figado de bacalhau), vegetal (6leo de girassol) comparados ao 6leo
de coco e de mamona.

A quantidade de 1% de dleo de soja a racdo € suficiente para bom desempenho para o
ganho de peso (Kangpanich et al., 2017). A necessidade de lipideos a dietas parece ser maior
para as fases de PLs do que para outras fases de crescimento, devido a adequacdo fisiologica
para a utilizagdo dos aminoacidos contidos a ragdo serem direcionadas sintese de tecidos e o
reparo (Rivera-Pérez et al., 2010; NRC, 2011). Mas outros ingredientes podem disponibilizar
lipideos e manter rendimento semelhante, como realizado neste trabalho.

No hepatopancreas, as células epiteliais R (Restzellen), estdo envolvidas com
armazenamento de lipideos e outros materiais excedentes, como glicoproteinas em menores
volumes, essas reservas sdo utilizadas pelos animais para energia e reducgéo de fome durante a
muda (Méndez-Martinez et al., 2018). No presente estudo, dieta com relacdo P/E 19 expressou
melhores resultados no desempenho zootécnico.

A melhor CAA (1.30) inferior ao trabalho de Santos et al (2017) e comparavel a outros
trabalhos envolvendo Macrbrachium, (1,81) com juvenis do M. americanum (Méndez-
Martinez et al., 2018), (1.32) M. rosenbergii (Bijoy et al., 2018), (2.39) M. tenellum (Espinosa-
Chaurand et al., 2012), (1.66) M. nipponense (Huang et al., 2017). Estas espécies podem
apresentar habilidade em digerir com eficiéncia os nutrientes contidos na racéo sob a condi¢éo
de confinamento.
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Alguns ensaios indicaram a melhor relacdo P/E dietética para PLs de Macrobrachium,
(Chowdhury et al., 2008) encontraram relagdo de P/E 19, enquanto que Goda (2008) P/E 17
mostrou-se como a melhor na interagdo para o desempenho das PLs. Com juvenis de M.
nipponense (Zhang et al., 2016) informam que os melhores rendimentos para esta espécie
decorreram com o maior nivel de lipideos dentro da relacdo de P/E 16.49 isto provavelmente
deve-se ao balango energético disponivel contida na alimentacdo fornecida. Teshima et al
(2006) com a relagcdo P/E de 21 ajudou na melhoria do desempenho de M. rosenbergii, mas
maior P/E possivelmente deve-se a menor diversidade de ingredientes pouco energéticos
utilizados as dietas ofertadas aos camardes.

A variacdo que ocorre na quantidade de proteinas e lipideos pode estar atrelada a
qualidade dos nutrientes, somados a espécies diferentes, e o nivel de especializacdo do trato
digestivo, levam a haver diferenca entre camarfes do mesmo género, sendo um caso especifico
relevante identificar os requerimentos alimentares. Quando a ragdo contém baixas quantidade
de energia, 0os aminoacidos sdo usados como fonte de energia para a realizagdo das atividades
metabolicas, que compromete o ritmo natural das mudas pelos camardes e menor incremento
de peso corpdreo (Méndez-Martinez et al., 2018). Nesta pesquisa, a energia bruta esteve entre
(18 a 19 MJ g™1), dentro de faixa aceitavel em dietas para crustaceos de agua doce, como Visto
nos trabalhos de (Chowdhury et al., 2008; Zhang et al., 2017; Xiao et al., 2014; Rasid et al.,
2017)

Adicionalmente, 0 excesso de proteinas afeta o desempenho dos animais, e 0 consumo
de energia para a sua metabolizacdo, com efeito no aumento de aminoéacidos livre na hemolinfa,
e consequente aumento da liberacdo de amonia para a dgua de cultivo (Zhang et al., 2016).
Dados de Teshima et al (2006) indicam ser desnecessaria niveis superiores a 35% de proteina
bruta a dieta para M. rosenbergii jovens, devido possivelmente ter suprido a caréncia de
proteinas, e 0 excesso gerar gasto energético.

Niveis de lipideos acima de 10% parece ser prejudicial para o M. rosenbergii devido o
excesso de energia, comprometer a capacidade de sua utilizagdo, com aproveitamento reduzido
das proteinas (D’abramo & New, 2010). Por outro lado, as industrias de fabricacdo de ragao
tendem a aumentar a quantidade de lipideos, entre 10 a 12% (Zimmermmann, 1998).

No presente trabalho, o IHS(%) gerou o indicativo da condic¢ao do alimento dispensados
aos animais e sua utilizagdo, os maiores valores deste indice restringiram a dietas com baixas
quantidade de proteinas (220 g PB kg=:80 g L kg™), este fato deve-se a uma possivel estratégia
alimentar em resposta a baixa quantidade de proteinas, sendo mecanismo da fisiologia digestiva
compensatdria para manter o estoque energético com a reserva de glicogénio a partir da dieta
pobre em proteinas. De tal maneira que as células M do hepatopéancreas sdo consideradas
responsaveis com o estoque de glicogénio e o material proteico, e que estdo envolvidas com o
ciclo de mudas e reducdo de fome (Brunet et al., 1994; Silva et al., 2018). Os valores
encontrados estiveram préximo ao encontrado por (Huang et al., 2017) que trabalharam com o
M. nipponense, e (Méndez-Martinez et al., 2018) com o0 M. americanum.

O hepatopancreas pode representar de 2 a 6% do peso corporal, este 6rgao é responsavel
pela sintese enzimas digestivas nos decapodes, local em que ocorre a digestibilidade dos
nutrientes nos camardes deste género (Nunes et al., 2014; Silva et al., 2018) além da idade do
animal, capacidade fisioldgica e condi¢es ambientais, as enzimas sintetizadas e secretadas
pelas células fibrilares do hepatopancreas, apresentam diferentes picos de producdo (Vicentini
et al., 2009; Silva et al., 2018) e conta com o aporte de microrganismos que colonizam o trato
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digestorio que podem hidrolisar grupos importantes de nutrientes, aumentando o poder da
digestibilidade e assimilag&o dos nutrientes (Brito et al.,2004; Radhakrishnan et al., 2016).

O processo de mistura dos alimentos com as enzimas, € bastante complexo e necessita
da atuacdo da glandula digestiva, e do apoio dos mdsculos que movem a parede do
proventriculo, que serve como uma espécie de pseudomoinho (Dall e Moriarty, 1983; Brown
et al., 2010). A atividade enzimatica tem importancia na fisiologia nutricional com efeitos do
desempenho zootécnico, ciclo de mudas e da formulagéo de dietas (Wormhoudt e Fravel, 1988;
Lovette e Felder, 1990; Le Moullac et al., 1996; Muralisankar et al., 2018).

O camarao gigante da Malasia, apresenta amplo grupo de enzimas digestivas, proteases
incluindo carboxipeptidades A e B, leucino aminopeptidase (D’abramo e New, 2010), lipase,
amilase, incluindo a quitinase (Chuang et al., 1985; D’abramo e New, 2010). Foi reportado em
trabalho com adulto do M. carcinus uma miriade da concentracdo de enzimas, como reportado
no M. rosenbergii (Manriques-Santos et al., 2011).

No presente trabalho, as concentracbes da atividade das enzimas proteoliticas
apresentaram elevada intensidade em dietas com alto teor de proteinas gerando diferencas
estatisticas (p<0,05) entre os tratamentos com interacao, apenas a leucino aminopeptidase ndo
apresentou diferenca, esses valores elevados para as proteases sao justificados pelo habito
alimentar desta espécie. A quantidade de proteases foi um pouco menor neste estudo quando
comparados com juvenis de M. rosenbergii (5,34 mU/mg) e M. malcolmsonii (5,42 mU/mg1)
observadas por Asaikkutti et al (2016b), enquanto que no trabalho de Seenivasan et al (2016)
em que observaram os efeitos da adicdo de probidticos a dieta para pds-larvas de M.
rosenbergii, assim como (Sumon et al., 2018), os valores de proteases foram menores, e de
Méndez-Martinez et al (2018) através de dietas experimentais com M. americanum jovens, e
Radhakrishnan et al (2016) com PLs de M. rosenbergii, quando comparados ao presente
trabalho. Em adultos do M. carcinus os valores das proteases (tripsina, quimotripsina, e leucino-
aminopeptidase) foram maiores, encontrados por Manriquez-Santos et al (2011), o que deve
esta associado a idade do animal e o tipo de alimento consumido, ja que os espécimes foram de
ambiente silvestre, e que existe um nivel de especializacdo para determinados alimentos
disponiveis em seu ambiente.

A lipase apresentou diferenca estatistica e interacdo significativa com os niveis de
proteinas (balanco energético vs nutrientes) entre as dietas com menos lipideos (80 g L),
tiveram menor concentragdo da lipase e o contrario com os maiores niveis (100 g L).
Corroborando com Méndez-Martinez et al., (2018) que mencionam que dietas pobres em
lipideos, a atividade de lipase & menor, 0s quais encontraram maior atividade desta enzima com
a maior quantidade de lipideos, como no presente estudo. Os valores de lipase foram menores
no presente trabalho, quando comparado com o trabalho de Seenivasan et al (2016), assim como
o trabalho de Radhakrishnan et al (2016) que estudaram o M. rosenbergii.

No presente trabalho os niveis de proteinas ndo afetaram a atividade lipolitica. Em
contraste, as quantidades de lipideos influenciam nas atividades das proteases totais, 0 maior
nivel proporcionou maior acdo. Havendo maiores valores da atividade significativa da lipase
registrada com altas e baixas concentracGes de proteina bruta as dietas.

O papel da atividade das enzimas digestivas frente as diferentes condig¢Oes alimentares
e ambientais € um mecanismo importante para revelar a capacidade da absor¢do de nutrientes,
e dao forte indicios para dieta mais adequada (Zhang et al., 2016). A relagdo P/E tem muita
importancia para regular a quantidade de energia necessaria para 0s processos metabdlicos, e
influencia em outras fontes de alimentos que € moderada por outros itens alimentares de
importancia e ajuda a manter a qualidade de nutrientes, devido 0s animais serem onivoros e
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necessitar de emprego de varios alimentos para o seu preparo na condicéo de criacdo e ajudar
com a reducéo de custos (Goda, 2008).

Niveis elevados de lipideos ou proteinas podem inibir ambos os nutrientes, gerar
desperdicios através dos compostos nitrogenados, saturacdo da lipase, gasto energético, e que
a atividade das enzimas tem intima condicdo do estado alimentar, ambiental e fisioldgico com
possibilidade de flutuagdes em racdes a estas condicoes.

5. CONCLUSAO

As relagdes proteina bruta/energia contidas as dietas experimentais afetaram com rendimento
bom o desempenho zootécnico e atividade das enzimas digestivas das pos-larvas do M.
carcinus. E que a melhor combinagéo foi expressa pelo tratamento 3509 kg' PB:80 g kg'L,
através darelacdo P/E, 19 (mg PB KJ1 EB g*) realcada com o teste dos componentes principais
(PCA) e que esta é a quantidade recomendada e pode servir de parametro para ser utilizada em
dietas para PLs desta espécie.
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8. CONSIDERACOES FINAIS
As dietas contendo diferentes combinagBes de niveis de proteina e lipideo afetaram o
desempenho zootécnico e a atividade de enzimas digestivas em pos-larvas do
Macrobrachium carcinus. E que a melhor combinagé&o foi expressa por (3509 kg™' PB:80 g
kg'L), confirmado através do teste dos componentes principais (PCA) e que esta é a
quantidade recomendada e pode servir de parametro para ser utilizada em dietas para PLs
desta espécie.

As dietas mostraram-se atrativas (coloracao e granulometria) para as pds-larvas do camaréo-
pitu, mobilizaram condicdes satisfatdrias para a sua utilizacdo. E a sua aplicacdo em cultivos
comerciais é favoravel, ao ponto de atender as necessidades dietética, podendo servir como
protocolo para esta fase de crescimento desta espécie de camarao de agua doce. De maneira
que vai auxiliar permear este crustaceo no roll de animais aptos as condic6es de aquicultura,
para um sistema tradicional de criacéo.
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relevance to aquaculture, have proper experimental design with appropriate sample size
and controls and utilize appropriate statistical analysis.
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standard well used methods, and methods of disease control, notably new developments
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should always include biological replicates. These could be obtained by performing an
experiment multiple times within the same time window (demonstrating repeatability) or
by performing an experiment multiple times in different time windows (demonstrating
reproducibility). In a typical experiment, a biological replicate in aquaculture is a tank.
Individuals that were kept during the experiment in one single tank are not independent
from each other and can hence not be considered as a biological replicate. Authors are also
requested to consult Aquaculture Volume 437, 1 Pages 344-350 for further support on
statistical processing of data.

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication.


http://service.elsevier.com/app/home/supporthub/publishing/
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If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans. The manuscript
should be in line with the Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and
Publication of Scholarly Work in Medical Journals and aim for the inclusion of representative
human populations (sex, age and ethnicity) as per those recommendations. The terms sex
and gender should be used correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained
for experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must
always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried
out in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of
Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised
1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have
been followed. The sex of animals must be indicated, and where appropriate, the influence
(or association) of sex on the results of the study.

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
competing interests include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid
expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. Authors
must disclose any interests in two places: 1. A summary declaration of interest statement
in the title page file (if double-blind) or the manuscript file (if single-blind). If there are no
interests to declare then please state this: 'Declarations of interest: none'. This summary
statement will be ultimately published if the article is accepted. 2. Detailed disclosures as
part of a separate Declaration of Interest form, which forms part of the journal's official
records. It is important for potential interests to be declared in both places and that the
information matches. More information.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see "Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under
consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and
tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that,
if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other
language, including electronically without the written consent of the copyrightholder.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or
as an electronic preprint, see https://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under
consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and
tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that,
if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other
language, including electronically without the written consent of the copyright-holder. To
verify originality, your article may be checked by the originality detection service
CrossCheck https://www.elsevier.com/editors/plagdetect.
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If the manuscript to be submitted was previously rejected by Aquaculture or another
journal, it is necessary to specify what substantive new work and/or revisions have been
included to elevate the manuscript’s quality for consideration by Aquaculture.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's
sharing policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior
publication (see 'Multiple, redundant or concurrent publication' for more information).

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to
differences, and promotes equal opportunities. Articles should make no assumptions about
the beliefs or commitments of any reader, should contain nothing which might imply that
one individual is superior to another on the grounds of race, sex, culture or any other
characteristic, and should use inclusive language throughout. Authors should ensure that
writing is free from bias, for instance by using 'he or she', 'his/her' instead of 'he' or 'his’,
and by making use of job titles that are free of stereotyping (e.g. 'chairperson’ instead of
'chairman' and 'flight attendant' instead of 'stewardess').

For transparency, we encourage authors to submit an author statement file outlining their
individual contributions to the paper using the relevant CRediT roles: Conceptualization;
Data curation; Formal analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodology; Project
administration; Resources; Software; Supervision; Validation; Visualization; Roles/Writing
- original draft; Writing - review & editing. Authorship statements should be formatted with
the names of authors first and CRediT role(s) following. More details and an example

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting
their manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original
submission. Any addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list
should be made only before the manuscript has been accepted and only if approved by
the journal Editor. To request such a change, the Editor must receive the following from
the corresponding author: (a) the reason for the change in author list and (b) written
confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or
rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation
from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor
considers the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript
has already been published in an online issue, any requests approved by the Editor will
result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your
article is more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked
to consider transferring the article to one of those. If you agree, your article will be
transferred automatically on your behalf with no need to reformat. Please note that your
article will be reviewed again by the new journal. More information.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding
author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement’
form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts
for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for
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resale or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the
author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to
complete an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse
of gold open access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.
More information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any,
in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the
report; and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s)
had no such involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a humber of agreements with funding bodies which allow authors
to comply with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the
author for the gold open access publication fee. Details of existing agreements are available
online.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription
o Articles are made available to subscribers as well as developing countries and
patient groups throughour universal access programs.
o No open access publication fee payable by authors.
. The Author is entitled to post the accepted manuscript in their institution's
repository and make this public after an embargo period (known as green Open Access).
The published journal article cannot be shared publicly, for example on ResearchGate or
Academia.edu, to ensure the sustainability of peerreviewed research in journal
publications. The embargo period for this journal can be found below.

Gold open access
o Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted
reuse.
o A gold open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by
their researchfunder or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer
review criteria and acceptance standards.

For gold open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following
Creative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised
versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation),
include in a collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even for
commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author as
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endorsing their adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as to
damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in
a collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided
they do not alter or modify the article.

The gold open access publication fee for this journal is USD 4000, excluding taxes. Learn
more about Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number
of green open access options available. We recommend authors see our open access page
for further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and
enable public access from their institution's repository after an embargo period. This is the
version that has been accepted for publication and which typically includes author-
incorporated changes suggested during submission, peer review and in editor-author
communications. Embargo period: For subscription articles, an appropriate amount of time
is needed for journals to deliver value to subscribing customers before an article becomes
freely available to the public. This is the embargo period and it begins from the date the
article is formally published online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 24 months.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher
Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources
to guide you through the process of writing for research and going through peer review.
Feel free to use these free resources to improve your submission and navigate the
publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific
English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single
PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to
typeset your article for final publication. All correspondence, including notification of the
Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Authors should avoid responding by messages received from the system using the 'Reply’
button on their e-mail message; this will send the message to the system support and not
to the editorial office, and will create unnecessary load of sorting out and forwarding

Please submit your article via https://www.evise.com/profile/api/navigate/AQUA

Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees.
For more details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide
whether or not the suggested reviewers are used. Kindly prevent suggesting reviewers
from the same country.
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PREPARATION

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially
assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then
typically sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific
quality of the paper. The Editor is responsible for the final decision regarding acceptance
or rejection of articles. The Editor's decision is final. More information on types of peer
review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The
text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular,
do not use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However,
do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are
using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for each row.
If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be
prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to
Publishing with Elsevier). Note that source files of figures, tables and text graphics will be
required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on
Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and
'grammar-check' functions of your word processor.

LaTeX

You are recommended to use the Elsevier article class elsarticle.cls to prepare your
manuscript and BibTeX to generate your bibliography.

Our LaTeX site has detailed submission instructions, templates and other information.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to
'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its
own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference.
If quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite
the source. Any modifications to existing methods should also be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt
with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation
section represents a practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and
discussion of published literature.
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Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.;
in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1;
Fig. A.1, etc.

o Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

esNumbering.Manuscripts that are sequentially numbered (e.g., I, II, etc.) are no longer
accepted.

sAuthor names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a
double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where
the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and,
if available, the e-mail address of each author.

o Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers
(with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and
the complete postal address. Contact details must be kept up to date by the
corresponding author.

o Present/permanent address. If an author has moved since the work described
in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the
author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript
Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of
the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References
should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard
or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at
their first mention in the abstract itself.

The abstract should be not longer than 400 words.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 4-6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example,
"and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the
field may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

As part of the submission process, authors are required to provide 3 or 4 highlights, each
one sentence long. Beyond stating key discoveries, these highlights must explicitly
establish why the work is novel and why it has an application to aquaculture. It is not
sufficient to state that the species is one that is farmed.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of
abbreviations throughout the article.
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Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title
or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
xxxXx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and
the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that
provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:
This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult
IUPAC: Nomenclature of Organic Chemistry for further information.

1. Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules
governing biologicalnomenclature, as laid down in the International Code of Botanical
Nomenclature, the International Code of Nomenclature of Bacteria, and the International
Code of Zoological Nomenclature.

2. All biota (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their
scientific nameswhen the English term is first used, with the exception of common domestic
animals.

3. All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names
when firstused in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise
identified.

4, For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and
AppliedChemistry and the official recommendations of the IUPAC IUB Combined
Commission on Biochemical Nomenclature should be followed.

DNA sequences and GenBank Accession numbers. Many Elsevier journals cite "gene
accession numbers" in their running text and footnotes. Gene accession numbers refer to
genes or DNA sequences about which further information can be found in the databases at
the National Center for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine.
Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a
letter or number can result in a dead link. Note that in the final version of the electronic
copy, the accession number text will be linked to the appropriate source in the NCBI
databases enabling readers to go directly to that source from the article.

Example 1: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and
BF223228, a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no.
BE675048), and a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a
letter or number can result in a dead link.
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In the final version of the printed article, the accession humber text will not appear bold
or underlined (see Example 2 below).

Example 2: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and BF223228), a
B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and
a T-cell ymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

In the final version of the electronic copy, the accession number text will be linked to the
appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that source
from the article (see Example 3 below).

Example 3: "GenBank accession nos. A1I631510, AI631511, AI632198, and BF223228), a
B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and
a T-cell ymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae
in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line
for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics.
Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any
equations that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the
text).

Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first
used. In

2+ ++ chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca and not Ca

. Isotope numbers

18 should precede the symbols, e.g., O. The repeated writing of chemical formulae in the
text is to be avoided where reasonably possible; instead, the name of the compound should
be given in full.

Exceptions may be made in the case of a very long hame occurring very frequently or in
the case of a compound being described as the end product of a gravimetric determination

(e.g., phosphate as P205).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article.
Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used.
Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes
themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Electronic artwork General points
o Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
o Embed the used fonts if the application provides that option.
. Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, oruse fonts that look similar.
Number the illustrations according to their sequence in the text.
Use a logical naming convention for your artwork files.
Provide captions to illustrations separately.
Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
o Submit each illustration as a separate file.
A detailed guide on electronic artwork is available.
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here. Formats
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
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Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats
(note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum
of 1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale),
keep to a minimum of 500 dpi.
Please do not:

o Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these

typically have alow number of pixels and limited set of colors;

o Supply files that are too low in resolution;

o Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge,
that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless
of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For
color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from
Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for
color: in print or online only. Further information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of
the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all
symbols and abbreviations used.

Text graphics
Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. See further under
Electronic artwork.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next
to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented
in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using
vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should
follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the
publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of
a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online
links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing
services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the
references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication
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year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful
as they may already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any
electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is:
VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic
continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of
Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001]JB000884. Please note the format of
such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in
the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset]
immediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. The
[dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products,
authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article,
after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's
style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample
references and citations as shown in this Guide. If you use reference management
software, please ensure that you remove all field codes before submitting the electronic
manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking
the following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/aquaculture

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plugins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be
in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/ book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI is
highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted
article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should
be arranged according to the following examples:

Reference style
Text: All citations in the text should refer to:
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1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and
the year of publication;
2. Two authors: both authors' names and the year of publication;
3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of
publication. Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references
can be listed either first alphabetically, then chronologically, or vice versa.
Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).... Or, as
demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently shown ...
List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters 'a', 'b’, 'c', etc., placed after the year of publication.
Examples:
Reference to a journal publication:
Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article.
J. Sci.
Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.5¢c.2010.00372.
Reference to a journal publication with an article number:
Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific article.
Heliyon. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.
Reference to a book:
Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:
Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.
Reference to a website:
Cancer Research UK, 1975. Cancer  statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/ aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13
March 2003).
Reference to a dataset:
[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, vl.
https://doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1.

Define abbreviations that are not standard in this field at their first occurrence in the article:
in the abstract but also in the main text after it. Ensure consistency of abbreviations
throughout the article.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should
be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. . In order to
ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the file in
one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1
GB in total. Video and animation files supplied will be published online in the electronic
version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a
separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link
to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages.
Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal,
please provide text for both the electronic and the print version for the portions of the
article that refer to this content.
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Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about
available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published
with your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as
they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your
material together with the article and supply a concise, descriptive caption for each
supplementary file. If you wish to make changes to supplementary material during any
stage of the process, please make sure to provide an updated file. Do not annotate any
corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option in Microsoft
Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published
articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that
validate research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also
encourages you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and
other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript
and reference list. Please refer to the "References" section for more information about data
citation. For more information on depositing, sharing and using research data and other
relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles
on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that
gives them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of
your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020;
CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including
raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods)
associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the
submission process, after uploading your manuscript, you will have the opportunity to
upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and
directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.
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Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw
data into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your
data. Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed,
given a DOI and publicly available to all upon publication. You are encouraged to submit
your article for Data in Brief as an additional item directly alongside the revised version of
your manuscript. If your research article is accepted, your data article will automatically
be transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed and published in
the open access data journal, Data in Brief. Please note an open access fee of 600 USD is
payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief
website. Please use this template to write your Data in Brief.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple
MethodsX articles, a new kind of article that describes the details of customized research
methods. Many researchers spend a significant amount of time on developing methods to
fit their specific needs or setting, but often without getting credit for this part of their work.
MethodsX, an open access journal, now publishes this information in order to make it
searchable, peer reviewed, citable and reproducible. Authors are encouraged to submit
their MethodsX article as an additional item directly alongside the revised version of their
manuscript. If your research article is accepted, your methods article will automatically be
transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an open
access fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX
website. Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why
during the submission process, for example by stating that the research data is
confidential. The statement will appear with your published article on ScienceDirect. For
more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system,
allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word:
in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions
from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process
by allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of
errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of
the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication
will only be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to
ensure that all corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully
before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed.
Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50
days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share
Link can be used for sharing the article via any communication channel, including email
and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order
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form which is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-
authors may order offprints at any time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors
who have published their article gold open access do not receive a Share Link as their final
published version of the article is available open access on ScienceDirect and can be shared
through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything
from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted
article will be published.
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