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RESUMO

A carcinicultura ¢ um dos setores da aquicultura mais rentaveis e o
camardo branco do pacifico, Litopenaeus vannamei (Decapoda:
Penaeidae) ¢ uma das espécies mais cultivadas mundialmente devido a
sua rusticidade, rapido crescimento, facil manejo e aceitagdo comercial.
O Brasil encontra-se como um grande produtor, favorecido por sua ampla
faixa costeira, porém alguns fatores como enfermidade virais e insumos
acarretam custos na producdo, pois demandam gastos altos de
manutengdo. A nutricdo de espécies ¢ um deles, sendo considerada um
grande entrave da carcinicultura, por seu alto custo, em particular devido
a utilizacdo da farinha de peixe como um dos componentes nas ragdes.
Contudo, tem-se buscando formas econdmicas e sustentaveis de fontes
proteicas alternativas para substitui¢do da farinha de peixe. Para isso, tem-
se elaborado estudos no fortalecimento do uso de farinha de inseto na
alimentacdo de camardes sem perdas financeiras. O presente trabalho tem
por objetivo analisar o perfil de enzimas digestivas de juvenis da espécie
de camardes marinhos L. vannamei (n=9), com peso inicial de 4,42 +
0,02g (média, = desvio padrdo) peso final de 9,23 + 0,31g (média,
desvio padrdo) e com um ganho de peso de 4,81+ 0,30 g (média, * desvio
padrdo). Os camardes alimentados com farinhas das larvas do inseto
Tenebrio molitor, em diferentes niveis de substitui¢do, com 25%, 50%,
75% e 100% e o controle (farinha de residuo de salmio). O experimento
foi realizado no Laboratério de Camardes Marinhos da UFSC (LCM)
iniciando com o cultivo dos camardes em tanques de engorda fornecendo
diariamente as ragdes durante 42 dias. Apds esse periodo de engorda, os
animais foram eutanasiados, sendo dissecados o hepatopancreas e esses
mantidos em freezer a -25 °C em tubos conicos contendo 1 mL de solugéo
salina 3%. Os hepatopancreas foram homogeneizados e centrifugados
para a realizag¢do dos ensaios enzimaticos para determinagao de atividades
proteoliticas do tipo tripsina (substrato usado bz-R-pNA), quimotripsina
(substrato usado suc-AAPF-pNA) e sobre o substrato proteico
azoalbumina, além de amilases e lipases. Zimogramas utilizando-se géis
SDS-PAGE foram obtidos para fracionamento das atividades
proteoliticas e amildsicas. Os dados obtidos mostram que houve um
ganho de peso e que a taxa de sobrevivéncia ndo foi afetada com a
substituicao de farinha de inseto na dieta dos camardes. Os resultados de



atividade absoluta de tripsina, quimotripsina, lipases e amilases
demonstram ndo haver diferencas significativas entre o controle e os
tratamentos, assim como nos padroes das atividades enzimaticas
encontradas nos zimogramas. Ja as determinacdes das atividades
especificas de quimotripsina e amilases demonstraram diferencas
significativas entre a dieta contendo 25% de substituicdo e a dieta
controle. J4 na atividade sobre azoalbumina, foi encontrada diferenga nos
tratamentos 75% para atividade absoluta e 25% para atividade especifica,
e no tratamento com 100% para as duas atividades.

Palavras-chave: Entomofagia; camardo; enzimas digestivas; farinha de
inseto; proteinases, amilases.



ABSTRACT

Shrimp farming is one of the most profitable sectors of aquaculture, and
the white Pacific shrimp, Litopenaeus vannamei (Decapoda: Penacidae)
is one of the most cultivated species worldwide due to its rusticity, rapid
growth, easy handling and commercial acceptance. Brazil is a major
producer, favored by its wide coastal area, but factors such as viral
illnesses and inputs cause costs in production, as they demand high
maintenance costs. The nutrition of species is one of them, being
considered a great hindrance of shrimp farming, due to its high cost, in
particular due to the use of fish meal as one of the components in the
feeds. However, we have been looking for economic and sustainable
forms of alternative protein sources for fish meal substitution. For this
purpose, studies have been carried out to strengthen the use of insect meal
in shrimp feed without financial losses. The objective of the present work
was to analyze the digestive enzymes profile of juveniles of the marine
shrimp L. vannamei (n = 9), with initial weight of 4.42 + 0.02 g (mean,
standard deviation), 23 + 0.31 g (mean + standard deviation) and a weight
gain of 4.81 + 0.30 g (mean + standard deviation). The shrimp fed the
larvae of the mealworm Tenebrio molitor, at different replacement levels,
with 25%, 50%, 75% and 100% and control (commercial fish meal). The
experiment was carried out in the Laboratorio de Camardes Marinhos da
UFSC (LCM), starting with the cultivation of shrimp in fattening tanks,
providing daily feed for 42 days. After this fattening period, the animals
were euthanized and the hepatopancreas were dissected and kept in a
freezer at -25 °C in conical tubes containing 1 mL of 3% saline solution.
The hepatopancreas were homogenized and centrifuged for the enzymatic
assays to determine protease activities trypsin-like (bz-R-pNA as the
substrate), chymotrypsin-like (suc-AAPF-pNA as the substrate) and
against the proteinaceous substrate azoalbumin, as well as amylases and
lipases. Zymograms using SDS-PAGE gels were obtained for
fractionation of proteolytic and amylase activities. The data obtained
showed that there the a weight gain and the survival rate were not altered
with the incorporation of insect meal in the shrimp diet in addition. The
results of the absolute activity of trypsin, chymotrypsin, lipases and
amylase demonstrated no significant differences between control and
treatments, as well as in the patterns of enzymatic activities found in the



zymograms. The determinations of the specific activities of chymotrypsin
and amylases showed significant differences between the diet containing
25% of incorporation and the control. In the azoalbumin activity, a
difference was found in treatments 75% for absolute activity and 25% for
specific activity, and in the treatment with 100% for both activities.

Keywords: Entomophagy; Shrimp; Digestive enzymes; Insect meal,;
Proteinases; Amylases.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1- Espécime de LitOpenaeus Vannamei ...........ccceeerririnreieerenenenesesieenenns 20
Figura 2- Sistema digestério do camardo Litopenaeus vannamei............c.coovueee. 26
Figura 3- Média da atividade absoluta e especifica da enzima tripsina................ 39

Figura 4- Média da atividade da absoluta e especifica da enzima quimotripsina .. 40

Figura 5- Determinagio de atividade absoluta e especifica de azo albumina........ 41
Figura 6- Média da atividade absoluta e especifica da enzima lipase.................... 42
Figura 7- Média da atividade absoluta e especifica da enzima amilase................. 43
Figura 8- Zimograma de atividade proteolitica ............ccevirivviirininniiicnieienne 44

Figura 9- Zimograma de atividade de amilase ............coceviriviininiiiicicnieiene 45






LISTA DE TABELA

Tabela 1- Composicao dos ingredientes proteicos






LISTA DE ABREVIATURAS

ACN - Acetonitrila.
BCA — 4cido biciconinico.
bz-R-pNA — N-benzoil-DL-argininil-p nitroanilida.
DMSO — Dimetilsulfoxido.
FAO - Organizacéo das Nag¢des Unidas para a Agricultura e
Alimentag8o. Do inglés Food and Agriculture Organization of the
United Nations.
NRC — National Research Council.
OD - Oxigénio Dissolvido.
PAGE — Eletroforese em gel de poliacrilamida.
PUFAs — Acidos graxos poli-insaturados. Do inglés Polyunsatured Fatty
Acids.
SDS — Dodecil sulfato de sodio.
suc-AAPF-pNA — succcinil-alanil-alanil-prolil-fenilalanil-p nitroanilida.
TCA — Acido tricloroacético
Tris — tris(hidroximetil)aminometano.
Volts.
.. _SV —Virus da sindrome da mancha branca. Do inglés White spot
syndrome virus.












SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt e 19
1.1 CarciniCultULa ......ocveeiiiiicc e 19
1.2 Nutrigdo na CarciniCultura...........ccoceveereeneneniienese e 21
1.3 Farinha de inSet0.......cccoviiiriiiiiii e 22
1.4 Digestdo em peneideos .........coovevririnriieienieneneeee s 24
2. ODJELIVOS 1.vveeueieniieiieieesiee st e st e steesteesbee st e sbeesbeesbee st e sbaesbeesaeesreeneees 29
2.1 ODbjetivos eSPECITICOS....uiiiiiiiiiiiiiiie e 29
3= JUSHTICAIVA .o 30
4-Material € MEt0dOS. .......oovrruiiriiiiiiiiesie e 31
4.1 - Delineamento Experimental...........cccoovviviiiiiinininiineen, 31
4.2- Determinacao de atividades enzimaticas...........ccceevveerveerivernnnn 34

4.2.1- Determinacdo de atividade proteolitica.........cc.ccoevniiininnnnnn, 34

4.2.2 — Determinagao de atividade lipasica.........cccvevvrvvriiiniiesiiesniennn 35

4.2.3 — Determinacao de atividade amilasica.........ccccooevvvieeeiinerinnnns 35
4.3 —Determinagao de Proteina..........ccevceerverieereereenieeseeneeseeseesens 36
4.4-Determinacdo de atividades enzimaticas em géis de eletroforese se
MI=AESNATUTANTE .....veeviiiiciieieec e 36

4.4.1 -Determinagdo de atividade proteolitica in gel.............cccoennen. 36

4.4.2 -Determinacdo de atividade amilasica in gel..........ccccceeevvrnnennn. 37
5. Analise eStatiStICa ....eervirrerieeieiesesee e 37
6- ReSUItAAOS ..ovvvivieiiiiciiiciee s 39
6.1— Determinagdo de atividade proteolitica ..........cccvevvrinvrcvciinnnns 39
6.2 — Determinagdo de atividade lipdsica .........ccccovvvvveveniiiiccinnnnns 41

6.3 — Determinagao de atividade amilasica ........c.cccccveveeevierireeenennn, 42



6.4 -Determinagdo de atividade proteolitica in gel............ccccocvrirnennne 43

6.5 -Determinag@o de atividade amilasica in gel...........c.ccoeeninnenen. 44
7 0 3 118 1Y 1 Y 46
8- CoNClUSOES FINAIS .....evvvveiiieiiiiiiiriiiee et rrree e sabbaeee s 51

9- Referéncias Bibliograficas .........ccovvvevieiieniniic i 52



19

1. INTRODUCAO
1.1 Carcinicultura

A carcinicultura marinha é desenvolvida em varios paises e
dentre os principais produtores destacam-se a China, a Tailandia e o
Vietnd e, nas Américas, o Equador, o México e no nordeste do Brasil
(FAO, 2010). Esse crescimento ocorreu devido a diversos fatores e entre
eles destacam-se as inovagOes tecnoldgicas nos sistemas de cultivo e
praticas adequadas de manejo (DOTTA, PIAZZA, 2012). Estatisticas da
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2010)
apontam que o cultivo da espécie L. vannamei aumentou
consideravelmente em meados dos anos 80 e 90, com declinio no final
dos anos 90 em virtude do virus da sindrome da mancha branca (White
spot syndrome virus, WSSV). Ainda, segundo estimavas da FAO (2014),
a producdo mundial de camardo obteve no ano de 2012 cerca de 3,4
milhGes de toneladas.

No Brasil, a carcinicultura teve inicio por volta dos anos 1930,
presente principalmente nas regiGes costeiras. Em Santa Catarina, a
Universidade Federal de Santa Catarina foi uma das pioneiras no estado,
com realizacdo de pesquisas relacionadas ao cultivo de camardes
marinhos nativos Farfantepenaeus paulensis e Litopenaeus schmitti para
repovoamento, isso na década de 1970. Porém, a atividade sé ganhou
éxito na década de 90 com a introdugdo da espécie exotica Litopenaeus
vannamei (Boone, 1931), devido a algumas caracteristicas zootécnicas
como: rapido crescimento, alta taxa de conversao alimentar, rusticidade,
alta taxa de sobrevivéncia e pacote tecnolégico de cultivo conhecido
(VINATEA, 2004).

O camardo branco, L. vannamei (Figura 1) é originario do Leste
do Oceano Pacifico, com uma ocorréncia desde Sonora, no México, ate
Thumbes no norte do Peru (BARBIERI, NETO 2002), segundo a FAO
(2012) uma das espécies de crustaceos mais cultivadas mundialmente.
Sua classificagdo taxondémica compreende a filo Arthropoda e o subfilo
Crustacea que é composta pelos animais mais abundantes, diversificados
e com maior distribuicdo nos oceanos. A espécie pertence ainda a classe
Malacostraca e a ordem Decapoda devido a presenca de trés pares de
maxilipedes e cinco pares de peredpodes e por fim a familia Penaeidae.
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Figura 1. Espécime de Litopenaeus vannamei. Fonte: Autor.

Os camar@es marinhos se reproduzem naturalmente em alto mar,
uma fémea pode chegar a desovar até 500.000 ovos por desova, desses
ovos eclodem os nauplios que se subdividem-se em cinco estagios (N1 a
N5), nesta fase ndo ha alimentacdo exdgena, apenas uma fototaxismo
positivo, este estagio tem duracdo de trinta e seis horas com temperatura
em torno de 26 °C. J& no est&gio protozoeia apresenta trés subdivisdes (Z1
a Z3) com hébito alimentar constituido apenas de fitoplancton, a duragéo
deste estagio € quatro dias. No estagio de misis ha trés subdivisdes (M1 a
M3) com inclusdo de zooplancton na dieta e este estagio tem duracdo de
trés dias. J& no estagio de pos-larva, o camardo j& possui caracteristicas
de adulto, procurando nesta fase ambiente estuarino, onde fica em torno
de quatro meses, devido a baixa salinidade e a abundancia em itens
alimentares, apds esse periodo retorna ao mar para maturagao sexual que
acontece aproximadamente no sexto més de vida (VINATEA, 2004).

A maturagdo sexual é dependente de varios fatores fisico-
guimicos como salinidade, oxigénio dissolvido (OD) e temperatura. O
orgdo X é responsavel pela maturacdo sexual, e esta presente no
pedinculo ocular, compreende um conjunto de células neurosecretoras,
cuja funcdo é ativar ou inibir a maturagdo gonadal. e esta fase €
antagonista a ecdise em virtude do gasto energético. Na producdo em
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cativeiro a maturacdo sexual é obtida pela “ablacdo do pedunculo
ocular”(VINATEA, 2004).

1.2 Nutricdo na Carcinicultura

O sucesso produtivo na carcinicultura demanda de cuidados
basicos de manejo, ja que o ambiente aquatico é propicio para
disseminacdo de agentes patogénicos. Além disso, o confinamento dos
animais no ambiente de cultivo pode proporcionar um estado de estresse
e, com isso, h4 a proliferacdo de agentes oportunistas como fungos,
bactérias, dentre outros (DOTTA, PIAZZA, 2012). Sendo assim, para
diminuir a mortalidade desses organismos e aumentar a resisténcia aos
patégenos oportunistas, devem-se observar fatores como oxigénio
dissolvido, salinidade, temperatura, densidade e principalmente
alimentacdo (CYRINO, FRACALOSSI, 2013). Quanto a alimentacéo, €
necessario oferecer uma racdo que atenda as exigéncias nutricionais da
espécie cultivada, além de fatores como atratividade, palatabilidade e ser
especialmente economicamente viavel para o produtor (CYRINO,
FRACALOSSI, 2013).

No Brasil, em geral, as ragdes ofertadas para os camardes de
cultivo sdo compostas principalmente de farinha de residuo de peixe que,
muitas vezes, sdo provenientes de pescado, ndo utilizados para consumo
humano ou da captura de peixes pelagicos, o que acarreta um aumento no
pre¢o da racdo (van HUIS, 2012). Entretanto, tem-se realizado diversos
estudos em busca de novas fontes de proteicas, como por exemplo, farelo
de soja, trigo, gliten de milho, farinha de ossos e farinha de penas
(NUNES et al., 2011). A farinha de residuo de peixe é utilizada nas ragdes
por ser uma fonte rica em aminoacidos, acidos graxos, vitaminas e
minerais, além disso, aumenta a palatabilidade, digestibilidade e
atratividade da racdo, e com isso ha um maior custo de producédo
(SUAREZ et al., 2009). Contudo, estudos tém demostrado a eficiéncia da
substituicdo da farinha de peixe por fontes proteicas mais econdmicas,
seja ela de origem vegetal ou animal.

Na literatura tém sido relatados resultados positivos com a
substituicdo da farinha de peixe por ingredientes alternativos, buscando
sempre 0 correto balanceamento nutricional da ragdo, e assim
proporcionar o desempenho zootécnico no cultivo de camarBes. No
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entanto, na busca dessas novas fontes proteicas alternativas deve-se
observar fatores como disponibilidade no mercado, preco, crescimento,
sobrevivéncia, consumo de ragéo e conversio alimentar (SUAREZ et al.,
2009). Suarez e colaboradores (2009) obtiveram resultados satisfatorios
com a substituicdo de farinha de residuo de peixe por ragcdes com
diferentes concentracbes de farelo de soja e canola, em cultivo de L.
vannamei, justificando que o uso de fontes proteicas acessiveis, pode
aumentar a rentabilidade do produtor, ja que a ra¢do consiste no insumo
mais caro da producdo. Nunes e colaboradores (2011) relatam o bom
desempenho com ganho em peso com dietas a base de 100% de proteina
de origem vegetal. J4 em trabalhos feitos por Cordova-Murueta et al.,
2003 foram observados resultados positivos na alimentagdo com alimento
vivo na andlise do perfil enzimatico em fezes de L. vannamei. Estes
animais foram alimentados com diferentes fontes proteicas e em
diferentes concentragdes da ragdo comercial e ainda com a inclusdao do
alimento vivo sendo que, o alimento vivo proporcionou uma maior
atividade enzimatica, justificado que a composi¢do do alimento ofertado
ao camarao pode influenciar no processo digestivo. Molina-Proveda et al.
(2013) observaram resultados positivos com 50% de substituigdo de
farinha de peixe, usado a leguminosa Lupinus mutabilis, na dieta do
camardo L. vannamei na fase de engorda.

Ja Lourenco e colaboradores (2009) obtiveram bons resultados
com substituicdo de Artemia sp. em bergarios de pos-larvas de camardes
L. vannamei por ragdo comercial com diferentes niveis de substitui¢do de
até 40% de ragdo. Martinez-Cordova et al. (2013) também obtiveram
resultado satisfatorio ofertando como alimento vivo, o inseto
Trichocorixa sp., em substitui¢do parcial da racdo formulada. Os
melhores resultados foram observados quando utilizado 50% de
substitui¢do do inseto Trichocorixa sp. Além disto, o estudo demonstrou
que ndo foram alteradas caracteristicas organolépticas do camardo como
cor, odor e sabor.

1.3 O uso de farinha de inseto comestiveis como fonte de
nutrientes

A entomofagia consiste na pratica de consumir insetos, sendo
comum em diversos paises Orientais, embora no Ocidente a utilizagdo de
inseto para consumo humano seja tratado como algo atipico. No entanto,
ha uma busca por novas fontes proteicas alternativas para consumo
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humano e animal, em virtude da redugo dos recursos pesqueiros, do alto
custo da produgdo pecuaria, do aumento dos gases do efeito estufa, da
poluicdo ambiental, do aumento no nimero de zoonoses e também da
escassez de dgua, criam novas op¢des do uso do inseto para a manuten¢ao
da seguranga alimentar (van HUIS, 2012).

Dados apontam que cerca de 1900 espécies de insetos sdo
consumidas em todo mundo, além disso, orgdos como a FAO tém
elaborado diversas pesquisas na avaliagdo do potencial do uso de inseto
na alimentag@o humana e animal. Os insetos sdo opcdes interessantes para
a manutengdo da seguranga alimentar, pois possuem vantagens como alta
eficiéncia na conversdo alimentar, por ser um alimento altamente
nutritivo, além de conservar os recursos naturais por meio do seu cultivo,
em virtude do uso reduzido de agua e reciclagem matéria organica (van
HUIS, 2012)

Busca-se a substitui¢do de ingredientes “caros” na ragdo de
organismos aquaticos cultivaveis para produgdo em escala industrial, e
com isso em pesquisas tem-se demonstrado resultados promissores no uso
de insetos como a Musca domestica, por possuir um alto teor de proteina
e aminoacidos essenciais como lisina e arginina, ¢ o besouro Tenebrio
molitor, que é um inseto comestivel, produzido comercialmente e que ¢
utilizado também na producdo da farinha de inseto por possuir um alto
teor de aminodacidos e acidos graxos (van HUIS, 2012; ROMEIRO et al,
2015). Siemianowska et al. (2013) encontraram resultados positivos em
analise nutricional do inseto 7. molitor, verificando a presenga de acidos
graxos como Omega 3 e 6, e contedo de aproximadamente 18% de
proteina seca, resultados esses que comprovam a eficiéncia no uso do 7.
molitor na alimentacdo de organismos aquaticos, pois esses demandam de
valores altos de proteina e 4cidos graxos essenciais.

1.4 Enzimas

As proteinas sdo macromoléculas bioldgicas que estio divididas
em subunidade monomeéricas simples, elas controlam quase todos os
processos que ocorrem na célula (NELSON, COX, 2014). Possuem varias
funcdes vitais como transporte de oxigénio e vitaminas, funcdo estrutural,
transmissdo nervosa, contracdo muscular, coagulacdo sanguinea, defesa,
hormonal e catalise metabdlica. Sao sintetizadas por uma sequéncia de
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amino4cidos unidos que formam uma estrutura poliamidica linear,
polipeptidios ou ainda estruturas tridimensionais (PRATT, CORNELY,
2006).

Todas as enzimas sdo proteinas com exce¢do de um grupo de
moléculas de acido ribonucleico (RNAS) cataliticos, as enzimas atuam em
sequéncias organizadas catalisando diversas etapas que degradam as
moléculas dos nutrientes, conservando e transformando energia quimica,
além de construir macromoléculas a partir de precursores (NELSON,
COX, 2014).

Uma das enzimas mas estudadas € a quimotripsina que é uma
enzima digestiva, em mamiferos ela € sintetizada pelo pancreas e
secretada no intestino delgado, onde atua na degradacdo de proteinas
oriundas da alimentagdo, foi uma das primeiras enzimas a serem
cristalizadas, sendo composta por trés cadeias peptidicas unidas por ponte
dissulfeto, 241 aminodcidos e dois dominios. A hidrolise dos substratos
peptidicos ocorre em uma fenda entre os dois dominios préximo a cadeia
de trés aminoacidos a histidina 57, o aspartato 102 e a serina 195, area
conhecida como sitio ativo (PRATT, CORNELY, 2006), ja a clivagem
ocorre proximo a aminoacidos aromaticos ou cadeia laterais hidr6fobas
grandes, como triptofano, tirosina, fenilalanina e metionina, fato
conhecido como especificidade (Berg et al., 2008).

A tripsina também é uma enzima digestiva, sendo homéloga a
guimotripsina, ¢ uma enzima bastante especifica e catalisa a separacéo de
ligagBes peptidicas no lado carboxilico dos aminoécidos lisina e arginina,
essa especificidade € devido a interacdo enzima e substrato, tal precisdo é
justificada pela complexa estrutura tridimensional da proteina enzimatica
(Berg et al., 2008).

O amido é a principal fonte de carboidratos da dieta, a enzima
alfa-amilase hidrolisa as ligacfes glicosidicas (alfa 1—4) do amido, note
gue a digestdo do glicogénio segue a mesma via, ou seja a hidrolise do
glicogénio e do amido ocasionado pela enzima alfa-amilase ¢é
fundamental para entrada da destes na glicélise (NELSON, COX, 2014).

1.5Digestdo em peneideos

Os hébitos alimentares estdo associados as caracteristicas
anatdémicas, morfoldgicas e fisioldgicas do sistema digestorio, que devem
ser analisadas para o desenvolvimento de racdes adequadas para cada
espécie. Informagdes como tamanho da boca e comportamento de captura
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do alimento, podem demonstrar forma, tamanho e tempo de flutuacéo dos
granulos da racdo. J& fatores como morfologia de érgdo do sistema
digestorio podem fornecer dados com op¢des de ingredientes com maior
guantidade de nutrientes como proteinas, lipidios e carboidratos
desejados para espécie em questdo (CYRINO, FRACALOSSI, 2013).

Outros fatores como fisiologia do sistema digestério, absorcéo, e
aproveitamento de nutrientes informam dados importantes para a
determinacdo das exigéncias nutricionais das espécies cultivadas
(CYRINO, FRACALOSSI, 2013). Portanto, o processo de digestdo
envolve uma juncdo de processos que sdo observados deste a captura do
alimento, a ingestéo e a liberacdo de fezes e produtos nitrogenados, os
processos ainda compreendem fatores: fisicos que incluem a apreensao, a
mastigacdo e maceracdo do alimento; quimicos que inclui secrecdo de
acidos e atividades de enzimas que seria a “quebra” dos nutrientes em
biomoléculas de proteinas, lipidios, carboidratos em moléculas menores
passiveis de absorcdo (CYRINO, FRACALQOSSI, 2013). Portanto, para
producdo em cativeiro é fundamental a observacdo de processos que
abrangem de forma geral a alimentag&o do organismo cultivado.

Os camardes podem ser classificados, quanto ao habito
alimentar, como onivoro, além disso, é considerado um predador
oportunista (ALBERTONI et al., 2003). Sendo assim, possuem uma
alimentacdo variada ja que os camardes sdo organismos, normalmente,
bentdnicos se alimentando de detritos, poliquetos, anfipodos, algas,
dentre outros (ANDREATTA, BELTRAME, 2004).

O corpo do camardo é dividido em duas partes cefalotorax e
abd6men, no cefalotérax é onde estdo localizados os periépodos que tem
fungdo de locomocao e quimorrecepcao e no abddmen os pledpodos que
possuem a mesma fungdo. As antenas e anténula tem a funcéo de sensores
contra predadores e quimorreceptores, respectivamente. Além, disso
possuem um exoesqueleto que tem como funcdo principal ser uma
barreira protetora para evitar a entrada de microrganismos
(JIRAVANICHPAISAL et al., 2006).

O sistema digestorio (Figura 2) desses organismos &
extremamente desenvolvido, sendo composto pelo intestino, que é divido
em trés partes (anterior, médio e posterior) e tem como funcéo a absor¢éo,
digestdo dos alimentos, além de osmorregulagdo, os intestinos anterior e
médio sdo cobertos internamente por cuticula quitinosa, a qual atua como
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uma barreira fisico-quimica, além de ser um ambiente &cido e com
diversas enzimas que sdo capazes de inativar ou digerir agentes invasores
gue ndo fazer parte da microbiota natural do camardo; o eséfago que faz
a ligacdo entre a boca e o0 estdbmago, este por sua vez, participa ativamente
no processo de trituracdo dos alimentos, pois contém duas cavidades a
cardiaca que serve para triturar os alimentos e a cAmara pil6rica que atua
COMO uma peneira que serve para separar as particulas, sendo que as
particulas maiores podem ser regurgitadas (FELGENHAUER, 1992;
BARBIERI, NETO, 2002; JIRAVANICHPAISAL et al, 2006). No
entanto, um dos érgdos mais importantes do camarao é o hepatopancreas
onde a maioria das enzimas digestivas & secretada, além de fazer
absorcao, transporte e armazenamento de minerais, lipidios e glicogénio
(FELGENHAUER, 1992), o hepatopancreas ¢ um conjunto de tubos que
possui uma rede de fibras que permitem movimentos peristalticos
(BARRACCO et al., 2014).

Figura 2. Sistema digestorio do camardo Litopenaeus
vannamei. Fonte: Autor.

O sistema circulatério dos crustaceos é aberto ou semi-aberto,
por onde transita a hemolinfa, sendo esta composta por nutrientes,
excretas, oxigénio e horménios (BARROCCO et al, 2014). A degradacédo
das moléculas ingeridas compreende um processo conhecido como
digestdo, sendo as enzimas digestivas responsaveis pela hidrélise de
proteinas em amino&cidos, que irdo proporcionar energia para 0S
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processos vitais como crescimento e reproducdo, além de originar novas
proteinas (HERNANDEZ, MURUETA, 2009). Além disso, outro fator
importante, é que as proteinas podem atuar de diversas formas, ndo sé em
processos que envolvem a digestdo, como as enzimas hidroliticas e
lisozimas podem também fazer parte do sistema imune inato
(SOONTHORNCHAI et al., 2010), porém ndo possuem atividade
catalitica, além de alguns peptideos antivirais e proteinas de
reconhecimento padréao, que também atuam no sistema imune do camardo
(BARRACCO et al., 2014). Em camardes as enzimas mais importantes
no processo de digestdo de proteinas sdo as proteinases serinicas
quimotripsina e tripsina, sendo que sua atividade pode variar em funcdo
de alguns fatores genéticos ou alimentares (HERNANDEZ, MURUETA,
2009).

E também fundamental o conhecimento dos processos que
envolvem a nutri¢do, entre eles a digestdo dos quais compreendem etapas
fisicas, quimicas e enzimadticas, a etapa enzimatica representada pela
degradacdo de proteinas ingeridas através da dieta, do qual devem ser
degradadas a peptideos e aminodcidos, para absor¢do, que por sua vez
ocorre por meio da hidrdlise, ou seja, adicdo de uma molécula de agua a
ligagdo peptidica, as enzimas responsaveis por essa clivagem sdo as
proteases, como por exemplo a tripsina e a quimotripsina (BERG et al.,
2008).

Em camardes o hepatopancreas é o 6rgdo responsavel pela
sintese dessas enzimas e com isso um indicador do metabolismo, portanto
as compreensdes acerca das atividades das principais enzimas digestivas
do camardo podem fornecer informagdes importantes em relacdo a
fisiologia nutricional e crescimento do animal (HERNANDEZ-ACOSTA
etal., 2016). Além disso foi encontrado presenca da membrana peritrofica
em camardo da espécie L. vannamei, revestindo o bolo alimentar no
limen intestinal, outro fato interessante ¢ a atuagdo da membrana que ¢
recoberta por quitina, no sistema imune inato, pois possui proteinas de
reconhecimento padrdo, atuando como barreira contra entrada de agentes
patogénicos. Na membrana também ha proteinas antioxidantes e
digestivas como a tripsina; e atua na imobiliza¢@o e na circulagdo endo-
ectoperitrofica de enzimas digestivas (Wang et al., 2012; Alexandre et al.,
2014).
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2. Objetivos

Esse trabalho tem como objetivo geral a verificacdo de
possiveis mudancas no perfil enzimatico no camardo da espécie L.
vannamei, alimentado com diferentes niveis de substituicdo de
farinha de peixe pela farinha das larvas de T. molitor.

2.1 Objetivos especificos

e Dosar as atividades de enzimas digestivas do tipo
proteinases, lipases e amilases em termos absolutos e especificos no
hepatopancreas dos juvenis de camardo da espécie L. vannamei,
alimentado com diferentes niveis de substituicdo de farinha de peixe
pela farinha das larvas de T. molitor

o Analisar o efeito da substituicdo de farinha de peixe pela
farinha das larvas de T. molitor no perfil de atividade de peptidases
e amilases in gel através de eletroforese semi-desnaturante em gel
SDS-PAGE.
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3- Justificativa

O cultivo de camardes demanda insumos que acarretam o
custo de produgdo. O principal deles é com a nutri¢do, devido a
utilizagdo de dietas ricas em proteinas, oriundas de farinha de peixe
na fabricagdo das ragdes. Nos ultimos anos, pesquisas buscando
ingredientes alternativos para a substituicdo da farinha de peixe,
que sao de alto valor comercial, t€m sido realizadas para minimizar
os gastos. Dentre esses ingredientes alternativos, o uso da farinha
de inseto podera representar um avango sustentavel e economico
para a carcinicultura brasileira.

A carcinicultura brasileira tem crescido de forma
satisfatoria nos ultimos anos em relacdo a outros setores da
economia aquicola. Sendo assim, diminuir custos com a
alimentacdo desses organismos aumentar ainda mais o crescimento
desse setor, sendo uma prioridade, ja que constitui o principal item
de custo de producdo. No entanto, a elaboragdo de uma racao tem
que atender as necessidades nutricionais do camardo, pois esta ird
garantir um crescimento satisfatorio e maior produtividade.
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4-Material e Métodos
4.1 - Delineamento Experimental

Os experimentos de manejo foram realizados no
Laboratério de Camardes Marinhos da Universidade Federal de
Santa Catarina (LCM-UFSC), localizado na Barra de Lagoa -
Floriandpolis (SC). Os camardes utilizados foram juvenis da
espécie L. vannamei (n=9), com peso inicial de 4,42 + 0,029
(média, * desvio padrdo), peso final de 9,23 + 0,31g e com um
ganho de peso de 4,81+ 0,30 g, em experimento realizado em
quarenta e dois dias. Os animais foram mantidos em tanques
circulares de 500 L, em sistema de circulagdo, com renovagéo de
aproximadamente 30% de agua ao final do dia ou até que todos 0s
residuos de restos de alimentacdo ou fezes fossem eliminados,
aeracdo constante, fotoperiodo (12h: 12h, claro/escuro), controle
de temperatura de 28,3+ 0,07°C e salinidade 32,44+0,16. Também
foram feitas verificagBes de oxigénio dissolvido (OD) 6,23+0,03
mg L1, aménia 0,47+0,05 mg L%, nitrito 0,02+0,02 mg L e pH
8,13+ 0,02. Foram utilizados para medir amonia e nitrito, o método
calorimétrico descrito por Strickland e Parsons(1972), j4 o OD,
salinidade e temperatura foram observados com o aparelho YSI 55.
O pH foi medido com potenciémetro digital da empresa Alfakit,
conforme protocolos adotados pelo LCM e literatura descrita por
Panini et al. (2017). A alimentacdo foi didria, incluindo trés
refei¢Bes (quantidade equivalente a 6% da biomassa total) com as
dietas de farinha de larvas desidratadas de T. molitor: 0%, o
controle de farinha de residuo de salmé&o, 25%, 50%, 75% e 100%
(denominadas 0-TM, 25-TM, 50-TM, 75-TM e 100-TM) sendo as
larvas do inseto adquiridas da empresa Nutrinsecta. As ragdes
foram elaboradas com auxilio do software OPTIMAL Férmula
2000, para conter 300 g kg de proteina digestivel e 3.000 Kcal kg
! de energia digestivel, formuladas de acordo com as exigéncias
nutricionais do camardo da espécie L. vannamei (NRC, 2011). A
racdo de farinha de T. molitor contém 55,58% de proteina bruta,
34,64 de lipidio, 3,03% de cinzas e 4,65 de fibras.
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Tabela 1: Formulacdo e composicdo das dietas experimentais utilizadas
para alimentar o camardo Litopenaeus vannamei contendo diferentes
niveis de substituicdo da farinha de peixe pela farinha das larvas de
Tenebrio molitor (TM) e a composigdo da TM.

Ingredientes Substituig¢do da farinha de peixe (%)
(g kg'! base seca)

0 25 50 75 100
Farinha de peixe! 206,0 154,5 103,0 51,5 0,0
Farinha de larva de T 0,0 76,3 152,5 228.8 305,0
molitor?
Concentrado proteico 250,0 250,0 250,0 250,0 250,0
de soja’
Farinha de trigo* 213,0 213,0 213,0 213,0 213,0
Oleo de figado de 2,5 2,5 2,5 2,5 9,8
bacalhau’
Oleo de soja’ 50,9 30,3 9,7 0,0 0,0
Lecetina de soja’ 20,3 20,3 20,3 20,3 20,3
Colesterol® 1,4 1.4 1.4 1,4 1,4
Carboximetilcelulose’ 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Caulim'? 139,9 135,2 130,6 113,0 80,5
Premix vitaminico!! 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Premix mineral!2 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0
Cloreto de sodio? 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Vitamina C'3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Fosfato bicalcico’ 4,5 4,5 4,5 6,5 6,5

DL-Methionina'* 0,5 1,0 1.5 2,0 2,5
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Tabela 1: Formulagdo e composicédo das dietas experimentais utilizadas para alimentar o camaréao
Litopenaeus vannamei contendo diferentes niveis de substituicdo da farinha de peixe pela farinha
das larvas de Tenebrio molitor (TM) e a composicdo da TM (continuacao).

Composicdo centesimal (g kg base seca) T. molitor
Matéria seca 891,7 897,2 901,8 906,5 908,2 962,88
Umidade 108,3 102,8 98,2 93,5 91,8 37,2
Proteina 367,2 371,6 377,0 381,9 385,2 5558
Proteina digesti 300 300 300 300 300 452,1
Lipidio 101,9 99,7 98,5 111,4 143,3 3464
Cinzas 220,7 2114 203,9 187,5 158,4 30,3
ELN® 310,2 3173 320,6 319,2 313,1 18,6
Energia (kcal k 3972 4028 4084 4230 4525 7744
Energia digest.(kcal kg™ 3044 3028 3011 3086 3301 5150

! Farinha de residuo de Salmdo - Tectron Imp. e Exp. de Prod. Veterindrios LTDA
(Toledo, PR, Brasil).

2Nutrinsecta Ind. Com. LTDA (Betim, MG, Brasil).

3 IMCOPA - Importagdo, Exportagio e Industria de Oleos S.A. (Araucéria, PR, Brasil);
4Nordeste Com. de Alimentos LTDA (Ant6nio Prado, RS, Brasil).

S Delaware Ltda (Porto Alegre, RS, Brasil).

© Cocamar Cooperativa Agroindustrial (Maringa, PR, Brasil).

" Quimidrol Com. Ind. Imp. Ltda (Joinville, SC, Brasil).

8 Sigma-Aldrich (St. Loius, MO, USA).

°VETEC Quimica Fina LTDA (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

10Vita Esséncia Farmécia de Manipulagio e Homeopatia LTDA (Florianépolis, SC,
Brasil).

" InVivo mix (Paulinia, SP, Brasil) — Premix vitaminico: vitamina A 3.000.000 IU;
vitamina D5 1.000.000 IU; vitamina E 70.000 IU; vitamina K3, 14 g; vitamina B, 30 g;
vitamina B, 20 g; vitamina Bs 33 g; vitamina B;, 50.000 mcg; acido pantoténico 40 g;
biotina 750 mg; acido nicotinico 70 g; 4cido folico 3.000 mg; excipiente q.s.p.,1.000 g.
12 InVivo mix (Paulinia, SP, Brasil) — Premix mineral: potassio 6.100 mg; cobre 23.330
mg; zinco 10.000 mg; manganés 20.000 mg; selénio 125 mg; iodo 1000 mg; cobalto 50
mg; excipiente g.s.p. 1.000 g.

13DSM Produtos Nutricionais (Sdo Paulo, SP, Brasil).

14 Evonik Degussa Brasil LTDA (Guarulhos, SP, Brasil).

2 1 Extrato livre de nitrogénio = 100% — (% umidade + % proteina + % lipidio + %
cinzas + % fibra bruta)

Fonte: Panini et al., 2017.
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4.2- Determinacao de atividades enzimaticas

Ap6s 0 manejo alimentar (42 dias) os camarbes foram
colocados em gelo e, posteriormente foi realizada dissecacdo para
a coleta dos hepatopéancreas, que foram mantidos em tubos cnicos
tipo Eppendorfs com solugéo salina 3% (m/v). Posteriormente, 0s
hepatopancreas foram homogeneizadas em &gua destilada com
auxilio de pistilos e tubos cbnicos, contendo um hepatopancreas
por tubo e colocadas em centrifugas 15.000 x g, trinta minutos a
4°C, sendo retirado 1mL do sobrenadante.

4.2.1- Determinacéo de atividade proteolitica

A atividade tipo tripsina foi medida utilizando-se como
substrato o composto N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (bz-R-
pNA), conforme protocolo adaptado orginalmente de Erlanger et
al. (1961) e Delmar et al. (1979). Esse substrato sintético foi
inicialmente dissolvido em dimetilsulféxido e tampéo fosfato de
sodio dibasico 50 mM, pH 7,5 para uma concentragdo de 4 mM.
As analises foram feitas incubando-se 50uL de amostra com 50uL
da solugdo substrato/tampdo em banho-maria (concentracdo do
substrato no meio de reagdo de 2 mM) por pelo menos quatro
diferentes periodos de tempo a temperatura de 30°C. As reacdes
foram paradas com 100 pL A4&cido acético 30% (v/v), e
posteriormente foram feitas as leituras de absorbancias a 410 nm
em leitor de microplacas TECAN (Infinite pro, California, EUA).
Uma curva padrdo com p-nitroanilina foi usada como referéncia
para os calculos de atividade.

A atividade da quimotripsina foi medida com 4 mM de
succcinil-alanil-alanil-prolil-fenilalanil-p nitroanilida (suc-AAPF-
pPNA), substrato sintético que foi dissolvido em dimetilsulfoxido e
tampédo fosfato de sddio dibasico 50 mM, pH 7,5. As analises
foram feitas com 50 uL de amostra e 50 uL de substrato tampéo
em banho-maria (concentragdo do substrato no meio de reagéo de
2 mM) por pelo menos quatro diferentes periodos de tempo a
temperatura de 30°C. As reagdes serdo paradas com 100 ulL de
acido acético 30% (v/v), e posteriormente serdo feitas as leituras
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de absorbancias a 410 nm em leitor de microplacas TECAN
(Infinite pro, Califérnia, EUA). Uma curva padrdo com p-
nitroanilina foi usada como referéncia para os calculos de
atividade. Uma unidade de atividade enzimatica proteolitica contra
substrato derivados de p-nitroanilida foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar o equivalente a 1umol de p-
nitroanilina por minuto.

A atividade proteolitica também foi medida usando-se
como substrato azo-albumina dissolvida em tampdo fosfato 50
mM, em pH 7,5. As analises foram feitas com 100 pL de amostra
e 100 pL de substrato/tampdo (concentracdo da azo albumina no
meio de reacdo 2%, m/v) em estufa a 30°C. As reagdes foram
paradas por pelo menos quatro periodos de tempo com 100 uL de
acido tricloroacético (TCA) 25% (m/v). Posteriormente as
amostras foram centrifugadas durante cinco minutos a 11.000 x g.
Em seguida, foram coletados 100 pL do sobrenadante e
alcalinizados com 100 pL de NaOH 2N. As leituras de absorbéancia
420 nm foram realizadas em leitor de microplacas TECAN
(Infinite pro, Califérnia, EUA). Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como quantidade capaz de produzir uma
absorbancia de 0,01 D.O por minuto (1U=0,01 ABS/min).

4.2.2 — Determinacao de atividade lipasica

A atividade da lipase foi medida com metil umbeliferol
oleato, substrato sintético que foi dissolvido em acetonitrila (ACN)
para uma concentragdo de 1 uM. As andlises foram feitas com
50uL de amostra e 50uL de substrato tampdo com leituras de
absorbancias a excitacdo 355nm e emissdo 460nm em fluorimetro
de placas. Uma curva padrdo com metil umbeliferona foi usada
como referéncia para os célculos de atividade. Uma unidade de
atividade enzimatica sera definida como a quantidade de enzima
capaz de libera 1umol de produto por minuto.

4.2.3 — Determinacao de atividade amilasica
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Para o ensaio de amilase utilizou-se protocolo do
originalmente adaptado de Noelting (1948), primeiramente foi
feito um tampao de acetato de sédio 50 mM, NaCl 20 mM CaCl;
2 mM, pH 5,5 e amido 1% (m/v). Em seguida serdo incubados 25
uL das amostras e 25 pL do substrato amido 1%(m/v) em tampéo
acetato de sddio descrito acima, que foram colocados em banho-
maria a 30°C. Essa reacdo sera parada com adi¢do de 100 uL de
DNS (4cido dinitrossalicilico) em pelo menos quatro intervalo de
tempo. Apds as amostras foram aquecidas a 100 °C durante cinco
minutos e adicionado agua 100 pL ao final, posteriormente as
incubacdes serdo feitas as leituras de absorbancia a 550 nm em
leitor de microplacas TECAN (Infinite pro, Califérnia, EUA).
Uma curva padrdo com glicose foi usada como referéncia para os
célculos de atividade.

4.3 — Determinacao de proteina

Para a determinacdo de proteinas, o método baseado na
adsorgdo do reagente Coomassie Brilliant Blue G-250, proposto
por Bradford em 1976, foi empregado utilizando-se albumina
sérica bovina como padrdo. Foi utilizado também o método ensaio
do acido bicinconinico (BCA) do kit da empresa Sigma para
quantificacdo de proteinas, segundo as instrugdes do fabricante.

4.4, — Determinacdo de atividades enzimaticas em géis
de eletroforese semi-desnaturantes

4.4.1 -Determinacao de atividade proteolitica in gel

Para a obtencdo dos zimogramas foram utilizados géis de
poliacrilamida SDS-PAGE 10%(m/v) contendo gelatina
0,1%(m/v). As amostras serdo homogeneizadas em agua destilada
com pistilo e colocadas em centrifugas 15000 x g, trinta minutos a
4°C e retirado o sobrenadante. Apés esses procedimentos as
amostras serdo mantidas em gelo e misturadas com tampédo da
amostra, esse tampdo que contem Tris-HCL 200 mM pH 6,8,
glicerol 20%(v/v), azul de bromofenol 0,1 %(m/v), SDS
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2,5%(m/v) e agua destilada. O equipamento utilizado foi mini-
Protean Il BioRad (EUA). A eletroforese foi realizada em
geladeira com voltagem constante de 150 V com temperatura de
4°C, até o azul de bromofenol atingir o fundo do gel. Para a
determinacéo de atividade proteolitica in gel, o gel foi renaturado
com incubagdo de triton X-100 2,5% (v/v) por vinte minutos e
incubado com tampéo fosfato de sddio dibasico 50 mM, pH 7,5
durante trinta minutos a 30°C, apds foi corado com corante
Coomassie Blue R 1%(m/v), em solugdo etanol 25%(v/v) e &cido
acético 5%(v/v) em agua com incubacdo overnight e descoloracédo
em solugdo etanol 25%(v/v) e &cido acético 5%(v/v) até
visualizagdo de bandas claras em um fundo azul escuro.

4.4.2 -Determinacao de atividade amilésica in gel

Para a obtencdo dos zimogramas foram utilizados géis de
poliacrilamida SDS-PAGE 10%(m/v). As amostras serao
homogeneizadas em &agua destilada com pistilo e colocadas em
centrifugas 15000 x g, trinta minutos a 4°C e retirado o
sobrenadante. Apds esses procedimentos as amostras serdo
mantidas em gelo e misturadas com tampdo da amostra, esse
tampao que contem Tris-HCI 200 mM pH 6,8, glicerol 20%(v/v),
bromofenol blue 0,1 %(m/v), SDS 2,5%(m/v) e agua destilada. O
equipamento utilizado foi mini-Proteina Il BioRad (EUA). A
eletroforese foi realizada em geladeira com voltagem constante de
150 V com temperatura de 4°C, até o azul de bromofenol atingir o
fundo do gel, o gel foi renaturado com incubagéo de triton X-100
2,5% (v/v). Apobs esse periodo, o gel foi incubado em tampéo
acetato de sédio pH 5,5 e amido 1% (m/v) durante trinta minutos a
30°C e corado com lugol 10% (v/v).

5. Analise estatistica

Para as analises estatisticas serdo utilizado o programa
Microsoft Excel para calculos relacionados as curvas dos ensaios
enzimaticos ¢ dados de atividade enzimaticas foram testados por
meio de analise de variancia (ANOVA) e Dunnet com 5% de
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significancia para comparagdo das médias. Previamente, os dados
foram testados para normalidade com o teste de Kolmogorov-
Smirnov. O programa utilizado para a andlise estatistica
compreensao dos dados foi o STATISTICA versdo 13 da empresa
Statsoft.
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6- Resultados
6.1- Determinacéo de atividade proteolitica

Foram analisadas através dos ensaios enzimaticos as
atividades das enzimas tripsina, quimotripsina, lipase e amilase
utilizando os substratos N-benzoil-DL-argininil-p nitroanilida (bz-
R-pNA), succcinil-alanil-alanil-prolil-fenilalanil-p nitroanilida
(suc-AAPF-pNA), metil umbeliferol oleato e amido 1%(m/v)
respectivamente.

Os resultados demonstram que a atividade enzimatica do
tipo tripsina em termos absolutos (Figura 3a) e especificos (Figura
3b) ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
com diferentes niveis de substituicdo (25%, 50%, 75% e 100%) e
o controle (0%) composto por racao de residuo de salmao.

Atividade(mU/fanimal)

Atividade(mU/mgdeproteina)

& &

A A A A A
R S Y

a Dietas b

Figura 3. Média da atividade absoluta (a) e especifica (b) da enzima
tripsina do hepatopancreas do camarao Litopenaeus vannamei alimentado
com diferentes niveis de substituicdo de farinha de peixe pela farinha de
larva de Tenebrio molitor (0, 25, 50, 75 e 100%) durante o periodo de 42
dias (avaliados através de ANOVA de uma via e as médias separadas pelo
teste Dunnett ambas ao nivel de significancia de 5%).

Os resultados demonstram que a atividade absoluta da
quimotripsina (Figura 4 a) ndo apresentou diferenga significativa
entre os tratamentos com diferentes niveis de substitui¢dao (25%,
50%, 75% e 100%) e o controle (0%) composto por ragdo de
residuo de salmdo. Ja em relagdo a atividade especifica (Figura 4b),
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os resultados dos ensaios demonstraram n3o haver diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos com os niveis de
substituicdo 50%, 75% e 100% e o controle (0%), no entanto, para
o nivel de substituicdo de 25% houve uma pequena diferenca.

w
-1
o

200

100

Atividade(mU/animal)
Atividade(mUimgdeproteina)

b Dietas

Figura 4. Média da atividade da absoluta (a) e especifica (b) da enzima
quimotripsina do hepatopancreas do camardo Litopenaeus vannamei
alimentado com diferentes niveis de substitui¢do de farinha de peixe pela
farinha de larva de Tenebrio molitor (0, 25, 50, 75 e 100%) durante o
periodo de 42 dias (avaliados através de ANOVA de uma via e as médias
separadas pelo teste Dunnett ambas ao nivel de significincia de 5%).
*Diferenca significativa.

Em relagdo a atividade proteolitica absoluta frente ao
substrato azo albumina (Figura 5 a) ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos com diferentes niveis de
substituicdo 50%, 25% quando comparado com tratamento
controle, exceto nos niveis de substituicdo 75% e 100%. Ja em
relacdo a atividade especifica (Figura 5 b) os ensaios demonstram
ndo haver diferenga significativa entre os tratamentos com niveis
de substitui¢do 50% e 75%, quando comparados com o controle,
exceto nos niveis 25% e 100%
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Figura 5. Determinagao de atividade absoluta (a) e especifica (b) de azo
albumina em homogenatos dehepatopancreas do camardo Litopenaeus
vannamei alimentado com diferentes niveis de substitui¢do de farinha de
peixe pela farinha de larva de Tenebrio molitor (0, 25, 50, 75 e 100%)
durante o periodo de 42 dias utilizando-se como substrato azo albumina.
Os dados foram avaliados através de ANOVA de uma via e as médias
separadas pelo teste Dunnett ambas ao nivel de significancia de 5%.
*Diferenga significativa.

6.2 — Determinacao de atividade lipasica

Em relagdo a atividade absoluta (Figura 6 a) e especifica
(Figura 6 b) da enzima lipase no hepatopancreas de L. vannamei
frente substrato metil umbeliferil oleato, ndo houve diferenca
significativa entre o controle e os diferentes niveis de substitui¢ao
(25%, 50%, 75% e 100%) de farinha de T. molidor.
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Figura 6. Média da atividade absoluta(a) e especifica(b) da enzima lipase
do hepatopancreas do camardo Litopenaeus vannamei alimentado com
diferentes niveis de substituicdo de farinha de peixe pela farinha de larva
de Tenebrio molitor (0, 25, 50, 75 e 100%) durante o periodo de 42 dias
(avaliados através de ANOVA de uma via e as médias separadas pelo teste
Dunnett ambas ao nivel de significancia de 5%).

6.3 — Determinacao de atividade amilésica

A atividade em termos absolutos (Figura 7a) da enzima
amilase ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
com diferentes niveis de substitui¢do 25%, 50%, ¢ 75% e 100%
quando comparados com o controle (0%) composto por ragdo de
residuo de salmdo. Ja em relagdo a atividade especifica (Figura 7b)
os ensaios demonstram ndo haver diferenca entre os tratamentos
com niveis de substituicdo 50% e 75% e 100%, quando
comparados com o controle, exceto no nivel 25%.
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Figura 7. Média da atividade absoluta(a) e especifica(b) da enzima
amilase do hepatopancreas do camardo L. vannamei alimentado com
diferentes niveis de substituicdo de farinha de peixe pela farinha de larva
de T. molitor (0, 25, 50, 75 e 100%) durante o periodo de 42 dias
(avaliados através de ANOVA de uma via e as médias separadas pelo teste
Dunnett ambas ao nivel de significincia de 5%). *Diferencas
significativas.

6.4 -Determinacéo de atividade proteolitica in gel
Em relacdo a atividade proteolitica em gel de SDS-PAGE

(Figura 8), observa-se um perfil de bandas semelhantes para os
diversos tratamentos.
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Figura 8. Zimograma de atividade proteolitica de proteinas do
hepatopancreas do camardo Litopenaeus vannamei alimentado com
diferentes niveis de substitui¢do de farinha de peixe pela farinha de larva
de Tenebrio molitor (0, 25, 50, 75 e 100%) em gel SDS-PAGE 10%
contendo 0,1% de gelatina. Normalizados por quantidade de proteina.

6.5 -Determinacao de atividade amilésica in gel

Em relagdo a atividade amilésica em gel de SDS-PAGE
(Figura 9), observa-se um perfil de bandas semelhantes. Porém, ha
um aumento na intensidade de bandas na dieta contendo o nivel de
substituigdo de 100%.
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Figura 9. Zimograma de atividade de amilase do hepatopancreas do
camardo Litopenaeus vannamei alimentado com diferentes niveis de
substituicdo de farinha de peixe pela farinha de larva de Tenebrio molitor
(0, 25, 50, 75 e 100%) em gel SDS-PAGE 10% polimerizado com amido
1% e corado com lugol 10%(v/v). Normalizados por quantidade de
proteina.
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7- Discussao

A carcinicultura no Brasil tem grande potencial de
crescimento, devido ao cultivo da espécie exotica L. vannameli,
suas caracteristicas zootécnicas favoraveis, além disso tem sido
relatado a ampla faixa de tolerancia da espécie a salinidade (LIN,
CHEN, 2003) e a temperatura (BUCKLE et al., 2006), embora
setor ainda demande de melhorias como nas técnicas de manejo,
principalmente nos aspectos relacionados a qualidade de agua e
nutricdo. A nutricdo de espécies aquicolas ainda é um insumo
muito caro para produtor, no entanto tem se buscado fontes
proteicas mais viaveis. Rumpold e Schluter (2013) relataram o
potencial do uso de diversas espécies de insetos na alimentacdo
humana e animal por serem ricos em amino acidos, cidos graxos,
minerais e vitaminas, além disso o uso de insetos nas ragdes ja tem
sido relatado positivamente em peixes, inclusive a espécie de
besouro 7. molitor (Ng et al., 2001; Sanchez-Muros et al., 2016).

Em ambiente natural o habito alimentar dos camardes,
como a maioria dos crustaceos, € diversificada, o que pode
ocasionar diversas mudancas no perfil enzimatico, como
demonstram estudos feitos por Figueiredo e Anderson (2009), que
analisaram o perfil de enzimas digestivas de camardes das
espécies: Penaeus esculentus, Penaeus plebejus e Macrobrachium
australiense com alimentagdo de ambiente natural, observando a
variacdo de quimotripsina e tripsina entre as espécies. Além disso,
observou-se uma atividade relativamente alta de celulase em M.
australiense, devido ao seu habito alimentar basicamente onivoro
gue incluem uma dieta variada, inclusive a base de insetos.

Ja em estudos feitos por Chisty e colaboradores (2009)
observaram a presenga majoritaria de quimotripsina e tripsina em
juvenis da espécie Macrobrachium rosenbergii, alimentados com
racdo comercial contendo 38% de proteina. Resultado semelhante
também foi observado na espécie de Farfantepenaeus paulensis
alimentados com racdo comercial contendo 35% proteina, em
relacdo a presenca de quimotripsina e tripsina (Buarque et al.,
2009).

O trabalho feito por Alexandre e colaboradores (2014)
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demonstraram a existéncia da membrana peritréfica, além de
observar também o perfil de proteinases digestivas, observando um
aumento de atividade enzimatica no intestino quando foi
aumentada a concentragdo de proteina na dieta de L. vannamei.

A compreensdo do perfil enzimatico ¢ importante para
elaboragdo de dietas, pois de acordo com Muhia-Almazan et al.
(2008) em invertebrados a composi¢do dos alimentos digeridos
influencia no padrio das enzimas digestivas. Assim, a composi¢ao
das enzimas sofrera mudangas conforme os habitos alimentares, o
camardo ao longo do desenvolvimento larval, por exemplo, tem
uma variacdo no habito alimentar, no estagio de protozoéia cuja
alimentacdo ¢ fitoplancton pode apresentar niveis altos de amilases
e baixos niveis de proteases, ja no estagio de misis cuja deita é
zooplancton espera-se um aumento no nivel de proteases e reducdo
nivel de amilases (Figueiredo e Anderson, 2009).

Li et al. (2008) sugerem vantagens na capacidade de
obten¢do de energia a partir de proteinas, ja que é conhecido que
peixes e crustidceos, ndo apresentam exigéncias nutricionais para
carboidratos, resultado do seu héabito alimentar (CYRINO,
FRACALOSSI, 2013).

O metabolismo ¢ a soma de todas as transformacgdes
quimicas que ocorrem na célula ou organismo, sendo caracterizado
por uma série de reagdes catalisadas por enzimas que compdem as
vias metabolicas. Sabe-se que as vias metabolicas de catabolismo
e anabolismo sdo semelhantes em todas as formas de vida. E a
obtencdo de energia ocorre através do catabolismo de
biomoléculas como lipidio, carboidratos e proteina. Ou seja, a
composicdo nutricional da deita de organismos aquaticos
cultivaveis, deve conter além de lipidios (principalmente PUFAs),
carboidratos e proteinas (deve-se observar a composi¢cdo dos
aminoacidos esséncias), as vitaminas € oS minerais, pois niveis
baixos de proteina e lipidios podem prejudicar a eficiéncia
reprodutiva (NELSON, COX, 2014; CYRINO, FRACALOSSI,
2013). No entanto, durante a fase de jejum prolongado que no caso
dos camardes seria durante o processo de ecdise ou gasto
energético prolongado para reprodugdo, por exemplo, quando néo
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ha reservas de glicogénio, ocorre um processo denominado
gliconeogénese, ou seja, método para sintetizar glicose a partir de
precursores que ndo sdo carboidratos (NELSON, COX, 2014).

Os resultados demonstram que a atividade absoluta e
especifica da enzima tripsina e atividade absoluta da quimotripsina
ndo apresentou diferenca entre o controle e os tratamentos,
sugerindo que a substituicdo da farinha de larvas de T. molitor ndo
altera a capacidade dos camardes em digerir as proteinas da dieta.
Outro fato interessante é que a enzima quimotripsina apresentou
uma atividade absoluta (Figura 4a) dez vezes maior que a tripsina.

Em trabalhos elaborados por Ozorio et al. (2015), com
dieta suplementada com extrato de polissacarideos da microalga
Porphyridium cruentum em diferentes concentragdes quando
comparado com uma dieta de racdo comercial, também ndo foi
encontrado alteragdes na atividade das enzimas proteoliticas no
hepatopancreas (tripsina e quimotripsina) da dieta suplementada
com microalga em relag@o ao controle.

No entanto, vale a pena ressaltar que em trabalhos feitos
por ONG e JOHNSTON (2006), foi observado em Penaeus
monodon que a producdo de enzimas (tripsina, amilase e lipase)
independe da alimentagdo, ou seja € continua mesmo que o animal
esteja em periodo de jejum prolongado.

Foi encontrado diferenca significativa em relagdo a
atividade proteolitica frente ao substrato azo albumina em relagao
atividade absoluta e especifica, também em resultados encontrados
por ALEXANDRE et al. (2014) foi observado uma diminui¢ao da
atividade no hepatopancreas na dieta com incorporacao de 80% de
ovoalbumina em relag@o ao controle com ragdo comercial.

Os triacilglicerois utilizados na producdo de energia sao
geralmente advindos da dieta, sendo hidrolisados pelas enzimas
lipases, gerando glicerol e acidos graxos. Os acidos graxos de
cadeia longa como o linoleico e linolénico sdo destinados a B-
oxidagdo e utilizados de forma mais vantajosa em termos de
quantidade, quando comparado com carboidratos no quesito
producio de adenosina trifosfato, o ATP (RIVERA-PEREZ, et al,
2010; MARQUES, 2014). A atividade da enzima lipase ja tem sido
relatada em crustdceos como lagostas, lagostim e inclusive em
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camardes (PERERA et al., 2008). Em trabalhos elaborados por
RIVERA-PEREZ, et al. (2010) em intestino médio de camardes da
espécie L. vannamei foi observado lipases com massa molecular
de 44,8kDa, que foram inclusive purificadas e otimizado faixa de
pH (7 a 8) e temperatura (30-40° C).

Em relagdo a atividade absoluta e especifica da enzima
lipase ndo houve diferenca significativa, embora a farinha de 7.
molidor contendo um alto teor lipidico. Em trabalhos elaborados
por Siemianowska et al. (2013) foi encontrado em 7. molitor cerca
de 22% de gordura total, esperando assim um aumento no
metabolismo de lipidio. Em Clarias gariepinus a substituicao de
farinha de T. molitor por farinha de peixe em diferentes niveis de
substituicdo (0%, 20%, 40%,60% e 100%), demonstrou nivel
aceitavel de proteina para o bagre, porém houve um aumento no
teor lipidico (Ng, et al., 2001). J& em tilapia (Oreochromis
niloticus) houve um aumento de atividade de proteases no
estomago e intestino quando alimentados com diferentes taxas de
incorporacdo de farinha de 7. molitor integralmente ou
parcialmente com farinha de peixe e farelo de soja (Sanchez-Muros
etal., 2016).

Apesar de ndo haver exigéncias nutricionais em
carboidratos eles sdo geralmente utilizados em ragdes como forma
de produgdo de energia viavel, pois sdo mais rentaveis para o
produtor (CYRINO, FRACALOSSI, 2013). Os carboidratos
geram o combustivel essencial para a manutencdo celular, a
glicose, podendo ser armazenado na forma de glicogénio. A origem
da glicose ¢ advinda da dieta e constituida por polissacarideos, o
amido ¢ um exemplo. Esses polissacarideos sdo hidrolisados pelas
enzimas digestivas, amilases (MARQUES, 2014).

A atividade absoluta da enzima amilase ndo apresentou
diferenca significativa, ja em trabalhos elaborados por ANDRADE
et al. (2011), com substitui¢do da farinha de residuo peixe por
concentrado proteico de soja, em diferentes niveis de substituicéo,
quando comparado com rag¢do comercial, apresentaram maior
atividade enzimatica absoluta, em relagdo a amilase no grupo com
100% de substitui¢do, porém os insetos podem ser uma alternativa
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vidvel em escala de produgdo comercial, pois garantem uma
producdo constante em qualidade e quantidade, ja que utilizam
pouco espago para producgdo, uso reduzido de agua, podem ser
cultivados em plantas ou grios armazenados e também contribuem
na reciclagem de residuos organicos, vantagens superiores quando
comparado com a soja (Sanchez-Muros et al., 2016).

Outra forma de analise para confirmagéo de alteragdes na
atividade das enzimas presente no hepatopancreas do camardo é o
zimograma em gel de SDS-PAGE, conforme protocolo
originalmente adaptado de Laemli (1970) e Studier (1973). Quanto
a atividade proteolitica em gel (Figura 8), observa-se um perfil de
bandas semelhantes, ou seja, ndo foi observado o aparecimento de
outras isoformas de enzimas proteoliticas, mesmo com dietas
diferentes. De acordo com Klein et al. (1996), a espécie L.
vannamei possui trés principais isoformas da enzima tripsina,
majoritaria nos invertebrados. J4 em trabalhos feitos por
Hernandez et al. (2006) demonstrou que os padrdes de bandas
mudam de acordo com o desenvolvimento larval, ocorrendo um
crescimento em camardes Litopenaeus shmitti.

Foi observado através do zimograma a atividade da
enzima amilase no hepatopancreas do camardo, um perfil
semelhante de bandas, porém houve um incrementona atividade de
inseto na rag@o. Em trabalhos elaborados por Gualdezi et al. (2013)
também foram observadas semelhangas nas bandas de atividade
amilasica, mesmo em dietas diferentes. Em trabalhos elaborados
por Castro et al. (2012) em Farfantepenaeus subtilis, L. schmitti e
L. vannamei, foi observado através do zimograma, que a espécie
L. vannamei exibia bandas mais fortes que as duas outras espécies
(F. subtilis, L. schmitti), fato conclusivo de que a espécie L.
vannamei se adapta a diferentes deitas, processo do qual pode estar
relacionado a sua adaptagao ao cativeiro.
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8- Conclusoes Finais

- Os resultados demonstram que ndo houve alteracfes
significativas nas atividades especificas e absolutas das peptidases,
lipases e amilases ensaiadas.

- N&o houve alteragdes significativas no desempenho
zootécnico dos camardes em relagdo ao crescimento e ao ganho de
peso.

- Nos géis SDS-PAGE de atividade amilasica e
proteolitica apresentaram um padrdo de bandas semelhantes.

- Estes resultados demonstram que a substituicdo da
farinha de residuo de salmdo pela farinha de larva de T. molitor na
dieta de juvenis de L. vannamei ndo alterou o padréo das enzimas
digestivas, ou seja, ndo houve inibigdo ou ativagdo enzimatica.
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