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RESUMO

Com a expansao da aquicultura e a reducdo da disponibilidade da farinha de peixe para a
formulagdo de ragdes, esse produto tem se tornado cada vez mais caro e insustentavel. Assim,
a busca por ingredientes mais rentaveis e sustentaveis para a industria aquicola vem crescendo.
O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da substitui¢ao parcial, em niveis crescentes de
inclusdo (0, 25, 50 e 75%), da proteina da farinha de peixe pela proteina da farinha da barata
cinérea Nauphoeta cinerea, na dieta de juvenis (3,03+0,36¢cm; 0,63+0,19g), do peixe-palhago
Amphiprion ocellaris. Os parametros de desempenho zootécnico (sobrevivéncia, ganho de
peso, taxa de crescimento especifico em peso, crescimento didrio em comprimento, consumo
de ragdo, taxa de conversao alimentar e fator de condi¢ao) foram avaliados apds 45 dias de
experimento. Analise de enzimas digestivas (tripsina e amilase) e histologia do intestino e
figado dos peixes também foram realizadas. A substitui¢do da farinha de peixe por farinha de
N. cinerea nao mostrou efeitos deletérios no crescimento de juvenis de A. ocellaris, mostrando
que este ¢ um ingrediente promissor para a espécie. Entretanto, houve uma tendéncia na
diminui¢ao do ganho de peso com o aumento da percentagem de inclusdo da farinha de barata
cinérea nas dietas, € uma pior conversao alimentar (2,13) para os peixes alimentados com o
maior nivel de inclusdo (T75), apesar de nao haver diferengas significativas entre os tratamentos
(P>0,05). Ja o consumo de ra¢do (CR) foi claramente menor em T75 comparado aos demais
niveis de inclusdo da farinha de barata cinérea (P<0,05). O menor consumo de ragdo,
juntamente com uma pior conversdao alimentar e ganho de peso no tratamento com a
substitui¢do de 75% de farinha de peixe pela de barata cinérea podem estar relacionados a
presenca da quitina em niveis mais elevados neste tratamento. Apds 45 dias de experimento, 0s
resultados mostraram que ndo houve diferencas significativas na atividade especifica das
enzimas digestivas nos diferentes tratamentos. A histologia ndo revelou sinais de lesdes no trato
intestinal de nenhum dos tratamentos, no entanto foi verificado uma redug¢do significativa no
comprimento das vilosidades intestinais em amostras do T75 em relag¢do ao T0. O aciimulo de
lipidios nos hepatocitos foi proporcional ao aumento dos niveis de inclusdo da farinha de N.
cinérea nas dietas experimentais € o IHS indicou que o acimulo de glicogénio foi menor nos
tratamentos com a inclusdo da farinha de barata cinérea. A partir do acima exposto, recomenda-
se, nas condigdes do presente estudo, a substituigdo de até 50% da farinha de peixe pela farinha
de barata cinérea nas dietas para juvenis de peixes palhagos.

Palavras-chave: Aquicultura; Peixes Ornamentais Marinhos; Nutricdo de Peixes; Farinha de
Barata Cinérea.



ABSTRACT

With the expansion of aquaculture and the reduction in the availability of fishmeal for feed
formulation, this product has become increasingly expensive and unsustainable. Thus, the
search for more profitable and sustainable ingredients for the aquaculture industry has been
growing. The objective of this work was to evaluate the effect of partial replacement, at
increasing levels of inclusion (0, 25, 50 and 75%), of fish meal protein by the cinerea cockroach
meal protein Nauphoeta cinerea, in the diet of juveniles (3.03+0.36cm; 0.63+0.19g) of the
clownfish Amphiprion ocellaris. The zootechnical performance parameters (survival, weight
gain, specific growth rate in weight, daily growth in length, feed intake, feed conversion rate
and condition factor) were evaluated after 45 days of the experiment. Analysis of digestive
enzymes (trypsin and amylase) and histology of intestine and liver were also performed. The
replacement of fish meal by N. cinerea meal did not show deleterious effects on the growth of
A. ocellaris juveniles, showing that this is a promising ingredient for the species. However,
there was a trend towards a decrease in weight gain with an increase in the percentage of
inclusion of cinerea cockroach meal in the diets, and the worst feed conversion (2.13) for fish
fed the highest level of inclusion (T75), although there were no significant differences between
treatments (P>0.05). The feed intake (CR) was clearly lower at T75 compared to other levels
of inclusion of cinerea cockroach meal (P<0.05). The lower feed intake, along with the worst
feed conversion and weight gain in the treatment with the substitution of 75% of fish meal for
the cinerea cockroach meal may be related to the presence of chitin at higher levels in this
treatment. After 45 days of experiment, the results showed that there were no significant
differences in the specific activity of digestive enzymes in the different treatments. Histology
did not reveal signs of lesions in the intestinal tract of any of the treatments, however there was
a significant reduction in the length of the intestinal villi in samples from T75 compared to TO.
The accumulation of lipids in hepatocytes was proportional to the increase in the levels of
inclusion of N. cinerea meal in the experimental diets and the IHS indicated that the
accumulation of glycogen was lower in treatments with the inclusion of cinerea cockroach meal.
Based on the above, it is recommended, under the conditions of the present study, the
replacement of up to 50% of fish meal by cinerea cockroach meal in diets for juvenile clown
fish.

Keywords: Aquaculture; Marine Ornamental Fish; Fish Nutrition; Cinérea Cockroach Flour.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Agquicultura ornamental

O foco da aquicultura mundial esta voltado principalmente para a produgdo de
camardes ¢ peixes de corte por efeito do crescente aumento populacional e demanda por
proteina animal de qualidade (FAO, 2020). Apesar desta realidade, o cultivo de peixes
ornamentais tem causado um impacto econdomico positivo em diversos paises em virtude do
alto valor economico dos individuos, tornando-se uma importante atividade no setor aquicola
mundial (RHYNE ez al. 2017; EVERS et al. 2019). Em meados da década de 50, com o aumento
do comércio global através do frete aéreo, a industria ornamental passou a ter uma importancia
comercial significativa (REYNOSO et al., 2012; OLIVOTTO et al., 2017). Atualmente, os
peixes ornamentais também vém se inserindo na industria pet, uma vez que, com as crescentes
restricdes para a manutencdo de animais domésticos como caes e gatos em apartamentos, 0s
aquarios se tornaram importantes pois ocupam menor espago nas residéncias (NOVAK et al.
2020).

O mercado de peixes ornamentais conta com a participacao de mais de 50 paises entre
importadores e exportadores, movimentando 4,2 bilhdes de dolares na economia mundial, com
alta perspectiva de crescimento até 2024. Possuindo uma CAGR (taxa de crescimento anual
composta) de mais de 7,85%, em termos de valor, a previsdo ¢ que alcance cerca de US$ 6,2
bilhoes até 2024 (BIONDO e BURKI, 2020). O Brasil j4 foi um dos cinco maiores paises
exportadores de peixes ornamentais tropicais e, ao final da década de 90, observou-se um
aumento consideravel no interesse em organismos ornamentais marinhos (GASPARINI et al.,
2005; SAMPAIO et al., 2015).

Diferente dos peixes ornamentais de dgua doce, onde cerca de 90% da producao ¢
proveniente do cultivo (CALADO et al. 2017), a grande maioria dos ornamentais marinhos sao
capturados diretamente da natureza. Devido a escassez de dados e de um programa de
monitoramento, pouco se sabe sobre o numero de individuos e de espécies que sdo
comercializados, pois normalmente a fonte de origem e os métodos de coleta ndo sdo revelados,
sendo dificil classificar essa pratica como sustentdvel (MONTICINI, 2010; OATA, 2014).

A aquicultura ¢ considerada como uma importante ferramenta utilizada para minimizar

a pressao de coleta dos estoques naturais, que vem atendendo a crescente demanda do mercado
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mundial da aquariofilia. O cultivo desses organismos, em especial os ornamentais, ¢ uma
solugdo sustentavel e vantajosa, uma vez que utiliza pequenas areas e resulta em um produto de
altissimo valor comercial (KODAMA et al., 2011). Tendo como foco principal a conservagao
da biodiversidade marinha, a aquicultura ornamental preza pelo desenvolvimento de
tecnologias ambientalmente corretas (ZUANON et al., 2011; LEAL et al., 2016). Com a
expansao deste mercado, € crescente a demanda pelo desenvolvimento de pacotes tecnologicos
que atendam as necessidades das espécies com potencial para cultivo (OLIVOTTO et al., 2017).

Apesar disso, um dos principais gargalos na produ¢ao em grande escala ¢ o
conhecimento acerca das exigéncias nutricionais das espécies com potencial ornamental (NRC,

2011; VARGAS-ABUNDEZ et al., 2019).

1.1.2 O peixe-palhaco Amphiprion ocellaris

Os peixes-palhaco pertencem a Familia Pomacentridae, subfamilia Amphiprioninae,
sdo animais de pequeno porte, com dimensdes entre 5 a 16 cm de comprimento, que apresentam
caracteristicas sexuais hermafroditas protandricas. Também sao conhecidos pela sua estreita
relacdo de simbiose com as anémonas do mar, sendo denominados “Anemonefishes” (peixes
de anémonas) (FAUTIN & ALLEN, 1992). Existem cerca de 29 espécies de peixes-palhacos,
sendo 28 pertencentes ao género Amphiprion (THORNIHIL, 2012). O Amphiprion ocellaris é
o peixe ornamental com maior demanda, representando mais de 15% do valor total de

exportacdo mundial (WABNITZ et al., 2003; KODAMA et al., 2011; RHYNE et al. 2012).

As exigéncias nutricionais em rela¢do aos aminoécidos essenciais e perfil de acidos
graxos ainda ndo foi descrita na literatura para a espécie. No entanto, a exigéncia em lipidios e
proteina bruta para peixes-palhaco juvenil 4. ocellaris foi estimada em 100 e 430 g kg,
respectivamente (DIAZ et al., 2019). O estudo de Khoo et al. (2018) revelou, apos a analise do
conteudo estomacal de 4. ocellaris em ambiente natural, a preferéncia pelos seguintes itens
alimentares: larvas de craca, larvas de tunicados, copépodes, e diversos crustdceos em suas
fases iniciais, o que indica uma tendéncia ao héabito alimentar carnivoro.

As dietas utilizadas para a produgdo de peixes marinhos ornamentais sao dispendiosas
€ pouco sustentaveis, uma vez que o principal ingrediente utilizado ainda ¢ a farinha de peixe,
surgindo a demanda e necessidade de estudos referentes a substituicdo parcial ou completa de
ingredientes proteicos ecologicamente corretos que colabore para a diminui¢do dos custos de

producao.
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1.1.3 Substituiciio de ingredientes proteicos em dietas para aquicultura

A farinha de peixe ¢ o principal ingrediente utilizado na formulagdo de ra¢des para a
aquicultura (GATLIN, 2010). Devido a estagnagao da produgdo pesqueira, constante aumento
da captura de peixes selvagens (FAO, 2018; FAO, 2020) e a expansao da aquicultura, esse
produto tem se tornado cada vez mais caro e ndo sustentdvel tendo em vista sua reduzida
disponibilidade (SANCHEZ- MUROS et al., 2015; ZARANTONIELLO et al. 2019). Dessa
forma, existe a necessidade da busca por ingredientes mais rentaveis e sustentaveis para o setor
aquicola (HENRY et al., 2015; GASCO et al., 2018).

Os principais candidatos a substitutos da farinha de peixe sdo commodities, como
sementes de oleaginosas (principalmente soja) (ESPE et al., 2006; GATLIN et al., 2007,
FRACALOSSI e CYRINO, 2013) e subprodutos de origem animal (farinha de carne e farinha
de carne e ossos) (TIBALDI et al., 2015; GASCO et al., 2018). Entretanto, esses ingredientes
ndo possuem os requisitos necessarios para a substituicdo completa da farinha de peixe no
processo de formulacdao das dietas de peixes marinhos e dulcicolas (TIBALDI et al., 2015;
GASCO et al., 2016). Especialmente para peixes carnivoros e onivoros exigentes, as proteinas
vegetais apresentam niveis insuficientes de aminoacidos, baixa digestibilidade e antinutrientes
(CHONG et al., 2003; OGUNII, 2004; GAI et al., 2012; COLLINS, 2014), podendo causar
problemas como inflamagao do trato digestorio e deficiéncia nos pardmetros zootécnicos dos
animais (MERRIFIELD et al., 2011). Em relagdo a inclusdo de subprodutos de origem animal,
estes nem sempre atendem aos requisitos ecologicos, nutricionais e econdomicos esperados
(TULLI et al., 2012; TIBALDI et al., 2015).

Ingredientes alternativos devem garantir padrdes de satde e bem-estar aos peixes,
fornecendo estimulantes alimentares adequados (XUE e CUI, 2001), aminoacidos e niveis
aceitaveis de 4cidos graxos essenciais (PUFAs) (BARROSO et al., 2017), alta
biodisponibilidade de nutrientes e energia (GASCO et al., 2018), além da reducao de fatores
antinutricionais (GAl et al., 2012).

Os insetos compdem parte da dieta natural dos peixes de agua doce e marinhos
(HOWE et al., 2014). Tendo em vista o facil manejo e o pequeno espago utilizado durante seu
cultivo, eles causam um impacto ambiental minimo quando comparado a produgdo de outros
ingredientes (VAN HUIS, 2016; VARGAS-ABUNDEZ et al., 2019). Devido a suas
caracteristicas particulares, como o alto teor proteico, excelente perfil de acidos graxos
poliinsaturados e riqueza em vitaminas € minerais, insetos surgem como possiveis substitutos

da farinha de peixe (PANINI et al., 2017).
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1.1.4 Uso dos insetos como ingrediente alternativo em dietas

Os insetos pertencem a classe Insecta, filo Arthropoda, que conta com mais de um
milhdo de espécies (ERWIN, 2004), e também fazem parte da cadeia alimentar de varios
animais, denominados insetivoros (FINKE e OONINCX, 2014; FINKE, 2015). De acordo com
Van Huis (2016), existem cerca de 2000 espécies de insetos comestiveis no mundo, sendo que
30% pertencem ao grupo dos besouros, seguido pelo dos lepidopteros (19 %), vespas, abelhas
e formigas (15 %), grilos e gafanhotos (13 %), cupins, libélulas, moscas (12 %) e outros. No
Brasil, cerca de 135 espécies de insetos sdo comestiveis e pertencem as ordens Coleoptera
(besouros), Diptera (moscas), Heteroptera (percevejos), Auchenorrhynca (cigarras,
cigarrinhas), Himenodptera (vespas, abelhas, formigas), Isoptera (cupins), Lepidoptera
(borboletas e mariposas), Ortoptera (gafanhotos e grilos), Sternorrhyncha (cochonilhas,
pulgdes) entre outras (COSTA NETO, 2013).

Esses animais podem ser altamente nutritivos, uma vez que sdo uma grande fonte de
proteinas, lipideos, minerais, vitaminas e energia, variando de acordo com a dieta empregada
no seu crescimento, espécie e do estagio em desenvolvimento (larva, pupa, ninfa e/ou adulto)
(BARROSO et al., 2014). Outro fator importante sobre os insetos ¢ a capacidade de apresentar
elevados indices de conversdo alimentar (SHELOMI, 2015).

O cultivo de insetos € uma atividade sustentavel (OONINCX e DE BOER, 2012; VAN
HUIS, 2013), uma vez que a producdo requer menos uso de espaco, terra e agua, emitindo
menos gases e amoOnia quando comparado a outros cultivos, como por exemplo a bovinocultura
de corte (OONINCX et al., 2010). Além disso, os insetos podem ser alimentados com residuos
organicos, contribuindo para o reaproveitamento desses materiais (VELDKAMP et al., 2012).
No mundo, algumas espécies como Hermetia illucens (mosca soldado-negro), Musca
domestica (mosca doméstica comum), Tenebrio molitor (besouro), Bombyx mori (bicho-da-
seda), além de diversas espécies de gafanhotos e baratas (FAO, 2013) ja sdo utilizadas como
ingredientes em dietas para peixes (HENRY ez al., 2015; NOGALES MERIDA et al., 2017).

Vargas-Abundez et al. (2019), a fim de verificar as respostas bioldgicas em jovens de
peixe-palhaco A. ocellaris alimentados com fonte proteica alternativa, formularam dietas com
amosca soldado-negro até 75% de inclusao, substituindo a farinha de peixe. Os resultados desse
trabalho foram satisfatérios, uma vez que nao foram detectados efeitos deletérios no
crescimento, na resposta ao estresse € na sobrevida dos animais. Sealey ef al. (2011) avaliaram
o desempenho zootécnico e realizaram andlise sensorial em truta arco-iris (Oncorhynchus

mykiss) para verificar os efeitos da substituicdo da farinha de peixe na dieta com farinha de
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prepupa de H. illucens criado em esterco de gado enriquecido com visceras. A substitui¢do de
até 50 % da farinha de peixe pela pré-pupa do inseto, ndo afetou significativamente o

desempenho dos peixes, nem a qualidade sensorial da carne.

No entanto, a produ¢do de insetos em grande escala ainda enfrenta alguns desafios
como bases solidas para a sua regulamentagao e o alto valor dos seus produtos. O aumento da
producao de insetos, a mecanizacao, a automagao, o processamento ¢ a logistica para reduzir
os custos a um nivel comparado a outras fontes de alimentos sdo chaves para tornar esse
ingrediente cada vez mais viavel em dietas para organismos aquaticos (FAO, 2013). Tendo em
vista a abundancia de espécies que podem ser cultivadas, o aumento da produgdo desses animais
ndo apresenta grandes riscos em relacdo a escassez. Na Europa, o uso da farinha de insetos na
dieta de organismos aquaticos ja ¢ praticado desde 2013 (VAN HUIS, 2016). Em novembro de
2020, foi regulamentado o uso de insetos para consumo humano ¢ animal na Unido Europeia
nos termos do Regulamento (EU) 2015/2283 (EFSA, 2021). O Brasil ainda é carente de uma
legislacdo especifica sobre o uso desses animais para consumo, sendo que a Unica legislagdo

sobre o assunto dispde sobre os niveis de tolerancia de insetos nos alimentos (BRASIL, 2014).

1.1.5 A barata cinérea Nauphoeta cinerea

Nauphoeta cinerea (Oliver, 1789), ¢ um inseto pertencente a ordem Blattodea,
conhecido vulgarmente como barata cinérea. E um animal de facil manutengio e reprodugio,
apresentando elevada quantidade de proteinas (£ 60%) de alto valor biologico, rapido ciclo de
desenvolvimento, conversdo alimentar eficiente, além de ndo requerer espacos amplos para
grandes produgdes (FINKE, 2015).

Essas caracteristicas fazem sua producdo vidvel, podendo tornar-se um possivel
constituinte para a fabricacdo de ra¢des e para alimentagdo humana, competindo com outras
fontes de proteinas tradicionalmente usadas, como a farinha de peixe e outras farinhas de
origem animal. Entretanto, o uso de farinha de insetos na alimentag¢@o animal enfrenta alguns
questionamentos, como a presenca de quitina no exoesqueleto do animal (KROECKEL et al.,
2012; MAGALHAES et al., 2017; SU et al., 2017; XIAO et al., 2018).

Fontes et al. (2019) verificaram que a dieta a base de farinha da barata cinérea possuia
percentual de quitina maior em comparagao com os tratamentos onde utilizou-se as farinhas de
grilo Gromphadorhina portentosa e Gryllus assimilis na fase adulta, Zophobas morio e

Tenebrio molitor na fase larval, ocasionando reducdo no coeficiente de digestibilidade aparente.
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Contudo, Lindsay (1983) comprova que a inclusdo da quitina pode ser benéfica para algumas
espécies de peixes, devido a atividade quitinolitica de enzimas como a quitinase no estbmago e
a quitobiase no intestino, presentes no trato digestério de muitas espécies de peixes que se
alimentam de camardes, caranguejos, lagostins e insetos (LINDSAY e GOODAY 1985;
GUTOWSKA et al. 2004). Por exemplo, a inclusdo de até 2 g kg™ de quitina na dieta melhorou
o desempenho do crescimento do robalo-europeu Dicentrarchus labrax, aumentou a sua
eficiéncia alimentar, assim como o comprimento das vilosidades e microvilosidades do
intestino (ZAKI et al., 2015).

Tendo em vista a necessidade de testar outros tipos de insetos na formulagdo de dietas
para peixes marinhos, visando selecionar aqueles que melhor atendem as necessidades dos
individuos, a utiliza¢do da farinha de barata cinérea como ingrediente alternativo contribuira
para o desenvolvimento de dietas mais eficientes para peixes ornamentais marinhos, tendo em

vista o seu potencial sustentavel.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da inclusao em niveis crescentes (0, 25, 50 e 75%) da farinha de barata
cinérea N. cinerea, em substituicdo a farinha de peixe, na dieta de peixe-palhaco juvenil A.

ocellaris.

1.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os pardmetros zootécnicos (sobrevivéncia, ganho de peso, fator de condigdo,
comprimento, taxa de crescimento especifico em peso, coeficiente de variagdo da altura
e do peso e conversdo alimentar) em juvenis do peixe-palhaco A. ocellaris alimentados
com diferentes niveis de inclusdo da farinha de N. cinérea.

e Verificar a atividade de enzimas digestivas (tripsina e amilase) em juvenis do peixe-
palhago A. ocellaris alimentados com diferentes niveis de inclusdo da farinha de N.
cinérea.

e Verificar os efeitos das dietas ofertadas na morfologia intestinal e no figado de jovens
de A. ocellaris.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

FARINHA DE BARATA CINEREA Nauphoeta cinerea EM DIETAS PARA O PEIXE-
PALHACO Amphiprion ocellaris: DESEMPENHO ZOOTECNICO, MORFOLOGIA
INTESTINAL E DO FIGADO E ATIVIDADE DE ENZIMAS DIGESTIVAS

RESUMO

Com a expansdo da aquicultura e a redugdo da disponibilidade da farinha de peixe para a
formulacao de ragdes, esse produto tem se tornado cada vez mais caro e insustentavel. Assim,
a busca por ingredientes mais rentaveis e sustentaveis para a industria aquicola vem crescendo.
O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da substitui¢do parcial, em niveis crescentes de
inclusao (0, 25, 50 e 75%), da proteina da farinha de peixe pela proteina da farinha de barata
cinérea Nauphoeta cinerea, na dieta de juvenis (3,03+0,36¢cm; 0,63+0,19g), do peixe-palhago
Amphiprion ocellaris. Os parametros de desempenho zootécnico (sobrevivéncia, ganho de
peso, taxa de crescimento especifico em peso, crescimento didrio em comprimento, consumo
de racdo, taxa de conversdo alimentar e fator de condigdo) foram avaliados apo6s 45 dias de
experimento. Andlise de enzimas digestivas (tripsina e amilase) e histologia do intestino e
figado dos peixes também foram realizadas. A substituicdo da farinha de peixe por farinha de
N. cinerea nao mostrou efeitos deletérios no crescimento de juvenis de A. ocellaris, mostrando
que este ¢ um ingrediente promissor para a espécie. Entretanto, houve uma tendéncia na
diminui¢do do ganho de peso com o aumento da percentagem de inclusdo da farinha de barata
cinérea nas dietas, e uma pior conversao alimentar (2,13) para os peixes alimentados com o
maior nivel de inclusdo (T75), apesar de ndo haver diferencas significativas entre os tratamentos
(P>0,05). Ja o consumo de ra¢do (CR) foi claramente menor em T75 comparado aos demais
niveis de inclusdo da farinha de barata cinérea (P<0,05). O menor consumo de ragdo,
juntamente com uma pior conversdao alimentar e ganho de peso no tratamento com a
substituicdo de 75% de farinha de peixe pela de barata cinérea podem estar relacionados a
presenca da quitina em niveis mais elevados neste tratamento. Apds 45 dias de experimento, os
resultados mostraram que ndao houve diferencas significativas na atividade especifica das
enzimas digestivas nos diferentes tratamentos. A histologia nao revelou sinais de lesdes no trato
intestinal de nenhum dos tratamentos, no entanto foi verificado uma reducao significativa no
comprimento das vilosidades intestinais em amostras do T75 em rela¢do ao T0. O actiimulo de
lipidios nos hepatocitos foi proporcional ao aumento dos niveis de inclusdo da farinha de N.
cinerea nas dietas experimentais e o IHS indicou que o acimulo de glicogénio foi menor nos
tratamentos com a inclusao da farinha de barata cinerea. A partir do acima exposto, recomenda-
se, nas condigdes do presente estudo, a substitui¢do de até 50% da farinha de peixe pela farinha
de barata cinérea nas dietas para juvenis de peixes palhagos.

Palavras-chave: Nutri¢do de peixes; Aquicultura ornamental; Ra¢do de insetos
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ABSTRACT

With the expansion of aquaculture and the reduction in the availability of fishmeal for feed
formulation, this product has become increasingly expensive and unsustainable. Thus, the
search for more profitable and sustainable ingredients for the aquaculture industry has been
growing. The objective of this work was to evaluate the effect of partial replacement, at
increasing levels of inclusion (0, 25, 50 and 75%), of fish meal protein by the cinerea cockroach
meal protein Nauphoeta cinerea, in the diet of juveniles (3.03+0.36cm; 0.63+0.19g) of the
clownfish Amphiprion ocellaris. The zootechnical performance parameters (survival, weight
gain, specific growth rate in weight, daily growth in length, feed intake, feed conversion rate
and condition factor) were evaluated after 45 days of the experiment. Analysis of digestive
enzymes (trypsin and amylase) and histology of fish intestine and liver were also performed.
The replacement of fish meal by N. cinerea meal did not show deleterious effects on the growth
of A. ocellaris juveniles, showing that this is a promising ingredient for the species. However,
there was a trend towards a decrease in weight gain with an increase in the percentage of
inclusion of cinerea cockroach meal in the diets, and a worse feed conversion (2.13) for fish fed
with the highest level of inclusion (T75), although there were no significant differences between
treatments (P>0.05). The feed intake (CR) was clearly lower at T75 compared to other levels
of inclusion of cinerea cockroach meal (P<0.05). The lower feed intake, together with a worse
feed conversion and weight gain in the treatment with the substitution of 75% of fish meal for
the cinerea cockroach meal may be related to the presence of chitin at higher levels in this
treatment. After 45 days of experiment, the results showed that there were no significant
differences in the specific activity of digestive enzymes in the different treatments. Histology
did not reveal signs of lesions in the intestinal tract of any of the treatments, however there was
a significant reduction in the length of the intestinal villi in samples from T75 compared to TO.
The accumulation of lipids in hepatocytes was proportional to the increase in the levels of
inclusion of N. cinerea meal in the experimental diets and the IHS indicated that the
accumulation of glycogen was lower in treatments with the inclusion of cinerea cockroach meal.
Based on the above, it is recommended, under the conditions of the present study, the
replacement of up to 50% of fish meal by cinerea cockroach meal in diets for juvenile clown
fish.

Keywords: Fish nutrition; Ornamental aquaculture; Insect feed

2.1 INTRODUCAO

A aquicultura ornamental preza pelo desenvolvimento de tecnologias ambientalmente
corretas (ZUANON et al., 2011; LEAL et al., 2016) e tem como foco principal a conservagao
da biodiversidade marinha ornamental (OLIVOTTO et al., 2017; VARGAS-ABUNDEZ et al.,
2018). Devido a expansdo da aquariofilia, ¢ crescente a demanda pelo desenvolvimento de
pacotes tecnoldgicos que atendam as necessidades das espécies com potencial para criagao

intensiva (OLIVOTTO et al., 2017). O conhecimento acerca das exigéncias nutricionais das
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espécies com potencial ornamental ¢ um dos principais entraves na produg¢do em grande escala
desses animais (VARGAS-ABUNDEZ et al., 2019).

Devido a pressao pela produgdo de alimentos, as pesquisas em aquicultura ornamental
sao escassas, quando comparadas as desenvolvidas na aquicultura de corte (VARGAS-
ABUNDEZ et al., 2019; ZARANTONIELO et al. 2019). Esse desequilibrio reflete no custo
final das dietas comerciais disponiveis para peixes ornamentais, inviabilizando os cultivos em
grande escala (CALADO et al., 2017). Dessa forma, ¢ evidente a necessidade de fomentar
pesquisas relacionadas a nutricdo das espécies ornamentais, visando reduzir a falta de
informagdes sobre a formulacio de dietas (CALADO et al., 2017; ZARANTONIELO et al.,
2019), bem como minimizar custos produtivos.

A farinha de peixe € o principal ingrediente proteico utilizado na formulacdo de ragdes
para a aquicultura, principalmente em espécies carnivoras (GATLIN, 2010). Devido a
estagnagdo da produgdo pesqueira, constante aumento na captura de peixes selvagens (FAO,
2020) e a expansdo da aquicultura, esse produto tem se tornado cada vez mais caro e
insustentavel, tendo em vista sua reduzida disponibilidade (HENRY et al., 2015). Dessa forma,
existe a necessidade de se buscar ingredientes mais rentaveis e sustentaveis para o setor aquicola
(HENRY et al., 2015; GASCO et al., 2018).

Os insetos compdem parte da dieta natural dos peixes de dgua doce e marinhos
(HOWE et al., 2014). Levando em conta o facil manejo e o pequeno espago utilizado durante
seu cultivo, eles causam um impacto ambiental minimo quando comparado a outros
ingredientes (VAN HUIS, 2016; VARGAS-ABUNDEZ et al., 2019). Devido a suas
caracteristicas particulares surgem como possiveis substitutos da farinha de peixe (HENRY et
al., 2015). Insetos sdo bastante nutritivos € possuem alto teor de proteinas, lipidios, minerais,
vitaminas e energia (VAN HUIS, 2013; VAN HUIS, ef al. 2013; HENRY et al., 2015;
RONCARATI et al., 2015; BARROSO et al., 2017), além de uma composi¢ao de aminoacidos
semelhante a da farinha de peixe (VAN HUIS, 2016; DEVIC et al., 2017; IACONISI et al.,
2017; NOGALES-MERIDA et al., 2017; BELGHIT et al., 2018).

O contetdo nutricional dos insetos pode variar dependendo da espécie, fase de
desenvolvimento (larva, pupa, ninfa e/ou adulto) e da alimentagdo utilizada na sua criagdo
(BARROSO et al., 2014; NOGALES-MERIDA ef al., 2017). Um dos insetos que apresenta
grande potencial para inclusdo em dietas de organismos aquaticos ¢ a barata cinérea Nauphoeta
cinérea (FINKE, 2015). Devido ao seu alto valor proteico (> 60%), algumas empresas nacionais

j& a produzem em escala comercial.
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O uso da farinha de insetos como substituto a farinha de peixe em dietas para espécies
marinhas ornamentais ainda ¢ pouco compreendido (VARGAS-ABUNDEZ et al., 2019). O
peixe-palhaco Amphiprion ocellaris, ¢ um peixe ornamental muito popular, bastante produzido
e comercializado em todo o mundo (KODAMA et al., 2011; RHYNE et al. 2012). Esta espécie
possui um protocolo de manutencdo de reprodutores para a obtengdo de desova e larvicultura
bem desenvolvido (WITTENRICH, 2007). Esse fator o torna ideal para a aquariofilia, além de
ser um excelente modelo experimental para estudos relacionados a nutrigdo de peixes
ornamentais marinhos (AVELLA et al., 2009; OLIVOTTO et al., 2010, 2011; MARCIONETTI
et al., 2018).

Sua exigéncia nutricional em relagdo aos aminoacidos essenciais e perfil de acidos
graxos ndo ¢ descrita na literatura. No entanto, a exigéncia em lipidios e proteina bruta para
juvenis de peixes-palhaco A. ocellaris foi estimada em 100 e 430 g kg-1, respectivamente
(DIAZ et al. 2019). O estudo de Khoo et al. (2018) revelou apds a anélise do contetido estomacal
de A. ocellaris selvagem, a preferéncia pelos seguintes itens alimentares: larvas de craca, larvas
de tunicados, copépodes, e crusticeos diversos em suas fases iniciais, o que indica uma
tendéncia ao habito alimentar carnivoro para essa espécie.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da inclusdo em niveis
crescentes (0, 25, 50 e 75%) da farinha de barata cinérea N. cinérea, em substitui¢do a farinha
de peixe, na dieta de jovens de peixe-palhago A. ocellaris. O estudo pretende contribuir com
conhecimentos acerca da produ¢do de peixe-palhago, utilizando um ingrediente alternativo,

altamente sustentavel e ecologicamente correto.

2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Peixes e Ornamentais Marinhos
(LAPOM), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob autorizacdo do Comité de
Etica e Uso de Animais CEUA — UFSC N° 8038220221.

2.2.1 Origem dos animais e manutenc¢io experimental
Os exemplares foram obtidos através da reproducdo de casais do peixe-palhago

Amphiprion ocellaris pertencentes ao plantel de reprodutores do Laboratério de Peixes e

Ornamentais Marinhos (LAPOM).
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2.2.2 Delineamento experimental

Um total de 156 peixes com idade de 90 Dias Apds a Eclosao (DAE) foram utilizados,
apresentando comprimento inicial de 3,03+0,36 cm (média = desvio padrao) e peso inicial de
0,63+0,19 gramas. O experimento foi elaborado com um grupo controle (0%), com dieta base
com farinha de peixe, e trés tratamentos com niveis crescentes de inclusdo da farinha de barata
cinérea Nauphoeta cinerea, 25%, 50% e 75%, em substitui¢do a farinha de peixe (Tabela 1).
Todos os tratamentos foram realizados em triplicata. O experimento teve duragdo de 45 dias.

Os individuos foram mantidos em aquarios com volume util de 18 L, conectados a um
sistema de recirculacdo de 4gua. A densidade de estocagem utilizada foi de 0,72 peixe L. O
delineamento experimental foi inteiramente ao acaso. Os peixes foram alimentados até a
saciedade aparente, trés vezes ao dia (9 h, 13 h e 17 h). Ap6s uma hora da primeira e da altima

alimentagdo, os aquarios eram sifonados.

Tabela 1: Formulacdo e composicdo das dietas experimentais utilizadas para alimentar o peixe—palhago
Amphiprion ocellaris contendo diferentes niveis de substituicdo da farinha de peixe pela farinha de adultos da
barata cinérea Nauphoeta cinérea.

Niveis de substituiciao (%)

Ingredientes (g kg™!)

0 25 50 75
Farinha de Peixe! 400,00 300,00 200,00 100,00
Farinha de N. cinerea® 0 100,00 200,00 300,00
CPS? 250,00 270,00 280,00 290,00
Milho* 140,00 130,00 170,00 100,00
Farinha de Trigo® 150,00 160,00 140,00 200,00
Oleo de Peixe® 50,00 30,00 0 0
Premix’ 10,00 10,00 10,00 10,00
BHT? 2,00 2,00 2,00 2,00
Composi¢io Aproximada (g kg™!)
Matéria Seca 948,10 893,10 883,40 883,40
Energia Bruta (cal/g) 4313,24 4428,17 4440,30 4442,62
Proteina Bruta 444,00 446,80 445,00 441,40
Gordura Bruta 110,00 111,20 107,00 118,20
Cinzas 109,8 89,80 71,70 55,60

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021. 'Farinha de residuo de Atum — Empresa (Penha, SC, Brasil), “Insetos Brasil
LTDA (Recife, PE, Brasil), 3Opta Nutri¢gio Animal (Florian6polis, SC, Brasil), +* Nordeste Com. de Alimentos
LTDA (Antdnio Prado, RS, Brasil), “CCRODA health care (Brasil), 7 InVivo mix (Paulinia, SP, Brasil), ® Sigma-
Aldrich (St. Loius, MO, USA).

A temperatura da 4gua nas unidades experimentais foi mantida em 27,27+0,54°C com
auxilio de aquecedores acoplados a termostatos (Modelo MT 511Ri Full Gauge precisdo de

0,01 °C) e a salinidade medida com um refratdmetro 6ptico INSTRUTHERM, precisao de 0,1
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g L™). O pH, a amdnia ndo ionizada, nitrito, e 0 oxigénio dissolvido foram aferidos diariamente

com testes colorimétricos (LabconTest). O fotoperiodo foi mantido em 12h luz:12h escuro.
2.2.3 Formulacio e preparo das dietas experimentais

A formulagdo e elaboragdo das dietas experimentais (Tabela 1), assim como a analise
dos ingredientes farinha de peixe e farinha de barata cinérea (Tabela 2) foram realizadas em

parceria com o Laboratério de Nutrigao de Espécies Aquicolas (LABNUTRI), Departamento
de Aquicultura, UFSC.

Tabela 2: Composic¢do aproximada dos ingredientes proteicos.

Composicio Aproximada

Ingredientes Matéria Proteina  Gordura  Energia  Cinzas
Seca (%) Bruta (%) (%) (cal/g) (%)
Farinha de Peixe 92,75 65,08 10,66 4389,03 20,17
Farinha de M. cinerea 95,62 56,45 33,39 6408,32 2,57

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Adultos de N. cinerea, adquiridos da empresa Insetos Brasil LTDA (Recife, PE,
Brasil), foram moidos em um moedor de graos de café e peneirados para obtencao de particulas
de 600 um. O produto obtido foi armazenado em sacos de polietileno a — 20°C para posterior
utilizagao.

A formulagao das dietas foi feita através do software Optimal Férmula 2000, com base
nas recomendacdes e exigéncias nutricionais do peixe-palhago A. ocellaris e de espécies com
habito alimentar semelhante (Salmo salar fase juvenil). Os ingredientes de cada dieta foram
misturados em um misturador (modelo BP-20C G, Paniz, Caxias do Sul, RS, Brasil). Em uma
extrusora (modelo MX-40, Imbramaq, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) a “massa” foi extrusada a
uma temperatura de 100 °C, pressdo de 4 atm, velocidade de producdo de 800 g min™'. Para
granulacdo, foi utilizada uma peneira de 1 mm. Apds a granulagdo, as dietas foram secas em
uma estufa com fluxo de ar forcado (Modelo MA-035/3, Marconi Equipment Laboratory Ltda,
Piracicaba, SP, Brasil), 55 °C, até atingir um teor de umidade em torno de 10 % e

acondicionadas em sacos de polietilieno e armazenadas a — 20 + 2 °C até a utilizagao.



24

2.2.4 Analise biométrica

Durante o experimento foram realizadas 2 biometrias, onde todos os peixes das
unidades experimentais foram medidos e pesados (dia 0 e dia 45 do experimento). Os
individuos foram pesados (peso imido) com uma balanga analitica (0,01 mg) e medidos em seu
comprimento total com o auxilio de paquimetro manual (0,01 mm). Para a biometria, os peixes
permaneceram em jejum por 16 horas e foram anestesiados através de imersdo em agua com
40 pL L™ de eugenol (PEDRAZZANI; OSTRENSKY NETO, 2016). Apos a biometria, os
peixes foram transferidos para recipientes com agua limpa e aerada, onde permaneceram até a
total recuperagdo, sendo entdo devolvidos aos aquarios de origem. A partir dos dados
biométricos foram calculados:

(1) Sobrevivéncia (S%) = 100x [(populacdo inicial) - (nimero de individuos mortos) /
(populagao inicial)].

(2) Ganho de Peso: GP = peso final (g) - peso inicial (g)

(3) Taxa de Crescimento Especifico em peso (TCE, % dia-1): TCE=100x [In* (peso final) -In
(peso inicial) /tempo de experimento]. *In= logaritmo natural

(4) Crescimento diario em comprimento (mm dia™'): (comprimento final — comprimento inicial)
/ periodo experimental em dias.

(5) Consumo de ragao (CR) = total do alimento consumido (mg) / periodo experimental (dias).
(6) Taxa de conversdo alimentar = racao ofertada (g) /ganho de peso (g).

(7) Coeficiente de Variagao do peso = 100 x (desvio padrao peso/média do peso).

(8) Fator de Condicao (FC): FC = 100 x (Peso (g)/Comprimento?® (cm).

(9) Indice hepatossomatico: IHS = (Peso do figado/Peso do Peixe) *100

2.2.5 Analise histologica

As andlises histologicas foram realizadas no Laboratorio de Ictiologia/Cordados da
Universidade Federal de Sergipe (UFS). Para a andlise foram utilizados 2 peixes por unidade
experimental, selecionados ao final do experimento. Os peixes foram eutanasiados com eugenol
(1ml/L"). Fragmentos do intestino e do figado foram fixados em formalina tamponada 10% por
48 h e posteriormente transferidos para alcool 70% até o processamento histologico.

As amostras foram desidratadas serialmente com banhos em alcool etilico (80%, 95%,
100%). Posteriormente houve a diafanizag¢do, em xilol parafina. Cada banho durou 30 minutos

tendo em vista o pequeno tamanho das amostras. ApOs esse tempo, as amostras foram
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emblocadas em parafina, descansaram por 24 h e os blocos foram cortados com o auxilio de
um micrétomo manual na espessura de 5 um. Em seguida, os cortes foram colocados em banho
maria, coletados com lamina e corados com hematoxilina de Harris e eosina (HE).
Posteriormente a coloragdo, as laminas foram montadas em meio Entellan® e analisadas em
microscopio binocular LEICA DM500 com capacidade fluorescente (Leica Microsystems®).
A avaliag@o histomorfométrica do intestino foi conduzida através de cortes de 5 um
seriados, obtidos em intervalos de 200 um, e corados com HE. As imagens do intestino obtidas
de cada corte foram analisadas através do programa Image J. Da primeira se¢ao histologica de
cada amostra onde o intestino estava bem representado, foi escolhida trés vilosidades intestinais
de forma aleatoéria, e as medidas dos comprimentos das vilosidades (um) (medida entre a base
da vilosidade e o 4pice da vilosidade) foram realizadas (Figura 1). Os resultados de cada

tratamento foram expressos como médiat+desvio padrao.

Figura 1 - Microfotografia do intestino de Amphiprion ocellaris
juvenil. Letra A indica medida do comprimento da vilosidade.
Coloracao HE. 50pm.
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2.2.6 Analise enzimatica

As andlises enzimaticas foram realizadas no Laboratério de Bioquimica de Insetos
(LBI/BQA) da UFSC. Apés o fim do experimento foram coletados nove intestinos de juvenis
de peixe-palhaco (idade 135 DAE) por tratamento (3 por unidade experimental). Todos os
animais foram anestesiados e eutanasiados com 1 mL L ! de eugenol e imediatamente

congelados para posterior analise.
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Para obtencdo do extrato enzimatico, o intestino de cada animal foi colocado
individualmente em tubos de Eppendorf com 1 mL de dgua Mili-Q e homogeneizados em
homogeneizador Potter-Ekvehjem. Durante o processo, o material foi mantido sob refrigeracao
em banho de gelo, posteriormente centrifugado a 15.000 x g por 15 min a 4 °C e o sobrenadante
foi transferido para microtubos.

Na determinagdo da quantidade proteina foi utilizado o método de Bradford (1976). A
atividade de tripsina foi determinada de acordo com Erlanger ef al. (1961) utilizando o substrato
nbenzoil-dl-argininil p-nitroanilida (bz-R-pNA). O substrato foi dissolvido em dimetilsulfoxido
(DMSO) na concentragdo de 2 mM e diluidos 1:1 (v/v) em tampao fosfato 100 mM, pH 7,5
(concentragao final 1 mM).

Para andlise da atividade enzimatica da tripsina foram misturados 50 puL de extrato
enzimatico e 50 pL de substrato tampao (1:1, v/v) em microplacas de 96 pocos (fundo chato).
As leituras de absorbancia (410 nm) foram realizadas em leitor de microplacas TECAN (Infinite
Pro., California, USA) a cada 15 minutos de incubagdo a 30 °C por 1 h. A unidade de atividade
(U) de enzima foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a clivagem de 1 pmol de
substrato-min, determinadas a partir da curva padrao de p-nitroanilina. No controle negativo, o
extrato enzimatico foi substituido por agua bidestilada.

A atividade amilasica foi determinada usando um reagente de 4cido 3,5-
dinitrosalicilico preparado de acordo com Noelting e Bernfeld (1948). As amostras (25 pL
foram incubadas com 25 pL de solu¢do de substrato tamponado (1% soluvel em amido com
tampao de acetato 100 mM, pH 5,5, contendo 4 mM CaCl2 e NaCl 40 mM). Os ensaios foram
encerrados com adicao de 200 puL de acido 3,5-dinitrosalicilico. A solugdo resultante foi
aquecida em um banho de 4gua fervente por 5 min, resfriado, e ap6s a adigao de 200 pL de
agua destilada, a absorbéncia foi lida a 550 nm em um TECAN leitor de microplacas. Todos os
ensaios foram realizados a 30 ° C.

As incubagdes foram realizadas em pelo menos quatro diferentes periodos e as taxas
iniciais de hidrolise foram calculadas. Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade
de enzima que liberou 1 pmol de equivalente de maltose por minuto. Uma curva padrdo com
maltose foi usada como referéncia para medi¢des de atividade. As atividades de amilase foram

expressas como atividades especificas (mU / mg de proteina).
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2.2.7 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Levene para avaliagdo da
normalidade e homoscedasticidade, respectivamente. Quando considerados paramétricos, os
dados foram submetidos a andlise de variancia unifatorial (ANOVA one way) para determinar
a existéncia de diferenca (P<0,05). Apresentando diferenga significativa, os dados foram
submetidos ao teste de Tukey. Os dados foram tratados ao nivel de significincia de 5%
utilizando o software STATISTICA 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA). Quando considerados

ndo-paramétricos, os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Parametros fisico-quimicos da agua

A temperatura da dgua na bateria experimental foi de 27,27+0,54°C e a salinidade
32,33+0,64. A amonia ndo ionizada ficou em 0,011+0,005 mg L', o nitrito em 0,28+0,05 mg
L1, e 0 oxigénio dissolvido em 4,44+0,66 ppm. O pH da 4gua se manteve em 8,23+0,08.

2.3.2 Desempenho zootécnico

Os resultados das variaveis de desempenho zootécnico estdo apresentados na Tabela
3. A maior taxa de sobrevivéncia foi observada no nivel 25% (87,18%), seguido do 0%
(82,05%), 50% (82,05%) e 75% (79,49%).

Os resultados das varidveis: comprimento final, fator de condicdo, coeficiente de
variagdo em peso, taxa de crescimento didrio em comprimento ndo apresentaram diferenca
(p>0,05) entre os tratamentos. Numericamente, o ganho de peso diminuiu com o aumento da
farinha de barata cinérea nas dietas, apesar de nao apresentar diferenca estatistica (p>0,05). O
indice hepatossomadtico apresentou reducdo significativa nos tratamentos com inclusdo da
farinha de barata cinerea quando comparados ao grupo controle.

Da mesma forma, apesar de ndo apresentar diferenga significativa, a conversao
alimentar foi pior para os peixes alimentados com a maior taxa de inclusdo da barata cinérea
(75%). O consumo de ragao (CR), foi claramente menor em 75% em relacao aos demais niveis

de inclusdo da farinha de inseto (p<0,05).
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Tabela 3: Pardmetros de desempenho de juvenis de Amphiprion ocellaris alimentados com dietas em niveis
crescentes de substitui¢do da farinha de peixe pela farinha de barata cinérea. Dados apresentados como média +
desvio padrao.

Niveis de substituiciao (%)

Paramétros 0 25 50 75 p
Peso inicial (g) 0,610+£0,046 0,610+0,017  0,647+£0,050  0,640+0,085 0,78
Peso final (g) 1,060+0,060 1,067+£0,068  1,090+£0,056 1,007+0,180 0,80
Ganho de peso (mg) 450,00+£62,45 456,67+80,83  443,334+83,86 366,67£95,04 0,52

Comprimento inicial (cm)  2,963+0,132  3,000+0,078  3,092+0,363  3,050+0,144 0,56
Comprimento final (cm) 3,847+0,186 3,917+0,090  3,950+0,106  3,907+0,153 0,83

K 1,878+0,279 1,774+0,044  1,769+0,056  1,675+0,115 0,50
TCE (% dia) 1,23£0,18  1,24+0,19 1,16+0,23 1,00£0,11 0,38
CDC 0,20+0,01  0,20+0,03 0,19+0,03 0,19+0,00 0,82
CR (mg/dia)” 270,21£7,79* 254,54+2.95°  263,03+1,48% 248,35£1,47° 0,01
CA 1,83£0,27  1,71£0,32 1,82+0,31 2,13+0,58 0,61
CVp (%) 36,36+4,92  36,53+3,44 29,164,442  36,38+2,50 0,12
IHS 2,276+0,518* 1,698+0,298°  1,899+0,368" 1,631+0,310° 0,01

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021. Consumo de ragdo (CR), conversdo alimentar (CA), taxa de crescimento
especifico em peso (TCE), crescimento diario em comprimento (CDC), fator de condi¢do (K), coeficiente de
variagio em peso (CVp), Indice hepatossomatico (IHS). *Letras diferentes na mesma linha representam as
diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos.

2.3.3 Atividade enzimatica

Os resultados da atividade enzimética especifica da amilase e da tripsina estdo
apresentados na Tabela 4.

A atividade amildsica ndo apresentou diferenca significativa (p= 0,55) entre os
tratamentos. Entretanto, numericamente, a atividade em 50% foi a menor. Em relacao a enzima
tripsina, numericamente houve maior atividade no nivel 50%, mas sem diferenca a nivel

estatistico entre os tratamentos (p>0,05).

Tabela 4 - Atividade enzimatica especifica de amilase e tripsina (U mg de proteina’') nos juvenis de Amphiprion
ocellaris alimentados com dietas em niveis crescentes de substituicdo da farinha de peixe pela farinha de barata
cinérea. Dados apresentados como média + desvio padrao.

Niveis de substituicao (%)

Enzimas

0 25 50 75
Amilase 135,54+63,86 159,07£72,79 94,57+60,62 178,86+170,88
Tripsina 35,53£16,47 42,24+16,12  81,42+51,10 61,87+52,40

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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2.3.4 Analise histologica

A mucosa do intestino delgado, apresentou-se constituida por vilosidades formadas
pelo epitélio simples colunar com enterocitos, com presenca de células caliciformes na porgao
média e posterior, e lamina propria. Alguns linfocitos intraepiteliais foram visiveis, mas nao foi
observada a presencga de infiltrado inflamatdrio na mucosa intestinal dos peixes de nenhum dos

tratamentos (Figura 1).

Figura 2 - Microfotografia do intestino de Amphiprion ocellaris juvenil alimentado com dietas em niveis crescentes
de substituicdo da farinha de peixe pela farinha de barata cinérea. (0%- A) e 25%, 50%, 75% (B, C ¢ D
respectivamente). A cabeca de seta indica o enterocito, cc - célula caliciforme, lp - 1dmina propria, asterisco -
linfocito intraepitelial. Coloragdo HE.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

A analise morfométrica do intestino de A. ocellaris alimentados com niveis crescentes
de inclusdo da farinha de barata cinérea revelou que em amostras do tratamento 75%, houve
uma redugao significativa (P<0,05) do comprimento (125,57 + 22,86 pum), quando comparado
com o grupo controle (222,44 + 56,53 pum) (p<0,05). Nos demais tratamentos, ndo foram
detectadas diferencas significativas para este parametro (25%: 159,26 + 48,96 um; 50%: 219,04
+ 67,25 um).
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Na por¢do do figado, observa-se corddes de hepatdcitos ao lado de vasos sanguineos
do tipo sinusoéides (Figura 2A). A comparagao histoldgica do figado dos jovens de 4. ocellaris
mostra que houve um aumento no acumulo de lipidio no citoplasma dos hepatocitos dos

individuos nos tratamentos 25%, 50% e 75%, em relacdo ao grupo controle (Figura 2).

Figura 3 - Microfotografia do figado de Amphiprion ocellaris juvenil alimentado com dietas em niveis crescentes
de substituicdo da farinha de peixe pela farinha de barata cinérea. (0%- A) e 25%, 50%, 75% (B, C e D

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

2.4 DISCUSSAO

Os parametros de qualidade de 4gua mantiveram-se dentro dos padrdes para o cultivo
de peixes-palhagos do género Amphiprion (MOORHEAD, 2010; OLIVOTTO et al., 2011).

Em relacdo a sobrevivéncia, ndo houve diferenga entre as taxas de sobrevivéncia nos
diferentes tratamentos, sendo superiores a 79,5%. As mortalidades observadas ocorreram
somente a partir do 19° dia de experimento, sendo atribuidas ao comportamento agressivo por
parte dos peixes de maior tamanho em relagdo aos menores (BUSTON, 2003).

No presente estudo, as dietas experimentais com a inclusdo da farinha de barata

cinérea, de forma geral, ndo mostraram efeitos deletérios no crescimento de juvenis de 4.
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ocellaris uma vez que nao foram observadas diferengas significativas no comprimento final, no
fator de condicdo, no coeficiente de variagdo em peso, na taxa de crescimento didrio em
comprimento entre os tratamentos controle e os tratamentos com diferentes niveis de inclusao
da farinha de barata cinérea apds 45 dias de cultivo. Entretanto, houve uma tendéncia na
diminui¢ao do ganho de peso com o aumento da percentagem de inclusdo da farinha de barata
cinérea nas dietas, e uma pior conversao alimentar (2,13) para os peixes alimentados com a
maior taxa de inclusdo da barata cinérea (75%), apesar de ndo serem detectadas diferenga
significativas. J4 o consumo de ragdo (CR) foi claramente menor no nivel 75% em relacdo aos
demais niveis de inclusdo da farinha de barata cinérea.

Trabalhos com diferentes espécies de peixes como o salmao-do-Atlantico Salmo salar
(LOCK et al., 2016), robalo europeu Dicentrarchus labrax (MAGALHAES et al., 2017), truta
arco-iris Oncorhynchus mykiss (RENNA et al., 2017), bagre amarelo Pelteobagrus fulvidraco
(XTAO et al., 2018), zebrafish Danio rerio (VARGAS et al., 2018; ZARANTONIELO et al.,
2019) e peixe-palhaco A. ocellaris (VARGAS-ABUNDEZ et al., 2019) ndo apontaram efeito
nos parametros de crescimento com a inclusdo parcial (<60%) da farinha de diferentes tipos de
insetos na dieta.

Por outro lado, efeitos positivos, bem como os deletérios, tém sido observados com o
uso de insetos na alimentacdo de peixes. O estudo de Sankian et al. (2018) indicou que a
inclusdo de até 20% da farinha de tenebrio melhorou o desempenho de juvenis de mandarin
Siniperca scherzeri em comparagdo com os peixes alimentados com a dieta controle. Em bagres
africanos Clarias gariepinus foi observado que com uma substituicdo de 25% da farinha de
peixe pela farinha de gafanhoto Zonocerus variegatus, houve melhora no crescimento deste
peixe. Por outro lado, quando a inclusdo deste gafanhoto foi acima de 50%, o crescimento do
bagre africano foi influenciado negativamente (ALEGBELEYE ef al.,2012). A substitui¢do de
25% e 50% da farinha de peixe pela farinha de larva de 7. molitor ndo resultou em efeitos
adversos no ganho de peso em S. aurata, mas os peixes alimentados com dieta no nivel 50% de
substituicdao, mostraram uma redu¢ao no crescimento ¢ menor taxa de conversao alimentar em
comparagdo com a dieta controle (PICOLLO et al., 2017). No turbot Psetta maxima e na
dourada Sparus aurata, a inclusdo de altos niveis (> 50%) de farinha de insetos nas dietas,
ocasionou um menor crescimento dos individuos (KROECKEL et al., 2012; GASCO et al.,
2016; PICCOLO et al., 2017).

Baseado no acima exposto, a resposta da performance zootécnica com a inclusao de
farinha de insetos na dieta de peixes parece ser varidvel, sendo esta muitas vezes relacionada a

percentagem de inclusdo deste ingrediente alternativo. De forma geral, a inclusdo em niveis
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mais elevados (acima de 50%) da farinha de inseto parece afetar negativamente o desempenho
dos peixes cultivados, estando de acordo com o observado no presente estudo.

Uma das principais divergéncias relacionadas a inclusao da farinha de insetos em
ragdes para aquicultura ¢ a presenca da quitina nesses animais (ALEGBELEYE et al., 2012;
FINKE, 2015; NOGALES-MERIDA et al., 2017; VAN HUIS, 2016). Os efeitos da quitina
ainda ndo sdo totalmente compreendidos e os resultados sdo controversos. Autores relataram
que altas concentracdes de quitina nas dietas pode induzir a uma redugdo geral da
digestibilidade e a uma pior conversao alimentar (FINKE, 2007; HENRY et al., 2015; RENNA
et al., 2017; VAN HUIS et al., 2013). Em estudo realizado com juvenis da tildpia-do-Nilo
Oreochromis niloticus, Fontes et al. (2019) verificaram que a dieta a base de farinha da barata
cinérea possuia percentual de quitina maior em comparagdo com os tratamentos onde utilizou-
se farinhas de grilo Gromphadorhina portentosa e Gryllus assimilis na fase adulta, Zophobas
morio e T. molitor na fase larval, ocasionando uma reducgdo no coeficiente de digestibilidade
aparente.

No presente estudo, o menor consumo de ragdo, juntamente com uma pior conversao
alimentar e ganho de peso no tratamento com a substituicdo de 75% de farinha de peixe pela de
barata cinérea podem estar relacionados a presenca da quitina em niveis mais elevados neste
tratamento. Foi verificado que a quitina diminuiu o consumo de ragdo e o crescimento em carpas
Cyprinus carpio, tilapias O. niloticus; Oreochromis aureus e bacalhau Gadus morhua em niveis
de inclusdao superiores a 1% (GOPALAKANNAN e ARUL, 2006; SHIAU e YU, 1999;
HANSEN et al., 2007). Entretanto, nenhum efeito negativo foi observado em tildpias
Oreochromis mossambicus tratadas com 60% de farinha da larva de mariposa Imbrasia belina
ou em enguia japonesa Anguilla japonica, dourada Pagrus major e no olhete japonés Seriola
quinqueradiata alimentados com dieta suplementada com 10% de quitina (RAPATSA e
MOYO, 2017; KONO et al., 1987).

A atividade quitinolitica pode variar entre as espécies de peixes, € até mesmo entre as
fases de vida de uma mesma espécie (BARROSO et al., 2014). No turbot P. maxima, nao foi
verificado atividade quitinolitica nos primeiros estagios da vida (KROECKEL et al., 2012),
enquanto a cobia Rachycentron canadum, apresentou atividade muito alta (FINES e HOLT,
2010). No bacalhau G. morhua, a enzima quitinase foi encontrada no estdbmago e intestino
(DANULAT e KAUSH, 1984). Essas diferengas sdao pouco compreendidas e estdo
principalmente relacionadas a presenca ou auséncia de estruturas capazes de quebrar o
exoesqueleto das presas. Olsen ef al. (2006) descobriram que baixos niveis de quitina nas dietas

podem ter fungdo prebidtica, aumentando o crescimento e a atividade de bactérias benéficas no
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trato gastrointestinal, melhorando a saude do hospedeiro e promovendo a fungdo digestiva
(SUZER et al., 2008; MUNIR et al., 2016). Portanto, o efeito negativo ou positivo da quitina,
presente nos insetos, pode variar dependendo da espécie de inseto, da quantidade de inclusao
de farinha de inseto nas dietas para peixes, bem como ser intrinseco da espécie e do estagio de
desenvolvimento dos peixes.

As enzimas digestivas, especialmente as proteases, amilases e lipases, desempenham
um papel fundamental no processo digestivo dos peixes, pois a atividade destas pode
demonstrar o impacto causado pela utilizacdo da ragdo no desempenho do crescimento dos
animais (HJELMELAND et al., 1984; RUNGRUANGSAK-TORRISSEN et al., 2006). O
presente estudo verificou que a atividade da amilase no intestino de juvenis de 4. ocellaris ndo
apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos.

Trabalhos com o camardo branco Litopenaeus vannamei (CAO et al., 2012, PANINI
etal.,2017), carpa comum Cyprinus carpio (LI et al., 2017) e salmao-do-Atlantico (BELGHIT
et al.,2018) também nao mostraram diferencas significativas na atividade de enzimas digestivas
quando houve substituicdo total ou parcial da farinha de peixe por farinhas de insetos. Em
ensaio com O. mossambicus, Rapatsa e Moyo (2017) mostraram o aumento proporcional da
atividade de enzimas digestivas quando 10 a 60% da farinha de peixe foi substituida pela farinha
da larva de mariposa Imbrasia belina. Da mesma forma, Li et al. (2019) verificaram aumento
proporcional da atividade enzimatica em ra-touro Lithobates catesbeianus de acordo com o
aumento da inclusdo da farinha de M. domestica nas dietas.

De acordo com Bruni ef al. (2018), a quitina presente na mosca soldado-negra H.
illucens induziu a inflamagao intestinal observada em Oncorhynchus mykiss causando redugao
no bem-estar e crescimento dos individuos (STAMER et al., 2008). No presente trabalho, nao
foram observados sinais de lesdo no intestino dos animais, corroborando o achado de
Zarantonielo ef al. (2018) e Vargas et al. (2017) para zebrafish D. rerio e de Vargas-abtindez
et al. (2019) para A. ocellaris, que relacionaram a auséncia de inflamacdes no intestino devido
a alta suplementacdo de acidos graxos de cadeia média nas dietas a base de insetos. Efeitos
negativos relacionados a inflamacao intestinal e baixa digestibilidade também foram relatados
para as espécies: P. maxima, D. labrax e P. fulvidraco, quando houve inclusdo superior a 50%
da farinha de insetos (KROECKEL et al., 2012; MAGALHAES et al., 2017; SU et al., 2017,
XIAO et al., 2018).

A andlise morfométrica das vilosidades intestinais de A. ocellaris alimentados com
farinha de barata cinérea revelou uma reducdo significativa do comprimento das vilosidades

em amostras do tratamento 75%, somente em comparacao com o grupo controle. Este fato pode
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estar relacionado com a diminui¢do da atividade da tripsina no nivel 75%, uma vez que essa
protease indica um indice util e expressivo do estado nutricional e da capacidade de crescimento
assim como a qualidade da dieta, sugerindo que a diminui¢ao na atividade da tripsina indica
que o alimento possui baixa qualidade ou nao foi digerido pelo animal (HIELMELAND et al.,
1984). Em estudo com a mesma espécie foi verificado uma reducdo nas vilosidades intestinais
dos peixes alimentados com niveis 50% e 75% de inclusdo da farinha de larva da mosca
soldado-negra H. illucens (VARGAS-ABUNDEZ et al., 2019).

A anadlise histologica do figado de juvenis de A. ocellaris no presente estudo mostrou
que houve um aumento no actimulo de lipidio nos hepatocitos nos niveis 25%, 50 % e 75%, em
relacdo ao grupo controle. O indice hepatossomatico (IHS) ¢ uma forma de quantificar o
estoque de energia (glicogénio) no figado (CYRINO et al., 2000). O IHS calculado no presente
trabalho, apresentou redu¢do significativa nos tratamentos com inclusdo da farinha de barata
cinerea quando comparados ao grupo controle, com dieta a base de farinha de peixe. Este
resultado indica um maior gasto de energia para os tratamentos com inclusdo da farinha de
barata cinérea.

O figado desempenha um papel fundamental no metabolismo de lipidios dos peixes,
uma vez que a sua estrutura morfoldgica, composi¢cdo macromolecular e expressao génica sao
influenciadas pela dieta (VARGAS-ABUNDEZ et al., 2019). Varios estudos sugerem que a
inclusdo da farinha de insetos, por conta do alto teor de quitina, interfere na absorcao de lipidios
e algumas vitaminas, o que pode levar a um baixo desempenho dos peixes, uma vez que esses
nutrientes sdo fontes essenciais de energia (KOIDE, 1998; SHIAU e YU, 1999; HALVER e
HARDY, 2002; OLSEN et al., 2006; XIA et al., 2010; ALEGBELEYE et al., 2012).

Em outras espécies de peixes, o acimulo de lipidios foi semelhante entre os diferentes
niveis de inclusdo de farinha de inseto, e a composi¢ao de acidos graxos dos animais refletiu a
composicdo de 4cidos graxos das dietas (GASCO et al., 2016; BORGOGNO et al., 2017;
DEVIC et al., 2017; RENNA et al., 2017; VARGAS et al., 2018; ZARANTONIELLO et al.,
2018; ZHOU et al., 2018). As disparidades no acumulo de lipidios no figado entre as espécies
estdo diretamente ligadas ao tamanho e fase de vida, e a durag¢do dos experimentos (TURCHINI
et al., 2009).

Tendo em vista o exposto, novos estudos sdo necessarios, a fim de compreender
melhor as respostas fisiologicas de 4. ocellaris tratados com farinha de N. cinerea em diferentes

niveis de inclusdo por um periodo maior e em diferentes fases do ciclo de vida.
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2.5 CONCLUSAO

A substituicdo parcial da farinha de peixe por farinha de Nauphoeta cinerea nao
mostrou efeitos deletérios no crescimento de juvenis de 4. ocellaris, mostrando que este ¢ um
ingrediente promissor para a espécie. Entretanto, houve uma tendéncia na diminui¢do do ganho
de peso com o aumento da percentagem de inclusdo da farinha de barata cinérea nas dietas,
uma pior conversao alimentar (2,13) para os peixes alimentados com a maior taxa de inclusao
da barata cinérea (T75), apesar de ndo serem detectadas diferenga significativas. J& o consumo
de ragdo (CR) foi claramente menor em T75 em relagdo aos demais niveis de inclusdo da farinha
de barata cinérea. O menor consumo de rac¢do, juntamente com uma pior conversao alimentar e
ganho de peso no tratamento com a substituicdo de 75% de farinha de peixe pela de barata
cinérea podem estar relacionados a presenga da quitina em niveis mais elevados neste
tratamento.

Apds 45 dias de experimento, os resultados mostraram que ndo houve diferencas
significativas na atividade especifica das enzimas digestivas nos diferentes tratamentos.

A histologia ndo revelou sinais de lesdes no trato intestinal de nenhum dos tratamentos,
no entanto foi verificado uma redugao significativa no comprimento das vilosidades intestinais
em amostras do tratamento T75 em relacdo ao T0. O acumulo de lipidios nos hepatocitos foi
proporcional ao aumento dos niveis de inclusdo da farinha de N. cinérea nas dietas
experimentais e o IHS indicou que o acimulo de glicogénio foi menor nos tratamentos com a
inclusdo da farinha de barata cinerea.

A partir do acima exposto, recomenda-se, nas condigdes do presente estudo, a
substitui¢do de até 50% da farinha de peixe pela farinha de barata cinérea nas dietas para juvenis

de peixes palhagos.
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