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RESUMO

O cultivo do camardo marinho em sistema de bioflocos, além de controlar o excesso
de compostos nitrogenados, como amonia e nitrito, permite ao cultivo utilizar menor
volume de agua, maior biosseguranca e densidade de estocagem. Entretanto, pela
alta densidade de animais e matéria organica, essa condicdo pode culminar em
consequéncias negativas, como: estresse, supressao imunoldgica, ma nutricao,
proliferacdo de bactérias patogénicas tanto no sistema de producdo quanto na
microbiota intestinal, entre outros efeitos. Dessa forma, métodos alternativos ao uso
de antibidticos, que séo frequentemente utilizados de forma errbnea e preventiva, sédo
estudados para controlar possiveis patdogenos e melhorar o quadro geral de saude
dos camardes. Entre as alternativas, cita-se os aditivos alimentares como butirato de
sodio, levedura hidrolisada e proteinato de zinco. Assim, o objetivo deste trabalho é
avaliar o ViligenNE (Alltech®, EUA), composto por butirato de sédio, levedura
hidrolisada desidratada e proteinato de zinco como aditivo alimentar para o camarao
Penaeus vannamei, cultivado em sistema de bioflocos, na fase de bercario, sobre os
parametros zootécnicos, microbioldgicos e resisténcia ao choque térmico. Para isso,
os camardes foram alimentados por seis semanas com quatro dietas experimentais:
a) 0,5 g kg?; b)1 g kgt; c) 2 gkg?; d) controle (0 g kg't). Os parametros de qualidade
de agua se mantiveram dentro dos limites ideais para a espécie criada em bioflocos.
Os parametros zootécnicos dos camardes foram influenciados positivamente quando
suplementados com doses crescentes do ViligenNE de 0,5 e 1g kg proporcionando
maior peso final e taxa de crescimento especifico. Portanto, a adicéo de 0,5 e 1g kg
de ViligenNE na dieta melhora o desempenho zootécnico dos camardes na fase de
bercario cultivados em bioflocos, e isso pode ser explicado pela acdo conjunta dos
componentes do aditivo alimentar, prevenindo a oxidacdo de aminoéacidos,
melhorando a assimilacdo de nutrientes e, consequentemente, promovendo melhor
crescimento dos camardes. No entanto, a suplementacdo com ViligenNE ndo afetou a
contagem total de bactérias heterotroficas e Vibrio spp. no intestino e mortalidade
apos choque térmico. Além disso, através da regresséao polinomial, estimou-se o nivel
6timo de inclusdo em 1,17 g kg de ViligenNE para a maior resposta, em termos de
peso final e taxa de crescimento especifico. Porém, mais estudos sdo necessarios
para determinar a duracdo e concentracao ideal de suplementacdo dietética com
ViligenNE para otimizar em conjunto os parametros zootécnicos, microbiota intestinal
e mortalidade apds choque térmico.

Palavras-chave: Penaeus vannamei; parametros zootécnicos; choque térmico.



ABSTRACT

The cultivation of marine shrimp in a biofloc system, in addition to controlling the
excess of nitrogenous compounds, such as ammonia and nitrite, allows the cultivation
to use less water, greater biosecurity and storage density. However, due to the high
density of animals and organic matter, this condition can lead to negative
conseqguences, such as: stress, immune suppression, poor nutrition, expectations of
pathogenic expressions both in the production system and in the intestinal microbiota,
among other effects. In this way, alternative methods to the use of antibiotics, which
are often used erroneously and preventively, are studied to control possible pathogens
and improve the overall health of the shrimp. Among the alternatives, food additives
such as sodium butyrate, hydrolyzed yeast and zinc proteinate are mentioned. Thus,
the objective of this work is to evaluate ViligenNE Alltech®, USA), composed of sodium
butyrate, dehydrated hydrolyzed yeast and zinc proteinate as a food additive for the
Pacific white shrimp Penaeus vannamei, cultivated in a biofloc system, in the nursery
phase, on zootechnical parameters, intestinal microbiota and resistance to thermal
shock. For this, the shrimp were fed for six weeks with four experimental diets: a) 0.5
g kg; b) 1 g kg?; ¢) 2 g kg?, d) control (0 g kg?). The water quality parameters
remained within the ideal limits for the species raised in biofloc. The zootechnical
parameters of shrimp, in turn, were positively influenced when supplemented with
increasing doses of ViligenNE from 0.5 to 1g kg™, providing higher final weight and
specific growth rate. This can be explained by the joint action of the components of the
food additive, preventing the presentation of amino acids, facilitating the assimilation
of nutrients and, consequently, promoting better shrimp growth. However, ViligenNE
supplementation did not affect total heterotrophic bacteria count and Vibrio spp. in the
intestine and mortality after heat shock. Through polynomial regression, the optimal
inclusion level of 1.17 g kg of ViligenNE was estimated for the highest response, in
terms of final weight and specific growth rate. More studies are needed to determine
the optimal duration and concentration of dietary supplementation with ViligenNE to
jointly optimize zootechnical parameters, intestinal microbiota and mortality after
thermal shock.

Keywords: Penaeus vannamei; zootechnical parameters; thermal shock.
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1 INTRODUCAO GERAL

A aquicultura é o setor de producao de alimentos que mais cresce atualmente,
e manteve essa tendéncia de expansdo em 2020 mesmo em meio a disseminacéo
mundial da pandemia da COVID-19, embora com diferencas entre regifes e paises
produtores. Dentre os segmentos da aquicultura, a carcinicultura tem uma parcela
importante em termos de produgdo e movimentacédo financeira. No que diz respeito
as espécies de peneideos produzidos, destaca-se o cultivo do camardo-branco-do-
pacifico Penaeus vannamei, que corresponde a 51,7% da producdo mundial de
crustaceos (FAO, 2022).

Em relac@o a producéo e seguranca alimentar atuais, hd um foco crescente
nos alimentos aquaticos, pois seguindo os apelos para dietas ambientalmente
sustentaveis, o consumo moderado de peixes e outros alimentos aquaticos foi
promovido como parte de uma dieta saudavel (FAO, 2022). Com isso, a fim de atender
as demandas crescentes dos consumidores, producdo segura e sustentavel de
alimentos, o sistema de bioflocos (BFT) surge como uma alternativa para intensificar
eficientemente a producdo de maneira ambientalmente amigavel (AVNIMELECH,
2015).

Portanto, o BFT é uma das tecnologias mais sustentaveis para o cultivo do
camardo, através desse sistema € possivel utilizar menores areas e volumes de agua,
cultivar longe de regides costeiras e ter uma maior biosseguranca (HARGREAVES,
2006). Além disso, permite o controle dos excessos de compostos nitrogenados, como
amoOnia e nitrito, por meio da sua comunidade microbiana e da formacédo de
aglomerados de algas, bactérias, protozoarios e matéria organica particulada, como
restos de alimento e fezes (MARTINEZ-CORDOVA et al., 2015). Para o bom
funcionamento desse sistema, € necessario: o controle da relagdo entre carbono e
nitrogénio (C:N) para manutencdo da qualidade de agua; a racdo para alimentar os
animais; carbono inorganico para correcédo da alcalinidade; e aeracao e oxigenacéo
constantes para manter os flocos em suspensdo (BROWDY et al., 2012). Adotando
essas medidas adequadas, é possivel ter um sistema com biosseguranca, estavel e
com alta densidade de estocagem.

No cultivo de camardes, a fase de bercario € a etapa intermediaria entre a
larvicultura e a engorda. Essa fase tem o objetivo de aclimatar as pos-larvas as

condi¢cbes praticadas na fase de engorda, obter uma maior biossegurangca, maior
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produtividade e um melhor controle do manejo nesta fase inicial de cultivo
(WASIELESKY et al.,, 2013). Dentre os diferentes sistemas que podem ser
empregados nessa fase de cultivo dos crustaceos, destaca-se o sistema de bioflocos,
pois possibilita manter bons indices de qualidade da agua (XU et al., 2012). Além
disso, algumas pesquisas mostram a importancia do sistema de bioflocos em fases
iniciais de cultivos, proporcionando além de um ambiente mais seguro, um melhor
potencial de crescimento e sanidade, levando a resultados positivos ho desempenho
zootécnico dos animais na fase posterior, isto €, na engorda (KRUMMENAUER et al.
2010; WASIELESKY et al. 2013; LORENZO et al. 2016).

Apesar das suas diversas caracteristicas positivas, o sistema de bioflocos por
ser um sistema com alta densidade de estocagem e de matéria organica, precisa estar
muito bem equilibrado para evitar consequéncias negativas, como multiplicacéo de
bactérias patogénicas que podem causar prejuizos tanto para a comunidade
microbiana do sistema quanto intestinal dos animais. As bactérias do género Vibrio
sdo tipicas do ambiente marinho e estuarino e fazem parte da microbiota natural dos
camardes (LIU et al., 2009). Porém, onze espécies de Vibrio spp. sdo relatadas como
patogénicas para o camarao (KLONGKLAEW et al., 2020; TEPAAMORNDECH et al.,
2019). Um destes € o Vibrio parahaemolyticus, conhecido por ser o agente etiol6gico
da doenca da necrose hepatopancreatica aguda (AHPND, acute hepatopancreatic
necrosis disease) que pode levar a mortalidade total dos camardes no primeiro més
de estocagem (BOYD; PHU, 2018). Portanto, podem representar risco ao cultivo
guando o camarao apresenta sinais de estresse e/ou estd com a capacidade imune
comprometida.

Como exemplo de estresse, pode-se destacar a variacdo brusca de
temperatura que constitui um dos fatores fisicos que podem afetar os organismos
ectotérmicos aquaticos, como os camardes (REN et al., 2021). No sul do Brasil, com
a chegada das frentes frias durante o inverno, as alteragées nos fatores ambientais
podem levar a imunossupressdo dos camardes cultivados, especialmente para
agueles produzidos em ambientes abertos, e assim aumentar a suscetibilidade as
enfermidades (REVERTER et al., 2014).

Tradicionalmente na aquicultura, o controle de bactérias nocivas dependia do
uso de antibioticos. Porém, seu uso em excesso e indiscriminado pode resultar no
desenvolvimento de cepas multirresistentes, deixar residuos na carne dos animais
produzidos e no ambiente aquético (VATSOS; REBOURS, 2015). Essa resisténcia
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pode ser transferida para outras linhagens, sendo ainda mais provavel na cultura de
camardes peneideos (BROWN, 1989). Dessa forma, € crescente a busca por métodos
e/ou substancias alternativos de inibicdo de patdégenos dentro dos sistemas de
producdo aquicola, principalmente o0s preventivos, para controlar possiveis
patogenos. Dentre as substancias que podem ser adotadas, nesse sentido, cita-se 0s
aditivos alimentares.

Segundo a Instru¢cdo Normativa nimero 13 de 30 de novembro de 2004,
publicada no Diéario Oficial da Unido, que regulamenta o uso de aditivos destinados a

alimentacéo animal, a definicdo de aditivo alimentar é:

Substancias, microrganismos ou produto formulado adicionados intencionalmente, que
normalmente nédo é utilizada como ingrediente, tenha ou nao valor nutritivo, que afetem
ou melhorem as caracteristicas do produto destinado & alimentagdo animal ou dos
produtos animais, que beneficie o desempenho de animais sadios e atenda as

necessidades nutricionais ou apresente efeito “anticoccidiano™ (MAPA, 2004).

De acordo com a referida instrugdao normativa, os aditivos podem ser
classificados conforme suas fun¢des e/ou propriedade em substancias: nutricionais,
sensoriais, tecnoldgicas, zootécnicas, digestivas, equilibradoras de flora e
melhoradoras de desempenho produtivo (MAPA, 2004).

Inimeros aditivos ou suplementos alimentares sédo adicionados em racdes
e/ou 4gua para 0os mais variados organismos aquicolas. Dentre eles, podem-se
destacar os acidos organicos e/ou seu sal, leveduras e minerais como 0 zinco que
pertencem a classificacdo de aditivo zootécnicoe atuam nos trés grupos funcionais,
ou seja, sdo substancias digestivas, equilibradoras da flora e melhoradoras de
desempenho (ENCARNACAO, 2010; MAPA, 2004).

Nesse sentido, os acidificantes sdo substancias compostas por acidos
organicos e inorganicos, os quais sdo utilizados como antimicrobianos na industria de
racdo animal (DEFOIRDT et al., 2009). Os &cidos organicos sao substancias que
contém uma ou mais carboxilas em sua molécula, gerando compostos derivados dos
acidos carboxilicos, como aminoacidos, &cidos graxos, coenzimas e outros
metabdlitos intermediarios (SOLOMONS; FRYHLE, 2002). Entre os acidificantes, 0s
acidos organicos sao os mais utilizados comercialmente, devido ao menor potencial
de corroséo e toxicidade, quando comparados aos acidos inorganicos (HERMES,
2011). A acao antimicrobiana primordial dos &cidos organicos no trato intestinal dos

organismos é feita pela acidificacdo do pH no citoplasma das células bacterianas,
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através da capacidade destes compostos em dissociar-se e liberar ions de hidrogénio
(H*). Assim, o pH citoplasmatico € alterado, inibindo as bactérias que séo sensiveis a
estas mudancas, ocorrendo entéo a reducao das bactérias patogénicas dentro do trato
intestinal do animal hospedeiro, e como beneficio h4 o aumento da resisténcia do
organismo, suplementado com essa substancia, as doencas (CORREA, 2017).
Trabalhos recentes mostram os beneficios dos acidos organicos em aumentar a
sobrevivéncia, crescimento, digestibilidade de nutrientes e reducao de patdgenos em
camardes (SILVA et al., 2013, 2016; KHALIL et al., 2014; CHUCHIRD et al. 2015,
ROMANO et al., 2015). Dos acidos graxos de cadeia curta, o butirato tem recebido
atencao especial devido aos seus inumeros efeitos positivos (MATIS et al., 2013). Em
camarbes Penaeus vannamei, 0 uso de butirato beneficiou o crescimento, a
atratividade do alimento e consumo de racdo, bem como o0 incremento na
digestibilidade de nutrientes e a sobrevivéncia. (SILVA et al., 2013, 2016).

As leveduras, por sua vez, S840 microrganismos eucarioticos unicelulares,
pertencentes ao reino Fungi, sendo a maioria da classe das Ascomycetes e
Basidiomycetes. Sao utilizadas mundialmente na fabricacdo de produtos alimenticios
fermentados, como: ingredientes melhoradores do sabor, aroma e textura; no
enriquecimento nutricional de alimentos e bebidas; bem como também na reducéo de
toxinas e compostos antinutricionais (RAI; PANDEY; SAHOO, 2019). As leveduras
sao fontes de substancias, como: B-glucanas (8G), mananoligossacarideos (MOS),
acidos nucleicos e quitina (SHEIKHZADEH et al., 2012), caracterizando-as como um
alimento funcional e eficaz, capaz de melhorar o estado imunolégico e a saude dos
animais (SIWICKI; ANDERSON; RUMSEY, 1994). Em estudos feitos com a tilapia-do-
nilo, a suplementacdo dietética de leveduras na forma hidrolisada beneficiou o
crescimento em termos de ganho em peso e eficiéncia alimentar (CHEN et al., 2019;
TIMOTHEE ANDRIAMIALINIRINA et al., 2020). Além disso, a suplementacdo de
levedura hidrolisada para tilapia também aumentou as dobras na mucosa, submucosa
e vilosidades do intestino (CHEN et al., 2019), o que pode estar associado a maior
eficiéncia na absorcdo dos nutrientes e, consequentemente, melhor crescimento.
Adicionalmente, ao avaliar um bioproduto composto por farinha de bioflocos e
levedura Saccharomyces cerevisiae e sua aplicacdo na alimentacdo de pos-larvas do
camardao marinho Penaeus vannamei como ingrediente substituto a farinha de peixe,
constatou-se a possibilidade da substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto em

até 50% sem que haja comprometimento na absor¢cdo dos nutrientes e sem causar
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qualquer alteracdo negativa no crescimento e sobrevivéncia de poés-larvas do P.
vannamei (FERREIRA, 2018). Em outro estudo com pdés-larvas de P. vannamei, a
suplementagdo com a levedura marinha Meyerozyma guilliermondii em sistema
superintensivo de bioflocos diminuiu a quantidade de solidos gerados nos sistemas
de fertilizacdo e aumentou a sobrevivéncia dos camardes (FERREIRA, 2017).

Por fim, no que diz respeito aos aditivos alimentares minerais, o zinco (Zn) é
um metal leve, de cor azulada, sendo um cation bivalente (MCDOWELL, 2003), e esta
envolvido em inUmeras vias metabdlicas (TAN; MAI, 2001), por ser um cofator
indispensavel em inUmeras reacdes enzimaticas, incluindo a sintese e a degradacao
de proteinas e lipidios (VALLEE; FALCHUK, 1993). Ademais, 0 zinco desempenha
um papel vital no desenvolvimento e funcionamento do intestino, por meio da
participacdo na proliferagdo, renovacdo e reparo das células epiteliais, mantendo
assim, a correta estrutura e fungéo da barreira intestinal (HU et al., 2013). Em estudos
com animais, a suplementacdo de zinco € amplamente usada para melhorar o
desempenho, diminuir a permeabilidade e aliviar a inflamacéo intestinal (ZHANG et
al.,, 2012; ZHANG; GUO, 2009). No sistema imunolégico, o zinco tem importancia
crucial, pois a leve deficiéncia resulta em defeitos generalizados na imunidade inata e
adaptativa na maioria dos animais (KEHL-FIE; SKAAR, 2010). H& relatos que as
fontes organicas de zinco, como o proteinato de zinco, favorecem o crescimento, 0
sistema imunolégico e antioxidante quando suplementadas em dietas para peixes e
camardes (LIN et al., 2013; PARIPATANANONT; LOVELL, 1995).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral
Avaliar o uso do ViligenNE como aditivo alimentar para o camarao-branco-do-

pacifico em diferentes concentrac¢des, cultivado em sistema de bioflocos durante a

fase de bercario.
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1.1.2 Objetivos Especificos

a) Determinar os efeitos da suplementacdo dietética de diferentes
concentracdes do Viligen\E o para o camaréo-branco-do-pacifico sobre os parametros
zootécnicos de producédo: sobrevivéncia, taxa de crescimento, taxa de conversao
alimentar e taxa de crescimento semanal.

b) Avaliar os efeitos da suplementacéo dietética de diferentes concentracdes
do ViligenNE o para o camardo-branco-do-pacifico sobre a microbiota intestinal (Vibrio

spp. e bactérias heterotroéficas totais) e resisténcia ao choque térmico.

1.2 FORMATACAO DO TRABALHO

A presente monografia esta dividida em dois capitulos: o primeiro constitui-se
na introducédo geral; e o se segundo refere-se ao artigo cientifico redigido de acordo
com as normas da ABNT, o qual sera submetido a revista Aquaculture Internacional.
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2  ARTIGO CIENTIFICO

AVALIACAO DE VILIGENNE COMO ADITIVO ALIMENTAR PARA O
CAMARAO-BRANCO-DO-PACIFICO CULTIVADO EM SISTEMA DE BIOFLOCOS
DURANTE A FASE DE BERCARIO

Camilla Souza Miranda, Ivanilson de Lima Santos, Ramon Felipe Siqueira
Carneiro, Isabela Claudiana Pinheiro, Norha Constanza Bolivar, Scheila Anelise

Pereira Dutra, Felipe Vieira do Nascimento

RESUMO

O objetivo deste trabalho é avaliar o ViligenNE (Alltech®, EUA), composto por butirato
de sodio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco como aditivo
alimentar para Penaeus vannamei, cultivado em sistema de bioflocos, na fase de
bercario, sobre os pardmetros zootécnicos, microbioldgicos e resisténcia ao choque
térmico. Para isso, os camardes foram alimentados por seis semanas com quatro
dietas experimentais: a) 0,5 g kg%; b)1 g kg?; c) 2 g kg*; d) controle (0 g kg?). O
experimento foi realizado em quadruplicata, totalizando 16 unidades experimentais a
uma densidade de estocagem de 2000 pés-larvas m3. Os parametros de qualidade
de agua e andlises microbiolégicas foram feitas por meio de ANOVA unifatorial,
seguida do teste de Tukey. Os dados zootécnicos foram avaliados por regresséo
polinomial e a sobrevivéncia ao choque térmico por Kaplan-Meier. Os resultados
obtidos demonstraram que a suplementacéo do ViligenNE nédo afetou a contagem de
bactérias heterotréficas totais e Vibrio spp. no intestino e a mortalidade ap6s o choque
térmico. No entanto, os parametros zootécnicos dos camardes, foram influenciados
positivamente quando suplementados com doses crescentes do Viligen\E de 0,5 e 1g
kg proporcionando maior peso final e taxa de crescimento especifico. Portanto, a
adicdo de 0,5 e 1g kg de Viligen\E na dieta melhorou o desempenho zootécnico dos
camarbes na fase de bercario cultivados em bioflocos. Além disso, através da
regressao polinomial, estimou-se o nivel 6timo de inclusdo em 1,17 g kg* de ViligenNE
para a maior resposta, em termos de peso final e taxa de crescimento especifico.

Palavras-chave: Penaeus vannamei; parametros zootécnicos; choque térmico.
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ABSTRACT

The objective of this work is to evaluate Viligen\E (Alltech®, USA), composed of
sodium butyrate, dehydrated hydrolyzed yeast and zinc proteinate as a food additive
for Penaeus vannamei, cultivated in a biofloc system, in the nursery phase, on the
zootechnical parameters, intestinal microbiota and thermal-shock resistance. For this,
the shrimp were fed for six weeks with four experimental diets: a) 0.5 g kg; b) 1 g kg
1 ¢) 2 g kgt d) control (0 g kg?). The experiment was carried out in quadruplicate,
totaling 16 experimental units at a stocking density of 2000 post-larvae m-3. Water
quality parameters and microbiological analyzes were performed using one-way
ANOVA, followed by the Tukey test, zootechnical data were evaluated by polynomial
regression and survival to thermal shock by Kaplan-Meier. The significance level
adopted was 5%. The zootechnical parameters of shrimp were positively influenced
when supplemented with increasing doses of Viligen"E of 0.5 and 1g kg, providing
higher final weight and specific growth rate. However, ViligenNE supplementation did
not affect total heterotrophic bacteria count and Vibrio spp. in the intestine and mortality
after heat shock. Thus, the addition of 0.5 and 1g kg of ViligenNE in the diet improved
the zootechnical performance of shrimp in the nursery stage grown in bioflocs. Through
polynomial regression, the optimal inclusion level of 1.17 g kg? of ViligenNE was
estimated for the highest response, in terms of final weight and specific growth rate.

Keywords: Penaeus vannamei; zootechnical parameters; thermal shock.
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2.1 INTRODUCAO

O sistema de bioflocos é considerado uma das tecnologias mais sustentaveis
desenvolvidas para o cultivo do camardo. Nesse sistema é possivel controlar o
excesso de compostos nitrogenados, como amdnia e nitrito, por meio da comunidade
microbiana e da formacéo de aglomerados constituidos por microalgas, protozoarios,
bactérias, leveduras e detritos organicos e inorganicos, 0os quais sao denominados
bioflocos (AVNIMELECH 2014; DE SCHRYVER et al. 2008). Além disso, o cultivo
pode ser realizado em: areas menores, longe de regifes costeiras; utilizando menor
volume de agua, com maior biosseguranca (HARGREAVES 2006); e permitindo alta
densidade de estocagem e entrada de matéria organica mantidos com o auxilio de
alta aeracao (BROWNDY et al. 2001).

O bercério é a fase que compreende a etapa intermedidria entre a larvicultura
e a engorda com o objetivo de aclimatar as pdés-larvas as condi¢des praticadas na
fase de engorda. Alguns estudos demonstram a importancia do sistema de bioflocos
em fases iniciais de cultivos, resultando em um ambiente mais controlado e seguro
para o crescimento dos camarfes. Esse ambiente, potencializa, tanto o crescimento
gquanto a sanidade dos animais, promovendo por consequéncia a melhoria no
desempenho zootécnico dos camardes na fase de engorda (KRUMMENAUER et al.
2010; WASIELESKY et al. 2013; LORENZO et al. 2016). Além disso, o sistema de
bioflocos aliado a fase de bercario dos camardes, pode auxiliar também na
manutencao de bons parametros de qualidade da 4gua, mesmo sem renovacdes, nos
sistemas de criacdo (XU et al. 2012).

Apesar do sistema de cultivo em bioflocos possuir diversas caracteristicas
positivas, ainda ha alguns entraves. Por ser um sistema com alta densidade de
estocagem e de matéria organica, precisa estar muito bem equilibrado e
dimensionado para ndo trazer consequéncias negativas, como por exemplo: a
multiplicacdo de bactérias patogénicas. As bactérias do género Vibrio séo tipicas do
ambiente marinho e estuarino, além de fazerem parte da microbiota natural dos
camardes (LIGHTNER 1996; LIU et al. 2011). Porém, podem representar risco ao
cultivo, sobretudo, quando o camaréo apresenta sinais de estresse ou capacidade
imune comprometida. Esse estresse pode estar relacionado ao tratamento
inadequado da agua de cultivo, a reducdo dos niveis nutricionais e as variagdes de

temperatura.
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Tradicionalmente, o controle de bactérias nocivas dependia exclusivamente
do uso de antibidticos. Porém, o excesso e o0 uso indiscriminado desses
antimicrobianos pode resultar no desenvolvimento de cepas de bactérias resistentes,
além de deixar residuos na dgua e carne do animal produzido (WESTON 1996). Dessa
forma, diversos métodos alternativos sdo estudados, principalmente os preventivos,
para controlar possiveis patégenos e melhorar o quadro geral de saide dos camardes.
Dentre as alternativas, cita-se os aditivos alimentares como butirato de sodio, levedura
hidrolisada e proteinato de zinco.

Em relacdo aos aditivos alimentares comercializados, o ViligenNE (Alltech®,
EUA), vem atuando como: melhorador de desempenho produtivo, da saude geral, do
sistema imunolégico e da integridade intestinal, bem como, equilibrador da microbiota
intestinal. Este produto € composto principalmente por acido organico, o butirato de
sédio; levedura hidrolisada desidratada, que é rica em polissacarideos e nucleotideos;
e mineral quelado, o proteinato de zinco.

Em camarbes Penaeus vannamei, 0 uso de butirato comprovadamente
beneficiou o crescimento, a atratividade ao alimento e consumo de racéo, bem como
o incremento na digestibilidade de nutrientes e a sobrevivéncia. (SILVA et al. 2013,
2016). Em outro estudo com poés-larvas de P. vannamei, a suplementacdo com a
levedura marinha Meyerozyma guilliermondii em sistema superintensivo de bioflocos
propiciou a diminuicdo da quantidade de sélidos gerados nos sistemas de fertilizacéo
e maior sobrevivéncia dos camarfes (FERREIRA, 2017). J& o proteinato de zinco,
favoreceu o crescimento e o sistema imunologico quando suplementadas em dietas
para camardes (LIN et al., 2013).

Diante do exposto, fica evidente o potencial que cada aditivo alimentar,
utilizados separadamente, tem sobre o desempenho zootécnico do camardo P.
vannamei, criados tanto em regime de agua clara quanto em sistema de bioflocos.
Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do ViligenNE
composto de um mix de aditivos alimentares (butirato de sédio, levedura hidrolisada
desidratada e proteinato de zinco) em trés concentracdes (0,5, 1 e 2 g kg™?) e controle
(0Og kg?), sobre os parametros zootécnicos, microbiota intestinal e resisténcia ao
choque térmico do camaréo-branco-do-pacifico cultivado em sistema de bioflocos

durante a fase de bercario.
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2.2 METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Laboratério de Camardes Marinho (LCM) e a
fabricacdo das dietas foi realizada no Laboratério de Nutrigdo de Espécies Aquicolas
(LABNUTRI), ambos pertencentes a Universidade Federal de Santa Catarina,

localizado em Florianopolis — SC (Brasil).

2.2.1 Animais

Foram utilizadas pos-larvas (PL20) da espécie Penaeus vannamei
provenientes do laboratorio comercial Aquatec, aclimatadas no LCM/UFSC em

sistema de bioflocos até atingirem peso aproximado de 41 mg.

2.2.2 Preparo das dietas experimentais

As dietas foram formuladas com o auxilio do software Optimal Férmula 2000,
baseado nas recomendacgdes e exigéncias nutricionais para P. vannamei (GONG et
al., 2000; NRC, 2011; ZHOU et al., 2012). Os ingredientes secos foram previamente
triturados e peneirados a 600 um. Posteriormente, os microingredientes foram
homogeneizados e em seguida adicionados aos macroingredientes. Sucessivamente
foram acrescentados os 6leos, a lecitina de soja e agua. A mistura resultante foi
peletizada em uma microextrusora (Inbramaq MX-40), seca em estufa a 40°C e
posteriormente a racdo foi refrigerada a 4°Caté a sua utilizacdo. A composicao
centesimal da rac&o foi analisada de acordo com o descrito por AOAC (1999) e os
ingredientes utilizados estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Formulacédo da dieta experimental contendo 0,5, 1 e 2 g kg de Viligen™E e a dieta

controle 0 g kg, sem adicéo do produto.

Ingredientes

Quantidade em g kg de adigéo de Viligen

0 0,5 1,0 2,0

Farinha de trigo 10,00 10,00 10,00 10,00
Farelo de soja 35,00 35,00 35,00 35,00
Farinha de peixe 20,00 20,00 20,00 20,00
Farinha de visceras de aves 8,00 8,00 8,00 8,00
Carboximetilcelulose 0,50 0,50 0,50 0,50
Lecitina de soja 2,00 2,00 2,00 2,00
Fosfato monocalcico 2,50 2,50 2,50 2,50
Oleo de soja 0,50 0,50 0,50 0,50
Vitamina C 0,07 0,07 0,07 0,07
Premix vitaminico 0,40 0,40 0,40 0,40
Premix mineral 1,70 1,70 1,70 1,70
Sulfato de magnésio 1,50 1,50 1,50 1,50
Caulim 8,00 7,50 7,00 6,00
Cloreto de sddio 1,00 1,00 1,00 1,00
Subproduto de salméo 5,13 5,13 5,13 5,13
Cloreto de potassio 1,00 1,00 1,00 1,00
Metionina 0,20 0,20 0,20 0,20
Oleo de peixe 2,50 2,50 2,50 2,50
ViligenNE 0,00 0,05 0,10 0,20
Composicao centesimal (g kg™)

Matéria seca (%) 96,08 93,60 90,65 94,35
Proteina bruta (%) 38,65 37,86 36,77 38,70
Lipideo bruto (%) 9,83 7,10 8,39 7,49
Minerais (%) 23,83 24,46 22,03 22,82
Energia bruta (cal/g) 4173,06 3994,05 3878,92 3934,40

* Todos os resultados estéo expressos na matéria natural do produto.
** As andlises de caracterizacao fisico-quimica foram realizadas de acordo com as metodologias

descritas pela AOAC (1999): Matéria seca pelo método 950.01; Matéria Mineral pelo método 942.05;
Proteina por LECO método Dumas 990.03, fator de converséo 6,25; Extrato etéreo por Soxhlet pelo

método 920.39C. A energia bruta foi determinada em bomba calorimétrica.

2.2.3 Delineamento experimental

O experimento teve duracdo de seis semanas e para a avaliacéo do ViligenNE,

os camardes foram separados em quatro grupos experimentais, isto €, dieta

suplementada com 0,5, 1 ou 2 g kg™ e dieta ndo suplementada (controle 0 g kg), em

quadruplicata, resultando em 16 unidades experimentais. Cada tratamento (0;, 0,5; 1

e 2 g kg?) consistiu em 4 unidades experimentais de 48 L cada, povoado com 96

animais, o que corresponde a uma densidade de estocagem de 2000 pés-larvas m=.
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Cada tanque foi equipado com sistema de aquecimento de agua (temperatura de
28,1+0,9 °C) e aeracdo por tubo perfurado (O2> 5 mg L'). A &gua dos tanques era
proveniente de um indculo com 30% de um tanque matriz para cultivo de camardes
em sistema de bioflocos maduros, ou seja, com nitrificacdo j& estabelecida,
apresentando: 0,15+0,0 mg mL! de aménia; 0,08+0,0 mg mL™! de nitrito; 170+0,0 mg
CaCOsz mL; 484 +0,0 mg mL* de soélidos suspensos totais. Oxigénio dissolvido e
temperatura foram monitorados diariamente. As concentracdes de amonia total e
nitrito, salinidade, pH e soélidos suspensos totais (SST) foram monitorados
semanalmente. Durante seis semanas de cultivo, os camarfes foram alimentados
segundo a tabela de alimentacdo de Van Wyk, seis vezes por dia (8h, 9h30min,
11h30min, 13h30min, 15h e as 17h). Semanalmente 20 animais por tanque foram
pesados para monitoramento do crescimento e ajuste da quantidade de racao
fornecida. Ao final do experimento, foram avaliados como parametros zootécnicos:
sobrevivéncia, peso final, taxa de crescimento especifico, produtividade e conversao

alimentar dos animais.

2.2.4 Andlise da microbiota intestinal

Foram amostrados intestinos de 10 camardes por unidade experimental,
totalizando 40 camardes por tratamento. Os tratos intestinais foram homogeneizados
em gral e diluidos serialmente (1/10) em solucéo salina estéril 3% e semeados em
meio de cultura Agar Marinho e TCBS para contagem de bactérias heterotréficas totais
e Vibrio spp., respectivamente. Nao houve filtragem dos intestinos antes da dilui¢ao.
Os intestinos semeados nas placas de Petri foram incubados em estufa a 30°C
durante 24 horas e, posteriormente, efetuadas contagens totais de unidades
formadoras de coldnias (UFC mL1g? de intestino). No dia da coleta os camardes nédo

foram alimentados.

2.2.5 Resisténcia ao choque térmico

Para o desafio de choque térmico, apds o periodo de seis semanas, 15

camardes de cada unidade experimental foram transferidos dos tanques de cultivo
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(com agua a 28,1+0,9°C) para aquarios de 60 L contendo agua salgada a 13,5+0,1°C
(temperatura estabelecida previamente em um ensaio de temperatura letal de 50%),
onde foram mantidos por uma hora. A temperatura da agua dos aquarios foi
monitorada constantemente durante todo o periodo. Posteriormente, os animais foram
transferidos simultaneamente para recipientes contendo agua a 28°C. A sobrevivéncia
foi avaliada durante 48 horas, até a estabilizacdo da mortalidade. Os camarfes nao

foram alimentados durante todo o periodo do teste.

2.2.6 Andlise estatistica

Parametros de qualidade de &gua e analises microbiolégicas foram
submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Levene para verificar a normalidade e
homocedasticidade, respectivamente. Apos 0s pressupostos garantidos, esses dados
foram submetidos a ANOVA unifatorial, seguida do teste de Tukey quando necessario.
Além disso, os dados zootécnicos foram avaliados por regressao polinomial de grau
dois. A sobrevivéncia ao choque térmico foi analisada com o teste de sobrevivéncia

de Kaplan-Meier. O nivel de significancia adotado em todos os testes foi de 5%.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Parametros de qualidade de 4gua

A temperatura e o oxigénio dissolvido foram mantidos em 28,12 + 0,97 °C e
6,27 + 0,26 mg L™! respectivamente, e permaneceram constantes ao longo de todo o
experimento. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos para alcalinidade,
pH, sdlidos suspensos totais e nitrato. A amoénia e o nitrito foram estatisticamente
diferentes entre os tratamentos, entretanto essas diferencas nao afetaram o
desempenho zootécnico dos animais, onde se mantiveram dentro dos limites

aceitaveis para o cultivo do camarao-branco-do-pacifico em bioflocos.
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Tabela 2. Variaveis fisico-quimicas da agua nos tanques de bercario de Penaeus vannamei
em sistema de bioflocos, alimentados por seis semanas com dietas contendo 0,5; 1 e 2 g kg
! de Viligen NE e uma controle (0 g kg?), sem adicéo do produto.*

L Nitrito N- . -
Tratamentos ,(Anr]n goli]_'f)l Nolz_ _l§m9 Nltzerg; llzl_-ll)\l03 (né;cglgrggidlﬁ) pH SST (mg L)
Controle 0,68+0,882 0,09+0,03>  70,43+24,89 163,67+19,31 7,97+0,10 613,26+255,54
0,59 kg 0,66+0,952 0,12+0,08>  64,25+47,52 168,10+19,05 7,96x0,09 601,60+266,09
1g kgt 0,29+0,17° 0,14+0,07°>  72,44+54,25 165,25+14,83  7,95+0,10 584,90+264,54
2g kgt 0,30+0,19° 0,20+0,18%  79,42+67,24 164,83+16,11  7,95+0,10 567,08+285,75
p-valor** 0,000 0,000 0,961 0,642 0,573 0,812

* Dados apresentados em médios + desvio padrdao. *ANOVA unifatorial. SST — s6lidos suspensos

totais.

2.3.2 Desempenho zootécnico

Apos o periodo de seis semanas, a inclusao de ViligenNE resultou em um efeito

quadratico para peso final, produtividade, taxa de crescimento especifico e fator de

conversdo alimentar (Tabela 3). O peso final dos tratamentos com 0,5 e 1g kg de

suplementacéo de ViligenNE foram superiores ao tratamento com 2g kg e o controle.

Além disso, a taxa de crescimento especifico (TCE % dia) foi superior no tratamento

com adicdo de 1 g kgt.Ja o fator de conversdo alimentar apresentou o melhor

resultado quando suplementado com 0,5 g kg? de ViligenNE. Através da regresséo

polinomial, estimou-se o nivel 6timo de inclusdo em 1,17 g kg de Viligen\€ para a

maior resposta, em termos de peso final (Figura 1A) e taxa de crescimento especifico

(Figura 1B).
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Tabela 3. Parametros zootécnicos no bercario de Penaeus vannamei em sistema de
bioflocos, alimentados por seis semanas com dietas contendo 0,5; 1 e 2 g kg™ de Viligen\E e
uma controle (0 g kg*?), sem adicdo do produto.*

~ . Valor

Suplementacéo de ViligenNE kgt ~
Variaveis P ¢ g g%9 regressao

0 0,5 1 2 R? p
Peso final (g) 0,87+0,17 1,02+0,12 1,11+0,06 0,99 +0,13 0,3794 0,045
Produtividade (kg m3) 1,75+0,28 1,99+0,21 2,08+0,10 1,81+0,32 0,2828 0,115
Taxa crescimento especifico (%) 1,98+0,39 2,34+0,29 2,55+0,15 2,26+0,31 0,3794 0,045
Fator de converséo alimentar 1,58+0,15 1,48+0,16 1,55+0,12 1,59+0,19 0,0485 0,724
Sobrevivéncia (%) 97 +0,03 95+0,03 95+0,03 94+0,05 0,1002 0,503

*Dados apresentados em médios + desvio padréo.

Figura 1. Desempenho zootécnico do camardo Penaeus vannamei criado em sistema de
bioflocos, alimentados por seis semanas com dietas contendo 0,5; 1 e 2g kg de Viligen"E e
uma controle (0 g kg?), sem adicéo do produto. A) Peso final (g). B) Fator de converséo
alimentar (FCR). C) Taxa de crescimento especifico (TCE%). D) Produtividade (kg m™).
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2.3.3 Microbiologia do trato intestinal

N&o foi observada diferenca significativa entre 0s grupos experimentais para

a contagem total de bactérias heterotréficas (p=0,182) e Vibrio spp. (p=0,549) do
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intestino dos camardes alimentados por seis semanas com dieta ndo suplementada

ou suplementada com diferentes concentragées de ViligenNE (Figuras 3A e 3B).

Figura 2. Contagem total de bactérias heterotréficas e contagem de Vibrio spp.do intestino
de Penaeus vannamei alimentados por seis semanas com dietas contendo 0,5; 1 e 2g kg*
de ViligenNE e uma controle (0 g kg?), sem adicéo do produto. A) Contagem total de
bactérias heterotroficas. B) Contagem de Vibrio spp. Dados representam unidades
formadoras de col6nia (CFU mL™* g*em Log 9).
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2.3.4 Resisténcia ao choque térmico

Nado foi observada diferenca significativa (p=0,382) entre 0s grupos

experimentais para a mortalidade de P. vannamei durante 48 horas apds ser

submetido a desafio de choque térmico (Figura 3).
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Figura 3. Mortalidade cumulativa de pés-larvas de Penaeus vannamei alimentados por seis
semanas com dietas contendo 0,5; 1 e 2g kg de Viligen"E e uma controle (0 g kg™), sem
adicdo do produto durante 48 horas apds serem submetidas ao desafio de choque térmico.
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2.4 DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho utilizando ViligenNE como aditivo alimentar para o
camarao-branco-do-pacifico. O uso combinado de levedura hidrolisada desidratada,
butirato de sddio e proteinato de zinco — componentes deste aditivo alimentar —
proporcionou maior peso final e taxa de crescimento especifico do camardo quando
suplementado em doses crescentes de 0,5 e 1g kg de ViligenNE na dieta. O fator de
conversdo alimentar apresentou melhor resultado quando suplementado com 0,5 g
kg* de Viligen\E. Semelhante ao presente trabalho, Silva et al. (2016), ao testar
apenas sais organicos na dieta do P. vannamei, apesar de uma dose maior, também
observaram um crescimento e eficiéncia alimentar significativamente maiores para
animais suplementados com 20 g kg* de butirato de sédio. Agora, ao analisar a
suplementacdo de apenas fontes organicas de zinco (Zinco-Lisina, Zinco-Glicina e
Zinco-Metionina) para P. vannamei, constatou-se que a adi¢cdo de Zinco-Metionina
apresentou os melhores resultados de ganho em peso, além de maior sobrevivéncia
apos desafio contra Vibrio harveyi (LIN et al. 2013). Além disso, no que diz respeito a
suplementacao de levedura, Jin et al. (2018) ao testarem a inclusdo de 1% de levedura

hidrolisada e 1% de levedura de cerveja na dieta para juvenis de P. vannamei, também
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verificaram uma melhora no ganho de peso, taxa de crescimento especifico e de
conversao alimentar nos animais alimentados com 1% de levedura hidrolisada em
relacdo ao grupo controle. Portanto, no presente estudo, o uso combinado dos trés
compostos pode ter apresentado efeito sinérgico entre si, contribuido ainda mais para
melhoria do desempenho zootécnico, especialmente para o0s camardes
suplementados com 0,5 e 1g kg de ViligenNE,

Os componentes do aditivo ViligenNe podem prevenir a oxidacdo de
aminoacidos, melhorar a assimilagdo de nutrientes e proporcionar uma condi¢ao
favoravel para a melhor utilizacdo de nutrientes na dieta e, consequentemente, 0
crescimento dos camardes (ROBLES et al. 2013; VAZQUEZ et al. 2006). No entanto,
os niveis de suplementacao dietética de um dado aditivo podem variar dependendo
da espécie, fase de vida, sistema de cultivo e com o tempo de administracdo. Como
por exemplo, Pessini (2021) ao utilizar Viligen™ (0,60; 1,20; 2,40 e 4,80 g kg') em
dietas para juvenis de tilapia-do-nilo durante 60 dias, criadas em sistema de agua
clara, estimaram a dose ideal através da regressdo em 2,80 g kg VILIGEN™ para
maior resposta em ganho de peso diario, enquanto que para juvenis de camaréo-
branco do pacifico criados em BFT foi estimado em 1,17 g kg™ de ViligenNE para maior
resposta em termos de peso final e taxa de crescimento especifico.

Entre os compostos presentes na parede da levedura estdo o0s
polissacarideos, em especial os [B-glucanos, que podem atuar estimulando
diretamente o crescimento da microbiota comensal (SONG et al. 2014). Além disso, 0
butirato de sédio tem efeitos benéficos nas respostas imunes e na resisténcia a
doencas, assim como é fonte de energia para os enterdcitos. Similarmente, o
proteinato de zinco, também beneficia o crescimento e a proliferagdo celular no
sistema imunoldégico. Nesse sentido, doses de 5, 10 e 20 g kg de apenas butirato de
sbédio foram efetivas em diminuir o crescimento de Vibrio sp. no intestino do P.
vannamei, além de aumentar a aglutinacdo sérica (SILVA et al. 2016). Embora
estudos sobre aditivos alimentares mostrarem uma modulag&o positiva da microbiota
intestinal de camardes, no presente estudo, a suplementacdo com ViligenNE em
diferentes concentracdes ndo afetou a contagem de bactérias heterotroficas totais e
Vibrio spp. no intestino dos animais. Isso pode ter ocorrido pelo fato de a concentragéo
ser insuficiente para afetar a microbiota intestinal, pois considerando o0s trés
componentes,butirato de sodio, proteinato de zinco e levedura hidrolisada a

concentracédo de cada um deles é consideravelmente menor do que o utilizado por
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Silva et al. (2016), onde as concentracdes apenas de butirato de sodio foram de 5, 10
e 20 g kg?. Portanto, mais estudos sdo necessarios para determinar a duracéo e
concentracdo ideal da suplementacdo dietética com ViligenNE para otimizar a
modulagéo da microbiota intestinal do camar&o-branco-do-pacifico.

A temperatura tem influéncia direta no metabolismo dos crustaceos,
produzindo um efeito significativo tanto no crescimento quanto na sobrevivéncia dos
camarfes peneideos. Além disso, o frio pode causar imunossupressdo e,
consequentemente, aumentar a vulnerabilidade a patogenos (GOMEZ-JIMENEZ et al.
2000; KAUTSKY et al. 2000; WANG e CHEN 2006). Os acidos organicos melhoram a
fluidez da membrana celular, resultando em menores taxas de mortalidade, pois a
adaptacdo da homeoviscosidade da membrana € um importante mecanismo de
resisténcia ao frio (HAYWARD; MANSO; COSSINS 2014). Em insetos, crustaceos,
microrganismos e plantas resistentes ao frio, a melhora da fluidez da membrana
ocorre pelo aumento do grau de insaturacdo e € um mecanismo comum em diferentes
organismos resistentes a variacdo térmica (CORCOLES-SAEZ et al. 2016;
TAKAHASHI et al. 2016). Neste estudo, entretanto, ndo houve diferenca significativa
na mortalidade cumulativa de camardes apds o choque térmico, mesmo apos seis
semanas de suplementacdo com o mix de aditivos alimentares (butirato de sédio,
proteinato de zinco e levedura hidrolisada). No entanto, mais estudos devem ser
conduzidos para entender os mecanismos responsaveis pela resisténcia as mudancas
bruscas de temperatura, e adaptar a suplementacao ideal para que possam atuar em
conjunto sobre parametros zootécnicos, microbiota intestinal e sobrevivéncia apos

choque térmico.

2.5 CONCLUSAO

A adicdo de 0,5 e 1g kg de ViligenNE na dieta melhorou o desempenho
zootécnico dos camarbes na fase de bercario cultivados em bioflocos. Através da
regressao polinomial, estimou-se o nivel 6timo de inclusdo em 1,17 g kg™ de ViligenNE
para a melhor resposta, em termos de peso final e taxa de crescimento especifico. No
entanto, a suplementacdo com ViligenNE ndo afetou a contagem de bactérias
heterotroéficas totais e Vibrio spp. do intestino e a mortalidade dos camardes apés o

choque térmico na fase de bercario em bioflocos.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Através do presente trabalho com a suplementacdo do aditivo alimentar
ViligenNE composto de um mix de aditivos alimentares (butirato de sédio, levedura
hidrolisada desidratada e proteinato de zinco), pode-se analisar as diferentes doses
de inclusdo na dieta e responder alguns questionamentos. Visto que é o primeiro
trabalho utilizando o Viligen\E para o camaréo-branco-do-pacifico Penaeus vannamei
cultivado em bioflocos na fase de bercario. Como os niveis de suplementagéo de um
dado aditivo pode variar dependendo da espécie, fase de vida, sistema de cultivo e
com o tempo de administracdo, mais estudos sdo necessarios para determinar a
duracéo e concentracéo ideal de suplementacéo dietética com ViligenNE para otimizar
em conjunto os parametros zootécnicos, microbiota intestinal e mortalidade apo6s

choque térmico.
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